T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittsi

DUZ KAS HUCRELERININ YONLENDIRILMIS
YUZEYLERDE DOKU MUHENDISLIGI AMACLI
DINAMIK KULTURU

Mert SAHINLER

Danisman: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Tezli Yiiksek Lisans Programi

[zmir
2021






Mert SAHINLER tarafindan yiiksek lisans tezi olarak sunulan “Diiz kas
hiicrelerinin yonlendirilmis yilizeylerde doku miihendisligi amagli dinamik kiilttiri”
baslikli bu ¢alisma EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen
Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 03.03.2021 tarihinde

yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi ile basarili bulunmustur.
Jiiri Uyeleri: Imza

Jiiri Baskam : Do¢. Dr. Aylin SENDEMIR ..o,
Raportor Uye : Prof. Dr. Sinan AKGOL ..o,

Uye : Doc. Dr. Aylin ZIYLAN ...,



EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y&netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Diiz kas hiicrelerinin yonlendirilmis
ylizeylerde doku miihendisligi amagli dinamik kiiltiiri” baglikli bu tezin kendi
calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu
tez caligmasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez caligmasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun
olarak verdigimi, tez calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal
edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir boliimiinii bu iiniversite
veya diger bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi icinde sunmadigimi, bu tezin
planlanmasindan yazimina kadar biitiin sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu

kabul edecegimi beyan ederim.

03/03/2021
Imzas

Mert SAHINLER



OZET

DUZ KAS HUCRELERININ YONLENDIRILMIS YUZEYLERDE
DOKU MUHENDISLiGi AMACLI DINAMIK KULTURU

SAHINLER, Mert
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR

Subat 2021, 137 sayfa

Doku miihendisligi yaklasimlarinin popiilerligi ve gerekliligi glinlimiiz saglik
alaninda gittikge artmaktadir. Bu yaklasimlar, geleneksel tedavi ydntemlerinin
yetersiz kaldig1 veya hi¢ bulunmadigi pek ¢ok farkli doku ve organlarla ilgili ortaya
cikabilecek hastalik veya fonksiyon bozukluklarinda kullanilabilmektedir. Bu tez
calismasinda ise standart cerrahi miidahalelerin pek cok komplikasyona sebep
olabilecegi bilinen ve atrezi veya kostik yaralanmalar sonucu gerekebilecek
0zofagus replasmanima yonelik bir doku miihendisligi iiriinii ortaya cikarmak
hedeflenmistir. Caligma kapsaminda bu hedefe ulagsmak i¢in dogal 6zofagus yapisini
taklit etme amaciyla Bombyx mori kozalarindan izole edilen ipek fibroin,
elektroegirme yontemi ile daginik ve yonlenmis fiber yapili doku iskeleleri tiretmek
i¢in kullanilmustir. Uretilen bu doku iskeleleri {izerinde, dogal 6zofagus yapisinda da
bulunan diiz kas hiicrelerinin kiiltiirii gergeklestirilmis ve bu farkl yiizeylere karsi
verdikleri tepkiler incelenmistir. Elde edilen bulgular sonucu, diiz kas hiicrelerinin
bu caligmada iiretilen doku iskelesi lizerinde 15 giin boyunca canli kalabildikleri ve
kontraktil 6zellige sahip olduklarini belirten proteinleri ifade ettikleri ve yonlenmis
yiizeyler iizerinde fiber dogrultusunda yonlendikleri belirlenmistir. Ayrica, ¢ekme
biyoreaktorii kullanilarak uygulanan farkli germe miktarlarinin hiicrelerdeki
kontraktil 6zellik ile iliskili protein olan a-SMA ifadesinde farkliga sebep oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, diiz kas hiicrelerinin kiiltiiriiniin
gerceklestirildigi rastgele ve yonlenmis fiber yapili ipek fibroin doku iskelelerinin
ve dinamik kiiltiir kosullarinin ileride 6zofagusa yonelik gelistirilebilecek doku

miihendisligi yaklagimlarina yon ve destek vermesi bakimindan oldukca 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: Elektroegirme, Yonlendirilmis yilizey, Cekme
biyoreaktdrii, ipek fibroin.



ABSTRACT

DYNAMIC CULTURE OF SMOOTH MUSCLE CELLS ON
ALIGNED SURFACES FOR TISSUE ENGINEERING

SAHINLER, Mert
MSc in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin SENDEMIR

Subat 2021, 137 pages

The popularity and necessity of tissue engineering approaches is increasing in
today's healthcare field. These approaches can be used in diseases or dysfunctions
that may arise in many different tissues and organs where traditional treatment
methods are inadequate or not available. In this thesis, it was aimed to create a tissue
engineering product for esophageal replacement that is known to cause many
complications with standard surgical interventions and may be required as a result
of atresia or caustic injuries. In order to achieve this goal, silk fibroin isolated from
Bombyx mori cocoons was used to produce random and aligned fiber structured
tissue scaffolds by electrospinning in order to mimic the natural esophagus structure.
Smooth muscle cells, which are also found in the natural esophagus structure, were
cultured on these produced tissue scaffolds and their responses to these different
surfaces were examined. As a result of the findings obtained, it was determined that
smooth muscle cells could survive for 15 days on the tissue scaffold produced in this
study, express proteins indicating that they have contractile properties and are
oriented in the direction of the fiber on aligned surfaces. In addition, it was
determined that different stretching magnitudes applied using a tensile bioreactor
caused a difference in a-SMA expression related to the contractile property in cells.
These results are considered to be very important in terms of providing direction and
support for tissue engineering approaches to be developed for the esophagus in the
future.

Keywords: Electrospinning, Alinged surfaces, Strech bioreator, Silk fibroin.



iii
ONSOzZ

Doku miihendisligi yaklasimlar ile ilgili yapilan arastirmalarin pek ¢ogunun
klinik anlamda uygulanabilir hale gelmesinin ve ger¢ekten uygulanmasinin on
yillar aldig1 bir gergektir. Bu amaca dogru yapilan her ¢aligmanin bu siireci biraz
daha  kolaylastinnp  kisaltacagini  ve  sonunda  insanlarin  hayatini
kolaylastirabilecegini  hatta kurtarabilecegini  diisiinmekteyim. Bu hedef
dogrultusunda ozverili bir sekilde g¢alisan diinyanin her yerinden, farkli irka,
yonelime veya diisiince yapisina sahip arastirmacilara ufak bir destek vermis

olmanin bilincinde olmak beni bu ¢alisma boyunca mutlu ve motive etmistir.

[ZMIiR MERT SAHINLER

03/03/2021
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1.GIRIS

Islevini yerine getiremeyecek durumda zarar gérmiis doku ve organlari tekrar
fonksiyonel hale getirebilecek yaklagimlari kesfetmek ve gelistirmek insanoglunun
biiylik hayallerinden biridir. Bu yaklasimlarin arastirilmasini ve gelismesini i¢eren
modern rejeneratif tip ve doku miihendisligi alan1 yaklasik olarak 40 yillik bir
gegmise sahip olup ancak 1993 yilinda doku miihendisligi adini alabilmistir
(Langer & Vacanti, 1993). Standart tip yaklasimlarinin yetersiz kaldigi noktalarda
malzeme bilimi, biyoloji, kimya, tip ve miihendislik gibi bir¢ok farkli alandan
beslenen disiplinler arasi bir alan olan doku miihendisligi su ana kadar pek ¢ok
farkli yaklagimlar ile doku fonksiyonlarini iyilestirmeye ve gelistirmeye ¢alismistir.
Bu farkli yaklagimlar kullanilarak tiretilen doku miihendisligi tiriinleri iiretra (A.
Raya-Rivera et al., 2011), kalp kapakg¢ig1 (Cebotari et al., 2006), mesane (Atala et
al., 2006) ve vajina (A. M. Raya-Rivera et al., 2014) gibi dokularda klinikte
kullanilmistir. Doku miihendisligi yaklasimlarinin kullanildig: bir diger organ olan
0zofagus ile ilgili ¢aligmalar ise son yillarda oldukca popiilerlik kazanmigtir

(Arakelian et al., 2018; Jones et al., 2019).

Ozofagus kanseri diinya ¢apinda en yaygin 8. kanser tipi olup sadece ABD’de
2020 yilinda 18 bin yeni vakaya ve yaklasik 16 bin oliime sebep olmustur
(Howlander, 2017). Bu kanser vakalarinin tedavisinde endoskopik rezeksiyon
standart uygulama olsa da son yillarda Ozellikle biiyiik lezyonlara giivenli bir
sekilde miidahale etme sans1 veren endoskopik submukozal diseksiyon (ESD)
yontemi kullanilmaya baslanmistir. Fakat, bu s6z konusu ESD uygulamalari
sonrasinda ©6zofagusta olusan striktiirler ciddi birer problem haline gelmistir
(Funakawa et al., 2015; Shi et al., 2014). Bu striktiirlerin tedavisinde standart olarak
kullanilan balon dilatasyonu tekniginde ise 0zofagusta perforasyon gibi ciddi
problemler olusabilir. Kanser disinda konjenital veya ozellikle cocuklarda kostik
yaralanmalara bagli olusan durumlar da ise Ozofagus replasmanina ihtiyag
duyulabilmektedir. Konjenital sebepli olusan atrezilerde genellikle cerrahi
miidahale ile devamlili§1 bozulmus olan 6zofagus mide ile birlestirilir. Fakat, bu
cerrahi miidahale sonucu sizinti, striktiir, reflii veya 6zofagus dismotilitesi gibi
yasam kalitesini diisiirecek komplikasyonlar olusabilmektedir (E. Lee et al., 2017).

Ayrica, uctan uca bu birlestirme isleminin miimkiin olmadigi uzun aralikl



atrezilerde mide bolmesi, spiral miyotomi gibi 6zofagus uzatma teknikleri veya
kolon, jejunal ve mide interpozisyonu gibi 6zofagusun yerini tutabilecek yapilar
kullanilabilmektedir (E. Lee et al., 2017; Zani et al., 2009). Fakat, kullanilan tiim
bu teknikler sonucu gene sizinti, striktiir, reflii veya 6zofagus dismotilitesi gibi
komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 6zofagus ile ilgili
yasanan hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek alternatif yaklagimlar aranmaya
baslanmistir. Doku miihendisligi yaklasimlar1 kullanilarak sentetik, dogal
polimerlere veya deseliilerize matrikslere diiz kas hiicreleri veya epitel hiicreleri
ekilerek olusturulan doku miihendisligi tiriinleri gibi alternatif tedavi yontemleri
gelistirilmektedir (Tan et al., 2012). Fakat 6zofagus anatomik olarak ¢ok kompleks
bir yapt oldugundan, 6zofagusa yonelik gelistirilecek bir doku miihendisligi

iirlinlinde g6z Oniine alinmasi gereken birgok faktdr vardir.

Ozofagus, boyun, toraks ve karm bolgesinden gecen yaklastk 20 cm
uzunlugunda kasli yapida olan, siv1 ve gida iletimini saglayan yassi epitel, boyuna
ve ¢evresel olarak yonlenmis diiz kas ve fibroblast hiicrelerinden olusan silindirik
bir yapidir (Menezes et al., 2020; Zhu et al., 2017). I¢erdigi farkl: hiicre tipleri ve
farkli katmanlarindan dolay1 bu dokuya yonelik gelistirilecek doku miihendisligi
uriinleri peristaltik aktiviteye, uygun elastisisiteye ve mekanik dayanima sahip
olmalidir (Poghosyan et al., 2016). Bu karakteristik 6zellikleri elde etmek i¢in de
dogru malzeme sec¢imi, bu malzeme ile dogru mikro yapimin olusturulmasinin
yaninda bu yapi lizerinde kiiltive edilecek hiicrelerin nativ 6zofagus yapisindaki
gibi davranabilmeleri i¢in gerekli sinyallerin saglanabilmesi gerekmektedir

(Schizas et al., 2020).

Yapilan bu yiiksek lisans tezinde ozellikle 6zofagusa yonelik, dogal bir
polimer olan ipek fibronin elektroegirme yontemi ile yonlendirilmis doku iskeleleri
iiretilmesi, bu iskeleler {izerinde diiz kas hiicrelerinin statik ve ¢cekme biyoreaktorii
kullanilarak dinamik kiiltiiriintin gerceklestirilmesi ve bu dinamik kiiltiiriin s6z
konusu hiicreler tizerindeki etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Yonlendirilmis
yiizeylerde yapilan kiiltlir ile nativ 6zofagus dokusu taklit edilmeye calisilirken
cekme biyoreaktoriiniin kiiltiir sirasinda kullanilmasi ile nativ dokudaki diiz kas

hiicrelerinin maruz kaldig1 mekanik stres taklit edilmeye caligilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Doku Miihendisligi

Son iriinleri sayesinde tip ve saglik hizmetlerini kokiinden degistirebilecek
doku miihendisligi, 1993 yilinda Langer ve Vacanti tarafindan yasam bilimleri ile
miithendislik yaklagimlarinin beraber kullanilarak islevini kaybetmis doku ve
organlarin fonksiyonlarinin geri kazandirilmasi, korunmasi veya gelistirilmesini
hedefleyen bir arastirma alani olarak tanimlanmistir (Langer & Vacanti, 1993).
Doku miihendisligi her ne kadar adin1 1993 yilinda almis olsa da bu alandaki ilk
calismalar 1970’li yillarda otolog sentetik deri greftleri ile baslamistir (Hauben et
al., 1982). Giiniimiizde ise artan popiilerligi ve farkli miihendislik yaklasimlari
sayesinde sinir, kemik, kikirdak, kas gibi her tiirlii doku ve organ i¢in ¢alismalar
yuriitiilmeye devam etmektedir. (Camarero-Espinosa et al., 2020; Dong et al., 2020;
Eivazzadeh-Keihan et al., 2020; Madhusudanan et al., 2020).

Doku miihendisligi ¢calismalarina duyulan ihtiyag, modern tipta tedavi igin
kullanilan farmakoloji ve transplantasyon temelli yaklasimlarinin yetersiz kaldigi
durumlardan ortaya c¢ikmaktadir. Ilag kullanimi igeren farmakoloji temelli
yaklasimlar ancak geri doniisiimii miimkiin olan noktaya kadar hasar gormiis
dokularin tedavisi i¢in kullanilabildiginden bu grup disinda kalan hastaliklar i¢in
kullanigsizdir. Bunun yaninda her ne kadar birgok organ ve dokunun
transplantasyonu miimkiin olsa da tarihin higbir noktasinda ihtiyaci karsilayacak
yeterli dondr bulmak miimkiin olmamistir (Vacanti & Vacanti, 2013). Bu klasik
tedavi yontemlerinin eksik kaldigi durumlarda doku miihendisligi yaklagimlarina

basvurulmustur.

Doku miihendisligi yaklasimlar1 6ziinde malzeme, hiicre ve sinyal olmak
lizere ii¢ ana elementin tek tek veya farkli kombinasyonlarla kullanilmasi
prensibine dayanir (Sekil 1). Sadece, ¢esitli malzemeler kullanilarak tiretilen doku
iskelelerinin hasarli bolgeye yerlestirilmesi ve bolgedeki hiicrelerin hasarli boliimd,
iskeleyi bir model olarak kullanarak iyilestirmesi miimkiindiir. Ayrica, sadece
otolog hiicrelerin ve kok hiicrelerin kisilerden izole edilip in vitro ortamda gogaltilip

hasarl1 bolgeye enjekte edilmesi veya kiiglik hasarli bolgelerde sadece biiylime



faktorlerinin kullanilmasi, hiicrelere verdigi sinyaller sonucu iyilesme goriilmesi de

miumkindiir.

Sinyal

Malzeme ‘
(Iskele) (Kimyasal,

Mekanik)

Doku
Miihendisligi

Sekil 1. Doku miihendisligi yaklasiminin ii¢ temel elemant

Fakat, bir¢ok dogal doku, yapilar1 ve fonksiyonlari bakimindan oldukga
komplekslerdir. Ve dogal dokularin fonksiyonunu pek ¢ok agidan taklit etmek igin
malzeme, hiicre ve sinyaller birlikte kullanilir. Bu sebeple s6z konusu yapilarin
dogal hallerine en yakin sekilde taklit edilebilmeleri i¢in dogru malzeme ve
malzemenin islenme yoOnteminin secilmesi, yeterli ve uygun hiicre tipi
kullanilmasinin yaninda orantili, siirdiiriilebilir sinyal saglanmasi gereklidir (Nerem

& Schutte, 2013).

2.1.1 Hiicreler

Hiicreler, pek ¢ok doku miihendisligi ¢alismasinin en 6nemli parcalarindan
biridir. Hiicreler alindig1 kaynaga gore otolog, allojenik ve ksenojenik olmak iizere
iic ana kategoriye ayrilabilirler. Otolog hiicreler, hastanin kendisinden izole edilip
in vitro ortamda ¢ogaltilarak kullanilabilirler. Bu tip hiicreler hastada immiin yanit
olusturmayacagindan ne kadar doku miihendisligi ¢alismalar1 i¢in en uygun

tercihlerden biri olsa da ¢ogu durumda yeterli miktarda hiicrenin hastadan izole



edilmesi miimkiin olmamaktadir. Elde edilebilen hiicrelerin de in vitro ortamda
tiretilebilmesi i¢in ¢ok cesitli glivenlik regiilasyonlarini saglayabilmis merkezlerde
yapilmast gerektiginden olduk¢a yiiksek maliyetlerle miimkiin olmaktadir.
Allojenik hiireler iste hasta disinda baska bir insandan alinan hiicreleri temsil edip
immiin yanit olusturma riskinin yaninda potansiyel olarak basla hastaliklar1 da
tagima ihtimaline sahiptir. Ksenojenik hiicreler ise tamamen farkli bir tiir canlidan
alman hiicreler olup kullanimi doku miihendisligi caligmalarinda simirlidir
(Grounds, 2018). Otolog veya allojenik kaynaktan alinabilen kok hiicreler ise
plastisitelerine gore dogru sartlar altinda farkls hiicre tiplerine farklilasma 6zelligine
sahip 0zel hiicre gruplart olup doku miihendisligi i¢in en sik kullanilan hiicre
tipleridir. 2006 yilinda Takahashi ve Yamahaka tarafindan gelistirilen indiiklenmis
pluripotent kok hiicre teknolojisi ise doku miihendisliginde kullanilmaya baglanan
bir diger hiicre tipidir. Bu hiicre tipleri, kolayca izole edilebilen fibroblast
hiicrelerinin genetiklerinin yeniden programlanmasi sonucu yetiskin somatik
hiicrenin plastisitesi ¢ok yiiksek embriyonik kok hiicre benzeri haline getirilmesi
sonucu elde edilmektedir. Bu hiicreler, zaman zaman eldesi invaziv, zor ve
maliyetli olan diger kok hiicrelere doku miihendisligi agisindan ¢ok etkili bir
alternatif haline gelmistir (Romanazzo et al., 2019). Baz1 doku miihendisligi
yaklagimlarinda tiim bu hiicre tipleri tek baslarina kullanilabilse de genellikle doku
miihendisliginin bir diger 6nemli parcast olan doku iskeleleri ile beraber kullanimi

daha yaygindir.

2.1.2 Malzemeler

Pek c¢ok, biiylik boyuttaki ve kompleks geometrideki doku ve organlara
yonelik doku mithendisligi c¢alismalart biyouyumlu dogal veya sentetik
polimerlerin farkli tekniklerle islenmesi sonucu ortaya ¢ikan ve doku iskelesi
denilen destek yapilarint kullanir. Bu doku iskelelerinin en temel gorevi dogal
ekstraseliiller matrisi (ECM) taklit etmek ve dogal olarak hiicrelere tutunacak ylizey
saglamaktir. Ideal bir doku iskelesinin biyouyumlu, kontrol edilebilir bozunma
oranina, hedef dogal doku ile benzer mekanik ve mimari Ozelliklere ve hiicre
biiyiimesini destekleyecek porlu bir yapiya sahip olmasi beklenir (Roseti et al.,
2017).



Biyouyumluluk, hiicrelerin malzeme yiizeyine tutunabilme, biiyiliyebilme,
farklilagabilme ve hatta zamanla kendi ECM’sini olusturabilme gibi farklh
faktorlerin degerlendirildigi ve tiretilecek herhangi bir doku iskelesinde goz oniinde

bulundurulmasi gereken ilk 6nemli karakteristik 6zelliktir (O’Brien, 2011).

Bozunma orani, doku iskelesi malzemesinin hangi hizda ve ne miktarda
bozundugunu belirten bir o6zelliktir. Doku miihendisliginde doku iskelesi
kullaniminin amaci her ne kadar hiicrelere dogal dokuya benzer bir yap1 saglamak
olsa da bu tarz iirtinlerin kullanildig1 yaklagimlarda asil amag s6z konusu hiicrelerin
iireyip, olgunlasip kendi ECM’lerini iiretip hasar1 iyilestirmesidir. Bu sebeple de
kullanilan doku iskelelerinin zamanla viicut tarafindan enzimler yardimiyla
parcalanip toksik olmayan ve immiin yanit olusturmayacak ufak parcalara ayrilip

tamamen yok olmasi gerekmektedir (H. Zhang et al., 2014).

Bir doku iskelesinin mekanik ozellikleri segilen malzeme ve {iretim
yontemine gore manipiile edilebilir. Bu manipiilasyonlarin amaci doku iskelesinin
fiziksel 6zelliklerini hedef dogal doku veya organdaki hale yaklagtirmaktir. Ciinkdi,
genel olarak hiicreler etraflarindaki ECM ile direk iliskide olup ¢esitli yolaklar
sayesinde bu ECM’i siirekli olarak sekillendirirler. Farkli hiicre tipleri ECM’leri
farkli derecelerde sekillendirdigi i¢in doku iskelesi olarak kullanilacak
malzemelerin fiziksel &zellikleri gok biiyiik bir éneme sahiptir. Ornek olarak
normal bir kas dokusunun elastik modiilii 10-13 kPa, adipoz dokunun 2-4 kPa iken
kalsifiye olmamis kemik dokunun ise yaklasik 80 kPa civaridir (Urrutia et al.,
2017). Metaller, seramikler ve dogal veya sentetik polimerler gibi biyomalzemeler
hedef dokudakine benzer bir doku iskelesi {iiretmek ig¢in kullanilabilir.
Biyomalzemeler, Biyomalzeme Avrupa Biriligi (ESB) tarafindan viicudun
herhangi bir yerindeki biyolojik sistemlerle etkilesime girmek iizere tasarlanmis

biyouyumlu malzemeler seklinde tanimlanmistir (O’Brien, 2011).

