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Kronik hava yolu hastalıkları çevresel ve genetik faktörlerin rol oynadığı bir dizi 

karmaşık mekanizmaya sahiptir. Bu hastalıkların moleküler patolojilerinin çalışılması ve 

kritik cerrahi ameliyatlar sonrasında ihtiyaç duyulan doku nakli için in vivo ortamı taklit 

eden uygun hücresel model sistemlerin kurulması oldukça önemlidir. 

Literatürde havayolunu modellemek için çeşitli hücresel in vitro model sistemler 

oluşturulmuştur. Havayolu hücre kültürleri için kullanılan in vitro modeller arasında en 

yaygın yöntemlerden biri hava-sıvı arayüzü (Air Liquid Interface -ALI-) kültür sistemi 

ve bu sistemde kullanılan transwell-insert membran yapılarıdır. Ancak halihazırdaki ALI-

kültür uygulamalarında transwell membranların her iki yüzüne de ekim yapabilecek 

pratik bir sistem tasarımı bulunmadığı için hücre-hücre etkileşimi incelenirken ALI kültür 

sisteminin iki yüzü etkin kullanılamamaktadır. Ticari olarak günümüzde satılan 

sistemlerin 3 boyutlu (3B) hücre ko-kültür sistemlerine yatkınlığı da son derece kısıtlıdır. 

Çalışmanın ilk basamağında; halihazırda ALI kültür sistemlerde kullanılan transwellerin 

kullanımı daha efektif hale getirilerek modifiye edilmiş ve bu amaçla transwell adaptörler 

3B yazıcıdan çıkartılmış, sızıntı denemeleri gerçekleştirilmiş ve ALI sistemine 

uyarlanarak epitel-fibroblast ko-kültürleri yapılmıştır. Ko-kültür modeller üzerinde 



ii 

 

immünositokimya ve gerçek zamanlı PZR çalışmaları gerçekleştirilmiş ve modellerin 

etkinliği doğrulanmıştır. Denemelerin sonucunda 3B ko-kültür sistemine dönüşümünü 

sağlayan yeni bir ürün geliştirilmiştir.  

 

Çalışmanın ikinci kısmında epitel doku greft gelişimine uygun transwell yapısında 

kullanılmak üzere biyobozunur membranlar geliştirilmiştir. Bu amaçla poli (L-laktik asit) 

(PL24, Corbion, intrinsik viskozite=1.5-2.0 dL/g) ve poli(e-kaprolakton) (PCL12, 

Corbion, intrinsik viskozite=1.0-1.3 dL/g polimerleri kullanılarak elektroeğirme 

yöntemiyle örgüsüz nanofiber ağ yapısında membranlar sentezlenmiştir. Optimizasyon 

ve karakterizasyon çalışmaları yapıldıktan sonra uygun bulunan membranlar 3B ALI-

kültür sistemine entegre edilerek hücre kültür sistemlerinde değerlendirilmiştir. 

Geliştirilen biyobozunur özellikteki membranın, fizyolojik ortamda doğal olarak oluşan 

bariyer yapısı gibi sürdürülebilir özellikte olduğu ve havayolu modellemesi için ALI-

kültür sistemlerinde kullanımının uygun olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: havayolu modellemesi, hava-sıvı arayüzü, biyobozunur membran, 

3B ko-kültür. 
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Chronic airway diseases have a complex set of mechanisms in which environmental and 

genetic factors play a role. It is very important to study the molecular pathologies of these 

diseases and to establish suitable cellular model systems that mimic the in vivo 

environment for tissue transplantation needed after critical surgical operations. 

Various cellular in vitro model systems have been created in the literature to model the 

airway. The most prevalent in vitro model for airway cell cultures is the air-liquid 

interface (ALI)-culture system, which uses transwell-insert membrane structures. 

However, in current ALI cell culture applications, since there is no practical system 

design that can seed both sides of transwell membranes, the ALI culture system can not 

sufficient when examining cell-cell interaction. The tendency of commercially available 

systems to 3D cell culture systems is also extremely limited. 

 

In the first step of the thesis; the use of transwells currently used in ALI culture systems 

has been modified by making them more effective and for this purpose, transwell adapters 
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have been printed from a 3D printer, leak tests have been carried out and epithelial-

fibroblast co-cultures have been made by adapting them to the ALI system. 

Immunocytochemistry and real-time PCR studies were performed on co-culture models 

and the effectiveness of the models was verified. As a result of the trials, a new product 

has been developed that transforms it into a 3D co-culture system. 

In the second part of the study, biodegradable membranes were produced for epithelial 

tissue graft formation and application in transwell inserts. For this purpose, nonwoven 

nanofiber mesh membranes were synthesized by electrospinning method using the 

polymers poly (L-lactic acid) (PL24, Corbion, intrinsic viscosity=1.5-2.0 dL/g) and 

poly(e-caprolactone) (PCL12, Corbion, intrinsic viscosity=1.0-1.3 dL/g). After the 

optimization and characterization studies were carried out, the suitable membranes were 

integrated into the 3D ALI culture-system and evaluated in cell culture systems. The 

constructed biodegradable membrane was shown to be sustainable, similar to the barrier 

structure seen in the physiological environment, and acceptable for application in ALI-

culture systems for airway modeling. 

 

Keywords: airway modelling, air-liquid interface, biodegradable membrane, 3D co-

culture. 
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1. GİRİŞ 

Solunum sistemi, açık bir sistem olması nedeniyle solunan hava içerisindeki farklı boyut 

ve çeşitteki partiküllere, uçucu kimyasallara, alerjenlere ve patojen mikroorganizmalara 

sık sık maruz kalmaktadır. Solunum sistemini kaplayan havayolu epitel hücreleri ilk 

savunma ve cevabı oluşturan hücre grubunu oluşturur. Maruz kalınan maddenin yapısı ve 

süresi kadar maruz kalan kişinin genetik alt yapısı da oluşan harabiyeti ve cevapta 

önemlidir. Epitel hücrelerde çevresel ajanlarla karşılaşma sonucunda sıklıkla, epiteller 

arasındaki sıkı bağlantı moleküllerinin hasar görerek epitellerin birbirinden ayrılması ve 

epitel hücre dökülmesi görülmektedir. Bu durumda havayolu epiteli, bariyer bütünlüğünü 

korumak ve bozulan epitel fonksiyonunu düzeltmek için onarım işlemini başlatır, ancak 

bu süreçler tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Hava iletiminin düzgün bir şekilde gerçekleşmesini sağlayan akciğerler, anatomik ve 

fizyolojik olarak farklı birçok hücre tipini barındıran kompleks bir yapıdan oluşmaktadır. 

Bu kompleks yapının anlaşılması ve ortaya çıkan akciğer hastalıklarının anlaşılması için 

model sistemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Mevcut çalışmalar sıklıkla iki boyutlu (2B) 

hücre kültür plakaları üzerinde gerçekleştirilen çalışmalara dayanmaktadır. 2B kültür 

sistemleri hücre-hücre etkileşiminin temelleri hakkında fikir edinmesi açısından gerekli 

olsa da hücrelerin kendine özgü üç boyutlu (3B) yapısını yansıtmaktan yoksun oldukları 

için in vivo mikroçevrenin zayıf bir temsili olarak kalmaktadır.  

Araştırmacılar tarafından 3B kültür sistemleri kullanılarak canlı sistemlerini yansıtan 

mikroçevrenin elde edilmesi hedeflenmektedir. Ayrıca bu sistemler ile hücrelerin 

birbirleriyle olan etkileşimlerini taklit etmek, hücre davranışlarının anlaşılmasında önem 

taşımaktadır. Yapılan çalışmalar, epitel hücreleriyle ko-kültüre edilen fibroblast 

hücrelerin, epitel hücre tabakası içindeki bariyer işlevini güçlendirdiğini göstermiştir.  

Tez çalışması iki kısımdan oluşmaktadır. İlk kısım, akciğer araştırmalarında sıklıkla 

kullanılan hava-sıvı arayüzü (ALI) transwell’leri kullanılarak kültüre edilen havayolu 

epitel hücrelerinin daha fonksiyonel bir şekilde büyütülüp farklılaştırılması için mevcut 

uygun model sistemlerin geliştirilmesi üzerinedir. Bu amaçla ALI kültür transwell’lerinin 

hem alt hem de üst kısmına hücre ekilebilmesi için yeni transwell-adaptör modellerin 

tasarlanması amaçlanmıştır. 

Tez çalışmasının ikinci kısmını ise epitel doku greft gelişiminde kullanılacak özel 

transwell membran sistemlerinin geliştirilmesi oluşturmaktadır. Sentetik olarak üretilen 
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hücre kültürü matriksleri arasında; polietilen glikol (PEG), polietilen tereftalat (PET), 

politetrafluoro etilen (PTFE) gibi polimer türevli membranlar yer almaktadır. Bu 

polimerler tipik olarak biyolojik ortamda parçalanabilir özellikte değildir. Aynı zamanda 

hücreler için doğru sinyalleri sağlayamadıkları ve bu nedenle hücre adezyonlarının düşük 

olması bakımından da biyouyumlu değillerdir. Dolayısıyla günümüzde ticari olarak satın 

alınan transweller mikro-gözenekli membran yapılarını kullanmakla birlikte bu ürünlerin 

akciğer doku grefti olarak kullanılmaları söz konusu değildir. 

Bu amaçla elektroeğirme tekniği kullanılarak poli (L-laktik asit) (PLLA) ve poli(e-

kaprolakton)’dan (PCL) oluşan nanofiber ağ yapısında membranlar sentezlenmiştir. 

Böylece mevcut transwellerin bazal kısmında kullanılan biyobozunur özellikte olmayan 

membranların yerine biyobozunur özellikte membranlar tasarlanarak yeni transfer 

membran sistemleri geliştirilmeye çalışılmıştır. Elde edilen biyobozunur membranların 

akciğerle ilişkili çeşitli rahatsızlıklarda, doku yaralanmalarında bir doku grefti olarak 

uygulanabilecek aşamaya getirilmesi için çeşitli karakterizasyon testleri 

gerçekleştirilmiştir. Geliştirilecek olan biyobozunur transwell membranlar sayesinde 

trakeal defektler, bronşial yırtılma, bazı cerrahi pulmoner parça alımı gibi çok çeşitli hava 

yolu hastalıklarında kullanılarak hasarlı bölgeye nakledilmesi anlamında değerli birer 

araç olarak yerini alması öngörülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Solunum Sistemi: Yapısı ve Fonksiyonu 

Solunum, havanın akciğerlere taşınması (inspirasyon) ve kullanılmış havanın 

(ekspirasyon) aynı geçiş yoluyla akciğerlerden dışarı atılmasıdır. Burundan akciğerlere 

kadar olan solunum sistemi üst ve alt solunum yolu olarak ikiye ayrılır. Üst solunum 

sistemi burun, farinks ve ilişkili yapıları içerirken alt solunum sistemi soluk borusu 

(trake), bronşlar ve akciğerleri içerir [1, 2] (Şekil 2.1). 