Titanyum, demir oksit, altin gibi metal veya alagimlari temelli iskeleler
genellikle ortopediye yonelik doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Inert yapilar1 sayesinde viicut i¢indeki canli dokuyla etkilesimi ¢ok az olup harika
mekanik 6zellikleri sebepleriyle tercih edilirler. Ozellikle biyoaktif cam gibi

seramik temelli iskeleler ise kimyasal 0zellikleri sebebiyle kemik doku



miithendisliginde siklikla kullanilmaktadir (Okamoto, 2019). Dogal veya sentetik
polimerler ise yiiksek yiizey alani/hacim orani, kontrol edilebilir mekanik
ozellikleri, yiizey enerjileri, hidrofiliklik / hidrofobiklik gibi pek ¢ok 6zelliklerinden
dolay1 kemik, kikirdak, karaciger, kalp, sinir, kornea ve damar gibi pek ¢ok doku
ve organ i¢in doku iskelesi olarak kullanilmistir (Dhandayuthapani et al., 2011;
Okamoto, 2019).

Sentetik polimerler, her bir iiretim partisinde homojen olarak elde
edilebilmesi, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ¢ok hassas bir sekilde kontrol
edilebilmesi ve herhangi bir immiin yanit olugturmamasi sebebiyle doku iskelesi
tiretiminde siklikla kullanilirlar. Fakat, dogal polimerlere goére ¢ok zayif
biyoaktivite gostermeleri ve hidroliz sonucu bozunmalarindan dolay1 ortama CO>
salip pH degerini yiikseltmesi ciddi dezavantajlar olarak degerlendirilmektedir.
Iskele iiretimi igin kullamilabilecek pek ¢ok sentetik polimer olmasina ragmen
polikaprolakton (PCL), poli (L-laktik asit) (PLLA), poli (DL lactic acid-ko-glikolik
asit) (PLGA) giliniimiizde hala en popiiler tercihlerdir (Janouskova, 2018; Stratton
etal., 2016).

Dogal polimerler klinik olarak ilk kullanilmis malzemelerdir (Nair &
Laurencin, 2007). Protein veya polisakkarit yapili dogal polimerler biyoaktif
ozelliklere sahip oldugundan hiicrelerle etkilesimi oldukca yiiksek seviyelerdedir.
Bu malzemeler ayrica viicudun kendi metabolik siiregleri sayesinde islendikleri igin
zamanla bozunmaya ugrarlar. Bu sebeplerden dolayr doku miihendisligi

caligmalarinda siklikla doku iskelesi malzemesi olarak kullanilir (Tang et al., 2014).

Protein yapili, Kolajen, jelatin, fibrin, elastin, ve ipek (fibroin ve serisin) farkli
tretim yontemleri kullanilarak doku iskelesi iiretmek ic¢in kullanilir. Kolajen,
ozellikle kas-iskelet sistemi ECM’lerinde yiliksek miktarda bulunan dogal bir
polimerdir. Cesitli memeli hayvanlardan izole edilip farkli konsantrasyonlarda
kullanilarak pek ¢ok normal doku 6zelliklerine yakin doku iskeleleri elde etmek
icin kullanilabilir. Doku miihendisligi marketinde Amerikan Gida ve ilag
Dairesi’nden (FDA) onay almis “Collagrafts” gibi kolajen i¢eren kompozit iiriinler
de mevcuttur (Tang et al., 2014). Kolajene gore daha az immiin reaksiyona sebep

olacak ve deri, kirkirdak ve bag doku pek ¢ok doku ve organda bulunan jelatin ise



diinya ¢apinda yillik yaklasik 300 milyon kg ftretim hacmine sahip iskele
tiretiminde siklikla kullanilan protein yapili bir dogal polimerdir. Jelatin, kolajenin
kismi olarak hidrolizi sonucu tiretildigi i¢in kolajene gore kismen daha ucuz olmasi
ve organik ¢oziiciiler yaninda suda da kolaylikla ¢6ziinebilmesi yiliziinden doku
miihendisligi alaninda kullanimi oldukg¢a popiilerlesmistir (Echave et al., 2017).
Fibrin, kolajene benzer yapistyla daha ¢ok kan pihtilasma siirecinde gérev alan bir
protein olup FDA onayr almis cerrahi yapistirict olarak kullanilabilen bir
biyomalzemedir. Elastin, kolajen ve jelatine goére kismen daha smirl1 bir kullanim
alanina sahip ¢oziinmeyen ve yiiksek seviyede immiin yanita sebep olabilecek bir

biyomalzemedir.

Bu tez ¢alismasinda da kullanilmis ipek, doku miihendisligi ¢aligmalarinda
kullanim1 son yillarda oldukga artmis, dayaniklilik, biyouyumluluk ve mekanik
ozellikleri bakimindan bir doku iskelesi liretimi i¢in ¢ok uygun bir biyomalzemedir.
Ipek, bazi bocek larvalari tarafindan fiber seklinde koza iiretmek amaciyla
sentezlenen ve fibroin ve serisin adi verilen iki farkli grup proteinden olusur. Bu
fiber yapidaki protein yapisindaki yiliksek sayidaki hidrojen baglar1 ve kristal
yapisindan dolayr diger globular proteinlere goére c¢ok daha saglam oldugu
bilinmektedir (Altman et al., 2003). Ayrica ipek, allojenik ve ksenojenik
kaynaklardan elde edilen diger protein yapili biyomalzemelere karsi gesitli
avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi ipegin islenme maliyetinin diislik
olmasidir. Ozellikle tekstil endiistrisinde siklikla kullanildig: i¢in yilda yaklagik 1
milyon ton Uretimi yapilan ipek laboratuvar 6l¢eginde ise bu tez ¢calismasinda da
yapildigi gibi ipek bocegi kozalarindan hafif alkali soliisyonlar kullanilarak serisini

uzaklastirilmis ipek fibroinin izole edilebilmesi miimkiindiir.

Ipek fibroin, diger protein yapili biyomalzemelere gére ¢ok dengeli bir elastik
modiiliis, esneme ve en yiiksek ¢cekme mukavemeti saglamasi bakimindan pek ¢ok
doku mithendisligi uygulamasi i¢in tercih edilmistir (Tablo 1). Ayrica, ipek fiboinin
bu mekanik Ozellikleri izolasyon ve saflastirma asamasinda yapilabilecek bazi
modifikasyonlarla ihtiyaca gore manipiile edilebilmektedir (Kundu et al., 2013).
Ornek olarak ipek fibroin soliisyonu kullanilarak elde edilmis film formundaki
yapinin ¢gekme mukavemeti 8-10 MPa arasindayken (J. Zhou et al., 2014), hidrojel
formundaki yapinin mukavemeti yaklastk 1 MPa (Luo et al.,, 2016) ve



elektroegrilmis fiber formdaki yapimin mukavemeti ise 30-60 MPa arasinda

olabilmektedir (Amiraliyan et al., 2010).

Tablo 1. Cesitli malzemelerin mekanik 6zellikleri

Malzeme En Yiiksek Cekme Elastik Modiiliis % Uzama
Mukavementi (MPa) (GPa)

Bombyx mori 610-690 15-17 4-16

(serisinsiz)

Kolajen 0.9-7.4 0.0018-0.046 24-68

Capraz baglanmis 47-72 0.4-0.8 12-16

Kolajen

Polilaktik Asit 28-50 1.2-3 2-6

Tendon 150 15 12

Kemik 160 20 3

Kevlar 3600 130 2.7

Ipek fibroinden elde edilmis hidrojeller, kopiikler, filmler ve elektroegrilmis
fiber damar, noral, kemik, kikirdak, ligament ve tendon, kardiyak, okiiler, hepatik,
omurilik gibi pek ¢ok farkli doku ve organa yonelik doku miihendisligi
calismalarinda kullanilmaktadir (Kundu et al., 2013). Bu tez calismasinda da ipek
fibroinden elde edilmis elektroegrilmis yiizeyler, diisiik maliyeti, kolay isleme
siirecleri ve hedeflenen kullamim alanina uygun mekanik o6zellikleri sebebiyle

kullanilmasi tercih edilmistir.

Bir doku iskelesinin mimari ve yiizeysel 6zelliklerinin hiicrelerin iskele
icindeki dagilimini, gesitli proteinlerin ifadesini ve bunlara bagli olarak da doku
olusumunu etkiledigi bilinmektedir (Declercq et al., 2014). Temel olarak doku
iskelesinin  mimarisi dokunun gelisecegi sinirlar1 belirlerken, bu iskelenin
mikroskobik yapist hiicrelerin tutunma morfolojisi, lireme profillerini ve sonug
olarak genel davranislarini etkilemektedir. Ornek olarak, farkli por gaplarina sahip
bir yiizeye tutunan MG63 hiicrelerinin morfolojileri sekil 2’de goriilebilir. Daha
kiiciik por ¢apina sahip yilizeydeyken hiicre tutundugu ylizey alanini arttirip daha
yayilmis bir durumdayken daha biiyiik por ¢capinda tutundugu yiizey alan1 azalmis
ve daha yuvarlak bir hale gelmistir. Bu por ¢ap1 degisikligi sadece hiicrelerin
morfolojisini degil s6z konusu hiicrelerin farklilagma yeteneklerini de etkilemistir.
Por cap1 arttik¢a hiicrelerde ALP ve osteokalsin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir
(S.J. Leeetal., 2004).
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Sekil 2. Farkli por caplarina sahip yiizeye tutunmus MG63 hiicreleri. (Por gaplari A’dan Fye
sirastyla 0.2, 0.4, 1,3, 5 ve 8 mm dir) (S. J. Lee et al., 2004)

Ideal bir doku iskelesinin mimarisi, yiiksek oranda porlu bir yapiya sahip olup
besin maddelerinin hiicrelere difiizyonunu kolaylastirmas: ayni anda metabolik
atiklarin da uzaklastirilmasini1 desteklemelidir. Ayrica bu porlu yap1 birbirleriyle
baglantili olup hiicrelerin tiim iskele boyunca kendi ECM’lerini olusturabilmesine
izin vermelidir. Tabi ki sadece yiiksek por oranina sahip iskelelerin iiretilmesi ve
bu iskeleler tizerinde hiicre kiiltiir edilmesi ¢ogunlukla hedef organ veya dokuya
benzer 6zelliklerde doku miihendisligi tirtinleri olusturmak i¢in yeterli degildir. Pek
cok organ farkl yiizey 6zelliklerine sahip hiyerarsik yapilardan olusmaktadir. Bu
sebeple hedef organin mimari ve yiizeysel 6zellikleri iyi tayin edilmesi ve bu
ozelliklerde iskele tiiretmek icin dogru {liretim yontemlerinin secilmesi ¢ok

Onemlidir.

Doku miihendisligi i¢in iskele iiretilirken kullanilabilecek pek ¢ok
biyouyumlu malzeme oldugu bu malzemeleri islemek i¢in de pek g¢ok iiretim
yontemi mevcuttur. Bu yontemler genel olarak, geleneksel yontemler ve hizh

prototipleme yontemleri olarak siniflandirilabilir (Tablo 2) (Eltom et al., 2019).
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Tablo 2. Doku miithendisligi iskele tiretim yontemleri

Hizh Prototipleme Yontemleri Geleneksel Yontemler
Stereolitografi Dondurarak Kurutma

Secici Lazer Sinterleme Gaz kopiiklendirme

Biyoyazici Coziicli dokiim-parcacik uzaklastirma
Eriyik Yigma Modelleme Elektroegirme

Geleneksel yontemlerle elde edilen iskeleler, bir doku iskelesinde bulunmasi
istenen yiiksek oranda porlu bir yapiy1 saglayabilir. Ayrica, bu teknikler genelde
diisiik maliyetli ve hizli olmasi agisindan da siklikla tercih edilir. Fakat, bu teknikler
kullanilarak kompleks geometrik sekillere sahip iskeleler olusturmak hizl

prototipleme yontemlerine gore ¢ok daha zordur (Eltom et al., 2019).

Hizl prototipleme yontemleri, bilgisayar destekli dizayn (CAD) modellerini
kullanan fabrikasyon tekniklerinin tamami olarak adlandirilabilir. Bu teknigin en
onemli ozelliklerinden biri zaten mimari ag¢idan ¢ok karisik olan bazi doku ve
organlara uygun geometrideki iskelelerin tiretilebilmesinin yaninda bu iskelelerin
kisiye 6zel olarak da modifiye edilebilmesidir. Bu yontemleri kullanan tekniklerde
dogal polimerlerin kullanilmasinin zor olmasinin yaninda, geleneksel yontemlere
gore yiiksek baslangic maliyeti bazi ¢aligmalar ve arastirma gruplari i¢in dezavantaj

olusturabilmektedir (Zhao et al., 2018).

Hem geleneksel yontemlerin hem de hizli prototipleme yontemlerinin
kendine has avantaj ve dezavantajlar1 oldugu bir gergektir. Bu sebepten dolay1 bir
doku miihendisligi iskelesi liretirken yapilacak se¢im her calismanin 6zelinde
yapilmadir. Bu tez calismasinda olusturulmasi hedeflenen iskele geometrisi
silindir ve hedef organ o6zofagus olugundan iskelenin bir geleneksel iskele
iiretme yontemi olan elektroegirme teknigi ile iiretilmesine karar verilmistir.
Bu teknik biyoaktivitesi yiiksek dogal bir polimer olan ipek fibroin’in

kullanilmasina izin vermistir.

Elektroegirme, elektrostatik giicii kullanarak polimer siispansiyonundan
fiber yapili doku iskeleleri olusturmak i¢in doku miihendisligi alaninda siklikla
kullanilan bir tekniktir. Gilic kaynagi, siringa pompasi ve iletken bir toplayici
plakadan olusan kismen basit bir diizenekten pek ¢cok dogal veya sentetik polimer

kullanilarak farkli amaglara yonelik doku iskeleleri tiretilebilir (Sekil 3).
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Sekil 3. Standart bir elektroegirme diizenegi

Elektroegirme isleminde, yiiksek voltaj altinda polimer soliisyonu i¢indeki ayni1
yiiklerin olusturdugu elektrostatik gii¢, soliisyonun yiizey geriliminden biiyiik
oldugu durumda ortaya ¢ikan s1vi damlasinin Taylor konisi ad1 verilen geometriye
dontislip siringa ucundan ¢ikmasi ve negatif olarak yiiklenmis toplayiciya dogru

uzamasi sonucu fiberler olusturulur (Taylor, 1964).

Bu teknik, diger geleneksel iskele liretim yontemlerine gore bazi avantajlar
tagimaktadir. Mikro 6lgekten nano dlgege kadar yiiksek ylizey alanina sahip fiber
yapilarin ¢ok diisiik maliyetlerle olusturulabilmesi, ¢ok genis yelpazedeki sentetik,
dogal veya bu ikisinin karisgtmindan olusan malzemelerle ¢alismaya izin vermesi,
porozite oranmin ayarlanabilmesi ve farkli {iretim sonrasi siireclerle yiizeysel
ozelliklerinin ihtiyaca gore modifiye edilebilmesi bu avantajlarin  en
onemlilerindendir (Yawen Li & Bou-Akl, 2016; H. Liu et al., 2013; Rahmati et al.,
2020). Bu teknik her ne kadar kismen diisiik maliyetli, hizl1 ve basit bir deneysel
diizenege sahip olsa da son liriiniin fiziksel 6zelliklerini degistirebilecek pek ¢ok

parametre vardir.
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Elektroegirme islemindeki degiskenler genel olarak soliisyon parametreleri
ve proses parametreleri olarak siniflandirilabilir. Tablo 3’te bu parametrelerin

bazilar1 ve parametrelerin son {iriindeki fiber morfolojisine etkisi 6zetlenmistir.

Tablo 3. Elektroegirme islemindeki ana parametreler ve bu parametrelerin fiber morfolojisi tizerine
olan genel etkileri.

Soliisyon Parametreleri Fiber morfolojisine EtKisi

Polimer Konsantrasyonu Arttikea fiber capi artar.

Soliisyon Viskozitesi Arttikga fiber capi atar.

Soliisyon Iletkenligi Arttikca fiber capi azalir.

Proses Parametreleri Fiber morfolojisine Etkisi

Voltaj farki Degisimine gore damla olusumu goriilebilir

Akis hizi Arttikga fiber ¢apr artar, damla olusumu
goriilebilir.

Toplayici-igne arasi mesafe Arttikga fiber cap1 azalir

Toplayict Geometrisi Degistikce fiber yonlenmesi gozlenebilir.

Tablo 3’te verilen bu temel parametreler optimize edilerek dogal dokulari
taklit edebilecek yapay ECM’ler iiretilebilir. Diger parametrelerden daha 6zel olan
toplayic1 geometrisi degistirilerek makro ve mikro olgekte anizotropik doku
iskeleleri olusturulabilir. Bu anizotropik fiber yapili doku iskeleleri, elektroegirme
sistemindeki toplayicinin manipiile edilmesi ile elde edilebilir. Genelde kullanilan
sabit toplayict plaka yerine, donen (tambur) toplayict veya paralel toplayici

kullanilir.

Donen toplayicilarda fiber yonlenmesi, yliksek hizin ve donen tamburun

uyguladig1 mekanik olarak ¢ekme kuvvetinin bir sonucu olarak olusur (Sekil 4).
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Sekil 4. Doénen toplayici diizenegi (Turuncu oklar tambura dogru ¢ekilen fiberleri gostermektedir.)

Doénen toplayicilarda genellikle donme hiz1 kritik seviyeye ulasana kadar arttikca
fiber yonlenmesi de artar. Bu kritik seviye sistemden sisteme, polimerden polimere
degistigi i¢in literatiirde pek ¢ok farkli grup tarafindan 3 m/s ile 13 m/s arasinda pek
cok farkli kritik donme hizi rapor edilmistir (Long et al., 2012; Yuan et al., 2017).
Bu teknik en kolay ve kullanilan en eski yontem olmasina ragmen bazi
dezavantajlar1 vardir. Bu sistemlerde genellikle donme hizi arttik¢a fiber gapi
azalmaktadir bu da yiiksek donme hizlarina ihtiya¢ duyan polimerler ve sistemlerde
elde edilebilen fiber ¢aplarini sinirlamaktadir. Ayrica, egirme siiresi ve dogal olarak

kalinlik arttikga yonlenme derecesi de azalmaktadir (Katta et al., 2004).

Bir diger teknik olan paralel toplayici tekniginde ise iletken iki paralel
plakanin birbirlerinden belirli bir miktar uzaklastirilmasi sonucu arada yalitkan bir
kismin olusturulmast ile fiber yonlenmesi elde edilir (Jha et al., 2011; Linder et al.,
2020). Bu teknikte yonlenme, donen toplayicidaki gibi yiiksek hiz ve mekanik
cekme kuvveti ile degil iki iletken plaka arasindaki boslugun elektrik alanda
olusturdugu manipiilasyondan kaynaklanmaktadir. Paralel plakalar kullanilarak
birka¢ milimetreden bir metreye kadar farkli uzunluklarda yiiksek oranda
yonlenmis fiberler elde edilebilir (Jha et al., 2011; Lei et al., 2018). Ayrica, bu

teknik, donen toplayict gibi ekstra deney diizenegine ihtiyag olmadan birbirinden
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bir miktar ayrilmis siradan iki aliiminyum folyo parcasiyla kullanilabilmesi
bakimindan fiberlerin yonlendirilmesi i¢in ¢ok kolay ve diisikk maliyetli bir

yontemdir (Sekil 5).

Sekil 5. Paralel toplayici diizenegi

Fiberleri yonlendirmek i¢in bu iki yontem disinda su banyosuna toplamak,
ekstra manyetik alan olusturmak, merkezka¢ kuvvetini kullanmak, hava akigini
kullanmak veya egirme sonrasi fiberlere germe uygulamak gibi pek ¢ok teknik de
mevcuttur. Fakat, bu teknikler donen ve paralel toplayici yontemlerine gore ¢ok
daha karmasik deneysel kurulum gerektirdigi gibi zaten ¢ok fazla parametreden
etkilenen elektroegirme yontemine ekstra pek ¢ok parametre eklemektedir. Bu
sebeplerden dolay1 da bu tez calismasinda anizotropik fiber elde etme

calismalarinda donen ve paralel toplayici teknikleri kullanilmastir.

Viicutta, kalp, kan damarlari, sinir dokusu, 6zofagus dokusu gibi pek ¢ok
doku ve organ anizotropik ve kendilerine has 6zel ECM’lere sahiptir (Sekil 6).
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Aortik kapakeik Ince Bagirsak Tendon

Sekil 6. Farkli dokularin dogal ECM’lerinin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri. (Aortik
Kapakgik ve ince bagirsak izotropik, Tendon ise aniztropik 6zellik gostermektedir.) (Jun etal., 2018)

Genelde bir yone dogru yonlenme ile ortaya ¢ikan bu anizotropi, sadece
ECM’lerde degil hiicrelerde de siklikla goriilmektedir. Zaten anizotropik ECM
olusumu genellikle hiicrelerin yonlenmesi sonucu olugmaktadir. Hiicre yonlenmesi,
isminden de anlasilabilecegi gibi hiicrelerin organize bir sekilde ayni yone dogru
yonlenmesi olarak tanimlanabilir. Bu ydnlenme, embriyogenesisten hiicre
farklilagmasina kadar pek ¢ok siiregte kritik rol oynamaktadir. Bu yiizden herhangi
bir doku miihendisligi calismasi icin gelistirilecek iskelelerin dogal dokudaki

hiicre yonlenmesi destekleyecek nitelikte olmahdir (Yuhui Li et al., 2014).

Bu tez cahismasmna da konu olan diiz kas hiicreleri o6zofagusun
muscularis propria kisminda dairesel ve uzunlamasina olmak iizere iki farkh
sekilde yonlenmislerdir (Sekil 7). Bu yonlenme, tiiketilen gida ve sivilarin
peristaltik hareket ile mideye gonderilmesinde ¢ok biiyiik rol oynamaktadir.
Bu sebepten dolayr 6zofagusa yonelik gelistirilecek bir doku iskelesinin

aniztropik olmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Zhu et al., 2017).



Sekil 7. Dogal Ozofagus doku kesitinin Hematoksilen ve Eozin boyama fotografi. (M harfi
mukozayi, SM harfi submukozayi, Dikdortgen igindeki alan uzunlamasina yonlenmis, Ucgen
icindeki alan ise dairesel yonlenmis diiz kas hiicrelerini belirtmektedir.) (Hou et al., 2016)
Stegemann’in yaptig1 ¢caligmada diiz kas hiicrelerinin davranislarinin iskele
geometrisi ile dogrudan iliskili oldugu belirtilmistir (Stegemann & Nerem, 2003).
Elektroegirme yoOntemi ile paralel olarak yonlenmis sekilde iiretilmis iskeleler
tizerinde kiiltiir edilen diiz kas hiicrelerinin fiberlere paralel olarak yonlendigi
gosterilmigtir (Nivison-Smith & Weiss, 2012). Bu sebeplerden dolay:r bu tez
cahsmasinda diiz kas hiicrelerinin Kiiltiirii paralel olarak yonlenmis
elektroegrilmis yiizeylerde gerceklestirilmis ve bu sayede kendi dogal
ECM’leri istiinde aldiklarn fiziksel sinyalleri almalar1 saglanmaya

cahsilmstir.

2.1.3 Sinyaller

Bir doku miihendisligi {iriiniin basariya ulasabilmesi i¢in dogru hiicre tipi
secimi, dogru malzeme ve iiretim teknigi se¢imi kadar hiicrelere dogru sinyalleri
ulastirabilmek de elzemdir. Bu sinyaller, biiylime faktorii veya gesitli biyoaktif
ajanlar seklinde biyokimyasal/¢oziiniir sinyaller olabilecegi gibi mekanik uyarma
seklinde fiziksel sinyaller de olabilir (Dang et al., 2018).
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2.1.3.1 Biyokimyasal sinyaller

Biiylime faktorleri ECM’de veya hiicre membraninda bulunan hiicreler
tarafindan salgilanan ve evrimsel olarak korunmus c¢ok genis yelpazedeki
polipeptitleri tanimlamak i¢in kullanilir (Tablo 4). Bu faktorler, hiicrelerin
prolifereasyon, migrasyon, farklilasma veya apoptoza ugrama gibi pek c¢ok farkli
davraniglar1 regiile eder. Bu hiicre davraniglar1 da temel olarak doku ve organlar
icindeki homeostasinin korunmasini saglar (Mina, 2014). Bu faktorler, iskele
iretiminde kullanilan biyomalzemelerle birlikte kullanilip iskele {izerindeki
hiicrelere dogal ¢evresindekine benzer sinyaller vermek i¢in siklikla kullanilir.
Ornek olarak, sican kemik iligi kok hiicreleri ekilmis anjiyojenik ve ostojenik
bliylime faktorler igeren ipek fibroin doku iskeleleri kafataslarinda defekt
olusturulmus si¢anlara implante edilmis ve ekilen kok hiicrelerin farklilagsmalart
incelenmistir. Biiyiime faktorii iceren iskelelerdeki kok hiicrelerin icermeyen
iskelelerdekine gore daha yiiksek oranda osteblastlara ve endotel hiicrelere

farklilastigi rapor edilmistir (W. Zhang et al., 2014).

Tablo 4. Bazi temel biiylime faktorii aileleri.

Bilyiime Faktorii Aileleri

Epidermal Biiyiime Faktorii Ailesi

Fibroblast Biiylime Faktori Ailesi
Hedgehog Ailesi
Trombosit Kaynakli Bliylime Faktorii Ailesi

Dontistiiriicti Biiylime Faktorii Beta Ailesi

Tiimor Nekrosis Ailesi
Damar Endotel Biiylime Faktorii Ailesi
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Ailesi

2.1.3.2 Fiziksel sinyaller

Ayn1 biyokimyasal sinyaller gibi fiziksel sinyaller de pek c¢ok hiicre
davranigina dogrudan etki etmektedir. Viicutta dogal kosullarda hiicreler bu fiziksel
sinyallere, yercekimi ve fiziksel aktivitelerden kaynaklanan giiclerden veya direk
ECM’in kendisinden maruz kalabilirler. Bu sebeple ECM’leri taklit etme amaciyla
tiretilmis doku miihendisligi iskeleleri makro, mikro ve nano dlgekte hiicrelere, por
biiyiikligii ve orani, yiizey sertligi, ylizey fizikokimyasi gibi 6zellikleri araciligiyla

fiziksel sinyal saglamaktadir. Ornek olarak, farkli bolgelerde farkl1 yiizey sertligi
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ozelligi gosteren ayn1 substrat tizerinde kiiltiirii yapilan mezenkimal kok hiicrelerde,
hiicrelerin substrat lizerindeki daha sert olan bolgelere dogru gog ettigi goriilmiistiir.
Bu gb¢ davranisinin sebebinin s6z konusu kok hiicrelerin bu yiizey sertligini pek
¢ok hastalik durumunda ortaya ¢ikabilen fibréz alanlarla eslestirdiginden o
bolgedeki homeostaziyi saglamak oldugu belirtilmistir (Vincent et al., 2013).
Ayrica, piezoelektrik 6zellige sahip doku iskelelerinin de pek ¢ok farkli doku ve
organin rejenerasyonunda gerekli olan sinyalleri saglayabildigi literatiirde rapor
edilmistir (Castro et al., 2020). Ayn1 sekilde, disaridan uygulanabilecek manyetik
ve akustik alanlarin da hiicre davraniglarini etkileyebilecek fiziksel sinyalleri

sagladig1 bilinmektedir (Armstrong & Stevens, 2020).

Bu farkh fiziksel sinyallerin c¢esitli yolaklarla biyolojik tepkilere
doniistiiriilmesine mekanotransdiiksiyon adi verilir (Martino et al., 2018). Bu
fiziksel giiclerin biyolojik bir tepkiye doniismeye basladigi yer direk ECM ile
temasta bulunan hiicre membranindaki olup oradan sitoplazmaya ve sonunda

cekirdege aktarilir.

Bu hiicre ve ECM arasindaki etkilesim fokal adhezyon adi verilen pek ¢ok
sayidaki integrin, aktin filamenti veya cesitli sitoplazma proteinlerinin biitiiniin
olusturdugu yapilar sayesinde gerceklesir (Orr et al., 2006). Bu fokal adhezyon
proteinlerinden en Onemlilerinden biri olan integrin farkli ECM proteinlerine
baglanarak hiicre membranimnin iki tarafindan da sinyal alir ve iletir. Sitoskeletal
gerginligindeki degisimler ECM’ye bagl integrin baglanti noktalarin1 ¢eker. Bu
cekme sirasinda diger fokal adhezyon proteinlerine bagli aktin proteinlerini
deforme eder ve bu deformasyon gen ve protein ifadelerini degistirir (Sun et al.,
2016).

Gen ve protein ifadesinde degisiklige sebep olmasindan dolayr hiire
davraniglarin1 ~ degistirebilen bu fiziksel sinyalleri in vitro kosullarda

uygulayabilmek i¢in doku miihendisligi biyoreaktorleri tasarlanmig ve iiretilmistir.

Doku miihendisligi biyoreaktorleri, kisaca in vitro ortamda Kkiiltiirii
yapilan hiicrelere in vivo ortamdakine benzer biyolojik olarak aktif kosullar

saglayan sistemler olarak tammmlamir (Bayir et al., 2020). Farkli sekilde



20

tasarlanabilen bu sistemler, in vitro ortamda pek ¢ok biyokimyasal ve
fizikokimyasal sinyalleri kontrol etmeye yardimci oldugu gibi pek ¢ok farkli

fiziksel sinyalleri de uygulayabilecek kapasitededir.

Karstiric1, perfiizyon, donen-duvar, mekanik kuvvet veya bu prensiplerin
kombinasyonunu kullanan biyoreaktorler giiniimiizde doku miihendisligi

uygulamalari i¢in en sik kullanilan sistemlerdir.

Karistirict biyoreaktdrler en basit reaktér sistemleri olup manyetik bir
karistiric1 ¢ubuk kullanarak reaktor hazenesi i¢indeki hiicre silispansiyonu
belirlenen hizlarda karistirir ve karistirict ¢ubugun donme hizina bagli olarak

hiicrelere belirli miktarda kayma gerilimi uygular.

Perfiizyon biyoreaktoleri ise kapali dongiiye sahip olup doku miihendisligi
iirliniin icinden pompa kullanarak devamli olarak besi ortaminin belirlenen basing
ve akis hiz1 gibi parametreler ile gegisini saglar. Bu gegen ortamin yarattigi basing,
iskele duvarlarinda kayma gerilimi olusmasina sebep oldugu i¢in hiicrelere fiziksel

sinyaller yollamak i¢in kullanilir.

Donen-duvar biyoreaktorleri ise reaktdr hazenesini yanal eksende dondiirerek
hiicreleri mikro yercekimi ortammna maruz birakmaya yarayan Ozellesmis

sistemlerdir.

Bu tez ¢aligmasinda da bir 6rnegi kullanilan mekanik kuvvet biyoreaktorleri
ise hiicrelere veya doku iskelelerine dogrudan mekanik germe uygulamasi igin
gelistirilmistir. Bu mekanik germe farkli dizaynlar yoluyla ¢ekme, sikistirma veya
biikme seklinde uygulanabilir (Sladkova & de Peppo, 2014). Bu ¢alismada da
kullanilan ¢ekme biyoreaktorler genelde bilgisayar kontrollii motorlara baglanan,
farkli tasarimlarda bulunabilen ve iskelelerin takilabilecegi kiskaclardan olusur

(Sekil 8) (Bayir et al., 2020).
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Sekil 8. Tek eksenli gekme biyoreaktor sistemi fotografi.

Viicudun farkli doku ve organlarinda bulabildigi gibi 6zofagusta da
bulunan diiz kas hiicreleri hem aktif germeye hem de pasif germeye maruz
kalirlar. Bu germe kuvvetinin bu hiicreler {izerindeki proliferasyonu,
migrasyon, farklilasma ve fenotip 6zellikleri iizerine olan etkileri literatiirde
mevcuttur. Diiz kas hiicreleri genelde germe kuvvetine paralel sekilde
yonlenip sentetik fenotip adi verilen kasilma fenotipine farklilasirlar.
Literatiirde diiz kas hiicrelerine mekanik kuvvetin uygulandigi pek c¢ok
calisma olmasina ragmen bu c¢alismalarda genelde {i¢ noktadan biikkme
uygulayan sistemler ve bu sistemlerle beraber ¢alisabilecek kolajen tip 1,
laminin, jelatin veya fibronektin gibi dogal polimerler kapli iki boyutlu
substratlar kullanilarak yapilmistir (Cheng et al., 2012; Guha et al., 2011,
Rodriguez et al., 2015; Scherer et al., 2014; Song et al., 2012).

Tiim bu bilgiler 15181nda sonuc olarak, hiicrelerin konumsal olarak
yonlendirilmis organizasyonunu ifade eden hiicre yonlenmesi dogal
dokularda sikhikla karsilagilip, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi,
membran proteinlerinin yer degistirmesi, c¢ekirdek gen ifadesi ve
ekstraseliiller matriks yeniden modellenmesi gibi cesitli hiicre
davranislarinda farkhhklar yaratarak embriyogenez sirasinda model

olusumunda, doku olgunlasmasinda, rejenerasyonunda ve biiyiimesinde
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kritik bir rol oynar (Aubin et al., 2010; Yuhui Li et al., 2014). Bu nedenle,
biyomekanik, hiicre biyolojisi, doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalari icin in vitro ortamda miihendislik teknikleri kullamlarak hiicre
yonlendirilmesi calismalarinin gerekliligi fark edilmis ve yapilan cahismalar
giin gectikce artmistir (Jia et al., 2014; Yanming Wang et al., 2014; Q. Zhou et al.,
2015). Bu sebeple de bu tez ¢calismasinda diiz kas hiicrelerinin elektroegrilerek
yonlendirilmis ipek fibroin yiizeylerde ve cekme kuvveti altinda Kiiltiirii
gerceklestirilmeye calisilmis ve hiicrelerin bu kosullara karsi yanitlan
incelenmistir. Gene bu bilgiler 151831Inda da geleneksel cerrahi yontemlerle
tedavisi gerceklestirilemeyen veya gerceklestirilmesi cok riskli olan 6zofagus
rahatsizhklarina yonelik fonksiyonel bir doku miihendisligi yapisinin

olusturulmasinin temelleri atilmaya ¢alisilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Tasarimi

Bu tez calismasinin tamami Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimiinde
bulunan Ege Universitesi Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari
(EBIOPHASE)’nda gergeklestirilmistir.

Bu calismada kisaca, Bombyx mori kozalarindan ipek fibroin elde edilip, bu
ipek fibroinlerle elektroegirme yontemi kullanilarak rastgele ve yonlenmis fiber
yapida bulunan doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen bu doku iskeleleri iizerinde diiz
kas hiicrelerinin statik ve g¢ekme biyoreaktorii kullanilarak dinamik kiltiiri
gerceklestirilmis ve bu kiiltiir sartlarinin hiicre davranislarina olan etkileri

arastirtlmistir (Sekil 9).

Ipek Fibroin Elde
edilmesi

Rastgele ve
yonlenmis fiber
yapili iskelelerin
elektroegrilmesi
ve karakterize
edilmesi

Hiicrelerin farkli
kiiltiir kosullarina
kars1 yanitlarinin
degerlendirilmesi

Iskeleler iizerinde

diiz kas Diiz kas
hiicrelerinin hiicrelerinin
statik ve dinamik cogaltilmasi ve
kiiltiirlerinin stoklanmasi
gergeklestirilmesi

Sekil 9. Bu tez ¢aligmasinin genel deney plan semasi
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3.2 Gereg¢

Bu tez calismasinda ipek fibroin iskelelerin iiretilmesi ve hiicre kiiltiiri

calismalarinda asagida verilmis tabloda bulunan malzemeler kullanilmistir (Tablo

5).

Tablo 5. Bu tez ¢alismasinda kullanilan baslica sarf malzemeleri listesi

No. | Malzeme adi, kodu ve markasi

1 Sodyum bikarbonat (106329, Merck, Almanya)

2 Bombyx mori kozalar1 (Bursa Koza Birlik, Tiirkiye)

3 Lityum Bromiir (213225, Sigma, Amerika)

4 Seliilloz Membran (D9277, Sigma, Amerika)

5 Siringa Pompasi (NE-300, Syringepump,Amerika)

6 Gii¢ kaynag1

7 %98 Formik Asit (33015, Sigma, Amerika)

8 %100 Etil Alkol (Merck, Almanya)

9 CellCrown (Z742380-12EA, Scaffdex, Finlandiya)

10 15 ve 50 mL Santrifiij Tiipleri (188161, Greiner, Almanya)

11 | 75 ve 175 cm? Hiicre kiiltiir kaplar1 (50809261, Sarstedt, Almanya)
12 Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (L2113, Merck, Almanya)

13 %0.25 Tripsin/Edta solsiiyonu (, L0932, Biowest, Amerika)

14 Fotal buzagi serumu (FBS) (Capricorne, Almanya)

15 Dimetilsiilfoksit (DMSO) (A3672, AppliChem, Amerika)

16 | Kriyo tiipler (123278, Greiner, Almanya).

17 (4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) (M5655, Sigma, USA)
18 96 gozli kiiltiir kab1 (655101, Greiner, Almanya)

19 Live&Dead Kiti (L3224, Invitrogen, , Amerika)

20 Gluteraldehit (820603, Merck, Almanya)

21 Sodyum kakodilat (C0250, Sigma, Amerika)

22 Ozmiyum tektroksit (19134, Electron Microscopy Sciences, Ingiltere)
23 Anti-a-smooth muscle actin (anti a-SMA) (A5228 Sigma, Amerika)
24 Alexa Fluor® 488 sekonder antikor (ab150113, Abcam, Amerika)
25 | Farkli hacimlerde serolojik pipetler (Sarstedt, Almanya)

26 24 Gozli kiiltiir kaplar (Greiner, Almanya)

27 SMC growth medium (Rb311-500, Cell Application, Amerika)
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3.3 Yontem

3.3.1 Doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu
3.3.1.1 ipek fibroin Eldesi

Bombyx mori kozalari igindeki ipek bocekleri ¢ikarilip 5 gr olacak kadar
tartilip makas ile kesilerek iyice kiigiik parcalar haline getirilmistir. Kozalardaki
serisini ipek fibroinden ayirmak i¢in iki sefer 100° C’de 30 dakika boyunca %0,5
(w/v) sodyum bikarbonat (NaHCO3) igeren distile suda kaynatilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Kozalarin serisinden arindirilma isleminin fotograflar

Bu serisinden ayirma islemi sonrasi ipek fibroin filamentleri bol distile su ile
yikanip kurumasi i¢in 1 giin 37°C’deki inkiibatére birakilmistir. Serisinden
uzaklagirma yiizdesinin belirlenebilmesi i¢in [(baslangi¢ ipek kozasi agirlhigi-
kuruma sonrast ipek filament agirligi)/ baslangic ipek kozasi]*100 formiili

kullanilmistir (Kundu et al., 2014).

Kurumus filamentleri ¢6zmek igin literatiirde yer alan iki farkli protokol
dikkate alinarak, iki farkli ¢dzelti, es zamanh olarak hazirlanmistir (Sekil 11). ilk
cozelti icin %10 (w/v) filament 1:2:8 mol oranindaki (CaClz:su:etanol) ti¢lii ¢oziicli
sisteminde 6 saat 70°C’de karistirilmis ve ipek filamentlerinin tamamen ¢oziilmesi

saglanmigtir (Kim et al., 2003). Diger ¢ozelti igin ise %10 (w/v) filament 9.3 M
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lityum bromiir (LiBr)-Su ¢6zelti i¢inde 3 saat boyunca 60°C’de karistirilmis ve
¢ozlilmesi saglanmistir (van Uden et al., 2019).

Sekil 11. Her iki ¢6ziicii sisteminde de tamamen ¢6ziinmiis ipek filamentlerinin fotografi

Tamamen ¢dziinmiis ipek fibroin filamentleri 9000 - 12000 kDa araligindaki
uygun boyutlarda kesilip distile su kullanilarak agilan seliiloz membrana (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, ABD,D9277) pipet yardimiyla yiiklenip membran uglar
sikica baglanmustir (Sekil 11). Ardindan doldurulmus membranlar distile suya kars1
3 giin boyunca giinde 3 kere su degistirilerek diyaliz edilerek saflastirilmistir (Sekil
12).

Sekil 12. Yiiklenmis ve diyalize hazir seliiloz membranlarin fotografi
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Diyaliz sonunda elde edilen saflastirilmis ipek fibroin ¢ozeltisi 24 gozlii
kiiltiir kaplarina pipet yardimi ile alinip daha sonra elektroegirme asamasinda
kullanilmak tizere liyofilize edilmistir (Sekil 4). Ayrica, diyaliz sonunda elde edilen
soliisyon serolojik pipet yardimiyla Olgiilmiistiir. Bilinen hacmindeki sivinin
liyofilizasyon sonucu elde edilen kati maddeye oranlanmasiyla ipek fibroin

soliisyonunun konsantrasyonu belirlenmistir (Dyakonov et al., 2012).

3.3.1.2 Fourier transform infrared spectrosco ETIR) analizi

Farkli ¢oziicii sistemlerinde saflastirilmis ve liyofilize edilmis ipek fibroin
kopiikler Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (MATAL)’inde bulunan Elmas kristal-ATR
modiillii Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) cihazi ile 4 cm

¢oziiniirliik ile 400 - 4000 cm™ dalga boylar1 arasinda karakterize edilmistir.

3.3.1.3 Elektroegirme ile ipek fibroin rastgele nano-lifli doku

iskelelerinin liretimi

Elektroegirme islemi LiBr ve iiglii ¢oziicii sistem sonucu elde edilen ipek
fibroinlerle denenmis ve fiber yapilar1 degerlendirilmistir. Liyofilize halde bulunan
ipek fibroin kopiikleri %98 (v/v) formik asit igerisinde %15 (w/v) konsantrasyonda
3 saat boyunca ¢ozdiiriilmiis ve kisa siirelerde (1-2 dakika) 12-15 kV voltaj farki,
0,15-2 mL/s akis hiz1 ve 10- 15 cm arasindaki toplayici uzakligi ile elektroegirme
islemlerine maruz birakilmis. Denenen bu farkli parametreler sonucu olusan fiber
yapilart homojenlik, fiber ¢cap1 ve boncuk olusum miktar1 bakimindan incelenmistir.
Bu incelemeler i¢in cam lameller kullanilmis olup fiberler faz konstrast 1s1k

mikroskobunda incelenmistir.

3.3.1.4 Elektroegirme ile ipek fibroin yonlendirilmis nano-lifli doku

iskelelerinin liretimi

Rastgele yapidaki fiberleri elde etmek igin yapilan egirme islemi igin
aliminyum folyo kapl dikdortgen iletken plaka kullanilirken, yonlendirilmis

yapidaki fiberleri elde etmek igin gene aliiminyum folyo kapli aralarinda bosluk
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olan iki iletken paralel plaka ve donen tambur sistemi kullanilmistir. Paralel
plakalar aras1 bosluklar 1.5 ve 2 cm olacak sekilde, plakalarin enjektdr ucundan
uzakligi ise 10 cm uzakta olacak sekilde farkli voltaj degerlerinde egirme islemleri
gergeklestirilmistir. Tambur kullanilarak yapilan egirme islemi icin ise el yapimi
bir doner tambur sistemi kullanilmistir. Sistem 20 cm uzunlugunda boya ve 1 cm
capa sahip bir milden ve bu mili dondiirmeye yarayan bir motordan olugsmaktadir.
Bu egirme islemi icin 14 ile 16 kV arasi voltaj farki ve tambur ile enjektor arasi

uzunlugun ise 20 cm oldugu parametreler kullanilmistir.