Solunum sisteminin havayı akciğerlere taşıyan ve gaz alışverişi olmayan kısmı burun, 

yutak, soluk borusu, bronşlar ve bunların dallarını içeren ‘iletken’ kısmı oluşturur. Kalan 

kısım ‘solunum’ olarak adlandırılan ve kan dolaşımı yoluyla oksijen ve karbondioksit 

gazlarının yer değişimini sağlayan solunum bronşiollerini, alveolar kanalları, alveolar 

keseleri ve alveolleri içerir [3]. Bununla birlikte, solunum bronşiyolleri ve alveolar 

kanallar hem iletim hem de solunum fonksiyonlarını yerine getirir ve bu nedenle geçiş 

hava yolları olarak adlandırılır. Bronşlar ve dalları, ilişkili kan ve lenf damarları, sinirler, 

plevral membranlar ve interlobüler septa ile akciğerin parankimal olmayan kısmını 

oluşturur. Gaz değişiminin gerçekleştiği alveoller, toplam akciğer hacminin yaklaşık 

%87'sini oluşturan parankimi oluşturur [1, 4]. Solunum yolu, bariyer görevi de gören 

epitel hücreler ile kaplıdır ve bu hücrelerin tipleri solunum yolundaki konumuna göre 

değişmektedir. Şekil 2.2, akciğerdeki konumlarına göre çeşitli epitelyal hücre tiplerinin 

dağılımını gösteren hava yolunun basitleştirilmiş bir versiyonunu göstermektedir [5]. 

Akciğerler, epitel hücrelerin dışında bağışıklık sistemi hücreleri, düz kas, progenitör 

hücreler ve karmaşık bir akciğer vasküler sistemi de dahil olmak üzere birçok ek hücre 

türü içermektedir [4, 6, 7]. 

Solunum yolunu kaplayan epitel hücreleri, silli, silindirik, nöroendokrin, goblet, club 

(eski adıyla Clara hücresi) ve bazal hücrelerle dolu yalancı çok tabakalı bir yapıdır ve 

trake ve bronşlardaki havayollarının tüm yüzeyi boyunca bir süreklilik oluşturur. Üst 

solunum yolundaki epitel tabakada, mukozal beze sahip çok sayıda seröz ve goblet hücre 

görülmektedir. Sağlıklı bir kişinin trakesindeki epitel yüksekliği, bazal membrandan 

ölçüldüğünde kabaca 25−40 μm aralığındadır ve bu yükseklik akciğerin derinliklerine 

indikçe giderek incelir ve düzleşir [5, 8] (Şekil 2.2). 
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 Şekil 2.1. Solunum sisteminin şematik gösterimi [1]. 

Daha küçük bronşiollerde hava yolu epitelinin hücresel popülasyonu; goblet hücrelerinin 

yerini nöroendokrin hücre odaklarına sahip Club hücreleri alacak şekilde ve epitel tabaka 

giderek daha az siliyer hücre ile küboidal hale gelecek şekilde değişir. Terminal 

bronşiyoller, alveoller içeren ve gaz değişiminin meydana geldiği ince duvarlı zarlardan 

oluşan alveolar keselerde sonlanan solunum bronşiyollerini oluşturmak üzere bölünür. 

Akciğerin dallanma mimarisinde bu noktada solunum bölgesi başlar [8]. 
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Şekil 2.2. İnsan akciğerinin baskın hücre tiplerinin basitleştirilmiş modeli [5]. 

Alveoller ince bir bazal membran tarafından desteklenir ve bir tarafta Alveolar tip 1 

(AT1) ve Alveolar tip 2 (AT2) hücreleri, diğer tarafta da mikrovasküler endotel ile kaplı 

hücreler yer alır (Şekil 2.2). AT1 hücreleri son derece ince ve yassıdır ve öncelikle gaz 

alışverişinde yer alır; öte yandan akciğer parankimindeki AT2 hücrelerinin ise birincil 

işlevi hava-sıvı ara yüzeyinde yüzey gerilimini azaltan yüzey aktif madde (surfaktan) 

üretimidir [9]. Ortalama bir yetişkin insan akciğerinde 300 milyona yakın alveol vardır 

ve alveolar membranın yüzey alanı etkin gaz alışverişi için 50−100 m2'dir [10]. Bir 

alveolün ortalama çapı, inhalasyon sırasındaki hafif bir artışla yaklaşık 200 µm'dir ve her 
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alveolün etrafı da yüzey alanının yaklaşık %70'ini kaplayan bir kılcal damar ağı ile 

sarılıdır [1, 11]. 

2.1.1. Akciğer Ekstraselüler Matriksi 

Ekstraselüler matriks, bazal membran ve intertisyel bağ dokusunun (stromal matriks) 

bileşenlerini kapsayan genel bir terimi ifade eder. Dokuların hücresel olmayan kısmını 

oluşturan; lifli proteinler, glikoproteinler ve proteoglikanlardan (PG) oluşan ve doku 

lokalizasyonuna ve fizyolojik koşullara göre bileşiminde değişiklik gösteren oldukça 

dinamik bir komplekstir [12, 13] (Şekil 2.3).  

 

Şekil 2.3. Ekstraselüler matriks bileşenlerinin gruplandırılması [14]. 

Ekstraselüler matriks bileşenlerinden olan bazal membran, bazolateral epitel üzerinde yer 

alan ve epitel dokusunu bağ dokusundan ayıran ince bir tabakadır; stromal matriks 

bileşeni ise bağ dokusu ile ilişkilidir. Bazal membranın üç bileşenli ince tabakasını lamina 

lusida (lamina rara), lamina densa ve lamina fibroreticularis oluşturmaktadır. Bazal 

lamina terimi ise hem lamina lusida hem de lamina densa yapıları için kullanılmaktadır 

[12]. Bazal membranlar, vasküler endotelyumu çevrelemesinin yanısıra hem hava yolu 

hem de alveolar epitel hücrelerinin altında yer alır (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4. Epitel hücresinin bazal kısmının şematik gösterimi [15]. 

Akciğerlerin birincil işlevi gaz değişimidir ve pulmoner ekstraselüler matriksin yapısı, 

akciğer ventilasyonunu ve gaz difüzyonunu kolaylaştırmak için oldukça özelleşmiştir. 

Proksimal (merkeze yakın) iletici hava yollarında, kıkırdak; ekstraselüler matriksin 

özelleşmiş bir formudur ve hava yolu kollapsını önleyen yapısal destek sağlar [12, 14]. 

Pulmoner intertisyum, soluk alıp verme sırasında akciğer hacminde dalgalanmalara izin 

veren sürekli bir lif ağı oluşturur. Organın distal (merkezden uzak) bölgesinde ise oksijen 

ve karbon dioksit, alveolar gazı pulmoner kapillerden ayıran son derece ince, yüksek 

yüzey alana sahip bir bariyer (membran) boyunca yayılır. 

Bu bariyer, kılcal endotel hücrelerinin ve pulmoner alveolar hücrelerin birbirine yakın 

olduğu alveol alanlarında bulunur (Şekil 2.2). Bu durumda, kılcal endotelin bazal 

membranları ile alveolar epitel birleşir [12]. Sonuç olarak, bazal membranlar arasında 

intertisyum bulunmaz ve gaz difüzyonu için yolun kalınlığı en aza indirilmiş olur [16, 

17].  

Akciğer ekstrasellüler matriksini ‘havayolu’ ve ‘pulmoner intertisyum’ yapıları olarak 

inceleyecek olursak; fibronektin, glikozaminoglikanlar, laminin, tip IV kollajen ve 

tenasin C'nin yanı sıra integrinler, metalloproteinazlar ve bir hücre yüzey proteoglikanı 

olan sindekan, hava yolu dallanmasına ve akciğer morfogenezine yol açan yerlerde 

bulunurken, akciğer fonksiyonunun önemli bir belirleyicisi olan pulmoner intertisyum ise 
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ventilasyon sırasında akciğerin bütünlüğünü koruyan mekanik iskeleyi oluşturur [18]. 

Pulmoner intertisyum hem hücresel hem de hücresel olmayan bileşenlerden oluşur. 

İntertisyel hücreler (fibroblastlar, miyofibroblastlar, perisitler) ve inflamatuvar hücreler 

(mononükleer fagositler, lenfositler ve mast hücreleri) başlıca hücresel bileşenlerdir [18].                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

Bu hücre tipleri arasında sayıca en çok bulunan hücre fibroblastlardır. Pulmoner 

interstisyumun hücresel olmayan bileşenleri öncelikle kollajen, elastin lifleri ve 

proteoglikanlardır. Fibroblastlar, hücresel olmayan intertisyum bileşenlerinin çoğunu 

sentezleyebilme yeteneğine sahiptir. Akciğer fibroblastlarının tip I ve III kollajen, elastin, 

fibronektin, heparan sülfat, kondroitin sülfat, dermatan sülfat proteoglikanları ve 

hyaluronik asit sentezlediği bildirilmiştir [14, 19-22]. 

2.1.2. Havayolu Epitelinin Bariyer Fonksiyonu 

2.1.2.1. Hücre-Hücre İletişimi 

Havayolu epiteli, dış çevre ile akciğerin iç ortamı arasındaki arayüzü oluşturur. 

Solunabilir partiküller, kirleticiler, solunum yolu virüsleri ve havadaki alerjenlerle ilk 

temasın olduğu yerdir. Normal koşullar altında, havayolu epiteli, bir dizi protein 

kompleksinin oluşumu yoluyla yüksek düzeyde düzenlenmiş, yarı geçirgen bir bariyer 

oluşturur; apikal-bağlantı kompleksi (AJC) sıkı bağlantılar, yapışık bağlantılar ve 

dezmozomlardan oluşur [23]. 

Sıkı bağlantılar en üstteki apikal-bağlantı kompleksini oluşturur, hücreler arasında 

iyonların ve çözünen maddelerin paraselüler hareketini düzenleyen ve apikal ve 

bazolateral membran alanlarını fiziksel olarak ayıran yarı geçirgen bir bariyer oluşturur. 

Ana bileşenler tetraspanin proteinleri (okludin ve claudin ailesinin üyeleri) ve sitoplazmik 

yapı iskelesi veya çapraz bağlayıcı proteinler (zonula okludens [ZO]1, ZO2, ZO3; 

birleşme adezyon molekülü [JAM]-1 ve cingulin) olmasına rağmen, türe bağlı olarak, sıkı 

bağlantılarda 40'tan fazla protein tanımlanmıştır [23, 24].  