3.3.1.5 Mikroyapi analizi

Karar verilen parametrelerde elektroegrilen doku iskeleleri MATAL’da
bulunan SEM ile incelenip Image J yazilimi ile liflerin ortalama c¢aplari

belirlenmistir.

3.3.1.6 Fiber yonlenme derecesi analizi

Fiberlerin yonlenme dereceleri Image J yazilimi i¢inde kullanilabilen
Orientation J eklentisi ile gergeklestirilmistir (Rezakhaniha et al., 2012). Farkli
parametreler kullanilarak egrilen 6rneklerden SEM ve 1s1k mikroskobu goriintiileri
alinmis ve her parametre kullanilarak cekilen en az 3 fotograf iizerinden ti¢ farkl
bolgeden analiz gerceklestirilmistir (Sekil 13). Her bir grup i¢in elde edilen
ortalama coherency katsayisi degerleri rapor edilmistir. Yazilim kisaca, fotograftaki
yapilara ait her piksel 2x2’°lik pozitif bir matrikse ¢evirip farkli interpolasyon ve
tirev tekniklerini kullanarak x ve y diizlemleri i¢in matematiksel hesaplamalar
yapmaktadir. Bu hesaplamalar sonucu her bir pikselin dominant yonii hesaplanarak
1 ile 0 arasinda % coherency degerine doniistiiriiliir. Bu deger 1’e ne kadar yakinsa
yapinin o kadar anizotropik oldugunu gosterirken degerin 0’a yaklagmasi yapiin

tamamen rastgele izotropik oldugunu belirtir (Zajaczkowska, 2015).
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Sekil 13. Isik mikroskobu ile elde edilmis fotograf iizerinden yonlenme derecesi analizi

3.3.1.7 In vitro bivobozunurluk testi

Elde edilen pek fibroin doku iskelelerinin in vitro biyobozunurlugunun
belirlenmesi igin 1.72 (£0.122) cm? ipek doku iskeleleri fosfat tamponlu tuz
¢ozeltisi (PBS) ve 5U ve 20U aktivitede olacak sekilde proteaz XIV (Sigma, P5147-
1G) igeren PBS igerisinde 37 C°’ de 4 hafta bekletilmis ve haftalik olarak
fotograflanmigtir (Sekil 14). Elde edilen fotograflar fiziksel yapida bir pargalanma

olup olmadig1 bakimindan gorsel olarak incelenmistir.

b
ﬁé*@::: ;%%

Sekil 14. Proteaz XIV i¢ine birakilmak tizere kesilmis doku iskeleler
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3.3.1.8 Mekanik analiz

Elektroegrilmis ipek fibroin iskeleye mekanik analiz Ege Universitesi
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (EGE-MATAL) gerceklestirilistir. 1 cm x 1 cm boyutundaki ipek
iskelelerden 6 mm x 6 mm boyutunda numuneler kesilmis ve mekanik analiz cihazi
(TA Instruments, DMA Q800, USA) ¢enelerine dikkatlice yerlestirilmistir (Sekil
15). Yapilan 6n denemeler sonucu cihaz, “stress controlled film tension” modunda
37 °C’de 0,001 N pre load force ile 0’ dan 18 N’a 0.1 N/dakika artacak sekilde
ayarlanmaya karar verilmis ve analiz ipek fibroin iskele kopana kadar
stirdiriilmustiir. Test sonucu olusan ham veriler TA Instruments Universal Analysis

2000 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Sekil 15. Mekanik Analiz cihazi ¢enelerine yerlestirilmis elektroegrilmis ipek fibroin iskelesini
fotografi
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3.3.1.9 ipek fibroin iskelelerin sterilizasyonu ve hiicre ekimine

hazirlanmasi

Ipek fibroin iskeleler hiicre kiiltiiriinde kullanilmadan énce %70 etanol ile
muamele edilip p-tabaka konformasyonuna kristallestirilip kullanilmistir. (Bunu
ispatlamak lazim) Ayrica, hiicre ekim isleminin kolaylastirilmasi ve hiicrelerin
iskele tizerinden kayip baska bir ylizeye tutunmasini engellemek amaciyla tabaka
olarak tretilen iskeleler CellCrown (Z742380-12EA, Scaffdex, Finlandiya)
cergevelerine yerlestirilerek kullanilmistir. Bu asamalar kisaca asagida listelenen

sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 16).
1. 1.5cmx 1.5 cm Olgiilerindeki iskeleler kesilmistir.

2. Kaesilen iskeleler dikkatlice CellCrown’lara yerlestirilerek sikistirilmistir. Bu

islem sonucu efektif hiicre kiiltiirii alan1 0.58 cm? olarak elde edilmistir.
3. Iskele yerlestirilmis CellCrownlar %70 etanol igerisinde 1 saat bekletilmistir.

4. 1 saat sonunda etanol uzaklastirilmis ve distile su ile yikama basamagina

gecilmistir.

5.  Iskeleler 1 saat boyunca 20 dakikada bir degistirilmek kaydiyla bol distile su

ile yitkanmustir.
6.  Yikama asamasi sonrasi iskeleler kurumaya birakilmigtir.

7. Hazirlanan iskeleler etilen oksit gazi ile steril edilmis ve hiicre ekimi islemine

hazir hale getirilmistir.

8. Steril hale getirilen iskeleler hiicre ekiminden Once 24 saat siire boyunca

hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilan ortam ile sartlandirilmistir.
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Sekil 16. ipek Fibroin Iskelelerin CellCrown’lara yerlestirilmesi. A) aliiminyum folyo iizerine
egrilmis ipek fibroin iskele, B) tizerinden iskele alinmig bos aliiminyum folyo, C) bos CellCrown
gergeve, D) iskele yerlestirilmis CellCrown gerceve ve E) %70 etanol ile muamele edilmis iskele
takilmig CellCrown.

Silindir olarak ftiretilmis olan iskelelere hiicre ekim islemi tabaka olarak
iiretilmis iskelelere uygulanan islemden daha farkli olarak gerceklestirilmistir.
Bunun baslica sebebi silindirik geometrideki iskeleleri sikistiracak bir cergeve
yapisinin  bulunamamasindan kaynaklanmustir.  Ozellikle bu tez g¢aligmasinin

dinamik kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan silindirik iskelelere ekim islemi asagida

belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.

1.  Silindir olarak iiretilen iskeleler 3 cm uzunlugunda kesilmistir.

2. Kesilen iskeleler etilen oksit gazi ile steril edilmistir.

3. Steril edilen iskeleler, kabin i¢inde 0.22 pm siringa filtresinden gegirilerek

steril hale getirilmis %70 etanol i¢inde 1 saat bekletilmistir.

4. 1 saat sonunda etanol uzaklastirllmis ve otoklav kullanilarak steril hale

getirilmis distile su ile yikama basamagina gecilmistir.
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5.  Iskeleler 1 saat boyunca 20 dakikada bir degistirilmek kaydiyla bol steril

distile su ile yikanmustir.

6.  Yikama islemi bittikten sonra iskeleler ya steril PBS icinde saklanmis yada
hiicre ekimine hazirlamak i¢in 24 saat siire boyunca hiicrelerin kiiltiiriinde

kullanilan ortam ile sartlandirilmistir.

7. Sartlandirilmis silindirik iskeleler, steril pens yardimiyla hiicre dondurmak

icin kullanilan kriyo tiiplere yerlestirilmistir (Sekil 17).

8.  lskele basina 1x10°hiicre 1.5 mL ortam ile kriyo tiip i¢inde bulunan silindirik

iskelenin i¢ine verilmistir.

9.  Hiicrelerin iskelenin i¢ yiizeyine tutunmasini saglamak icin kriyotiip yatay
pozisyonda 37° C’de, %5 CO2’li inkiibatorde tutulmus ve her 20 dakikada bir kendi
etrafinda yaklasik 90 ° kadar dondiirtilmiistiir.

10. Bu dondiirme islemi 4 saat boyunca devam ettirilmis ve 4 saat sonunda

silindirik iskele kriyo tiip i¢inden ¢ikarilip 6 gozlii kiiltiir kaplarina alinmig ve

lizerine taze besi ortam1 eklenmistir.

Sekil 17. Silindirik iskeleye hiicre ekimi fotografi. Kriyo tiip igerisinde yerlestirilmis iskele (solda)
ve i¢ine hiicre siispansiyonu verilmis iskele (sagda).
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3.3.2 Hiicre Kkiiltiirii cahismalan

Stoklanmasi

DKH’lerin iiretimi ve stoklanmasi amaciyla hiicrelerin kiiltiirii asagida

belirtilen protokol dogrultusunda gergeklestirilmistir.

1.  Ticari olarak satin alinmis, donmus haldeki DKH (Cell Application, Rb354-
05) igeren vial -196 °C s1v1 azot tankindan ¢ikarildi.

2. Donmus vial, tiip igeriginin 2/3’1i s1v1 hale gelene kadar 37 °C su banyosunda
bekletildi.

3. Daha sonra vial igerigi laminar akisli kabin (Class ii, Metissafe, Tiirkiye)
icinde, daha once gene 37 °C bekletilmis ticari olarak satin alinmis rabbit SMC
growth medium (Cell Application, Rb311-500, Amerika) ile santrifiij tiipiine alindi
(Greiner, 188161 Almanya).

4.  Santifijj tlipii i¢ine alinan hiicreler 4 °C’de 1000 RPM’de 5 dakika boyunca
santrifiijlendi (Eppendorf, 5810 R, Almanya).

5. Santrifiij sonucunda siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplin altina hafifce
vurularak hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi saglandi ve rabbit SMC growth medium

ile siispanse edildi.

6.  Siispanse haldeki hiicreler T75 cm? kiiltiir kabma (Sarstedt, 50809261,
Amerika) alind1 ve iizerine 20 mL kadar rabbit SMC growth medium eklendi.

7. Hiicre igeren kiiltlir kab1 %5 CO2 ve 37 °C’de bulunan inkiibatorde (Forma
Steri-Cycle, Thermo, Almanya) inkiibasyona birakildu.

DKH’lerin kiiltiirli sonucu pasajlama islemi ise asagidaki protokol

dogrultusunda gerceklestirilmistir.
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1.  Hicrelerin lizerindeki kullanilmis besi ortam1 uzaklastirildi.

2. Hicrelerin yiizeyi daha once 37 °C’ye 1sitilan etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) soliisyonu (Merck, L2113, Almanya) ile bir kere yikand.

3. Yikama islemi sonrasi kiiltlir kabina hiicrelerin {izerini kaplayacak miktarda
%0.25 Tripsin/EDTA soliisyonu (Biowest, L0932, Amerika) eklendi ve kiiltiir kab1
3 dakika kadar COzigermeyen 37 °C inkiibatorde bekletildi.

4.  Mikroskop altinda tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 teyit edildikten sonra

hiicreler besi ortamu ile kiiltiir kabindan toplanarak santrifiij tiipiine aktarildu.

5. Hiicreler 4 °C’de 1000 RPM’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

6. Santrifiij islemi sonunda silipernatant uzaklastirildi ve tiipiin altina hafifce

vurularak hiicreler yiizeyden kaldirildi.

7. Stispanse edilen hiicreler 1:3 ile 1:6 arasinda degisenler oranlarla yeni kiiltiir

kabina alind1 ve lizerine taze besi ortami eklendi.

8. %5 CO»ve 37 °C’de bulunan inkiibatorde kiiltiire alinan hiicrelerin besi ortami

2 gilinde bir tazesiyle degistirildi.

9.  Hicreler yeterli yogunluga ulasinca sivi azot tankinda saklanmak {izere

donduruldu.

Hiicrelerin saklanmasi i¢in uygulanan dondurma protokolii asagida

verilmistir.

1. Hiicrelerin iizerindeki kullanilmis besi ortami1 uzaklastirildi.

2. Hiicrelerin ylizeyi daha once 37 °C’ye 1sitilan EDTA soliisyonu ile bir kere

yikandi.
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3. Yikama iglemi sonras kiiltiir kabina hiicrelerin tizerini kaplayacak miktarda
%0.25 Tripsin/EDTA solsiiyonu eklendi ve kiltir kab1 3 dakika kadar CO:
icermeyen 37 °C inkiibatorde bekletildi.

4.  Mikroskop altinda tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 teyit edildikten sonra

hiicreler besi ortamu ile kiiltiir kabindan toplanarak santrifiij tiipline aktarildi.

5. Hiicreler 4 °C’de 1000 RPM’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

6.  Santrifiij islemi sonunda siipernatant uzaklastirild1 ve tiipiin altina hafifce

vurularak hiicreler yiizeyden kaldirildi.

7.  Hiicreler daha 6nce hazirlanmis ve santrifiij islemi sirasinda buzdolabinda
bekletilmis %90 Fétal buzagi serumu (FBS) ve %10 dimetilsiilfoksit (DMSO)
(AppliChem, A3672 Amerika) igeren dondurma ortami ile siispanse edilip 1:3 ile
1:6 arasinda degisen oranlarda kriyo tiiplere alinmistir (Greiner, 123278 Almanya).

8.  Kiriyo tiipler -86 °C’ye 6zel dondurma kutusu igine kaldirilmistir.

9.  Bir giin sonra kriyo tiipler -196 °C’deki s1v1 azot igeren tanka alinmistir.

3.3.2.2 DKH’lerin biiyiime Kkinetiginin cikarilmasi

Hiicrelerin 15 giin boyunca biiylime davranislarinin belirlenebilmesi i¢in
asagida belirtilen protokol takip edilmis ve biiyiime kinetigi ¢ikarilmistir. Biiylime
davraniglarinin belirlenebilmesi i¢in 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) (M5655, Sigma, USA) test ydntemi

kullanilmustir.

1. Hiicreler 96 gozlii kiiltiir kabma (Greiner, 655101, Almanya) 1x10° hiicre/gdz

olacak miktarda besi ortami i¢cinde ekilmistir.

2. Hiucreler ekildikten sonra 15. giine kadar 2 giinde 1 olmak tizere MTT ile

canliliklarina bakilmistir.
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MTT i¢in kisaca asagidaki protokol kullanilmistir.

1.  MTT igin, hiicreler iizerindeki kullanilmis besi ortami ¢ekildi

2. Hicrelerin lizerine %10 MTT (5 mg/mL konsantrasyonda) i¢ceren besi ortami

eklendi ve karanlikta 37 °C’de, %5 CO>’li inkibatorde 3 saat siire ile inkibe edildi.

3. 3 saat inkiibasyonun sonunda MTT igeren ortam ¢ekilerek hiicrelerin tizerine
DMSO (8.02912.2500, Merck, Almanya) eklenerek olugsan formazan kristallerinin

¢Oziilmesi saglandi.

4.  Hiicreler yaklasik 5 dakika boyunca 300 rpm’ de ¢alkalayicida ¢alkalanarak
kristallerin iyice ¢oziinmesi saglandi ve UV Spektrofotometrede (Biotek, Synergy
HTX Multi-Mode, USA) 570 - 690 nm dalga boyunda okutularak absorbans
degerleri kaydedildi.

5. Elde edilen absorbans degerleri Excel yaziliminda grafige dontistiiriildii.

Ayni iglemler CellCrown ¢ergevelerine tutturulmus ipek fibroin iskeleler

lizerine iskele basina 10* oraninda ekilen hiicreler i¢in de gergeklestirilmistir.

3.3.2.3 DKH’lerin ipek fibroin iskele iizerine tutunma Kinetiginin
belirlenmesi

DKH’lerin iskeleye tutunma kinetiklerinin belirlenmesi i¢in asagida verilen

protokol takip edilmistir.

1. CellCrown’lara sabitlenmis ipek fibroin iskeleler {izerine hiicreler 5x10%

hiicre/iskele oraninda ekilmistir.

2. 15 dakikada bir iskele iizerindeki hiicre silispansiyonundan 15 pL &rnek

alinarak tripan mavisi ile Neubauer Hemositometresi’nde sayim yapilmistir.

3. Alinan o0rnekte sayilacak hiicre kalmayana kadar bu islem tekrarlanmistir.
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3.3.24 ipek fibroin iskelelerin sitotoksisite testi

Uretilen ipek fibroin iskelelerin DKH’ler iizerindeki sitotoksik etkisi in vitro
kosullarda ekstraksiyon yontemi ile %100, %50, %25 (v/v) oraninda materyal
ekstraktlart kullanilarak yapilan MTT analizi ile belirlenmistir. Sitotoksisite testi
icin ekstrakt hazirlama kriteleri ISO 10993-12 standartlarina gére Tablo 6° da

belirlenmistir.

Tablo 6. 1ISO 10993-12'ye gore ekstrakt hazirlama kriterleri. Tez ¢alismasinda kullanilan ipek fibroin
iskeleler i¢in kullanilan 6zellikler alt1 ¢izilerek belirtilmistir.

Biyomateryalin kalinligt Ekstrakt ¢ikartma orani Test Materyalinin Tiirii

(mm)
metaller, sentetik

<0.,5 6cm?mL polimerler,seramikler,
kompozit filmler vb.
metaller, sentetik polimerler,

>0,5 3 cm?/mL seramikler, levhalar ve model kalip
malzemeler vb.

<1,0 3 cm?¥mL dogal elastomer

>1,0 1,25 cm?¥mL dogal elastomerler

. . 0,1- 0,2 g/mL,
diizensiz em2/mL Pelletler

Bu test asagidaki protokol takip edilerek gerceklestirilmistir.

1. DKH’ler 1x10°hiicre/mL oraninda 96 gozlii kiiltiir kabina ekilmis ve 24 saat

kiiltiire birakilmastir.

2. Hiicrelerin ekildigi giin, 12 cm? alana sahip ipek fibroin iskele de 2 mL besi

ortami i¢inde 24 saat boyunca 37 °C’deki inkiibatdrde ekstrasyona birakilmistir.

3. 24 saat sonra hiicreler iizerindeki besiyerleri gekilerek ekstrakt %100, %50,

%25 ve %12,5 (v/v) oraninda kiiltiirdeki hiicrelere uygulanmistir.

4.  Ekstrakt uygulandiktan 24 saat sonra hiicrelere 3.3.2.2 kisminda anlatilan

MTT protokolii uygulanmaigtir.
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5. Elde edilen absorbans sonucglarin degerlendirilmesi i¢in yapilan sayisal
degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar rapor edilerek, deney
gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar ANOVA (varyans analizi) yontemi ile, %95
giiven araliginda degerlendirilerek, gruplar arasinda ikili iliskiler Bonferroni

yontemiyle saptanmustir.

3.3.25 DKH’lerin ipek fibroin iskele iizerinde canhhklarinin
belirlenmesi

Ipek fibroin iskele {izerine ekilmis olan DKH’lerin canliliklarinin
belirlenmesi amaciyla 1-7-15. giinlerde Live&Dead (Invitrogen, L3224, Amerika)
boyama yontemi uygulanmistir. Bu boyamada Etidyum Homodimer-1 membran
biitiinltigli bozulan hiicrelerin DNA’lar1 hiicre tepkimeye girerek kirmizi renkte ¢ok
kuvvetli 1s1ma yayar. Calcein AM ise sadece hiicrelerin membrani ile tepkimeye
girerek yesil renkte 1s1ma yayar. Bu yontem asagidaki protokol takip edilerek
gerceklestirilmistir.

1. CellCrown gergevelerine yerlestirilmis ve iizerlerine iskele bas1 2x10* hiicre
ekilmis iskeleler tizerindeki kullanilmig besi ortami ¢ekilmistir ve PBS ile birer kere

yikanmustir.

2. PBS igerisinde 2 mM’lik Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) soliisyonu
seyreltilerek 4 uM konsantrasyona ayarlanmis ve bu soliisyon igerisinde 4 mM’lik
stok Calcein AM soliisyonu seyreltilerek 2 uM’lik Calcein AM igeren 4 uM’lik
EthD-1 hazirlanmistir.

3. Hazirlanan g¢aligma soliisyonundan iskeleler iizerine, iskeleyi kaplayacak

kadar (yaklasik olarak 500 uL) konulmustur.

4.  Iskeleler 35 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda kiiltive edilmistir.

5.  Kiiltivasyon siiresi sonunda calisma soliisyonlar1 ¢ekilip bir kere PBS ile
yikandiktan sonra iskele {izerlerine taze PBS konulmustur ve floresans mikroskop

altinda incelenmistir.
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3.3.2.6 DKH’lerin ipek fibroin iskele iizerindeki morfolojilerinin
incelenmesi

DKH’lerin iskele iizerindeki morfolojilerinin incelenebilmesi icin SEM analizi

uygulanmistir. Bu test agagida belirtilen protokol takip edilerek gergeklestirilmistir.

1. CellCrown cergevelerine yerlestirilmis iskeleler iizerine iskele basina 1x10*
hiicre olacak sekilde DKH’ler ekilmistir. Kontrol olarak kullanilan 12 mm ¢apina

sahip cam coversliplere de ayn1 miktarda hiicre ekilmistir.

2.  Hicreler ekildikten 24 saat sonra kiiltiir sonlandirilip SEM boyama

basamaklarina gecilmistir.
3. Once, hiicreler iizerindeki kullanilmis besi ortami ¢ekilip PBS ile yikandh.

4. %5 Gluteraldehit (820603, Merck, Almanya) igeren 0.1 Molar sodyum
kakodilat (C0250, Sigma, Amerika) (Tampon A) soliisyonu ile iskele ve

coverslipler buz lizerinde 30 dakika inkiibe edildi.

5.  Dahasonra %7 siikroz (A2211, AppliChem, Ispanya) igeren 1 Molar sodyum
kakodilat (Tampon B) soliisyonu ile buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi.

6. %2 ozmiyum tektroksit (19134, Electron Microscopy Sciences, Ingiltere)

iceren 1 Molar sodyum kakodilat (Tampon C) soliisyonu ile buz iizerinde 30 dakika
inkiibe edildi.

7. Ornekler distile su ile iki sefer 5’er dakika boyunca oda sicakliginda yikandh.

8.  Distile su ¢ekildikten sonra sirastyla %35, %50, %70, %85, %95, %100,
%100 (v/v) alkol serilerinde 5 dakika inkiibe edildi.