Proteolitik aktiviteye sahip ev tozu akarı (HDM) alerjenleri ve polenden gelen proteazlar, 

sıkı bağlantı proteinlerinin doğrudan hücre dışı bölünmesi yoluyla epitel bütünlüğünü 

bozabilir. Bu proteolitik alerjenler, hücre hasarına veya ölümüne neden olmadıkları için 

sadece hücre dışı yolları (paraselüler) etkiliyor gibi görünmektedir [25].  

Adherens bağlantıları, hücre-hücre temasını başlatır ve bu temasın olgunlaşması ve 

sürdürülmesine aracılık eder. Yapışma, transmembran proteini E-kaderin, p120 katenin 
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ve α, β ve γ-kateninlerin varlığını gerektirir. Bu etkileşimler yoluyla, E-kaderin, aktin 

hücre iskeletine dinamik olarak bağlanır. E-kaderin'i bozan antikorlar sıkı bağlantıların 

oluşumunu da bloke ettiğinden, sıkı bağlantıların oluşumu için yapışık bağlantıların 

birleşmesi gerekli görünmektedir [23]. 

Dezmozomlar, epitele mekanik güç ve kayma gerilimlerine karşı direnç sağlar. 

Dezmozomlar, plakoglobin ve desmoplakin gibi hücre içi bağlantı proteinlerinin 

kompleksinden oluşan yoğun sitoplazmik plaklardır ve sitokeratinler gibi ara 

filamentlerin transmembran yapışma proteinlerine bağlanmasından sorumludur [26]. 

AJC çalışmaları, epitelin oluşumu, işlevi ve sürdürülmesinde yer alan moleküler 

mekanizmalar hakkında bilgi sağlamıştır. Örneğin, sıkı bağlantıların oluşumu ve 

bağlantıların yapışması, apikal ve bazolateral membran proteinlerinin karışmasını 

önleyen bir intramembranöz difüzyon çiti (bariyeri) oluşturarak hücrelerin polaritesini 

güçlendirir. 

Sıkı bağlantılar ve yapışık bağlantılar ayrıca, epitelyal hücre proliferasyonunu ve 

farklılaşmasını, ZO1 ile ilişkili nükleik asit bağlayıcı protein ve siklin bağımlı kinaz-4 

dahil olmak üzere çeşitli transkripsiyon faktörleri aracılığıyla düzenleyebilir. 

Yaralanmadan sonra epitel hücreleri çoğalma, göç ve farklılaşma yoluyla hücre-hücre 

temasını yeniden kurmalıdır. Hasarlı komşu hücrelerden salınan AJC ve inflamatuvar 

uyaranlar, hücre-hücre temaslarını başlatmak ve göç etmek için bir yaranın ön 

kenarındaki hücrenin lamellipodia ve filopodia'sını dışarı çıkartmak için hücrenin yapısal 

iskeletine sinyal gönderir [26]. 

Astımda yaygın olarak görülen tip 2 yardımcı T (Th2) sitokin ortamı epitel bariyer 

fonksiyonunu olumsuz etkiler. Artan geçirgenliğin eşlik ettiği interlökin4 (IL-4) veya IL-

13'e maruz kaldıktan sonra epitel hücre hatlarında ZO1 ve okludin ekspresyonunda 

önemli bir azalma gösterilmiştir [27]. 

İnterlökinler 

İnterlökinler (IL), geniş bir sitokin ailesidir. İnterlökinlerin çoğu, CD4 yardımcı T-

lenfosit tarafından ve ayrıca monosit, makrofaj ve endotel hücreleri aracılığıyla 

sentezlenir. Bağışıklık hücrelerinin aktivasyonu ve farklılaşmasının yanı sıra çoğalma, 

olgunlaşma, göç ve yapışmada önemli roller oynarlar [28].  

İnterlökinlerin birçoğunun, in vitro paraselüler geçirgenlik üzerindeki etkileri 

incelenmiştir. Bunlar, epitelyal ve endotelyal paraselüler geçirgenlik üzerinde çeşitli 
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etkilere sahip olduğu bulunan IL-1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 13'tür [29]. Prototipik tip 2 

sitokinlerin, interlökin IL-4 ve IL-13'ün anormal üretimi, uzun süredir alerjik 

bozuklukların patogenezi ile ilişkilendirilmiştir. Muazzam bilimsel araştırmalara rağmen, 

yapılarındaki ve reseptör kullanımlarındaki benzerlikler, bu iki benzer sitokinin alerjik 

inflamasyonun başlangıcında ve devamında oynadığı belirgin rolü tespit etmeyi 

zorlaştırmıştır [30]. IL-13 dahil olmak üzere diğer sitokinlerin, epitelyal apoptozu 

indükleyerek ve klaudin-2 gibi klaudin proteinlerinin sentezini uyararak sıkı bağlantı 

bariyer fonksiyonunu azalttığı rapor edilmiştir [31].  Öte yandan in vivo çalışmalar, IL-

13'ün kronik inflamatuvar hastalıkta doku fibrozunun kritik bir aracısı olduğunu 

göstermektedir [32]. IL-13, alerjik inflamasyon ile ilişkili biyolojik etkilerin 

üretilmesinde ve parazitlere karşı savunmada IL-4 ile birlikte çalıştığı gösterilmiştir [33].                             

Pek çok benzerliklerine rağmen, sitokinler, sitokin üreten hücreler veya spesifik reseptör 

alt birimlerinden yoksun farelerin kullanıldığı bir dizi in vivo fonksiyonel deney, IL-4 ve 

IL-13'ün in vivo alerjik astımda farklı roller oynadığını göstermiştir [34]. Özellikle IL-

4'ün, Th2 hücre proliferasyonunu ve hayatta kalmasını ve IgE sentezini düzenlemedeki 

rolü sayesinde, alerjik hava yolu yanıtlarının ve hümoral yanıtların başlatılmasında 

gerekli olduğu gösterilmiştir; ancak alerjik inflamasyon bağlamında in vivo AHR 

(havayolu aşırı duyarlılığı), mukus üretimi veya subepitelyal fibrozisi 

düzenlememektedir [30, 35]. Buna karşılık, IL-13'ün efektör faz yanıtlarında daha önemli 

bir rol oynadığı ve AHR, mukus üretimi, hava yolu düz kas değişiklikleri ve alt epitelyal 

fibroz dahil alerjik hastalığın ana belirtilerini indüklemek için yeterli olduğu 

düşünülmektedir. Bu iki sitokinin alerjik yanıtın farklı özelliklerini düzenlediği kesin 

mekanizma(lar) ve bu eylemlerin tek tek veya birlikte hastalığın patofizyolojik 

belirtilerini nasıl indüklediği hala açıklığa kavuşmamıştır [30]. Bu mekanizmalar 

karmaşık olsa da pekçok inflamatuvar hastalıkların altında yatan önemli bir temel, lümen 

antijenlerine ve patojenlere anormal doku maruziyeti ile sonuçlanan anormal bir 

"sızıntılı" epitel bariyerinin varlığıdır. Hava yolu epitel hücrelerinin IL-13 ile doğrudan 

muamelesi, TEER değerlerinin azalmasına, paraselüler akışın artmasına ve ZO-1 protein 

seviyelerinin düşmesine neden olmaktadır [29, 36]. Benzer şekilde Calu-3 havayolu epitel 

hücrelerinin 24 saatlik IL-4 muamelesi sonra TEER'in azalarak geçirgenliği artırdığı 

gösterilmiştir. Uzatılmış IL-4 uygulaması (48 saat) ile epitel boyunca küçük molekül 

akışının arttığı, bu da ZO-1 ve okludin protein seviyelerinde bir azalmaya neden olduğu 

anlaşılmıştır [29, 37]. 
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2.1.2.2. Hücre-Hücre Dışı Matriks İletişimi 

Hücreler arası adezyon moleküllerine ek olarak, hücre dışı matris adezyonu, mukozal 

bariyerin korunmasında ve epitel hücre fenotipinin ve onarıcı potansiyelinin 

düzenlenmesine katılmada önemli bir rol oynamaktadır. Hücre dışı matriks (ECM) 

proteinlerinin etkilerine spesifik hücre yüzeyi reseptörleri aracılık eder; integrinler, α 

zinciri boyunca taşınan ligand özgüllüğü ve β zinciri aracılığıyla sinyal iletimi ile 

heterodimerik transmembran glikoprotein α ve β zincirlerinden oluşur [24]. 24'ten fazla 

integrin kombinasyonuna sahip 18 α ve 8 β alt birimi tanımlanmıştır.   

Epitel hücreleri 9 ayrı integrin ifade etmekte ve bunlardan ikisi, α3β1 ve α6β4, bazal 

membranın bileşenlerini tanımakta ve spesifik adezyon molekülleri olarak işlev 

görmektedir. Diğerleri, epitel hücrelere yakın olmayan ESM proteinlerini tanımaktadır 

[24, 38]. Hava yolu hastalığının klinik öncesi modellerinden elde edilen veriler, epitelyal 

hücrelerde eksprese edilen integrinlerin, yaralanma ve iltihaplanmaya karşı hücresel 

tepkileri düzenleyebileceğini düşündürmektedir.  

Hava yolu epitel hemidesmozomları morfolojik olarak dezmozomlara benzerler ve 

dezmozomlar gibi ara filamentlere bağlanırlar ve gerilme mukavemetini epitel boyunca 

dağıtmak için odak noktaları görevi görmektedirler. Bununla birlikte, birincil olarak 

integrin a6β4'ten oluşan hemidesmozomlar, bitişik epitel hücrelerini birleştirmek yerine, 

hücrelerin bazal yüzeyini laminin bakımından zengin ECM'ye bağlama görevini 

üstlenmektedirler [24].  

2.1.3. Astımda Havayolu Epiteli 

2.1.3.1. Morfolojik ve Yapısal Değişiklikler 

1990'ların başında yapılan transmisyon elektron mikroskobu çalışmaları, astımlı 

hastalardaki havayolu epitelinin, astımlı olmayanlardaki epitelden daha az hücre içi 

yapışma kompleksine sahip olduğunu göstermiştir. Ancak moleküler mekanizmalar tam 

anlamıyla açıklanmamıştır. APC'nin bileşenleri olan E-kaderin ve ZO1'in astımlı hava 

yollarında değiştiğini göstermek neredeyse 25 yıl almıştır. Genel düzeyde, astımlı hava 

yolu epitelinin bileşimi, astımlı olmayanlarınkinden farklıdır [24]. Örneğin, goblet hücre 

hiperplazisi ve aşırı mukus üretimi, astımın morbidite ve mortaliteye önemli ölçüde 

katkıda bulunan ortak özellikleridir. Transkripsiyon faktörlerinden olan FOXA2 ve 

FOXA3'ün IL-13 ve EGFR'ye bağlı ifadesi, astımda epitelyal hücre müsin üretiminde 

merkezi bir adımdır. Bu sürecin potansiyel bir aracısı, farelerde ev tozu akarı (HDM) 
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alerjeni veya IL-13'e yanıt olarak Clara hücrelerinin goblet hücrelerine farklılaşmasını 

indükleyen SAM-işaretli-alan-içeren-ETS-transkripsiyon faktörüdür (SPDEF) [39]. Bu 

transkripsiyon faktörünün hedeflerinden biri de siliyer hücre farklılaşmasının ana 

düzenleyicisi FOXJ1'dir [40].  

Astımlı epitel kırılgandır ve siliyer tabakasını kaybetmiştir. Bu durum yetişkinlerde ve 

çocuklarda gözlenir ve E-kaderin, ZO1 gibi AJC proteinlerinin ekspresyonunun 

azalmasıyla da tutarlıdır. Epitel hasarı alt hava yollarıyla sınırlı değildir; astımlı 

çocukların nazal poliplerinde bozulmuş dezmozom oluşumu gösterilmiştir [24, 41].  

Astımlı hastaların hava yollarında rapor edilen yapısal değişiklikler arasında epitelyal 

kırılganlık, goblet hücre hiperplazisi, genişlemiş submukozal mukus bezleri, anjiyogenez, 

hava yolu duvarında artan matriks birikimi, artan hava yolu düz kas kütlesi, duvar 

kalınlaşması ve elastin anormallikleri yer almaktadır [42]. 

2.1.3.2. Fonksiyonel Değişiklikler 

Kusurlu sıkı bağlantı ifadesi, tehlikeye atılmış bir bariyer oluştursa da astımdaki epitel 

hücre kusurları, fiziksel bariyer işlevlerinin çok ötesine uzanır [43]. Örneğin, astım 

hastalarından izole edilen epitel hücreleri, tip I antiviral interferonlardan, özellikle 

rinovirüs enfeksiyonu sırasında IFN-β salınımından kaynaklanan yetersiz bir doğal 

bağışıklık tepkisine sahiptir [43, 44]. Astımlı hastalardan gelen epitel hücreleri de IFN-

β'ye yanıt olarak apoptozdan ziyade nekroz geçirir, bu da daha fazla viral yük ile 

sonuçlanır. IFN-β takviyesi ile, rinovirüse karşı apoptotik yanıtın kurtarıldığı ve ekzojen 

IFN-β tedavisi ile viral yüklerin normal seviyelere düştüğü gösterilmiştir [45]. Astımlı 

çocuklardan elde edilen epitel hücreleri, astımı olmayan hastalara kıyasla daha yüksek 

seviyelerde PGE2 ve diğer lipid aracıları ifade etmektedir. Bu aracılar ayrıca mekanik 

stres, yaralanma, virüs enfeksiyonu veya astımda bol olabilen nötrofiller ve eozinofiller 

gibi inflamatuvar hücrelerle etkileşim ile arttığı bilinmektedir [46]. 

Şekil 2.5.’te sağlıklı bir hava yolundan ve aktif astımlı bir hastadan alınan bronş 

biyopsisinin konfokal görüntüleri verilmiştir. Astımlı hastaların sıkı bağlantılarındaki 

(ZO-1) bozulmalar açıkça görülmektedir [43]. Birkaç in vitro çalışma, proinflamatuvar 

sitokinlerin TJ'lerin bozulmasına neden olduğunu göstermiştir. En önemlisi, IL-13, bronş 

epitel hücre kültürlerinde TJ bütünlüğünü azaltırken, TNF-α ve IFN-γ’nın, 

gastrointestinal epitel hücrelerinde TJ'leri bozduğu, ancak bunların etki biçimlerinin 

farklı olduğu görünmektedir. IL-13, astımda TJ bozulmasının bir aracısı olarak 



13 

 

gösterilebilirken, in vitro veriler, astımlı deneklerden alınan kültürlerde temel bariyer 

işlevi daha düşük olduğundan, IL-13'ten bağımsız bir etki olduğunu düşündürmektedir 

[43, 47, 48]. 

 

Şekil 2.5. Normal bir hava yolundan (solda) ve aktif astımlı bir hastadan (sağda) alınan 

bir bronş biyopsisinin konfokal immünofloresan mikroskobik görüntüleri. Düzlemsel 

(üst) ve kesitsel (XZ, alt) görüntülerdir [43]. 

2.2. Solunum Yolu Hastalıkları-Hücre Dışı Matriks (ESM) İlişkisi 

Pulmoner hastalıklar ve bozukluklar, kalıtsal ve edinsel faktörler de dahil olmak üzere 

birçok nedenden dolayı ortaya çıkabilir. Pulmoner hücre dışı matris, akciğerlerin doku 

mimarisini belirleyen ve fizyolojik akciğer fonksiyonu için gerekli olan mekanik 

stabiliteyi ve elastik geri tepmeyi sağlayan önemli bir bileşimdir. ESM tarafından 

başlatılan biyokimyasal ve biyomekanik sinyaller, hücresel işlevi ve farklılaşmayı 

yönlendirir ve böylece akciğer gelişiminde, doku yeniden modelleme süreçlerinde ve 

yetişkin homeostazinin korunmasında belirleyici bir rol oynar [49]. 

Yakın tarihli araştırmalar, ekstraselüler matriksin akciğerlere sadece fiziksel destek ve 

stabilite sağlayan inert bir yapı olmayıp aynı zamanda çevresindeki hücresel tepkileri de 

düzenleyen biyoaktif bir ortam olduğunu ortaya koyan yeni bilgiler sağlamıştır [50]. Hava 

yolu veya parankimal dokuların ekstraselüler matrikslerindeki değişiklikler artık astım, 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) dahil 

olmak üzere birçok solunum yolu hastalığının patolojik profillerinde tanınmaktadır.  
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Çeşitli akciğer hastalıklarında değişen ESM’yi inceleyecek olursak; 

• Astım; Hava yolu düz kasının işlevindeki değişiklikler, çevreleyen hücre dışı 

matriste artan kollajen ve fibrillin birikimi ile ilişkilidir [51]. Hava yolu bazal 

membranının kalınlaşması, bronş epitelinin gerçek bazal laminasının altında yer 

alan subepitelyal lamina retikülaris'in kalınlaşmasından oluşur ve tip I, III ve IV 

kollajen ve fibronektin birikimini içerir [50, 52]. Hafif astımda bile ortaya çıkan 

ESM birikintileri, subepitelyal bölgedeki I, III ve V kolajenlerinin yanı sıra bronş 

epitelinin lamina retikülarisindeki fibronektinleri içerir. Ölümcül astımda, büyük 

hava yollarında elastik liflerde, MMP-9 ve MMP-12'de artış bildirilmiştir [53, 54]. 

Vasküler yeniden şekillenme, VEGF ve VEGF reseptör lokalizasyonu ve 

ekspresyonunun moleküler patolojisindeki değişikliklerin bir sonucu olarak 

dokudaki kan akışını değiştirdiği anlaşılmıştır [55]. Astımda anjiyogenez, 

bronşiyal vasküler yapıların düzensiz genişlemesi ile karakterizedir ve hava yolu 

duvar kalınlaşmasına katkıda bulunur [14, 56]. Bu nedenle, ESM'deki 

değişiklikler, astımın moleküler patolojisinde çok önemli bir olay olan havayolu 

düz kasların artan büyümesine yol açan mekanizmaları harekete geçirebilir. 

Ayrıca, havayolu düz kaslar üzerine yapılan in vitro çalışmalar, astımdaki post-

translasyon seviyelerde de ESM'deki değişikliklerin meydana geldiğini 

düşündürmektedir. ESM bileşenlerinin anormal birikimi, akciğerin biyomekanik 

özelliklerini farklı şekillerde etkiler. Hava yollarının etrafındaki ESM birikimi, 

hava yollarının daralmasını alevlendirir ve doku sertliğinde değişikliklere neden 

olur [49, 57]. 

• KOAH; KOAH hastalığında akciğerlerin farklı kompartmanları, anormal 

kollajen birikiminden farklı şekilde etkilenir. Elektron mikrografları, 

amfizematöz dokunun alveolar septal duvarlarında yüksek miktarda kollajen ve 

elastin ortaya çıkarırken, KOAH'lı hastaların hava yollarında daha düşük kollajen 

I ekspresyonu bulunmuştur [49, 58]. Yapılan çalışmalarda çeşitli akciğer 

kompartmanlarındaki KOAH'lı hastalardan alınan ESM'nin ayrıntılı bileşimi 

analiz edilmiştir ve sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında tüm akciğer 

bölmelerinde elastik lifler, fibronektin, kollajenler, tenasin-C ve versikan'da 

değişiklikler olduğunu göstermiştir [58]. Hücre adezyonu ve göçünde işlevleri 

olan bir ESM glikoproteini osteopontin’in ekspresyon seviyelerinin KOAH'lı 

hastaların balgamında yükseldiği bulunmuştur [59].  KOAH'ın akut alevlenmeleri 
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sırasında, kollajenler, versikan ve elastinler gibi ESM proteinlerinin proteaz 

tarafından parçalanmasına yol açan hızlandırılmış bir ESM proteini yapım-yıkım 

döngüsü meydana gelir. Bu kanda dolaşan ESM protein parmak izleri, KOAH 

hastalığının ilerlemesini tahmin etmede güçlü biyobelirteçler olarak 

kullanılabilmektedir [60]. 

• Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH); Pulmoner arterler, kalıcı 

vazokonstriksiyon ve vasküler yeniden şekillenmeden etkilenmekte, bu da 

pulmoner arter uyumluluğunun (kompliyansın) azalmasına neden olmaktadır. 

PAH'da arter duvarının üç katmanlı mimarisinin tamamı yeniden şekillenir ve 

böylece bu üç katmanın kalınlaştığı görülmüştür [61]. Buna göre, radyoaktif 

madde kullanılarak yapılan çalışmaları, hipoksik pulmoner hipertansiyon 

sırasında pulmoner arterlerde elastin ve kollajenin hızlı sentezlendiğini ortaya 

çıkarmıştır [62]. Ayrıca ESM bileşenlerinden olan tenasin-C, hastalığın ilerlemesi 

ile ilişkilendirilmiştir. PAH'lı hastalarda ve benzer deneysel hastalık 

modellerinde, tenasin-C, düz kas hücresi (SMC) proliferasyonu ve FGF2'ye 

mitojenik yanıt ile korelasyon gösterdiği bulgulanmıştır. Benzer şekilde, fibrotik 

fare akciğerlerinde tenasin-C’nin akciğer uyumu ile negatif korelasyon gösterdiği, 

yani bu proteinin daha büyük miktarları, daha sert akciğer dokusu ile 

ilişkilendirilmiştir [63]. Yeniden şekillendirilmiş pulmoner arterlerde hyaluronik 

asit (HA) gibi glikozaminoglikanların (GAG) artan birikimi de gözlenmiştir. 