9.  Alkol serileri tamamlaninca 6rnekler HMDS soliisyonunda 15 dk bekletildi.

10. 15 dakika sonunda HMDS c¢ekilip ornekler 30 dakika oda sicakliginda

kurumalari i¢in birakildi.
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11. Kuruma tamamlandiktan sonra 6rnekler desikatore kaldirildi.

12. Kurutulan 6rnekler ile yaklasik 20 nm olacak sekilde vakum kaplama yontemi
ile altin kaplandi (Leica EM ACE600, Almanya) ve Thermo Scientific Apreo S

cihaz ile goriintiilendi.

3.3.2.7 Dinamik Kiiltiir calismalari

Dinamik kiiltiir ¢aligmalar i¢in iskelelerin monte edilebilecegi gibi bir ucu
statik diger ucu ise bilgisayar kontrollii belirlenen oranlarda ¢ekme uygulama
kapasitesine sahip motor sistemine bagli bir biyoreaktor sistemi (Axolotl
Biosystems, Tiirkiye) kullanilmistir (Sekil 18). DKH ekili iskelelere %2 ve %10
germe miktarlari, 0.0725 Hz frekansta ve toplam giinde 420 déngii uygulanacak
sekilde caligtirllmistir (Ritchie et al., 2009). Germe miktari, frekans ve dongi
miktart bilgileri biyoreaktor sistemine Axo Cell Stimulator (Axolotl Biosystems,
Tiirkiye) yazilimi kullanilarak rampa fonksiyonu araciligi ile iletilmistir (Sekil 19).
420 dongti sonrasinda reaktor haznesinden ¢ikarilan iskelelerden hiicreler 3.3.2.1

kisminda anlatilan hiicre pasajlama yontemine gore kaldirilmis ve a-SMA antikoru

kullanilarak akis sitometresinde incelenmistir.

Sekil 18. Dinamik kiiltiirde kullanilan ¢gekme biyoreaktorii sistemi. A harfi motor sistemini, B harfi
giic kaynagini, C harfi ise reaktor haznesini ifade etmektedir.
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Sekil 19. Axo Cell Stimulator yazilimi kullanilarak olusturulan 3 giinliik gekme protokolii 6rnegi

Dinamik kiiltiir ¢alismalari i¢in 3.3.1.9 kisminda anlatildig: gibi hiicre ekilmis

olan 3 cm boyunda ve 1 cm capindaki silindirik iskeleler yaklasik olarak 9 cm

uzunluga ve 4.5 cm genislikte kiiltlir alanina sahip olan reaktdér haznesine Sekil

18’deki C figiirlinde goriilebilen borulara cerrahi siitur kullanilarak pensler

yardimiyla aseptik olarak sabitlenmistir (Sekil 20). Daha sonra reaktdr haznesi

motor sistemine yerlestirilmis ve yazilim kullanilarak ¢ekme

baslatilmistir.

islemleri

Sekil 20. Uretilen silindirik iskelelerin reaktor haznesine cerrahi siitur kullanilarak sabitlenmesi.
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3.3.2.8 immiinofloresans (1F) boyamalar

Statik ve dinamik kiiltiirii yapilan DKH ekilmis ipek fibroin iskelelere 1., 7.
ve 15., giinlerde DKH’nin kontraktil fenotipi iizerindeki etkisini gdrebilmek
amaciyla anti-a-smooth muscle actin (anti a-SMA) (A5228 SIGMA) antikoru
kullanilarak immiinofloresans boyamalar gerceklestirilmistir. Bu boyamalar

asagida belirtilen protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir.

1.  Immunofloresan boyama DKH ekilmis iskeleler iizerindeki kullanilmis besi

ortami ¢ekildikten sonra hiicreler PBS ile iki kez yikanmistir.

2. Ardindan +4 °C’ de saklanan %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi iskeleler
tizerine eklenerek ve 300 rpm’ de calkalanarak, oda sicakliginda, 15 dakika

boyunca fiksasyon yapilmustir.

3. Fiksasyon basamagimin ardindan PFA ¢ekildi ve iskeleler Ca*2, Mg*? iceren

PBS ile yikanmustir.

4.  Aldehtitleri uzaklastirma amaciyla iskeleler tizerine 50 mM Amonyum kloriir
(NH4CI) soliisyonu eklendi ve 300 rpm’ deki ¢alkalayicida, oda sicakliginda, 7
dakika boyunca ¢alkanmustir.

5.  Iskeleler PBS-Triton X-100 (% 0.2) ile iki kez 5° er dakika, gene 300 rpm’
deki calkalayicida galkalanarak, oda sicakliginda yikanmistir.

6. Iskeleler Ca*?, Mg+2 igermeyen PBS ile bir kez yikanmustir.

7. Kullanilacak olan anti-a-SMA antikoru iireticinin belirttigi miktarda 1:50

oraninda seyreltilmistir.

8.  Her bir goz i¢in antikor soliisyonundan 60 uL. damlatild1 ve +4 °C’de bir gece

inkiibe edilmistir.

9.  Primer antikorlar ile inkiibasyon sonunda iskeleler %0,2 PBS-Triton X-100

cozeltisi ile oda sicakliginda 3 kez 15 dk stirelerle mikroplaka calkalayici lizerinde
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yikanmustir. %0,2 PBS-Triton X- 100 ¢ozeltisi igerisinde 1:1000 oranda yesil renkli
Alexa Fluor® 488 sekonder antikor (ab150113, Abcam, Amerika) antikorlarin
diliisyonlar1 ve 1:1000 oranda 4',6 Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride

(DAPI) boyasinin diliisyonu hazirlanmustir.

10. Yikama basamaklari sonucunda iskeleler DAPI-sekonder antikor soliisyonu
icerisinde oda sicakliginda 45 dk boyunca mikroplaka ¢alkalayici tizerinde inkiibe
edilmistir. Sekonder antikor ile inkiibasyon sonunda iskeleler %0,2 PBS-Triton X-
100 cozeltisi ile 3 kez 10 dk siirelerle oda sicakliginda mikroplaka calkalayici

iizerinde, Ca*?, Mg*? icermeyen PBS ile bir kez yikanmustir.

11. Orneklerin {izerine 20 pL Mowiol damlatildiktan sonra oda sicakliginda

kurumasi beklenildikten sonra floresan mikroskopta incelenmistir.

3.3.2.9 Akis sitometrisi

%0, %2 ve %10 germe miktarlarinin, 0.0725 Hz frekansta ve toplam giinde
420 dongli uygulanacak sekilde 1 giin dinamik kiiltiirii yapilmis iskelelerden
hiicreler bu tez caligmasinin 3.3.2.1 kisminda anlatildigi gibi Tripsin/EDTA
soliisyonu kullanilarak kaldirilmistir. Daha sonra hiicreleri akis sitometrisi

analizine hazirlamak icin asagida belirtilen protokol takip edilmistir.
1.  Hiicreler PBS ile santrifiij kullanilarak iki kere yikanmustir.

2. Ardindan +4 °C’ de saklanan %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi iskeleler
tizerine eklenerek ve 300 rpm’ de calkalanarak, oda sicakliginda, 15 dakika

boyunca fiksasyon yapildi.

3. Fiksasyon basamaginin ardindan PFA ¢ekildi ve iskeleler Ca+2, Mg+2 igeren
PBS ile yikandi.

4.  Hicreler, PBS-Triton X-100 (% 0.2) ile iki kez 5’ er dakika, 300 rpm’ deki

calkalayicida calkalanarak, oda sicakliginda yikanmaistir.
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5. Hiicreler %3 (w/v) BSA iceren PBS-Triton X-100 ile 30 dakika boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

6. Kullanilacak olan anti-a-SMA antikoru iireticinin belirttigi miktarda 1:50

oraninda seyreltilmistir.

7.  Bloklama asamasi1 sonrasinda hiicreler primer antikor ile 1 saat boyunca +4

°C’de inkiibe edilmistir.

8.  Primer antikor ile inkiibasyon sonras1 hiicreler PBS ile 3 kere yikanmistir.

9. Daha sonra hiicreler %0,2 PBS-Triton X- 100 ¢6zeltisi igerisinde 1:1000
oranda kirmizi renkli sekonder Alexa Fluor® 647 sekonder antikor (ab1501109,
Abcam, Amerika) antikoru ile oda sicakliginda 45 dakika boyunca inkiibe

edilmistir.

10.  Buinkiibasyon asamasi sonrasinda hiicreler 2 kere PBS ile yikandiktan sonra

akis sitometrisi analizi i¢cin 500 uL PBS igerisinde siispanse hale getirilmistir.

11. Hicreler, BD Accuri C6 (BD, Amerika) cihazi kullanilarak analiz edilmistir.

12. Elde edilen veriler Flowjo v10 (Flowjo, Amerika) yazilimi ile analiz

edilmistir.

3.3.3 istatistiksel Analizler

3.3.1 ve 3.3.2 kisimlarinda gergeklestirilmis kantitatif deneyler en az 3
tekrarli olarak gerceklestirilmis ve deney gruplari i¢inde en az {i¢ Ornek test
edilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi icin yapilan sayisal
degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar rapor edilerek, deney
gruplart arasindaki istatistiksel farklar Prism 8 (Graphpad, Amerika) yazilimi
kullanilarak ANOVA (varyans analizi) yontemi ile, %95 giliven araliginda

degerlendirilmis; gruplar arasinda ikili iligkiler Bonferroni yontemiyle saptanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Ipek fibroin eldesi ve FTIR Analizi

NaHCOs3 kullanilarak 100 C°’de 30’ar dakikadan ii¢ kere yapilan serisinden
uzaklastirma isleminde uzaklastirma verimi yiizdesi 29,75+3,51 olarak

belirlenmistir.

Ipek fibroin’den doku iskelesi eldesi i¢in serisini uzaklastirilmis Bombyx mori
ipek bocegi kozalart LiBr ve CaCly:Su:Etanol (iiglii ¢oziicii sistemi) ¢oziicii
sistemleri ile islenip diyaliz edilmistir. Diyaliz isleminden sonra elde edilen ipek
fibroin ¢ozeltisi liyofilize edilmis ve elektroegirme isleminde kullanilmaya hazir

ipek fibroin kopiikleri basari ile elde edilebilmistir (Sekil 21).

LiBr soliisyonu kullanilarak islenen, diyaliz islemi sonrasi liyofilizasyon

islemi Oncesi soliisyondaki ipek fibroin konsantrasyonu %5,19+1,3 (w/v) olarak

belirlenmistir.

Sekil 21. Liyofilize edilmis, saflastirilmis ipek fibroin fotografi
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Farkli ¢oziicti yontemleri ile elde edilen bu kopiiklerin karakterizasyonu FTIR

yontemi ile gergeklestirilmistir (Sekil 22 ve 23).

PerKINEIMer SPectrum Version 1U.0.4
Thursday, May 30, 2019 4:38 PM

&nalyst Administrator

Date Thursday, May 30, 2019 4:38 PM
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Sekil 22. LiBr ¢oziicii sisteminden elde edilmis ipek fibroin FTIR spektroskopisi. Kirmizi, yesil ve
mavi daireler sirasi ile karakteristik 1644 cm™ C-O gerilmesi, 1516 cm™ N-H deformasyonlar1 ve
1235 cm™ C-N gerilmesi ile N-H biikiilmesini gostermektedir.
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Sekil 23. Uglii ¢oziicii sisteminden elde edilmis ipek fibroin FTIR spektroskopisi. Kirmizi, yesil ve
mavi daireler sirasi ile karakteristik 1641 cm™ C-O gerilmesi, 1518 cm™ N-H deformasyonlari ve
1237 cm* C-N gerilmesi ile N-H biikiilmesini gostermektedir.
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LiBr ve {i¢lii ¢oziicii sistemi ile hazirlanan ipek fibroinlerde 1640 — 1670 cm’
L aras1 C-O gerilmesi, 1520-1540 cm™ aras1 N-H deformasyonlar1, 1265 - 1313 cm
! aras1 C-N gerilmesi ve N-H biikiilmesi olmak iizere tiim karakteristik pikler ¢ok

rahat bir bigimde gézlemlenmistir (Kamalha et al., 2013).

4.2 Elektroegirme ile ipek fibroin rastgele nano-lifli doku iskelelerinin

iiretiminin optimizasyonu

Her iki ¢oziicii sistemi ile de tiretilen ipek fibroin %15 (w/v) oraninda %98°1ik
formik asit icinde ¢ozdiiriilmiis ve kisa siireler (1-2 dakika) 12-15 kV voltaj farki,
0,15-2 mL/s akis hiz1 ve 10- 15 cm arasindaki toplayict uzakligi ile elektroegirme
islemlerine maruz birakilmig, olusan yapilar mikroskop altinda incelenmistir.
Yapilan 6n denemeler sonucu tiglii ¢oziicii sistemi ile tliretilen ipek fibroinden lifli

yap1 olusturulamamistir (Sekil 24). Bu sebepten dolay1 optimizasyon islemleri LiBr

¢oziicii sistemi ile elde edilen ipek fibroinler i¢in gerceklestirilmistir.

Sekil 24. %15 (w/v) Uglii ¢oziicii sistemi ile elde edilmis ipek fibroin soliisyonunun elektroegirme
islemi sonucu aliiminyum folyo iizerindeki olusmus damlacik yapilari. Diizgiin fiber olusumu
gbzlenememistir.

LiBr ¢oziicii sistemi ile iretilen ipek fibroinler i¢in denenen parametreler
asagidaki Tablo 7°de verilmistir. Bu parametrelerde elektroegirme islemi 1 ile 3

dakika arasinda devam ettirilmis ve mikroskop altinda olusan fiber yapilari

incelenmistir.
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Tablo 7. LiBr ¢6ziicii sistemi ile tiretilen ipek fibroin elektroegirmesi igin denenen parametreler

Deneme Hiz (mL/s) Voltaj (kV) | Uzaklik (cm)
1 0.15 15.0 10
2 0.15 14.5 10
3 0.15 14.0 10
4 0.15 135 10
5 0.25 14.5 10
6 0.35 14.5 10
7 0.55 14.0 10
8 0.55 14.5 15
9 0.55 14.5 10
10 0.55 14.5 8
11 0.55 14.5 15
12 0.77 12.0 10
13 1.10 12.0 10
14 1.50 15.0 10
15 2.00 15.0 10

Tablo 8 LiBr ¢oziict sistemi ile retilmis ipek fibroinlerin farkli parametrelerde egrilmesi sonucu
olusan fiber yapilar. Olgek ¢izgileri 40 um’ye denk gelmektedir.

Hiz (mL/h): 0.3, Voltaj (kV): 15, Uzaklik (cm):
10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 10, Uzaklik (cm):
10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 14, Uzaklik (cm):
10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 13,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 13, Uzaklik (cm):
10




Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 12,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.15, Voltaj (kV): 11,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.25, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.35, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.55, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 10

Hiz (mL/h): 0.55, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 8

Hiz (mL/h): 0.55, Voltaj (kV): 14,5, Uzaklik
(cm): 15
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Tablo 8’deki goriintiilere gore, damlacik olusumu, fiber homojenligi ve
diizgiinliigii, fiberlerin kesikli olup olmamasi ve fiber yogunlugu gibi kriterler goz
ontinde bulundurularak 0.35 mL/s, 14.5 kV ve 10 cm parametreleri bu tez

caligmasinda kullanilmak {izere se¢ilmistir (Sekil 25).

Sekil 25. Secilen parametreler sonucu egrilmis %15 (w/v) ipek fibroin fiberlerinin goriintiileri.
Resimler soldan saga sirasiyla, aliiminyum folyo iizerine toplanmis, ters faz mikroskopta 20x
biiyiitme ve Stereo mikroskop goriintiisiidiir. Olgek ¢izgisi 40 um’ye denk gelmektedir

4.3 Elektroegirme ile ipek fibroin yonlendirilmis nano-lifli doku

iskelelerinin iiretiminin optimizasyonu

Rastgele dagilmis iskele elde etmede kullanilan voltaj ve akis hizi sabit

tutularak, toplayici ile igne ucu arasindaki mesafe ve iki toplayici plaka arasindaki
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bosluk mesafesi degistirilerek fiberlerde yonlenme saglanmistir (Sekil 26). Bu

parametreler asagidaki Tablo 9’de verilmistir.

Sekil 26. Birbirinden ayr1 iki toplayici plaka arasinda yonlenmis fiberlerin fotograflar

Tablo 9. Fiber yonlenmesi i¢in denenen parametreler

Grup Hiz (mL/s) | Voltaj (kV) Toplayici- iki iletken
igne arasi plaka aras1
uzaklik (cm) | uzaklik (cm)
1 0.550 14.5 10 1,5
2 0.550 145 15 1,5
3 0.550 145 10 2
Kontrol 0.550 14.5 10 0

Tablo 9°da verilen parametreler kullanilarak elde edilen egrilmis ylizeylere ait
coherency katsay1 degeri Orientation J yazilimi ile tespit edilmis ve kontrol olarak
rastgele egrilmis yiizeyin degerleri ile karsilastirilmistir (Sekil 27). Bu analiz igin
151k mikroskobu fotograflar1 kullanilmistir. Bu parametrelere ait egrilmis

yiizeylerin fotograflar1 Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10. Y6nlenme oraninin hesaplanmasinda kullanilan fotograflardan bazilar.

Grup 1, Toplayici- igne aras1 uzaklik (cm): 10, | Grup 2, Toplayici- igne arasi uzaklik (cm): 15,
iki iletken plaka aras1 uzaklik (cm): 1,5. Olgek | Iki iletken plaka arasi uzaklik (cm): 1,5. Olgek
¢izgisi 80 um’dir ¢izgisi 80 um’dir

o

Grup 3, Toplayici- igne arasi uzaklik (cm): 10, | Kontrol Toplayici- igne arasi uzaklik (cm): 10,
Iki iletken plaka aras1 uzaklik (cm): 2. Olgek Iki iletken plaka aras1 uzaklik (cm): 0. Olgek
¢cizgisi 80 um’dir

¢izgisi 80 um’dir

Egrilmis Yiizeylerin Yo6nlenme Oranlar1 Grafigi

0,800 ko ok
0,700
— *kk ¥
&
Z» 0,600
&
o
v 0,500
g 0,400
3 0,300
=
=)
© 0,200
=
7
0,000
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol

Egirme parametrelerine ait gruplar

Sekil 27. Farkli parametrelerde egrilmis ylizeylerin yonlenme oranlarinin grafigi. Her ii¢ grup ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriillmiigtiir. (***p<0.001, ****p<0.0001)
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Tablo 11. Farkl teknikler ile iiretilen yonlenmis yiizeyler

Rastgele Yiizey Paralel Plaka ile Yonlendirilmis Yiizey

20 HV spot | WD ecase mag O det  mod ! 100 | & 30/2020 HV. secase mag O
M 7.50kV 9.0 8.4 m andard 1000 x ETD SE X 27:36 AM_5.00kV_7.0 _9.0mm_OptiPlan 1000 x

Doéner Tambur ile Yénlendirilmis Yiizey

Doéner tambur kullanilarak iiretilen silindirik iskelelerinin yonlenme orani
hesaplamasi ve paralel plaka egirme yonteminde iretilmis olan fiberlerle
karsilastirilmast SEM goriintiileri tizerinden gergeklestirilmistir (Tablo 11 ve Sekil
29). SEM fotograflarinin kullanilmasinin sebebi, donen tambur {izerinde iiretilen
ylizeyin silindirik formda ¢ikarilabilmesi i¢in ulagmasi gereken kalinlik miktarinda

151k mikroskobu goriintiisiiniin alinamamasidir (Sekil 28).
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Sekil 28. Dénen tambur sistemi kullanilarak tiretilen silindirik iskeleler

Farkli Yonlendirme Tekniklerinin Yonlenme

Oranlari
st sfeshe sk

0,700 ok
@ 0,600
7
“ 0,500
S sk ok
. 0,400
=
@ 0,300
2
s 0,200
O
3® 0,100

0,000 B

Paralel Plaka Tambur Rastgele

Yonlendirme Teknikleri

Sekil 29. Farkli yonlendirme teknikleri ile egrilmis yiizeylerin yonlenme oranlarinin grafigi. Paralel
plaka ile tambur ve rastgele grubunu arasinda ve tambur ile rastgele gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml farkliliklar goriilmiistiir. (***p<0.001, ****p<0.0001)

4.4 Uretilen ipek fibroin iskelelerin mikroyapi analizleri

Karar verilen parametrelerde elektroegrilen doku iskeleleri EQeMATAL’da
bulunan SEM (Thermo, Apero S) ile incelenip Image J yazilimu ile liflerin ortalama

caplart belirlenmistir (Sekil 30 ve 31). Ayrica doku iskeleleri hiicre kiiltiirii
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caligmalarindan once %70 etanol ile muamele edilip B-tabaka konformasyonuna

kristallestirilip kullanilacagi igin etanol ile muamele edilmis doku iskelelerinin

SEM goriintiileri de Sekil 32 ve 33’te verilmistir.

9/10/2019 | HV spot usecase mag O WD det mode f———100 pm—
9:45:56 AM | 5.00kv 9.0 Standard 1000x 9.0 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 30. LiBr ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin 1000x biiyiitmedeki SEM goriintiisii.
Olgek ¢izgisi 100 um’ye denk gelmektedir.

9/10/2019 HV spot usecase mag O WD det mode }72 um
9:41:52AM 7.50kV 9.0 Standard 50000x 9.0 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 31. LiBr ¢oziici sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin 50000x biiyiitmedeki SEM goriintiisii.
Olgek ¢izgisi 2 um’ye denk gelmektedir.



57

%15 (w/v) ipek fibroin kullanilarak elektroegrilmis liflerin ortalama ¢aplari ImageJ

yazilimi kullanilarak 243 (£26,23) nm olarak belirlenmistir.

spot usecase mag O WD det mode i 100 um———
7.50kVv 9.0 Standard 1000x 12.1mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 32. LiBr ¢oziicii sisteminin kullanilmast ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin %70 etanol ile muamele edildikten sonra
1000x biiyiitmedeki SEM gériintiisii. Olgek ¢izgisi 100 pm’ye denk gelmektedir.

A

)9\

.