Ayrıca, PAH'lı hastaların akciğer dokusunda, lökosit adezyonunu ve 

aktivasyonunu desteklediği öne sürülen HA'nın patolojik bir ağır zincir 

modifikasyonu tanımlanmıştır [64-66]. 

• Akciğer Kanseri; Biyokimyasal ve biyofiziksel özellikleriyle ESM, kansere özgü 

özelliklerin altında yatan hücresel tepkilerin düzenleyicisi olduğundan, ESM'nin 

neoplastik ilerleme üzerindeki etkisini incelemek gerekli hale gelmiştir. Örneğin, 

küçük hücreli akciğer kanserleri (SCLC'ler), yüksek seviyelerde fibronektin, 

laminin, kollajen Tip IV ve tenasin-C barındıran geniş bir ESM stroması ile 

çevrilidir [67]. Tümör stromasının yeniden şekillenmesi doku sertliğini güçlü bir 

şekilde etkilemekte, bu da hücrelerin mekanobiyolojisini etkileyerek hücresel 

tepkileri tetiklemektedir. Kollajenin akciğer mimarisinde gerilme kuvvetinin ana 

katkı maddesi olduğu bildirildiğinden, kollajen metabolizması tümör stromasının 

sertleşmesinde belirleyici bir rol oynamaktadır. Akciğer kanserinde anormal 
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kolajen birikimi ve yapım-yıkım döngüsünün yanı sıra kolajen çapraz 

bağlanmasında değişiklikler gözlenmiştir [68]. 

2.3. Pulmoner ESM Model Sistemler 

ESM'nin bileşimi ve biyomekanik özellikleri, çoğalma ve farklılaşmanın yanı sıra 

hücresel morfoloji, hareketlilik, yayılma, hücre canlılığı ve apoptoz üzerinde bir etkiye 

sahiptir. Öyleyse, hücresel davranış ve ESM birbirine yüksek oranda bağlı olduğundan, 

in vivo’da bulunan fizyolojik ve patolojik koşulları tam olarak taklit eden in vitro hücre 

kültürü sistemlerine ihtiyaç vardır [69].  

Fizyolojik olarak ESM'ye gömülü mezenkimal hücreler üzerine yapılan çalışmalar, 

pulmoner interstisyel ESM'nin yapısına ve biyomekaniğine çok benzeyen in vitro, in vivo 

veya ex vivo modellerden faydalanılabilir. 3B hücre kültürü sistemlerinin en 

basitleştirilmiş modeli, ESM molekülleri ile kaplanmış doku kültürü plastiği 

uygulamalarıdır. Basitleştirilmiş tasarımı sayesinde, belirli ESM moleküllerinin 

hücrelerle etkileşimini incelemek için kullanılabilmekte, ancak burada hücreler bir ESM 

içine gömülmek yerine iki boyutlu (2B) bir yüzeye bağlanmaktadır [70]. Üstelik, hücre 

kültürü plastiğinin sertliği, in vivo’da fizyolojik olarak bulunan değerin çok ötesindedir; 

atomik kuvvet mikroskobu ile ölçülen hücre kültürü plastiğinin Young modülü 2 ile 4 

GPa arasında değişirken, normal akciğer dokusu ölçülen bölgeye bağlı olarak 0,44 ile 

7,5 kPa arasında değişmektedir. IPF'li hastalardan alınan fibrotik insan akciğer dokusu 

ise ortalama 16.52 kPa olarak bulunmuştur [71-73]. Bununla birlikte, sentetik akrilamid 

veya polietilen glikol bazlı matriksler kullanılarak mekanik olarak ayarlanabilen 2B 

modeller, gradyan oluşumunu indükleme ve ESM sertliğinin sıkı kontrolünü 

sağlamaktadır [70, 74]. Bu yapay sentezlenmiş makromoleküler yapıların yanı sıra 

kolajen [75], elastin [76], fibrin [77] veya laminin [78] içeren doğal ve mühendislik ürünü 

biyopolimerler, in vitro ESM model sistemleri için yaygın olarak kullanılmaktadır [79]. 

 Bazal membrandan ekstrakte edilen jeller ve hücresizleştirilmiş fibroblast türevli 

matrisler de günümüzde kullanılmaktadır ve bunlar fizyolojik ESM'nin kompozisyonunu, 

3B yapısını ve biyomekaniklerini daha yakından taklit etmektedir [80].  Ancak bu 

modellerin hiçbiri pulmoner dokunun benzersiz uzaysal geometrisini taklit 

edememektedir. Bu biyomimetik sınırlamaları aşmak için, çeşitli hayvan hastalık 

modellerinden ve ayrıca hastalıklı insan dokularından alınan vibratom-dilimli ex vivo 

matriksler, doğal veya hücresizleştirilmiş formlarında kullanılabilmektedir [81-84].  
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Hücresizleştirilmiş (deselülerizasyon teknikleri ile) akciğer dokusu kullanılarak yapılan 

ex vivo modeller, ESM'nin akciğer patolojileri üzerindeki etkisini mekanik olarak daha 

fazla tanımlamaya yardımcı olmaktadır. Gelecekte 3B biyobaskı teknolojileri veya 

eklemeli üretim teknikleri, biyomekanik olarak gerçek dokuya benzeyen biyouyumlu 

ESM yapı iskeleleri yaratmada umut vadetmektedir. Bu tür fabrikasyon yapı iskeleleri, 

ESM'nin kompleks yapısını incelemek için ayarlanabilir in vitro modeller olarak veya 

hücrelerle başarılı bir şekilde yeniden kültüre edildiğinde, hastalıklı dokuları veya tüm 

organları değiştirmeye hazır bir biyomühendislik dokusu olarak kullanılabilirler [85].  

2.4. Pulmoner 3B Hücre Kültür Modelleri 

Hava iletiminin düzgün bir şekilde gerçekleşmesi için akciğerler, anatomik ve fizyolojik 

olarak farklı birçok hücre tipini barındıran kompleks bir yapıya sahiptir [86]. Bu 

kompleks yapının anlaşılması ve ortaya çıkan akciğer hastalıklarının anlaşılması için 

model sistemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Mevcut çalışmalar genellikle iki boyutlu (2B) 

hücre kültür plakaları üzerinde gerçekleştirilen çalışmalardan oluşmaktadır. 2B kültür 

sistemleri hücre-hücre etkileşiminin temelleri hakkında fikir edinmesi açısından gerekli 

olsa da hücrelerin kendine özgü üç boyutlu (3B) yapısını tam olarak yansıtmamakta ve in 

vivo mikroçevrenin zayıf bir temsili olarak kalmaktadır. Bu nedenle 3B model sistemleri 

giderek önem taşımaktadır. Son yıllarda akciğer doku mühendisliği ile ilgili yapılan 

çeşitli metodolojik gelişmeler skafold bazlı, ALI modeller, mikrofluidik modeller, 

sferoidler ve akciğer doku eksplantları gibi birçok 3B hücre kültür modellerinin 

oluşturulmasına fırsat oluşturmaktadır [86, 87]. Akciğer araştırmalarında kullanılan 3B 

modellerin avantaj ve dezavantajları Çizelge 2.1’de verilmiştir [88]. 

2.4.1. Skafold bazlı modeller 

Skafold bazlı kültürlerde, hücre süspansiyonları, hücrelerin tutunduğu ve kültür 

sisteminin 3B yapısını belirleyen doku iskeleleri üzerine ekilir. Bu iskeleler, doğal veya 

sentetik malzemelerden oluşturulabilir. Skafold bazlı modeller membranlar, deselülerize 

matrisler, hidrojeller ve 3B baskılama gibi doku mühendisliği yaklaşımlarını 

kapsamaktadır [86]. Bu nedenle elde edilecek doku iskelesinin, akciğerlerin doğal 

mekanik dayanımı, yüzey özellikleri ve elastikiyetini sağlayacak yapıya sahip olması 

beklenmektedir. Bu sayede uygun tasarım ve modellerle akciğer yenilenmesine katkı 

sağlayacak doku greftlerinin üretilmesi mümkün hale gelmiştir. Akciğer için oluşturulan 

skafold tabanlı modellerin tasarımında doğal veya sentetik polimerler kullanılmaktadır. 
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Akciğer doku mühendisliği uygulamalarında en çok tercih edilen polimerler Poli Laktik 

Asit (PLA), Poli Glikolik Asit (PGA), Poli(Laktik Asit ko-Glikolik Asit) (PLGA), 

Polikaprolakton (PCL), kolajen, elastin, ipek fibroin ve kitosandır [89]. Bu polimerler, 

ihtiyaç duyulan doku mühendisliği uygulamasına özgü olarak tasarlanarak 

kullanılabilmektedir. Elektroeğirilmiş membranlar hücre kültürü uygulamaları için basit 

ve uygun maliyetli doku iskelesi üretiminde alternatif yöntem olarak kabul edilmektedir. 

Ayrıca bu membranlar kontrol edilebilir fiziksel ve kimyasal özelliklerin yanısıra geniş 

yüzey alanı/hacim oranına sahip olması nedeniyle biyomedikal uygulamalar için iyi bir 

biyomalzeme olma özelliği taşımaktadır [90]. 

2.4.2. Hava-Sıvı Arayüzü (ALI Kültür Uygulamaları)  

Akciğer 3B hücre kültür çalışmalarında en yaygın kullanılan modellerden biri ALI-kültür 

sistemlerdir. Bu modelde hücreler geçirgen bir membran üzerine ekilir ve farklılaştırmaya 

kadar hem alt hem üst hazneden besleme yapılır, farklılaştırma aşamasına geçildikten 

sonra ise hücrelerin üzerindeki besiyeri çekilir ve hücreler sadece alt haznedeki 

besiyerinden membran yardımıyla beslenir. Bu sayede hücrelerin üst kısımda hava; alt 

kısımda ise besiyeri ile teması sağlanarak akciğer fizyolojisi 3B in vitro sistemlerde kısmi 

olarak taklit edilmiş olur [91]. Şekil 2.6’da hava-sıvı arayüzü yöntemi ile farklılaştırılan 

epitel hücrelerin şematik görüntüsü verilmiştir. 

 

Şekil 2.6. Havayolu epitel hücrelerinin ALI kültür yöntemi ile farklılaştırılması [92] 

ALI kültür sistemi, moleküler mekanizmaların anlaşılması, çeşitli ilaç ve toksisite 

çalışmalarının vazgeçilmez bir parçası haline gelmiştir.  Akciğer ALI kültür sistemler için 



19 

 

primer epitel hücreler veya akciğer epitel hücre hatları kullanılmaktadır. En yaygın 

kullanılanlar Calu-3 ve A549 adenokarsinom hücre hatlarıyken, BEAS-2B ve 

16HBE14o- sağlıklı epitel hücre hatlarıdır [93]. Ayrıca bu hücreler Matrigel, MucilAir 

TM-HF (Epithelix) gibi ticarileşmiş 3B epitel hidrojel matris modelleri ALI hücre kültür 

sistemiyle bir arada kullanılabilmektedir. Bu sistemler in vitro hücre kültür sistemlerinin 

etkinliğinin arttırılmasında etkili olsa da çeşitli limitasyonlara sahiptir. Bu modeller hazır 

kültürler olduğu için kişinin kendi hücreleri için greft oluşturması zor olmakta, ayrıca 

maliyet açısından avantajlı sistemler değildir. 

2.4.3. Sferoidler ve organoidler 

Sferoid ve organoidler kendi kendine organize olabilen çoklu hücrelerin oluşturduğu 

organ benzeri yapılar olarak tanımlanmasına rağmen, organın bütününü 

yansıtmamaktadır. Bu sistemler daha çok tümör modelleri için kullanılmaktadır. Sferoid 

kültürler zayıf bağlantılı U-tabanlı plakalar, matrigel gibi hücre dışı matrisler, rotatif 

hücre kültürü sistemleri veya asılı damla yöntemi kullanılarak üretilebilmektedir. Asılı 

damla yöntemi, kanser hücrelerinin in vivo koşullarının daha iyi yansıtılması için 3B 

mono ve ko-kültür sferoidleri üretmek için kullanılmaktadır [86]. Kanser hücrelerinin 

sinyal iletimi, akciğer gelişimi, tümör-stroma ilişkileri gibi araştırmaların yapılması için 

bu sistemler oldukça önemlidir [94].  

2.4.4. Mikroakışkan modeller 

Son yıllarda, hücre süspansiyonlarının bir mikro kanal sisteminden geçirildiği, bu 

hücreleri içeren mikro kuyucuklara bölündüğü “mikroakışkanlar” adlı yeni bir teknoloji 

geliştirilmiştir. Bu mikroakışkan yöntemiyle birlikte az miktarda sıvı hacmi ve hücre 

sayısıyla karmaşık, tekrarlanabilir ve ayarlanabilir 3B modellerin ve test sistemlerinin 

üretilmesi mümkün olmaktadır [95]. Mikroakışkan teknolojisi kullanılarak, akciğerin 

fizyolojik ve işlevsel karmaşıklığını yeniden oluşturmak ve böylece in vivo ortamı taklit 

etmek için minyatür platformlarda in vitro bir ortam sunan “lung-on-chip” model 

sistemleri geliştirilmiştir [87]. Bu sistemler genellikle organa spesifik belirli bir 

mekanizmanın anlaşılması için tasarlanmaktadır. Ayrıca yüksek verimli tarama ve 

analizlerde anlık gözlem ve görüntüleme yapma imkânı sunan biyosensörle 

sağlanabilecek gelişmiş sistemlerle birlikte kullanım için uygun kültür modelleridir. 

Mikro akışkan bazlı modeller ilaç ve toksikoloji çalışmaları için avantajlıdır. Lung-on-a-

chip modeller akciğer hastalık fenotiplerinin çıkarılmasında, alveol-bariyer mikroçevresi 
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ve hava-sıvı arayüzey etkileşimlerinin araştırılmasında, akciğer fonksiyonun mekanik 

etkilerinin incelenmesinde kullanılmaktadır [96].  

2.4.5. Akciğer doku eksplantları 

Akciğer havayolunun 3B taklit edilmesini sağlayan in vitro modellerin yanısıra ex vivo 

modeller de geniş bir araştırma yelpazesine olanak tanımaktadır. Ex vivo akciğer kültürü, 

doğal hasta dokusunun heterojenliğinin temsil edilmesiyle birlikte, kontrollü deney 

koşullarından yararlanan organa özgü 3B dinamik yapısına ilişkin bir araştırma ortamı 

sunar. Ex vivo akciğer eksplant kültür sistemleri cerrahi işlem sonrasında elde edilen 

dokunun dondurularak veya homojenize edilerek kullanılmasına dayanmaktadır.  

Literatürde incelenen doku eksplantlarının çoğu, farklı akciğer kanseri türlerine bağlı 

olarak göğüs cerrahisinden elde edilen doku parçalarına dayanmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda eksplant kültür teknikleri antibiyotik metabolizmasının anlaşılması, 

moleküler belirteçler ve patojen tespitleri için de kullanılmıştır [86].  

Çizelge 2.1. Akciğer araştırmalarında kullanılan 3B modellerin avantaj ve dezavantajları 

Model Avantaj Dezavantaj Ref. 

 

 

 

Hava-Sıvı Arayüzü 

(ALI) 

•Uzun süreli kültüre alma (haftalar ile aylar 

arası) 

•Maddelerin doğrudan uygulanması için fırsat 

•Perfüzyon mümkün  

•Çok çeşitli fonksiyonel çalışmalar 

•Akciğerin solunum hareketlerini simüle etme  

Ticari olarak ulaşılabilirlik: 

•Yüksek veri tekrarlanabilirliği 

•Partiden partiye düşük değişkenlikler 

•İyi karakterizasyon 

•Birkaç patoloji taklit edilebilir 

•Uzun süreli kültüre alma (12 aya kadar) 

 

 

 

 

•Kompleks sistemlere uygun 

değil 

•Modifiye etmek zor 

 

 

 

 

[97-101] 

 

Sferoid 

•Basit yöntem 

•Farklı hücre tipleri ile ko-kültüre elverişli 

•Yüksek kayma kuvveti 

• Uzun süreli kültüre almak zor 

(saat ile günler arası) 

 

[102-104] 

 

Akciğer Doku 

Eksplantları 

 

• Hücresel ve moleküler etkileşim modellenir 

•Doğal bağışıklık olaylarının karakterizasyonu 

• Canlı hücre görüntüleme mümkün 

• Genetik modifikasyonlar mümkün olabilir 

•Kısa süreli kültüre alma (96 

saate kadar)  

•Bağışıklık hücre aktivasyonu 

yok  

• Sistemik perfüzyon yok  

• Ventilasyon yok  

• Genetik modifikasyonlar zor 

 

 

[105-107] 



21 

 

 

 

Hassas Kesim 

Akciğer Kesitleri 

(PCLS) 

•Uzun süreli kültüre alma (1 haftaya kadar)  

•Akciğerin hücresel ve yapısal organizasyonu 

korunur 

•Düşük erime sıcaklığına sahip 

agaroz ile yıkama gerekli  

• Kısa süreli kültüre alma (96 

saate kadar)  

•Bağışıklık hücre aktivasyonu 

yok  

• Sistemik perfüzyon yok  

• Ventilasyon yok  

• Genetik modifikasyonlar zor 

• Hastalıklı dokudan üretimi zor 

 

 

[108, 109] 

 

Bronşiyal Halkalar 

•Bronşiyal fizyolojik tepkilerin doğrudan 

araştırılması-, örn. kasılma-farmakolojik kontrol 

edilebilirlik 

• Kısa süreli kültüre alma 

•Teknik olarak kültüre alma 

devirleri gerekli 

 

[110-115] 

 

Ex vivo Perfüzyon ve 

Ventilasyon 

•Akciğer ödemi oluşumu, oksijenasyon 

kapasitesi, vasküler reaktivite, bakteriyel 

enfeksiyon ve kök hücre tedavisinin 

araştırılması 

• Sınırlı ulaşım 

• Ayrıntılı teknik   

•Sadece birkaç saat 

kültürlenebilme 

 

 

[116-123] 

 

Skafold Bazlı 

Modeller 

•İlgili hastalık patolojilerinin özelliklerinin 

korunması 

• Yapay bir plevra ile hücrelerin ya hava yoluna 

ya da vasküler bölmelere fizyolojik ekilmesi 

•Hastalığın heterojenliğini tekrarlayabilme  

• 1 aya kadar kültüre alma 

•Hücreler iki veya üç boyutta 

ekilir 

• İlk hücre ekimi stokastiktir  

•Skafoldun iç kısımlarında besin 

ve oksijene sınırlı erişim  

 

 

[124-129] 

 

 

2.5. Pulmoner Doku Mühendisliğinde Kullanılan Biyomalzemeler 

Biyomalzemeler doku mühendisliği uygulamalarında 20 yılı aşkın süredir 

kullanılmaktadır; bununla birlikte yakın zamanlarda biyomalzemelerin modifiye edilmesi 

(hücre varlığında veya yokluğunda) doku rejenerasyonuna izin vermiştir. Bir organ veya 

doku zarar gördüğünde, hücre dışı matris (ESM) hasar görür ve biyomateryal yapı 

iskeleleri, doku yenilenmesini destekleyen sinyaller sağlayarak doğal ESM'ye benzeyen 

bir mikro çevre oluşturur.  

Doku mühendisliği, yeni yaklaşımlar kullanarak, gerekli işlevi yerine getiremeyen 

hastalıklı veya hasarlı organları onarmaya çalışır. İşlevselliğin geri kazanılabilmesinin bir 

yolu, yapı iskelesinin (biyomalzemenin) biyolojik özelliklerinin doğal organın 

özelliklerini iyi şekilde taklit edebiliyor olmasıdır. 

Poli Laktik Asit, Polikaprolakton, Poli Laktik-ko-Glikolik asit gibi sentetik 

biyomalzemeler, istenen mekanik özellikleri, iskele mimarisini ve bozunma oranını 

oluşturmak için doğru bir şekilde değiştirilerek sentezlenebilmektedirler [130]. Mekanik 
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özellikler; elastisite, sertlik ve Young modülü gibi malzeme özelliklerini, iskele (skafold) 

mimarisi ise fiber çapı ve oryantasyonu ile gözenek boyutu ve yüzde gözeneklilik 

içermektedir. Elastin, kolajen, ipek ve keratin gibi doğal biyomalzemeler hücre yapışma 

ligandları gibi spesifik proteinleri zaten içerir ve hücre yapışması ve farklılaşmasına 

yatkınlardır [131].  

Bir biyomalzemenin dikkatli seçimi, istenen işlevi gerçekleştirmesi amaçlanan uygulama 

için önemlidir; modern yaklaşımlar ayrıca doğal ve sentetik biyomalzemelerin karışımına 

da odaklanmış durumdadır. Çizelge 2.2 ve 2.3. doku mühendisliği ve pulmoner ilaç 

taşıyıcı sistemlerde kullanılan biyomalzemelerin özelliklerini listeleyen bazı doğal ve 

sentetik biyomalzemeleri vurgulamaktadır [132]. 

Çizelge 2.2. Pulmoner araştırmalarda kullanılan doğal biyomalzemeler ve özellikleri 

Doğal Biyomalzemeler 

Biyomalzeme Özellik Ref. 