% 10/16/2019 HV spot use case mag O WD " det mode
. 9:4645AM 7.50kV 9.0 Standard 50000x 12.1 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 33. LiBr ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin %70 etanol ile muamele edildikten sonra
50000x biiyiitmedeki SEM goriintiisii. Olgek ¢izgisi 2 um’ye denk gelmektedir.
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%70 etanol ile muamele edilmis iskelelerin ortalama caplar1 ise 305,73

(£32,23) nm olarak belirlenmistir.

Uclii ¢oziicii sisteminden elde edilmis ipek fibroin %15 (w/v)
konsantrasyonunda herhangi bir fiber yapis1 gozlenememistir. Bu sebepten dolay1
konsantrasyon %66 arttirilarak %25 (w/v)’e c¢ekilmistir. Bu durumda ise ancak
boncuklu bir fiber yapist gézlemlenmis ve ortalama c¢ap 115 (£27,03) nm olarak
belirlenmistir (Sekil 34 ve 35).

10/16/2019 spot (usecase mag O WD det mode  —1 0 1| E—

H 9:52.04 AM  7.50kV 9.0 |Standard 5000x 12.1mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 34. Uglii ¢dziicii sisteminin kullanilmast ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin 5000x biiyiitmedeki SEM goriintiisii.
Yogun damla olusumu gozlenmistir. Olgek cizgisi 20 um’ye denk gelmektedir.
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N

£ ) ’ -
~ ‘——J— &-: - ¢ 3 A \A‘\v.
%, 10/16/2019 | HV spot usecase mag 0O WD det  mode  ——— U | S—

9:51:11AM  7.50kV 9.0 Standard 50000x 12.1 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 35. Uclii ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde elektroegirilmesi ile elde edilmis nanolifli yapinin 50000x biiyiitmedeki SEM goriintiisii.
Olgek gizgisi 2 um’ye denk gelmektedir.

Paralel iki iletken plaka kullanilarak yonlendirilmis fiberlere ait SEM

gortintiileri ise Sekil 36°da verilmistir. Paralel olarak yonlendirilmis fiberlerin

ortalama ¢aplar1 362 = (71) nm olarak belirlenmistir.

%; 7/30/2020 HV spot WD usecase mag O det mode ——100 ym—
. 10:27:36 AM 5.00kV 7.0 9.0mm OptiPlan 1000x T2 A+B EGE-MATAL

Sekil 36. LiBr ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde paralel plaka kullanilarak elektroegirilmesi ile yonlendirilmis nanolifli yapmin 1000x
biiyiitmedeki SEM goriintiisii. Olgek ¢izgisi 100 um’ye denk gelmektedir.
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Donen Tambur kullanilarak yonlendirilmis fiberlere ait SEM goriintiileri Sekil
37°de verilmistir. Bu teknik ile yonlendirilmis fiberlerin ortalama ¢aplar1 439 +

(107) nm olarak belirlenmistir.

12/10/2020 | HV spot WD usecase mag O det mode f———100 um—
3:26:50PM  7.50kV 9.0 8.7 mm Standard 1000x ETD SE EGE-MATAL

Sekil 37. LiBr ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile elde edilen ipek fibroinin formik asit %15 (w/v)
icinde doner tambur sistemi kullanilarak elektroegirilmesi ile yonlendirilmis nanolifli yapinin 1000x
biiyiitmedeki SEM goriintiisii. Olcek ¢izgisi 100 um’ye denk gelmektedir.

4.5 Uretilen iskelelerin in vitro biyobozunurlugu

Elde edilen rastgele fiber yapili ipek fibroin doku iskelelerinin in vitro
biyobozunurlugunun belirlenmesi icin 1.72 (£0.122) cm? ipek doku iskeleleri PBS
ve 5U ve 20U aktivitede olacak sekilde proteaz XIV (Sigma, P5147-1G) iceren PBS
igerisinde bekletilmistir. 20U aktivite de birakilan iskeleler 24 saat sonunda
parcalanmistir. 4 hafta sonunda 5U ve PBS icindeki ipek fibroin iskelelerde gozle

goriiliir bir kopma, erime, par¢calanma gézlemlenmemistir (Tablo 12).
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Tablo 12. 5U proteaz ve PBS igerisindeki doku iskelelerinin haftalik fotograflari

Hafta
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4.6 Ipek fibroin iskelelerinin mekanik 6zellikleri

Uretilen ipek fibroin iskelelerinin baslangig elastik modiilii, en yiiksek cekme
mukavemeti ve % uzama degerleri elde edilen gerilim/gerinim egrilerinden
hesaplanmistir (Sekil 37). Baslangi¢ elastik modiilli, gerilim/gerinim egrisinin
lineer kisminin egiminden yazilim kullanilarak 68.83 MPa olarak hesaplanmuistir.
En yiiksek ¢ekme mukavemeti ise gene gerilim/gerinim egrisinin ulastig1 en yiiksek
stres degeri tizerinden 1.945 MPa olarak belirlenmistir. % uzama ise maksimum

gerinim degeri olan %10,16 olarak belirlenmistir (Sekil 38).

20

1.945MPa

10.16%

Stress (MPa)
o
|

0.5

68.83MPa

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.5 1.5 3.5 5.5 7.5 9.5 11.5

Strain (%) Universal V4.5A TA Instruments

Sekil 38. ipek fibroin iskelesinin Gerilim/gerinim egrisi.
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4.7 DKH Kiiltiirii

Bu tez c¢alismasinda kullanilan DKH hiicrelerinin  kiiltiir kabindaki
morfolojilerinin gbézlemlenebilmesi icin 151k mikroskobu goriintiileri alinmistir
(Olympus CK40, Japonya). Hiicrelerde diiz kas hiicrelerine 6zgii uzatilmis ig
seklindeki ve klasik tepe ve vadi goriiniimiindeki fenotip o6zellikleri rahatlikla
gozlemlenebilmistir (Sekil 39) (Beamish et al., 2010; Thakar et al., 2009). Hiicreler

pasaj 4 ile 6 arasinda stoklanip hiicre ¢alismalarinda kullanilmastir.

Sekil 39. Pasaj 4 diiz kas hiicrelerindeki tepe ve vadi olusumlarinin 5x biiyiitmedeki 151k mikroskobu
goriintiisii. A harfi tepe olusumunu B harfi ise vadi olusumun gostermektedir. Olgek ¢izgisi 200
pm’ye denk gelmektedir.

4.8 DKH’lerin biiyiime Kinetigi

MTT testi kullanilarak normal kiiltiir kabinda ve rastgele fiber yapisina sahip
iskeleler tizerindeki DKH’lerin bitylime kinetik grafikleri sirasiyla Sekil 40 ve Sekil
41°de verilmistir. DKH’lerin yaklasik olarak 16 giinliik bir siire zarfinda hem kiiltiir
kabinda hem de iskele {izerinde eksponansiyel iireme fazlarin1 tamamladiklari
goriilebilmektedir. Hiicrelerin hem kiiltiir kab1 hem de iskele tizerinde yaklasik 16.

giinden sonra liremelerinin durdugu goriilmiistiir.
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Diiz Kas Hiicrelerin Kiiltiir Kabindaki Biiylime

Kinetig1 Grafigi

1,800

1,600 ..... !‘

1,400

1,200 i »

1,000

0,800 i

0,600

0,400

0,200 o

0,000

Seri (570nm)

Absorbans De

Zaman (Giin)
Sekil 40. DKH'lerin kiiltiir kabindaki biiyiime kinetigi grafigi.

Diiz Kas Hiicrelerin Ipek Fibroin Uzerinde
Biiytime Egrisi

3

Absorbans Degeri
“_CD
~J
S
o4

1 3 5 7 9 11 13 15 17
Zaman (Giin)

Sekil 41. DKH'lerin ipek fibroin {izerinde biiyiime kinetigi grafigi.

4.9 DKH’lerin iskele iizerine tutunma Kinetiginin belirlenmesi

DKH’lerin iskele iizerine tutunma kinetigi i¢in hazirlanan grafik Sekil 42°de
verilmistir. Yaklasik olarak 4 saat sonunda hiicrelerin neredeyse tamaminin iskele

ylizeyine tutundugu gorilmiistiir.
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Diiz Kas Hiicrelerinin Iskeleye Tutunma Kinetigi
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Sekil 42. DKH'lerin iskeleye tutunma kinetigi grafigi.

4.10 Ipek fibroin iskelelerin sitotoksisitesi

Uretilen ipek fibroin iskelelerin 1SO 10993-12 standartlarina gore yapilan
indirekt sitotoksisite testi grafigi Sekil 43’de verilmistir. Grafige gore farkl iiretim
partilerinden alinmis ipek fibroinlerden elde edilen %100 (v/v) ekstrakt
konsantrasyonun kullandig1 gruplarda normal ortam ile inkiibasyonu yapilan hiicre
kontrol grubuna gore canlilikta anlamli bir diisiis goriilmiistiir, ancak bu diisiis
%20’nin altindadir. %10 (v/v) oraninda DMSO iceren ortam ile inkiibe edilmis
pozitif kontrol grubunda ise tiim diger gruplara gore canlilikta anlamli diisiis
goriilmiistiir. 1ISO 10993-12’ye gore bir malzemenin toksik sayilabilmesi igin
canliligin %70’in altina inmesi gerektiginden TUretilen ipek fibroin iskelelerin

yapilan indirekt Sitotoksisite testine gore toksik olmadigi belirlenmistir.
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Ipek Fibroin Iskelelerinin 24 Saatlik Sitotoksisite

Grafigi
*
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Ekstrakt konsantrasyonu

m 1. Parti Uretim  m 2. Parti Uretim Hiicre Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 43. DKH ile yapilan ipek fibroin sitotoksisite testi grafigi. (100%: 1/1 oraninda ekstrakt igeren
besi yerini, 50%: 1/2 oraninda ekstrakt igeren besi yerini, 25%: 1/4 oraninda ekstrakt igeren besi
yerini, Hiicre Kontrol; Hi¢bir prosediir uygulanmamisg taze besi yerini, Pozitif Kontrol ise; %10 (v/v)
oraninda DMSO igeren serumlu besi yerini ifade etmektedir.) (*p<0.05,***p<0.001)

4.11 DKH’lerin iskele iizerindeki canlihklari

Live&Dead kiti ve rastgele fiber yapili iskeleler kullanilarak yapilan canlilik
calismasina ait fotograflar Tablo 13’te sunulmustur. ipek fibroin kendi otofloresans
ozelliginden dolay1r Tablo 13’te de goriilebilecegi gibi 494 ve 528 nm uyarma
1siklari kullanilarak elde edilen ve birlestirilen fotograflarda turuncu/kirmizi sekilde
goriinmektedir. Ipek fibroin iskeleler ile yapilan bir ¢alismada da ipek fibroin
iskelelerin otofloresans Ozelikleri rapor edilmistir (Amirikia et al., 2017). Tablo
13’te 1. ve 7. glinde goriilebilen kirmizi renkler 6lii hiicreleri degil hentiz DKH’lerin
kaplamadig1 ipek fibroin iskeleyi gostermektedir. 15. glinde ise neredeyse iskelenin
tamammin DKH’ler tarafindan kaplandigi goriilebilmektedir. Iskelelerin
kalinligindan dolay1 daha net goriintiiler elde edilememistir. Buna ragmen DKH
hiicrelerinin ipek fibroin iskele iizerinde en az 15 giin boyunca canli kalabildigi ve

iskeleyi kapladig1 gosterilmistir.
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Tablo 13. DKH'lerin rastgele fiber yapil iskele iizerindeki Live&Dead fotograflar1. Olgek cizgileri
200 pm’ye denk gelmektedir.

Hiicresiz Bos Iskele 1. giin

200 ym

Ayrica, ayni analiz yonlenmis fiber yapili iskeleler iizerine ekilmis hiicreler
ile de gergeklestirilmistir. Bu analizin sonuglari ise Tablo 14’te verilmistir.
Yonlendirilmis yiizeylerdeki DKH’lerin canlilik durumlari da rastgele fiber
yapisina sahip ylizeylere benzerlik gostermektedir. Ayrica, bu fotograflarda

DKH’lerin fiberler dogrultusunda yonlendigi de acikca goriilebilmektedir.
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Tablo 14. DKH'lerin yénlenmis fiber yapili iskele iizerindeki Live&Dead fotograflari. Olgek
cizgileri 100 pm’ye denk gelmektedir.

1. Giin

100 pm

100 pm

15. Giin
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4.12 DKH’lerin iskele iizerindeki morfolojileri

DKH’lerin rastgele fiber yapili iskele tizerindeki morfolojilerinin incelenmesi
icin yapilan SEM analizi sonuglar1 Tablo 15°te ve Sekil 44°te verilmistir. Hiicre

morfolojisinin karsilastirilabilmesi i¢in kontrol olarak cam coverslip kullanilmistir.

019 HV spot (usecase mag oO | WD det mode F——50 um——
3AM 5.00kv 9.0 Standard 1500x 9.0 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 44. ipek fibroin iskele iizerindeki DKH’nin 1500x biiyiitmedeki SEM gériintiisii. Hiicrelerin
rastgele iskele {izerinde yayilan bir morfoloji gdsterdigi goriilmiistiir. Olgek ¢izgisi 50 um’ye denk
gelmektedir.
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Tablo 15. Ipek fibroin iskele ve cam iizerindeki DKH'lerin SEM gériintiileri. Rastgele fiber yapida
ipek fibroin ve cam yiizeyler ilizerinde kiiltive edilen hiicrelerin morfolojileri arasinda fark
goriilmemektedir.

Egrilmis ipek fibroin Yiizeyi Cam coverslip ylizeyi
1750x Biiyiitme. Olgek ¢izgisi 50 pm’ye denk gelmektedir.

=) det | mode

d - HY 5P ecase  mag
‘%? VM 5.00kv 9.0 Standard 1750x 9.0mm ETD SE : 5.00kv 9.0 Standard 1750x 8.9 mm ETD SE

1500x Biiyiitme. Olgek ¢izgisi 50 um’ye denk gelmektedir.

9 HV ) ase mag O WD det | mode H O WD det | mode

spot | use Y v pot | usecase  mag
5.00kv 9.0 Standard 1500x 9.0 mm  ETD SE 01AM |5.00kv 9.0  Standard 1500x 8.9 mm ETD SE

‘Jff’é 10, 2019 | HV ! secase mag O WD det | mode ——50 um———| 1 19 secase mag O WD det K mode

spe a HY a
5.00kV 9.0 Standard 1500x 9.0 mm ETD SE AM |5.00kv 9.0  Standard 1500x 8.9 mm ETD SE

250x Biiyiitme. Olgek cizgisi 500 pm’ye denk gelmektedir.
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HY spot | usecase  ma e d ) | HV spot | use ca
5.00kv 9.0 | Standard 25! X 5.00kv 9.0 | Stand

Tablo 14’te de goriilebildigi gibi DKH morfolojilerinin cam yiizey ve iskele
yiizeyinde oldukga benzer oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, gene SEM analiziyle
hiicrelerin iskelenin yiizeyini kaplama miktar1 da aragtirilmistir (Sekil 45 ve 46).
Sekil 46°’te gorilebildigi gibi hiicreler iskele ylizeyini ¢ok biiyiikk oranda
kaplayabilmistir.

10/31/2019 | HV spot usecase mago WD det K mode F——200 ym——
9:02:03 AM | 5.00kv 9.0 Standard 500x 8.8 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 45. DKH’lerin cam yiizeydeki morfolojisinin SEM gbriintiisii. Olgek ¢izgisi 200 um’ye denk
gelmektedir.
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spot usecase |mag O WD det mode 100 pm———
AM 5.00kV 9.0 Standard 1000x 9.0mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 46. DKH’lerin ipek fibroin iskele iizerindeki morfolojisinin SEM gériintiisii. Olgek gizgisi 100
pm’ye denk gelmektedir.

4.13 DKH ekilmis iskelelerin mekanik analizi

DKH ekilmis rastgele fiber yapili iskelenin elastik modiilii, en yiiksek ¢ekme
mukavemeti ve % uzama elde edilen gerilim/gerinim egrilerinden hesaplanmistir
(Sekil 47). Elastik modil i¢in gerilim/gerinim egrisinin lineer kisimlarinin
egiminden yazilim kullanilarak 9.883 ve 5 MPa olarak hesaplanmistir. Bu iki farkli
degerin iskelenin analiz sirasinda kurudugu icin iki farkli egim gdstermesinden
kaynaklandig1r disiiniilmektedir. En yiiksek ¢ekme mukavemeti ise gene
gerilim/gerinim egrisinin en ulasti1 en yiiksek stres degeri iizerinden 2.265 MPa
olarak belirlenmistir. % uzama ise maksimum gerinim degeri olan %20,45 olarak

belirlenmistir
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2.265MPa
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Sekil 47. DKH ekilmis ipek fibroin iskelesinin gerilim/gerinim egrisi.
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4.14 iImmiinofloresans boyamalar

Immiinofloresans boyama icin kullanilan yesil renkli sekonder antikorunun
spesifik olmayan baglantilar yapmadigini géstermek i¢in a-SMA primer antikoru
uygulanmig ve uygulanmamig 6rnekler sekonder antikor ile inkiibe edilmistir (Sekil
48). Diiz kas hiicrelerinin kendileri a-SMA antikoru igin pozitif kontrol niteligi

tagidigindan ekstra bir pozitif kontrol denenmemistir.

a-SMA ile inkiibe edilmis TDKH’ler a-SMA ile inkiibe edilmemis TDKH’ler

Sekil 48. Sekonder antikorun dogru calistigin1 gosteren IF boyamalarin sonuglari. Olgek ¢izgileri 25
pm’ye denk gelmektedir. Mavi renk DAPI ile isaretlenmis ¢ekirdegi, Yesil renk ise a-SMA” y1 ifade
etmektedir.

Sekil 48°deki fotograflarda goriilebilecegi gibi primer antikor ile inkiibe
edilmemis Orneklerde, primer antikora spesifik olan yesil renkli sekonder
antikorunun baglanacagi bolge bulunmadigi i¢in herhangi bir boyama

goriilmemistir. Bu sebeple antikorlarin diizgiin ¢alistiklar1 sonucuna ulagilmistir.

Antikorlarin ¢alismasi beklendigi sekilde galistiginin goriilmesinden sonra
yonlendirilmis iskelelerde kiiltlirii yapilan DKH’lerin a-SMA ile yapilmis IF

boyama sonuglar1 ise Sekil 49°da verilmistir.
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o-SMA
5x 20x

1. Gilin

7. Gin

15. Giin

Sekil 49. Yonlendirilmis yiizeylerde kiiltiirii yapilan DKH’lerin a-SMA ifadelerinin fotograflar:.
Mavi renk DAPI ile isaretlenmis cekirdegi, Yesil renk ise a-SMA’y1 ifade etmektedir. (Olgek
cizgileri 5x fotograflar i¢in 200 pm’ye, 20x fotograflari i¢in ise 50 pm’ye denk gelmektedir.)
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Sekil 49°da da goriilebildigi gibi 7. giinden sonra a-SMA ifadesi artmis ve
15. giinde fiber dogrultusunda yonlenen hiicrelerin a-SMA ifadeleri iyice
belirginlesmistir. Ayrica, normal kiiltiir kabinda kiiltiirii yapilan hiicrelerin a-SMA

ile yapilmis IF boyama sonuglar1 da Sekil 50°de verilmistir.

a-SMA

20x

1. Giin

7. Giin

15. Giin

Sekil 50. Plastik kiiltiir kabinda kiiltiirii yapilan DKH’lerin a-SMA ifadelerinin fotograflari. Mavi
renk DAPI ile isaretlenmis cekirdegi, Yesil renk ise a-SMA’ y1 ifade etmektedir. Olgek 100 um’ye
denk gelmektedir.
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Sekil 50’de goriilebilecegi gibi ayni ipek fibroin iskele lizerinde oldugu gibi kiiltiir
kabinda a-SMA ifadesi 7. giinden sonra ¢ok belirgin sekilde goriilebilmistir.
Ayrica, Sekil 51°de kiiltiir kabinda kiiltiirii yapilan hiicrelerin yonlenmis ylizeylerde
kiiltiiri yapilan hiicrelere gore yiizeye daha fazla yayilmis bir durumda tutunduklari

acikeca goriilebilmektedir.

Standart Kiilttir Kab1 Yonlenmis Yiizey

Sekil 51. Kiiltiir kab1 ve yonlenmis yilizeyde kiiltiirii yapilan hiicrelerin a-SMA ifadelerinin
fotograflart. (Olgek ¢izgileri soldaki fotograf igin 100 sagdaki fotograf igin 50 um’yi ifade
etmektedir.)

4.15 Akas sitometrisi analizleri

Oncelikle 0-SMA ile isaretlenmemis hiicrelerin nokta alan grafigindeki
dagilimlar incelenmis ve bu hiicre dagilimin tamamini igeri alacak sekilde grafik
bolgelere ayrilmistir (Sekil 52). Bu grafige uygulanan kriterler, %0, %2 ve %10
¢ekme miktar1 uygulanmis iskelelerden kaldirilan ve a-SMA antikoru ve kirmizi
1s1ma veren sekonder antikor ile isaretlenen hiicrelerin akis sitometri verilerine
uygulanmistir (Sekil 53). Sekil 52°de de goriilebilen dagilimlar1 Q4 boélgesinden Q3

bolgesine kayan hiicrelerin 1s1ma verdigi kabul edilmistir.
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Sekil 52. Antikor ile isaretlenmemis diiz kas hiicreleri ile yapilmis akis sitometri verisi
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Sekil 53. iskele iizerinde farkli gekme miktarlarma maruz kalmis hiicrelerin o-SMA antikoru ile
isaretlenmis akis sitometrisi verileri
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Sekil 53’teki grafiklerin Q3 bdlgesinde goriilebildigi gibi farkli ¢ekme
gruplarinda a-SMA ifadesini gosteren farkli hiicre popiilasyon miktarlar: tespit

edilmistir. Bu tespit edilen hiicre popiilasyonlari grafige dokiiliip istatistiksel analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 54).

a-SMA Ifadesi Goriilen Hiicre Popiilasyonu

Aok

Hiicre Popiilasyonu (%)
| e i S o N ¥ B ¥ B =)
% B e R s T ¥ o T

%0 cekme %2 cekme %10 cekme

o

Deney Gruplar:

Sekil 54. Farkli gekme miktarlart ile a-SMA ifadesi gosteren hiicre popiilasyon iligkisi grafigi. %2
¢ekme grubu ile diger gruplar arasinda anlamli farklik goriilmiistiir. (**p<0.01)

Sekil 54°te de gortilebilecegi gibi biyoreaktor kullanilarak %2 ¢ekme uygulanan
grupta, %0 ve %10 ¢ekme uygulanan gruba gore a-SMA ifadesi gosteren hiicre
popiilasyon miktarinda anlamli bir artig goriilmiistiir. Hi¢ ¢ekme yapilmayan grup

ile %10 ¢ekmeye maruz birakilan grup arasinda ise a-SMA ifadesinde anlamli bir

fark gortilmemistir.
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5. TARTISMA
5.1 ipek fibroin ve eldesi

Farkli kaynaklardan elde edilebilmesine ragmen genelde Bombyx mori
kozalarindan ekstrakt edilen fibroin, mekanik olarak dayanimi yiiksek,
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu bakimindan biyomedikal uygulamalar i¢in
uygun bir dogal polimerdir (Nisal et al., 2018). Bu kozalardan ekstraksiyonu
gergeklestirilen ve rejenerasyonu saglanan ipek fibroinlerden iiretilmis iskeleler
iizerinde kok hiicreler, fibroblastlar, kondrositler, keranositler, néranlar veya kas
hiicreleri  gibi pek c¢ok farklt hiicre tipinin kiiltiirii farklt amaglarla

gergeklestirilebilmistir (Hou et al., 2016; Kundu et al., 2013; W. Zhang et al., 2014).

Hiicre kiiltlirtinde kullanilan ipek fibroinlerin, kozadan iskele iiretmeye uygun
hale getirilmesini kaplayan serisinden uzaklastirma, ¢ozinme ve diyaliz
islemlerinin biitiiniine ipek fibroin’in rejenerasyonu adi verilir. Bu rejenere edilmis
ipek fibroin daha sonra farkli iiretim yontemleri ile istenen fiziksel 6zelliklerde
doku iskelelerine doniistiiriilebilir. Serisinden uzaklastirma islemi, ipegin yapisinda
bulunan iki ana proteinden biri olan serisinin ipek fibroinden ayrilmasi islemidir ve
genelde kozalarin hafif alkali suda kaynatilmasi ile gergeklestirilir. Suyu alkali hale
getirmek icin seg¢ilen ajan ve kaynatma siiresi gibi parametreler sonucu farklh
oranlarda serisinden uzaklagtirma verimi yiizdesi elde edilebilir. Serisin, viicutta
cesitli immiin yanitlar olusturabildiginden ipek fibroinden ayrilmasi son iirliniin
biyouyumlulugu agisindan olduk¢a onemlidir (Correa et al., 2020; Yongzhong
Wang et al., 2006). Bu ¢calismada kozalarin NaHCO3 kullanilarak alkali hale
getirilen suyun 100 C°’de 30’ar dakikadan 3 kere islenmesi sonucu %29’luk
bir serisinden uzaklastirma yiizdesi elde edilmis ve serisin basarili bir sekilde
ipek fibroinden ayrilabilmistir. Bu oran, serisinden uzaklastirma islemi sonrasi
ipekte gozlenen kiitle kaybinin yiizdesini ifade etmektedir. Bu elde edilen yiizde
degeri literatiirde genis bir aralikta, %10 ve %33 degerinin arasinda rapor edilmistir
(Cengizetal., 2019; Kundu et al., 2013; Teuschl et al., 2015; H. Y. Wang & Zhang,
2013). Ayrica, kozalardaki serisin miktarinin yaklasik % 20 ile 30 arasi oldugu
rapor edildiginden bu calismada elde edilen %29 orani serisinin basariyla
uzaklastirildigini belirtmektedir (Kishimoto et al., 2017; Yoon et al., 2013).
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Serisinden uzaklastirma isleminden sonra elde edilen ipek fibroin fiberleri
suda ¢oziinemedikleri i¢in bu fiberlerin ¢dziinebilecegi bir sollisyon hazirlamak
i¢in, proteinleri destabilize edip ¢6ziinmesini saglayan konsantre haldeki dogal tuz
soliisyonlar1 kullanilmahdir. Ipek fibroinin film, jel, fiber gibi farkli formlara
islenebilmesini saglamak i¢in pek cok farkli ¢oziicli sistemi kullanilabilmesine
ragmen bu islem icin en sik kullanilan ajanlar LiBr:su ¢oziicii sistemi ve
CaClz:su:etanol ti¢lii ¢oziicii sistemidir (Catto et al., 2015; Rockwood et al., 2011;
van Uden et al., 2019; F. Zhang et al., 2011). Sivida ¢6ziinmiis ipek fibroin
fiberlerini doku miihendisligi uygulamalarinda kullanmak {izere islemek igin
sollisyondaki yiiksek tuz miktarmin elimine edilmesi gereklidir. Bu islem genelde
diyaliz membranlar1 veya kasetleri kullanilarak rahatlikla yapilabilmektedir
(Ferraz, 2014). Bu ¢alismada da ipek fibroinler bahsedilen iki ¢oziicii sistemi
kullanilarak ¢o6ziilmiis ve daha sonra elektroegirme isleminde kullanilmak
iizere basariyla diyalizi gerceklestirilip liyofilize edilmis ve kopiik formunda
ipek fibroin elde edilebilmistir. Ayrica, LiBr:su ¢oziicii sisteminde ¢oziilmeden
once ve ¢oziildiikten sonra yapilan tartimlara gore soliisyondaki ipek fibroin
konsantrasyonunun %S5 (w/v) oldugu belirlenmistir. Bu deger literatiirde
genelde rapor edilmis % 4 ile 8 (w/v) arasinda oldugu goriilmiistiir (Ferraz, 2014;
Rockwood et al., 2011; Zheng et al., 2016).

Diyaliz islemi sonrasi liyofilize edilmis kopiik haldeki ipek fibroin’lerin
karakterizasyonu FTIR yontemi ile yapilmistir. Bulgular kismindaki sekil 22 ve
23’de de goriilebilecegi gibi hem LiBr hem de iiclii ¢oziicii sisteminin kullanildigt
ipek fibroin kopiiklerinde literatiirdeki diger caligmalarda da goriilebilen 1640 —
1670 cm™* aras1 C-O gerilmesi, 1520 —1540 cm™ aras1 N-H deformasyonlari,
1265 — 1313 cm™ aras1 C-N gerilmesi ve N-H biikiilmesi olmak iizere tiim
karakteristik pikler ¢ok rahat bir bicimde gozlemlenmistir (Kamalha et al.,
2013). Her iki ¢oziicli sistemi ile elde edilen ipek fibroin’lerin bu karakteristik
pikleri arasinda 2 ile 5 cm™ arasinda degisen pik kaymalar1 gdzlemlenmesine
ragmen bu kaymalarin bir anlam ifade ettigi diisiiniilmemektedir. Bu gézlemlenen
piklere gore elektroegirme islemine hazir ipek fibroin’lerin basariyla elde edildigine

karar verilmistir (Chen et al., 2001).
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5.2 Rastgele ve yonlenmis ipek fibroin fiber yapih iskele iiretimi

Liyofilize haldeki rejenere edilmis ipek fibroin kopliklerinden rastgele ve
yonlenmis fiber yapili doku iskeleleri iiretmek igin elektroegirme yoOntemi

kullanilmistir.

Elektroegirme yonteminde, sonugta olusacak fiberlerin fiziksel 6zelliklerini
etkileyebilecek pek ¢ok soliisyon ve proses parametresi olmasina ragmen polimer
konsantrasyonu ilk karar verilmesi gercken en Onemli parametredir. Polimer
konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu durumlarda sadece damlaciklar olusur.
Konsantrasyonun ¢ok yiiksek oldugu durumlarda ise artan viskozitenin yiizey
gerilim kuvvetini arttirmasi sonucu fiberleri olusturacak jet igne ucunda olusamaz.
Bu ¢alismada ipek fibroin elektroegrilmesi igin literatiirde rapor edilen %8 ile %20
(w/v) arast farkli konsantrasyonlardan %15 (w/v) orani se¢ilmis ve egirme islemleri
bu konsantrasyon tizerinden yapilmistir. Hali hazirda literatiirde ¢ok diistik ve ¢cok
yiiksek konsantrasyondaki egirme islemlerinde fiberlerde olusan damla yapisi,
kesikli fiber veya s harfi seklinde olusan kivrilmis fiber yapisi1 gibi istenmeyen
durumlar raporlanmustir (Z. Liu et al., 2015; Min et al., 2004; Yi et al., 2018; Yoon
et al., 2013). Ayrica, egirme soliisyonu igindeki polimer konsantrasyonu dogrudan
viskoziteyi etkiledigi i¢in goz ile yapilan 6n denemeler sonucunda elektroegirmeye
en uygun viskozitenin %15 (w/v) ipek fibroin konsantrasyonunda elde edildigine

karar verilmistir.

LiBr ¢6ziicii sistemi kullanilarak tiretilmis ipek fibroinden rastgele dizili fiber
yapilarinin elde edilebilmesi i¢in farkli voltaj, uzaklik ve akis hizi parametreleri
denenmistir. Polimerden polimere degisebilse de genel kural olarak voltaj degeri
kritik noktaya kadar arttik¢a fiber olugma ihtimali ve fiber ¢ap1 artar, akis hiz1 kritik
noktaya kadar arttikca fiber ¢ap1 artar ve mesafe arttik¢a fiber cap1 azalir. Bilindigi
gibi metalik igne ucuna uygulanan yiiksek voltaj degeri, igne ucundaki polimer
damlasin1 “Taylor konisi” haline getirmektedir (Haider et al., 2018). Oncelikle
denenecek voltaj araligina igne ucunda Taylor konisi olusup olusmadigt kontrol
edilerek karar verilmistir. Taylor konisi 12 ile 15 kV voltaj degerleri arasinda
gbzlemlenebilmistir. Daha sonra akis hiz1 degistirilerek belirlenen voltaj degerleri

arasinda olusan Taylor konisinin devamliginin saglanabildigi 0.15 ile 2 mL/saat
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akis hiz1 araliginin incelenmesine karar verilmistir. Bu belirlenen voltaj ve akis hiz1
degerleri araliginda farkli uzakliklar denenmistir. Olusan fiberlerden 151k
mikroskobu altinda, ¢aplari, homojenligi, morfolojileri gibi kriterler géz 6niinde
bulundurularak se¢im yapilmustir. Ornek olarak Tablo 8’ deki fotograflarda da
goriilebilecegi gibi 0.550 mL/saat hizinda ve 14.5 kV voltaj degerinde mesafe 10
cm iken fiber yapisi herhangi bir kivrima sahip degilken mesafe 8 cm’ye
diisiiriildiigiinde de 15 cm’ye ¢ikarildiginda da fiber yapisinda kivrilmalar ve
kirilmalar gorilmistiir. Bu morfolojik farklilarin biiyiik ¢ogunlukla soliisyonun
buharlasma siiresinin degismesinden oldugu disiiniilmektedir (Matabola &
Moutloali, 2013). Bu ¢alismada denenen pek cok parametrede LiBr coziicii
sistemi kullanilarak iiretilmis ipek fibroinden fiber olusumu goriilmiistiir.
Fakat, fiber morfolojisinin homojenligi, fiberlerdeki olusan deformasyonlarin
ve fiberlerde olusan kivrilmanin azhgi sebebiyle 0.35 mL/saat akis hiz1 14.5 kV
voltaj degeri ve 10 cm uzaklhik mesafesi parametrelerinin rastgele fiber yapih
iskelelerin iiretimi icin kullanilmaya karar verilmistir. Fakat, bu denen
parametreler liclii ¢oziicli sistemi kullanilarak tiretilen ipek fibroinler i¢in doku
iskelesinde istenmeyen sekil 34 ve 35’te de goriilebilecegi gibi boncuk olusumu,
kesikli ve kivrik morfolojiye sahip fiber olusumuna yol agmustir. ki ¢oziicii
sistemden elde edilmis ipek fibroinlerin elektroegrilmesinde karsilasilan bu farkin,
saflagtirnlmis ipek fibroin’in farkli molekiil agirliklarma sahip olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Uclii ¢oziicii sisteminde elde edilen ipek
fibroin’lerin LiBr ¢6ziicli sisteminde elde edilenlere gore daha diisiik molekiil
agirligina sahip olduklari bilgisi literatiirde mevcuttur (Q. Wang et al., 2013).
Ayrica, ipek fibroin, koza asamasindan elektroegirme asamasina kadar serisinden
uzaklastirma, ¢oziicli sistemi i¢inde ¢oziilme, diyaliz ve tekrar egirme amaci ile
¢oOziicii icinde ¢oziilme asamalarindan gegmektedir. Bu sebepten dolay: iiretilmis
farkli parti ipek fibroinleri egrilmesi sonucu farkli fiber morfolojileri
goriilebilmektedir. Bu sebeple, her ne kadar LiBr ¢oziicii sistemi ile iiretilen
ipek fibroin’den fiber yapil iskele iiretmek icin parametreler optimize edilmis
olsa bile, farkh iiretim partilerinden elde edilmis ipek fibroin’ler i¢cin bu
parametrelerde ufak degisikler yapilmas1 gerekebilmektedir. Bu
parametrelerde ufak degisiklikler egirme islemi optimizasyonu icin belirlenen
siir degerler icinde kalmaktadir. Literatirde de LiBr c¢oziicii sistemi

kullanilarak gergeklestirilmis bir¢cok c¢alismada elektroegirme islemi icin farkh
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parametreler rapor edilmistir (Catto et al., 2015; Cengiz et al., 2019; Millan-Rivero
et al., 2019; Nisal et al., 2018). Uretim partileri arasinda olusabilecek farkliliklar,
bu durumda oldugu gibi, dogal polimerlerin kullanimindaki en 6nemli sorunlarin
basinda gelmektedir; ¢iinkii bireysel, donemsel, iklimsel farkliliklarin polimerin
elde edildigi kaynaga gore farkli elde edilis partilerinde farkli fiziko-kimyasal
ozelliklere sahip olabilmesi miimkiindiir (Aznar-Cervantes et al., 2019; Boffito et
al., 2018).

Bu sebeplerden dolay1r bu ¢alismada elektroegirme isleminde ipek LiBr
¢oziicii sisteminden elde edilen ipek fibroinlerin kullanilmasina karar verilmistir.
Bu ipek fibroinlerin belirlenen parametreler kullanilarak elektroegrilmesi sonucu
elde edilen fiberlerin ¢aplar1 243 (£26,23) nm olarak belirlenmistir. Ayrica bu
iskeleler hiicre kiiltiirtinde kullanilmadan dnce %70 etil alkol ile muamele edilecegi
icin bu muamele sonrasi fiber ¢ap1 da hesaplanmis ve 305,73 (£32,23) nm olarak
belirlenmistir. Alkol uygulamasi ve sonrasinda yapilan yikama iglemi sonucu
gerceklesen sisme sonucu fiber capinin arttig1 diisintilmektedir. Literatiirde etanol
ile muamele edilen ipek fibroin iskelelerin yaklasik %10 oraninda sismeye
ugrayabilecegi rapor edilmistir (Siridamrong et al., 2019). Elektroegrilmis ipek
fibroin i¢in literatiirde 85 nm’den 500 nm’lere kadar pek ¢ok farkli fiber ¢cap1 rapor
edilmistir (Catto et al., 2015; Yongzhong Wang et al., 2006; F. Zhang et al., 2011).
Bu rapor edilen farkli cap biiyiikleri daha 6nce de bahsedildigi gibi dogal bir
polimer olan ipek fibroin’in elde edilmesinde veya elektroegirme asamasinda

kullanilan yontem ve parametre degisikliklerinden kaynaklandigi sdylenebilir.

Egrilen bu rastgele fiber yapili doku iskelelerine kuru olarak mekanik analiz
gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucu baslangi¢ elastik modiilii, gerilim/gerinim
egrisinin lineer kismimnin egiminden yazilim kullanilarak 61.30 MPa olarak
hesaplanmistir. En yliksek cekme mukavemeti ise gene gerilim/gerinim egrisinin
ulastig1 en yiiksek stres degeri lizerinden 1.934 MPa olarak belirlenmistir. % uzama
ise maksimum gerinim degeri olan %10,24 olarak belirlenmistir. Bu ¢calismada
elde edilen degerler literatiirdeki diger elektroegrilmis ipek fibroin ile yapilan
cahsmalar ile paralellik gostermektedir. Ipek fibroin ile yapilan bir ¢alismada
elastik modiilii 51.8 MPa, en yiiksek ¢ekme mukavemeti 1.4 MPa ve % uzama

degeri %4,4 olarak rapor edilmistir (Millan-Rivero et al., 2019). Bir bagka
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elektroegrirme teknigi ile ipek fibroinden olusturulmus iskelenin en yiiksek ¢ekme
mukavemeti 3 MPa ve % uzama degeri ise %12 olarak rapor edilmistir (J. Zhou et
al., 2009).

Literatiirde rapor edilmis farkli hayvan tiirlerine ait dogal 06zofagus
dokularina ait mekanik test sonuglar1 mevcuttur. Ornek olarak, domuz 6zofagus
dokusu ile yapilan bir ¢aligmada elastik modiil 0,621 MPa, en yiiksek ¢ekme
mukavemeti 0,28 MPa ve % uzama degeri ise %95 olarak rapor edilmistir (Luc et
al., 2018). Gene domuz 6zofagusu ile yapilan bir baska ¢alisma da ise elastik
modili 16.1 MPa, en yiiksek ¢cekme mukavemeti 2.9 MPa ve % uzama degeri ise
%25 olarak rapor edilmistir (Schleifenbaum et al., 2016). Domuz 6zofagusu igeren
bir diger ¢alisma ise elastik modiilii 0,47 MPa olarak rapor etmistir (Arakelian et
al., 2019). Sican 6zofagusu iceren bir ¢alisma ise en yiiksek ¢ekme mukavemetini
2 MPa olarak rapor etmistir. Literatiirdeki domuz ve sican nativ 6zofagus
dokusunun mekanik 6zelliklerine bakildiginda bizim elde ettigimiz tavsan nativ
6zofagus dokusunun mekanik 6zellikleriyle benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu
sonugclara gore elektroegirme yontemi ile elde edilmis alkol ile muamele edilmemis
ipek fibroin doku iskelesinin elastik modiiliniin nativ tavsan 06zofagusu
dokusundan yaklagsik 20 kat daha yiiksek oldugu, en yiiksek cekme mukavemetinin
yaklasik 3,3 kat daha yiiksek fakat % uzama degerinin ise yaklasik 7 kat daha diistik
oldugu goriilmiistiir. Fakat, % uzama degerinin ve diger mekanik 6zeliklerin ipek
fibroin doku iskelesi lizerinde diiz kas hiicrelerinin kiiltivasyonu sonrasinda iskele
tizerinde yogunlugu artacak ekstraselliller matrikslerden dolayr artmasi
beklenmektedir (Abousleiman et al., 2009; Hadidi & Athanasiou, 2013). Fakat,
tizerine hiicre ekilmis ve 1slak durumunda bulunan iskelelere yapilan mekanik
analiz sonucu grafikte olusan iki farkli egimden dolay1 9.883 ve 5 MPa olarak iki
farkli elastik modiil hesaplanmistir (Sekil 47). En yliksek ¢ekme mukavemeti ise
2.265 MPa olarak % uzama ise %20,45 olarak hesaplanmistir. Fakat, tizerine hiicre
ekilmis doku iskeleleri %70 etanol ile muamele edildiklerinden dolay1r mekanik test
sirasinda nem kaybi yasamistir. Bu nem kaybi gerilim/gerinim grafiginin
beklenenden farkli ¢ikmasina sebep olmustur. Alkol ile muamele edilen fiber
fibroinin yapisinda bulunan a-heliks ve diizensiz sarmal yapilar1 B-plaka yapilarina
dontisiir (Chelazzi et al., 2020). Bu doniigiim ipek fibroin yapisindaki kristaliniteyi

arttirir; bunun sonucunda da ipek fibroin suda ¢6ziinmeyen ve daha dayanikli bir
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forma biirtiniir. Fakat, bu durum ipek fibroini siirekli nemli tutma gereksinimi de
yaninda getirir. Mekanik test, siv1 icinde gerceklestirilemedigi i¢in analiz sirasinda
iskele nem kaybetmis, nem kaybettik¢e de biiziismeye baslamistir. Bu biiziisme
cihazin uyguladigr kuvvete karsi bir kuvvet uyguladigindan gerilim/gerinim
grafiginde iki farkli lineer kismin ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu sebeple alkol
ile muamele edilmis ipek fibroin iskelelerin mekanik analiz sonuglar literatiir ile

karsilastirilamamuistir.