 

Kolajen 

 

• Yüksek biyouyumluluk 

• Ayarlanabilir biyobozunurluluk 

• Yeterli mekanik dayanım ve esneklik 

• Fizyolojik koşullara yüksek adaptasyon 

 

[133, 134] 

 

Elastin 

 

• İyi elastikiyet 

• Uzun süreli stabilite 

• Kendi kendine organize olabilme (self-assembly) 

• İyi biyolojik aktivite gösterme 

 

[135, 136] 

 

İpek Fibroin 

• Yüksek mekanik dayanım 

• Yüksek biyouyumluluk ve biyobozunurluluk 

• Değiştirilebilir yüzey özellikleri 

• İlaç vb. teratötiklerin akciğerlere ulaşabilmesi 

 

[137-140] 

 

Keratin 

• Ayarlanabilir farklı skalalarda mekanik 

karakteristikler 

• Modifiye edilebilir protein özellikleri 

 

[141, 142] 

 

 

Albumin 

• Yüksek biyouyumluluk 

• Düşük maliyet, kolay erişilebilirlik 

• Uygun biyobozunurluluk 

• Sürdürülebilir salım profili 

• Sistemik toksisite göstermeyişi 

 

 

[143-147] 

 

 

• Fonksiyonel grupların varlığı 

• Kolay işlenebilirlik 
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Jelatin • Isıyla geri-dönüşümlü jel oluşturabilme 

• Hem hidrofilik hem hidrofobik ilaçları 

kapsülleyebilme yeteneği 

• Biyouyumluluk ve biyobozunurluluk 

[148-152] 

 

 

Kitosan 

• İlaç ve terapötikler için iyi bir taşıyıcı 

• Kontrollü ilaç salımına uygunluk 

• İyi biyouyumluluk ve biyobozunurluluk 

• Hücrelerarası bağlantıları açabilme yeteneği, 

böylelikle ilaçların emilimi ve biyoyararlanımı için 

uygun aday 

• Hedefli ve sürdürülebilir salım potansiyeli 

 

 

[153, 154] 

 

 

 

Hyaluronik asit 

• Kimyasal olarak modifiye edilebilir 

• Çeşitli maddelerle kombine edilebilir 

• Pekçok tümör hücresinde aşırı ifade olan CD44 

reseptörlerinin bir ligandıdır. 

• Diğer ilaçlarla reaksiyona girme ve konjugat 

oluşturma yeteneği 

• Konjugatların hedefe yönelik etkisi ve kontrollü 

salımı 

 

 

[155, 156] 

 

Çizelge 2.3. Pulmoner araştırmalarda kullanılan sentetik biyomalzemeler ve özellikleri  

Sentetik Biyomalzemeler 

Biyomalzeme Özellik Ref. 

 

 

 

Poli Laktik Asit  

(PLA) 

• Yavaş bozunurluluk 

• Düşük tokluk 

• Mukavemet, sertlik ve gaz geçirgenliği 

• Çok yönlü fabrikasyon 

• Molekül ve hücrelerle uyumluluk 

• Diğer polimerlerle (doğal/sentetik) modifiye 

edilebilme 

• Yüksek yüzey alanı 

• Doğal ECM mimarisini taklit edebilme (biyomimik) 

 

[157, 158] 

 

 

Poli Glikolik Asit  

(PGA) 

 

• Uygulamaya bağlı kolay modifiye edilebilirlik 

• Yüksek Young modülü 

• Belirli süreden sonra çekme mukavemeti kaybı 

• Zayıf çözünürlülük 

• Kopolimer sentezlemeye uygun 

• Sulu ortamlarda kararsız 

• Bağışıklık tepkisi (bazı in vivo çalışmalarda) 

 

 

[159, 160] 
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Poli Laktik-ko Glikolik Asit 

 (PLGA) 

• Biyouyumluluk 

• Modifiye edilebilir yüzey özellikleri 

• İlaç salım sistemleri için EMA ve FDA onayı 

• Kontrollü ve hedefli ilaç salımı 

 

[161, 162] 

 

 

Poli Kaprolakton  

(PCL) 

• Çok yönlü işlenebilirlik 

• Mükemmel viskoelastik yapı 

• Düşük erime noktası 

• Biyolojik olarak emilebilirlik 

• Düşük ıslanabilirlik ve hücre bağlanmasında kısıtlılık 

• Hidrofobik yüzey özelliği 

 

[141, 163] 

 

Poli Etilen Tereftalat  

(PET) 

• Bozunmayan termoplastik polimer yapısı 

• Suya dayanıklılık 

• Çoğu gaz ve sıvıya karşı dirençlilik 

• Suyu absorblama yeteneğinden yoksun 

• Sabit yükler altında kalıcı deformasyon 

 

 

[143-147] 

 

Poli Vinil Alkol  

(PVA) 

• Biyobozunur ve biyouyumlu 

• Sulu ortamlarda jel formuna dönüşebilme 

• Bakteriyel enfeksiyonların önlenmesi ve granülom 

oluşumu gibi ilginç özellikleri içermesi 

• Kopolimerizasyon özelliği 

 

 

[164-166] 

 

Akciğer hastalıklarını tedavi etmek için son birkaç on yılda birtakım stratejiler 

kullanılmıştır. Bunlar arasında akciğer nakli en yaygın tedavi seçeneklerinden biriydi, 

ancak dezavantajları avantajlarından daha ağır basmıştır. Örneğin yeterli donör organın 

olmaması, pıhtılaşma sorunları, tüberküloz, diyabet ve yeni akciğerin vücut tarafından 

reddedilme riski bu yöntemin sınırlamaları arasındadır. Buna karşılık, akut son dönem 

akciğer hastalığı olan hastaların çözümü olan mekanik ventilasyon ve ekstrakorporeal 

membran oksijenasyonu, aşırı hava yolu genişlemesi, solunum kas atrofisi ve çok fazla 

kompresyon nedeniyle yaralanmalara neden olabilmektedir [166-170]. 

Doku mühendisliği yöntemleri kullanılarak eşleniği olabilecek yeni fonksiyonel 

dokularının üretilmesi, organ kıtlığının yarattığı soruna olası bir çözüm olarak 

görülmektedir. Doku mühendisliği, kemik, kıkırdak, karaciğer ve pankreas dahil olmak 

üzere bir dizi doku için büyük umut vaat etmekte iken akciğer dokusu mühendisliği, 

sentetik polimer yapı iskeleleri üzerinde hava yolu epitel hücrelerinin geliştirilmesine 

odaklanan birkaç yayınlanmış raporla sınırlı kalmış, önemli ölçüde ilerleme 

kaydetmemiştir [167, 168]. 
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Doku mühendisliği ve biyomalzeme araştırmalarındaki son gelişmelerde kilit unsur farklı 

tip iskelelerin tasarımı olmuştur. Biyouyumluluk, bozunma özellikleri, mekanik, 

kimyasal ve biyolojik özellikler, yapay biyomalzemelerin kullanımı için temel 

kriterlerdir. Pulmoner ve nazal yollardan ilaç salımı için nanoteknolojiden yararlanmanın 

avantajları olarak hedefli ilaç salımı, artan biyoyararlanım, daha az toksisite ve hasta 

konforu bildirilmiştir [168, 171]. 

2.5.1. Çalışma Kapsamında Kullanılan Polimerler: PLA ve PCL 

Di-laktitten ve çoğunlukla tarım ürünlerinden elde edilen polilaktik asit (PLA), 

termoplastik lineer alifatik polyester ailesinin bir üyesidir [172]. PLA, ya bir 

kondenzasyon reaksiyonu ile laktik asitten ya da daha yaygın olarak siklik laktit 

monomerinin halka açma polimerizasyonu ile sentezlenir. Laktit monomeri üç farklı 

biçimde bulunur: iki stereoizomer L- ve D-laktit (L- ve D-LA) ve rasemik D, L-laktit 

(mezo-laktit) formlarıdır. Poli(L-laktid) (PLLA) formu, nispeten yavaş hidroliz hızına 

sahip yarı kristal bir polimerdir. Medikal, gıda, tarım ve endüstriyel sektörlerde de geniş 

bir uygulama alanına sahip olan PLA, LA (Laktik Asit) birimlerinin kiralitesi, fiziksel ve 

mekanik özelliklerin yanı sıra bozunma oranlarını ayarlamak için de bir araç sağlar. 

Doku mühendisliğinde en sık kullanılan biyolojik olarak parçalanabilen polimerler 

ailesinden olan Poli (laktik asit), ester bağlarının hidrolizi yoluyla bozunmaya uğrar.  

Sulu ortamda yarı kristal polyesterlerin bozunması iki aşamada gerçekleşir. İlk aşama, 

daha az organize olan ve suyun daha kolay nüfuz etmesine izin veren amorf bölgelere 

suyun difüzyonu ile başlar. İkinci aşama, amorf bölgelerin çoğu bozulduğunda başlar. 

Hidrolitik saldırı daha sonra kristalin bölgelerin kenarından merkezine doğru ilerler. 

Çeşitli çalışmalar, örneğin pronaz, proteinaz K ve bromelain gibi belirli enzimlerin 

varlığının polilaktidin bozunma hızını artırırken, diğer enzimlerin, örneğin esteraz ve 

laktat dehidrojenazın bozunma hızı üzerinde hiçbir etkisi olmadığını göstermiştir. %0 ile 

%99 arasında değişen L tekrar birim içeriğine sahip birkaç polilaktidin enzimatik 

bozunabilirliği incelendiğinde, proteinaz K'nin PDLLA'ya kıyasla PLLA'yı tercihli olarak 

bozundurduğu gösterilmiştir [172-174]. Bununla birlikte, saf PLLA'nın yüksek kristalliği 

bozunma hızını azalttığı bilgisine ulaşılmıştır. En hızlı ağırlık kaybı ve yüzey bozulması, 

%92 L-birimleri içeren polimer için olduğu gösterilmiştir. Buna göre, proteinaz K'nin 

D,D bağlarının aksine L,L-, D,L- ve L,D-bağlarını tercihli olarak bozduğu anlaşılmıştır 

[175, 176]. 
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PLA’nın olası uygulamaları arasında özellikle kâğıt-plastik gıda ambalajı, çocuk bezi, 

kontamine hastane atıkları gibi toplama ve geri dönüşüme uygun olmayan tek kullanımlık 

malzemelerdir. PLA polimerleri ayrıca çok çeşitli tıbbi uygulamalarda; biyolojik olarak 

emilebilir cerrahi süturler, diş implantları, kemik vidaları ve plakaları, kontrollü ilaç 

salımı, doku mühendisliği iskeleleri vb. uygulamalarda kullanım alanına sahiptir. 