Bu tez calismasinin bir diger amaci olan yonlenmis fiber yapili doku
iskelelerini elde etmek i¢in ise uygulamasi hem ucuz hem de ekstra bir deney
diizenegi gerektirmeyen paralel plaka egirme yontemi kullanilmistir. Bu teknikte
iki iletken plaka arasindaki yalitkan bosluk elektrik alani manipiile eder. Bu
manipiilasyon sonucu fiberler iki iletken plaka arasinda gidip gelerek toplanir.
Yiiksek yonlenme dereceleri elde edilebilse de bu teknigi kullanarak kalin iskeleler
tiretmek oldukga zordur. Bu probleme, iki paralel plaka {izerinde zaman gectikce
biriken polimerlerde yiiklerin birikmesi ve bu yiiklerin fiberlerin yonlenmesini
saglayan elektrik alanin bozulmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (Katta et al.,
2004; Yuan et al., 2017). Rastgele fiber yapili ylizey icin optimize edilen
parametreler kullanilip sadece birbirine paralel iki toplayici arasi farkli mesafeler
denenmistir. Plakalar aras1 bosluk 1,5 cm oldugunda da 2 cm oldugunda da kontrol
grubu olarak kullanilan rastgele fiber yapili yiizeye gore anlamli derece yonlenme
gozlemlenmistir. Yonlenme analizi, Image J yazilimi i¢inde ¢alisan ve Orientation]
adi verilen ve literatiirde pek ¢ok ¢alismada kullanilmis bir fotograf isleme eklentisi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Clemons et al., 2018; Ding et al., 2017; Sampath
et al., 2015; Sharabi et al., 2015). Yonlenme oranlart bu yazilimdan elde edilen %
coherency olarak rapor edilmistir. Yazilim kisaca, fotograftaki fiber yapilarina ait
her piksel 2x2’lik pozitif bir matrikse cevirip farkli interpolasyon ve tiirev
tekniklerini kullanarak x ve y diizlemleri i¢in matematiksel hesaplamalar
yapmaktadir. Bu hesaplamalar sonucu her bir pikselin dominant yonii hesaplanarak
1 ile 0 arasinda % coherency degerine doniistiiriiliir. Bu deger 1’e ne kadar yakinsa
yapinin o kadar anizotropik oldugunu gosterirken degerin 0’a yaklagmasi yapiin
tamamen rastgele izotropik oldugunu belirtir (Zajaczkowska, 2015). Bu tez
calismasinda iki plaka arasi boslugun 1,5 cm oldugu durumdaki % coherency

degeri 69, 2 cm oldugu durumda ise 71 olarak hesaplanmis ve basariyla
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yonlenmis fiber yapih yiizeyler elde edilmistir. Plakalar arasi bosluk arttikca
yonlenen fiber uzunlugunun arttigr ve % coherency degerinin anlamli olarak
degismediginin goézlemlenmesine ragmen fiber yogunlugunun ve kalinligimin
degismedigi hatta azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, 2 cm bosluk birakilan iskeleler
paralel toplayicilardan sokiilmesinde fiber yogunlugunun az olmasi dolayisiyla
yirtilma, kivrilma ve katlanma gibi problemler yasanmistir. Bu sebeple
yonlendirilmis yiizey tiretilirken bahsedilen bu problemlerin yasanmadigi, plakalar

arasi boslugun 1,5 cm oldugu parametre kullanilmaya karar verilmistir.

Bu calismada fiberleri yonlendirilmek icin kullanilan bir diger yontem olan
doner tambur ile yapilan egirme sonucunda ise 27 % coherency degerine sahip
fiberler elde edilebilmistir. Her ne kadar bu teknik ile iiretilen iskeleler rastgele
yapil fiber yiizeyden anlamli olarak daha yiiksek bir yonlenme oranina sahip olsa
da, paralel plaka yontemi ile tiretilen yiizeye gore anlamli bigimde daha diisiik bir
yonlenme oranina sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun ana sebebinin, doner tambur
sisteminin donme hizinin kontrol edilememesi oldugu diisiiniilmektedir. Doner
tambur sistemlerinde yonlenme Taylor konisinden ¢ikan polimer jetinin hizinin
tamburun yiizey hizi ile eslemesi sonucu olusur. Bu eslesme donen tamburun,
tambura carpan polimerleri mekanik olarak kendi etrafina sarmasi sonucu bir
yonlenmeye sebep olur (Nitti et al., 2018; Yuan et al., 2017). Bu dogrultuda diisiik
orandaki yonlenmenin, bu ¢aligmada kullanilan tamburun dénme hizinin Taylor
konisinden ¢ikan jeti yakalayip tambur etrafina sarmasina yetmedigi

distiniilmektedir.

5.3 Hiicre kiiltiirii calismalar:

Doku iskelesi olarak kullanilacak yiizeylere dogal olarak hiicreler
tutunabilmeli ve iskeleyi kaplayabilmelidir. Bu ¢alismada da diiz kas hiicrelerinin
ipek fibroin iskeleler tizerindeki morfolojileri 151k mikroskobu ve SEM analiziyle
incelenmistir. Bulgular kismindaki Tablo 15 ve sekil 46°da goriilebilecegi gibi
diiz kas hiicrelerinin ipek fibroin iskelelere tutunabildigi ve iskele yiizeyini

kaplayabildigi kanitlanmistir.
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Iskelelere ekilen bu hiicrelerin tamaminin iskeleye tutunma siirelerinin
yaklagik 4 saat siirdiigii belirlenmistir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi, hiicre
membraninda bulunan integrinler ile ylizeydeki proteinler arasinda olusan
baglantilar sonucu ortaya ¢ikan fokal adhezyon kompleksleri sonucu gerceklesir.
Ipek fibroin iskelelere farkli hiicre tipleri igin farkli tutunma siireleri belirtilse de
rapor edilen pek ¢ok siire 2 ile 7 saat arasindadir (Courtenay et al., 2018; Mandal
& Kundu, 2009; Varkey et al., 2015). Bu rapor edilen siire farklar1 kullanilan
yontemin hassasiyetine gore degismektedir. Bu calismada kullanilan yontemde
iskele lizerindeki tutunmamis hiicrelerin bulundugu hiicre siispansiyonundan drnek
alinip tripan mavisi ile hemasitometrede sayim yapilmistir. Fakat, tripan mavisi ile
yapilan testlerde hiicre sayimi hemasitometre kullanilarak yapildig: icin yaklagik
%10 oraninda sayim hatalar1 yapilabildigi belirlenmistir. Bu sayim hatalari,
hiicrelerin zayif dagilimina, hiicre kaldirilmasi sirasinda hiicre kaybina, hiicrelerin
yanlig seyreltilmesine, hemasitometre bdlmesinin yanlis doldurulmasina veya
bolmede hava kabarciklarinin bulunmasina bagli olabilmektedir (Aslantiirk, 2018).
Buna ragmen kullanilan bu teknik hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun iskele ylizeyine
yaklagik olarak hangi zaman araliginda tutundugun belirlenmesi igin
kullanilmaktadir. Bu bilginin edinilmesi iskele {izerine hiicre ekilmesi agamasinda
gereksiz hiicre kayiplarinin Oniine gegilebilmesi i¢in gereklidir. Bunun diginda
hiicrelerin iskele iizerindeki biiylime kinetikleri belirlemek de hiicreler lizerinde
analiz yapilabilecek zaman araliklarinin belirlenmesi i¢in gerekli bilgileri saglar.
Bu calismada diiz kas hiicreleri biiylime kinetikleri bakimindan ipek iskele tizerinde
ayni plastik kiiltiir kabinda davrandiklar1 gibi davranmis olup kiiltiiriin 9 ile 13.
giiniine kadar liremelerini arttirmis ve 15. giinden sonra 6lmeye baslamislardir. Bu
sebeple kullanilan diiz kas hiicrelerinin bu ¢caligmada kiiltiirde tutulacagi maksimum

stire 15 giin olarak belirlenmistir.

Hiicrelerin, rastgele ve yonlendirilmis fiber yapili yiizeylerdeki 15 giinliik
canlilik durumlarimin takibi Live&Dead boyamasi ile gergeklestirilmistir. Her iki
yiizeyde de 15. giline kadar ciddi bir hiicre 6limii gozlemlenmemistir. Kullanilan
Live&Dead boyama tekniginde membran biitiinliigii bozulmus hiicreler, kit iginde
bulunan Ethidium homodimer Il bilesigini ¢ekirdek igine alir. Bu bilesik de
cekirdekte bulunan DNA ile etkilesime girerek ¢ok kuvvetli kirmizi 1g1ma yapar.

Fakat, ipek fibroin’in kendi otofloresans 6zelliginden dolay 6lii hiicreleri belirten
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kirmizi 1s1ma ile benzer bir 1s1ma yayar. Literatiirde bulunan bazi ¢aligmalarda ipek
fibroin iskelelerin bu otofloresans 6zelikleri rapor edilmistir (Amirikia et al., 2017;
Yongzhong Wang et al., 2006). Ayrica, tiretilen iskelelerden 1s181n sinirli miktarda
gecebilmesi standart 151k mikroskoplar1 ile ¢ekilen fotograflarin netliklerini
simirlamaktadir. Bu sebepten dolayi, membran biitiinliigi bozuk hiicrelerin
durumunu ipek fibroin iskelelerde takip etmek pek miimkiin olmamistir. Fakat,
Tablo 13’deki 15. giin resimlerine bakildiginda membran biitiinliigii bozulmamis
canli hiicrelerin yaydig1 yesil 1sima rahatlikla gozlenebilmektedir. Ayrica,
yonlendirilmis iskelenin birbirine paralel fiberleri arasindan 1s1¢in daha rahat
gegebilmesi sonucu bu yiizeylerde kiiltiirii yapilmis hiicrelerden daha net goriintiiler
elde edilebilmistir. Bu fotograflara gore diiz kas hiicreleri hem rastgele hem de
yonlendirilmis fiber yapih iskelelerde Kkiiltiirii 15 giin boyunca basariyla

yapilabilmistir.

Uretilen yiizeylere 1SO 10993-5’e gore literatiirdeki diger ¢alismalarin da
uyguladigt MTT ile indirekt sitotoksisite testi de gergeklestirilmistir (W. Liu et al.,
2016). MTT test sisteminde hiicre aktivitesi ve absorbans arasinda dogrusal bir
iligki oldugundan, hiicrelerin biiylime veya 6liim hiz1 kantitatif ve daha hassas bir
sekilde olciilebildigi i¢in bu test yonteminin ISO 10993 serisi gibi uluslararasi
standartlar tarafindan kullanilmasi 6nerilmistir (Caldas et al., 2019). MTT kisaca,
canlt hiicrelerin mitokondrisinde metabolik islemler sonucu pargalanmasiyla ortaya
¢ikan mor renkli formazan kristallerinin kimyasal ¢oziiciiler yardimiyla ¢6ziilmesi
ve spektrofotometreler yardimiyla ¢oziinen kristallere ait absorbans degerlerinin
belirlenmesi prensibine dayanir. Indirekt sitotoksisite testinin segilmesinin amaci
ise iskeleden ortama yayilabilecek maddelerin toksik etkisinin incelenebilmesidir.
Doku iskelesi olarak kullanilacak malzemelerin iistiindeki hiicrelerin canliginm
diistirmedigi gibi in vivo ortamda da etrafina toksik bir etki yaymamasi
beklenmektedir. Ayrica, zaten bu iskeleler lizerinde 15 giinliik kiiltiir yapilip live
and dead analiz yontemi ile hiicrelerin canlilig1 kontrol edildigi i¢in ekstra bir direkt

sitotoksitite testi yapilmasina gerek duyulmamustir.

Bu caligmada yapilan indirekt teste gore 24 saat siireyle i¢inde ipek fibroin
iskele birakilan ortam ile 24 saat boyunca inkiibe edilen kas hiicrelerinin canlilik

oranlar1 normal ortam ile inkiibe edilen hiicrelerin canlilik oranina gore ufak bir
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diisiis goriilmistiir. Fakat, ISO 10993-5’e gore bir malzemenin toksik sayilabilmesi
icin canliligin %70’in altina inmesi gerektigi belirtilmektedir. Bu sebepten dolay1
iiretilen ipek fibroin iskelelerin uygulanan indirekt yontemine gore toksik
olmadigina karar verilmistir. Literatiirde, ipek fibroin’in farkli formlarinin farkl
hiicreler iizerinde kontrole gore canliligr degistirmedigi, arttirdig1 veya azalttig1 ile
ilgili karigik sonuclar rapor edilmistir (Carrasco-Torres et al., 2019; Chae et al.,
2014; W. Liu et al.,, 2016; Mohammadzadehmoghadam & Dong, 2019). Bu
farkliliklarin, dogal bir polimer olan ipek fibroin’in elde edilmesinde ve
islenmesinde kullanilmis olabilecek yontem degisikliklerinden kaynaklanabilecegi

farkli kaynaklarda da bahsedilmektedir (Chae et al., 2014).

Uretilen yiizeyler iizerinde statik kiiltiirii yapilan diiz kas hiicrelerinin
kontraktil 6zellikleri a-SMA belirteci ile yapilan IF boyamalar ile incelenmistir. o-
SMA, diiz kas hiicrelerindeki kontraktil 6zellik ile iligkilendirilen 6zel bir
proteindir. Diiz kas hiicrelerinde kontraktil fenotip ve proliferativ fenotip denen iki
farkli fenotip oldugu rapor edilmistir (Shinohara et al., 2012). Proliferativ
fenotipteki hiicreler yapilarinda daha az miktarda miyofibril icerdikleri i¢in
kontraktif 6zellikleri daha zayiftir. Buna karsin bu fenotipteki hiicreler, daha yiiksek
boliinme, goé¢ etme ve daha ¢ok ECM iiretme ve daha yiiksek miktarda
sitoplazmaya sahip 6zelligine sahiptir. Bu yiizen bu fenotipteki hiicreler yiizeylere
tutundugu zaman daha yaygin bir goriintii verirler. Kontraktil fenotipeki hiicreler
ise genelde daha az miktarda sitoplazma igerir yiizeye tutundugu zaman daha ince
ve uzun bir goriintli verir. Bu fenotip farki plastik kiiltiir kabinda ve yonlenmis
yiizeyde kiiltiirii yapilan diiz kas hiicrelerinde goriilebilir. Kiiltiir kabinda kiiltiirii
gergeklestirilmis ve anti-a-SMA ile boyanmis hiicrelerde de bu proteinin ifade
edildigi, fakat hiicre morfolojisinin daha yaygin oldugu ve hiicrelerin daha ¢ok
miktarda sitoplazmaya sahip oldugu goriinebilmektedir. Diger taraftan yonlenmis
ylizeydeki hiicrelerin daha ince uzun ve az sitoplazma miktarina sahip oldugu
goriilebilmektedir. Bu sunulan fotograflara gore diiz kas hiicreleri
yonlendirilmis fiberlere paralel dogrultuda yonlenmislerdir. Genelde hiicre
yonlenmesi sonucu hiicre uzamasi ve gerilmesi gerceklesir. Hiicre
morfolojisindeki bu degismenin hiicre ¢ekirdeginin de uzamasim sagladig: ve
bunun sonucunda da cesitli proteinlerin ifade seviyelerinin degistigi bilgisi

literatiirde mevcuttur (Nivison-Smith & Weiss, 2012). Buna gore hiicrelere,
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kendi dogal ECM’lerine benzer bir ortami saglayacak doku iskelesi basariyla
iiretilmistir ve hiicrelerin kendi dogal ortamindaki ECM’den aldig: fiziksel
sinyalleri bu iiretilen iskelelerden alabilecegi sonucuna varilmistir. Hiicrelerin
tizerinde bulunduklar1 anizotropik topografik 6zelliklere tepki vermesine hiicresel
kontak rehberligi adi verilir (Buskermolen et al., 2020). Hiicrelerin neden
anizotropik bir ylizeye tepki verdikleri tam olarak ¢oziilememis olsa da bu konuda
kabul goéren iki 6nemli hipotez bulunmaktadir. Bu calismada da oldugu gibi
hiicrelerin tutunabilecegi substrat ylizeyleri arasinda bulunan fiziksel bosluklar
fokal adhezyon bolgelerinin yiizey ile temas alanini arttirmak isteyen hiicreler igin
gibbs serbest enerjisi bakimindan en kolay yolunun fiber dogrultusunda uzanmak
oldugu bu hipotezlerden birisidir (Buskermolen et al., 2020; Kubow et al., 2017).
Aynmi zamanda, yonlenmis fiberlerde de oldugu gibi iki fiber arasina olusan
devamsizligi hiicrelerin hissedebildigi diisiiniilmiistiir. Hiicrelerin bu devamsizlik
noktalarinda aktin yogunlagsmasinin ve bunun devaminda da ayni bolgede fokal
adhezyon molekiillerinin olusabilecegi rapor edilmistir. Fakat hiicrelerin bu
devamsizliklar1 hangi mekanizma ile hissettikleri hala arastirilan bir konudur (Netti
et al., n.d.; Tamiello et al., 2016). Bu ¢alismada ydnlendirilmis fiber yiizeylerde
fiber dogrultusunda yonlenmelerinin de literatiirde bulunan bu iki hipotez

dogrultusunda gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Farkli germe miktarlar1 uygulanarak gerceklestirilmis dinamik kiiltiir
sonucunda ise silindik iskele iizerinde bulunan hiicrelerde o-SMA ifadesini
gosteren hiicre popiilasyonlar1 arasinda farkliliklar belirlenmistir. Yapilan akis
sitometrisi analizi sonuncunda %2 germe uygulanan grupta o-SMA ifadesini
gosteren hiicre popiilasyonu %0 ve %10 germe uygulanan gruplara gore anlamh
bicimde daha ytiksektir. Uygulanan %2 germe miktarinin diiz kas hiicrelerinin
proliferativ fenotipten kontraktil fenotipe ge¢mesine ve kontraktil ozellik ile
iligkilendirilen a-SMA belirtecini ifade etmesine yardimi oldugu diisiiniilmektedir.
Literatiirde farkli mekanik uyarilarin diiz kas hiicreleri {izerinde c¢esitli etkileri
oldugu rapor edilmistir. Bu etkilerin sebepleri tam olarak belirlenemese de Rho
ailesinden bir GTPaz protein olan RhoA’nin mekanik uyarilar1 biyokimyasal
yanitlara c¢evirmede Onemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir. RhoA’nin en
onemli gorevi aktin stres fiberlerinin regiilasyonunu saglamaktir (Kushida et al.,

2016). Fakat, hiicre proliferasyonu, hareketi, polarizasyonu ve farklilasmasi gibi
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durumlar da aktin stres fiberlerini manipiile ederek degistirir. AKtin stres
fiberlerinin dagilim, dizilim ve yonlenmelerinin ROCK yolagi tarafindan
gergeklestirildigi rapor edilmistir. ROCK, rho ile iligkili sarmal bobin olusturan
protein Kinaz olarak tanimlanan bir RhoA molekiilidiir ve gesitli substratlarin
fosforolize edilmesini saglar (Fukata et al., 2001). Buna gore de hiicrelerin fiziksel
deformasyonu ve davraniglarinin, ECM’ye uygulanan dis sinyallere karst uyum
saglayabilmesi icin aktin stres fiberlerinin yeniden diizenlenmesinden dolay1
olustugu sonucuna varilabilir. Hiicrenin aktin stres fiberlerindeki bu degisim, bu
proteinlerin bir kismimin hiicre g¢ekirdegine dogrudan bagli olmasindan dolay1
cekirdekte de degisimlere sebep olur (Burridge & Guilluy, 2016). Bu durumun
sonucunda da ¢esitli genlerin ifadesinde artislar ve diisiisler goriilebilir (Haase et
al., 2016). Buna gore hiicrelere uygulanan %2 germe miktarimin hiicrelerin
aktin stres fiberlerinde degisiklige sebep oldugu, bunun da hiicrenin
cekirdeginin seklinde ve fonksiyonunda degisiklige yol actigim ve bu
degisikligin de bu gruptaki hiicrelerin %0 ve %10 germe uygulanan hiicrelere

gore daha fazla a-SMA ifadesi gostermelerine sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Diger taraftan %10 germe miktarinin ise hiicrelere apoptotik bir etki
olusturdugu distiniilmektedir. Diiz kas hiicreleri, kontraktil ve proliferativ
fenotipleri arasinda devamli bir degisim dongiisii icerisindedirler. Herhangi bir
hasar veya patolojik durumda bu hiicreler kendilerini proliferativ fenotipe
farklilagtirirlar. Bunun sebebi diiz kas hiicrelerinin proliferativ fenotipte daha
yliksek miktar ECM tiretebilmeleri ve daha yiiksek proliferativ 6zellige sahip
olmalar1 sebebiyle bolgede olusan hasari iyilestirebilmeleridir (Beamish et al.,
2010). Bu sebeple %10 germe uygulanan deney grubunda s6z konusu hiicrelerin
fiziksel olarak travmaya ugradigi ve olusan hasarin tamiri i¢in kendilerini
proliferativ fenotipe farklilastirdiklar diisiiniilmektedir. Bu bilgilerin 1518inda da
belirli bir miktar germe uygulamasinin diiz kas hiicrelerinin kontraktil 6zellikleri

gostermelerine ve koruyabilmelerine yardimci oldugu sonucuna ulasilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Cesitli 6zofagus hastaliklarina yonelik bir doku miihendisligi yaklasimi
gelistirilebilmesi i¢in dogal 6zofagus yapisinda bulunan hiicre tiirlerinin in vitro
ortamda, kendi dogal in vivo ortamlarindakine benzer davraniglar sergilemesi
gerekmektedir. Bunun da ilk admm hiicrelerin  kiiltiiriiniin  {izerinde
gergeklestirilebilecegi ylizeylerin iiretilebilmesidir. Bu yiiksek lisans ¢alismasinda
dogal bir polimer olan ipek fibroin, Bombyx mori kozasindan basariyla izole edilmis
ve elektroegirme yontemi ile hem rastgele yapili hem de yonlenmis yapili nano
fiberlerden olusmus doku iskeleleri elde edilmistir. Elde edilen bu iskeleler
tizerinde hiicreler basar1 ile 15 giin kiiltive edilebilmistir. Ayrica, hiicrelerin
yonlenmis yapili fiber yiizeylerde fiberler dogrultusunda yonlendigi gosterilmistir.
Bu hiicrelerin yonlendirilebilmesi, bu hiicrelerin dogal 6zofagus dokusundaki
gorevlerini yerine getirebilmeleri i¢in ¢ok onemlidir. Bu sebeple bu ¢alismanin,
dogal dokunun geometrisine ve mekanik 6zelliklerine sahip, hiicrelerin {izerinde
canl kalabilecegi ve kontraktil fenotiple iliskili proteinleri ifade edebilecegi doku
iskelelerinin tiretilmesine yardimci olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica, yapilan
dinamik kiltiir calismalar1 sonucunda da diiz kas hiicrelerinin kontraktil
ozelliklerinin disariddan uygulanacak mekanik germe 1ile degistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada %2 germe miktarinin kontraktil 6zellige olumlu
bir etkisi oldugu goriiliirken %10 germe miktarinin olumsuz bir etki gosterdigi
goriilmiistiir. Bu etkinin daha detayli arastirilabilmesi i¢in daha farkli germe
miktarlarinin farkl frekans ve dongiilerde de gergeklestirilmesi Onerilmektedir.
Ayni sekilde, yiiksek germe miktarlarinin hiicrelerde olusturdugu muhtemel olan

apoptotik etkilerin de molekiiler biyoloji teknikleri ile arastirilmasi 6nerilmektedir.
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