Poli(e-kaprolakton) (PCL) polimeri ise e-kaprolaktonun halka açma polimerizasyonu ile 

elde edilen bozunabilir bir yarı kristal alifatik polyesterdir. PCL kristalleri yaklaşık 

60°C'de erirken amorf bölgeler ise -60°C'de camsı geçiş sıcaklığına sahiptir [177]. Bu 

koşullar, PCL'yi oda ve vücut sıcaklığında daha elastik hale getirir. PCL’nin fizyolojik 

bir ortamda su hidrolizi ile bozunduğu bilinmektedir [178, 179]. Genel olarak, bu 

polimerin daha hidrofobik doğası nedeniyle PCL'nin bozunma hızı PLA'ya kıyasla 

yavaştır. Bu durum hızlı doku rejenerasyonunun gerektiği durumlarda kullanımını 

sınırlasa da diğer yandan PCL'yi daha uzun süreli implante edilebilir cihazlar için uygun 

hale getirmektedir. Bununla birlikte PCL'nin bozunması, lipazlar gibi enzimlerin 

varlığında katalize edilebilir olduğu gösterilmiştir [177]. 

2.6. Elektroeğirme Tekniği 

Elektroeğirme, geniş yüzey alanı/hacim oranı ile karakterize edilen ve nano-mikron 

boyutlu fiberlere sahip yapı iskeleleri üretmek için popüler bir teknik olarak ortaya 

çıkmıştır. Ayarlanabilirliğinin ötesinde, elektroeğirmenin görece düşük maliyetli ve basit 

kurulumu, onu iskele üretimi için popüler bir seçim haline getirmiştir [180]. 

Elektrospun yapı iskelelerinin lifli doğası, doğal hücre dışı matrisi (ECM) taklit etmek 

için iyi bir yöntem sağlar ve doku rejenerasyonu sırasında hücreler için geçici, işlevsel 

bir ortam görevi görür. Çok yönlülüğü nedeniyle, elektrospun yapı iskeleleri, vasküler ve 

deri greftlerinden ilaç salım araçlarına kadar çok çeşitli doku mühendisliği uygulamaları 

için araştırma alanı bulmuştur [181]. 

Elektroeğirme tekniğinde polimerler, yüzey gerilimi ve viskoelastik kuvvetlerin 

üstesinden gelmek için çok yüksek bir voltaja tabi tutulmadan önce uygun bir çözücü 

içinde çözülür veya eritilir. Elektroeğirme işlemi, topraklanmış veya zıt yüklü bir 

kollektörden, belirlenmiş bir mesafeye yerleştirilmiş bir iğne ucundan polimer 

çözeltisinin pompalanması yoluyla gerçekleştirilir. İğne ucuna bir voltaj uygulandığında, 

damlacık içindeki elektrostatik kuvvet, iğne ucundaki damlacığın yüzey gerilimini 

yenerek iğneden bir sıvı jeti püskürmesine neden olur. Elektrik yüklü jet daha sonra, 
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kollektöre giderken birden fazla genişleyen döngüde hızla çırpılmasına neden olan bir 

bükülme kararsızlığına maruz kalır. Bu çırpma işlemi, solventin buharlaşmasını 

kolaylaştırırken mikrometre ve nanometre çaplı liflerin gerilmesine ve incelmesine neden 

olur. Ortaya çıkan iskele, toplayıcı ve elektroeğirme düzeni tarafından belirlenen 

geometriye sahip dokunmamış (non-woven) veya rastgele (random) oluşturulmuş bir 

fiber ağ olarak ifade edilmektedir (Şekil 2.7). Bu nanolifli yapı iskeleleri, geleneksel yapı 

iskeleleriyle karşılaştırıldığında hücre bağlanması, göçü, çoğalması ve farklılaşması için 

daha iyi bir ortam sağlamak için kullanılabilir. 

Elektroeğirme işlemi esas olarak (i) polimer moleküler ağırlık, moleküler ağırlık dağılımı 

ve çözelti özellikleri (örn. viskozite, yüzey gerilimi, iletkenlik) gibi sistem 

parametrelerinden ve (ii) akış hızı, elektrik potansiyeli, kapiler ve toplayıcı arasındaki 

mesafe, kollektörün hareketi vb. gibi proses parametrelerinden etkilenir. 

 

 

Şekil 2.7. Konvansiyonel bir elektroeğirme düzeneğinin şematik gösterimi 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. Üç Boyutlu (3B) Hücre Kültür Modeli için Gerekli Adaptörlerin Çizilmesi 

Tez çalışmasının ilk kısmında transwellerin 3B kültür sistemlerine dönüşümünün 

sağlanması amaçlanmıştır. Transwell adaptörlerin çizim işlemleri öncelikli olarak kâğıt 

üzerinde tasarlanmıştır. Tasarlanan modelin profesyonel çizim işlemleri Solid Works 

yazılımı (2017 sürümü) ile gerçekleştirilmiştir. Solid Works programı, bilgisayar 

teknolojisini kullanarak 3B katı model oluşturan bilgisayar destekli tasarım (CAD) ve 

bilgisayar destekli bir mühendislik (CAE) programıdır. 

Tasarımı yapılan bu adaptör modelin ve transwell sistemlerinin birleştirilip 24 kuyucuklu 

plaka içerisine yerleştirilmiş görüntüsü Şekil 3.1’de verilmiştir. 

 

Şekil 3.1. Adaptör modelin 24 kuyucuklu plakada yerleşiminin gösterilmesi 

Solid Works yazılımı kullanılarak çizilen modellerin nihai görüntülerine ‘Sonuçlar’ 

bölümünde yer verilmiştir. 

3.2. Çizilen Adaptör Modellerin 3B Yazıcıdan Çıkartılması 

Adaptör modellerin 3B yazıcıdan çıkartılması işlemleri SLA (Selective Laser Additive) 

teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. ‘‘Stereolitografi tekniği’’ olarak da 

adlandırılan bu sistem, bir hazne içerisinde bulunan fotopolimer reçinelerin ışık/lazer 

kaynağı kullanılarak kürlenmesine (katılaştırılmasına) dayanan katmanlı imalat 

teknolojilerinden biridir.  
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Tez çalışmasında kullanılan modellerin baskıları FormLabs (Form 2) fotopolimer sıvı 

reçineleri (kartuş) kullanılarak alınmıştır. Bu reçineler ince detaylara sahip hassas 

tasarımların yüksek hassasiyet ve çok yüksek çözünürlüklere ulaşabilmesinden dolayı 

tercih edilmiştir [182]. 

Kullanılan 3B yazıcı ve fotopolimer reçine Şekil 3.2’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.2. Modellerin 3B yazıcıdan çıkartılması işlemlerinde kullanılan SLA yazıcı (sol) 

ve fotopolimer sıvı reçine (sağ) 

3.3. 24 Kuyucuklu Plaka Kapağının Yeniden Yapılandırılması 

Yeni oluşturulan 3B modeller, hücre kültürlerinde rutin kullanılan 24 kuyucuklu 

plakalara uyumlu hale getirilmesi için modifiye edilmiş ve plaka yüksekliğinin artırılması 

için ölçümler alınmıştır. Plaka ebatlarıyla uyum gösterecek şekilde en: 7,6 cm; boy: 12 

cm ve yükseklik: 5,2 cm olacak şekilde hesaplanıp plaka kapağı yeniden yapılandırılarak 

çizimler gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.3). Transwell insert ve üzerine geçirilen yeni adaptör 

modelin toplam uzunluğu 4,7 cm olduğundan kapak boyu bu yapıyı içerisine dahil edecek 

şekilde tasarlanmıştır. Böylece plakanın mevcut kapak boyu 1,0 cm iken 5,2 cm’ye 

uzatılıp plaka etrafına ek parça getirilmiştir. 24 kuyucuklu plakaya getirilen bu ek parça 

Solid Works programı ile çizilip 3B yazıcı kullanılarak baskısı alınmıştır. 
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Şekil 3.3. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parçanın ölçülerinin belirlenmesi 

 3.4. 3B Modeller Üzerinde Gerçekleştirilen Sızıntı-Kontrol Çalışmaları 

Tasarlanan ve baskısı alınan modeller üzerinde öncelikli olarak sızıntı-kontrol çalışmaları 

yapılmıştır. Bu amaçla ilk olarak malzemeler 6 kuyucuklu plaka içerisinde sterilize 

edilmiştir (1 saat %70’lik alkol+15 dk UV+30 dk %70’lik alkol). Modelin montajı 

yapıldıktan sonra apikal kısımdan 500 µl besiyeri konularak sızıntı olup olmadığı test 

edilmiştir (Şekil 3.4). Model üzerinden sızıntı kontrolleri 30 dakika, 1,5 saat, 6 saat, 14 

saat veya 24 saat sonra bakılarak kontrol edilmiştir. Sızıntı-kontrol çalışmaları her bir 

modelin baskısı alındıktan sonra aynı şekilde gerçekleştirilmiş olup sızıntı olup olmama 

durumuna göre diğer modeller tasarlanmıştır. 

 

Şekil 3.4. Baskısı çıkartılan adaptör modeller üzerinde sızıntı-kontrol çalışmaları: 

besiyeri ilavesinden sonra sızıntı kontrolünün başlatılması 
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3.5. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Hücre Hatlarının Çoğaltılması 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan hücre hatları ve besiyerleri Çizelge 3.1.’de 

gösterilmiştir. 

Çizelge 3.1. Deneysel çalışmalarda kullanılan hücre hatları ve besiyerleri 

Hücre Kodu  Hücre Adı  Besiyeri 

BEAS-2B (ATCC® CRL-

9609™) 
İnsan bronş epitel hücre hattı  

Bronchial 

Epithelial Cell 

Growth Medium 

(BEGM) 

A549 (ATCC® CCL-185™) İnsan akciğer epitel hücre hattı 

Roswell Park 

Memorial Institute 

(RPMI 1640) 

CCD-16Lu (ATCC® CCL-

204™) 

İnsan akciğer fibroblast hücre 

hattı  

Eagle's Minimum 

Essential Medium 

(EMEM) 

AB0665 (Epithelix) 
Astımlı insan bronş epitel 

hücresi 

Bronchial 

Epithelial Cell 

Growth Medium 

(BEGM) 

L929 (ATCC® NCTC clone 

929) 

 

Fare (Mus musculus) fibroblast 

hücre hattı 

Dulbecco’s 

Modified Eagle 

Medium (DMEM) 

 

3.5.1. Akciğer bronş epitel hücre hattı (BEAS-2B) 

BEAS-2B hücreleri sağlıklı bireylerin otopsisinden elde edilen normal insan bronş 

epitel hücre hattıdır. BEAS-2B hücreleri 75 cm2’lik flasklarda, bronş epitel büyüme 

besiyerinde (BEGM) (hidrokortizon (0,5 mg/mL), insülin (5 mg/mL), transferrin (10 

mg/mL), epinefrin (0,5 mg/mL), triiodotironin (6,5 mg/mL), gentamisin (50 mg/mL), 

amfoterisinB (50 mg/ mL), retinoik asit (0,1 ng/mL), EGF (epidermal growth factor, 0,5 

ng/mL human recombinant), 100 U/mL penisilin, 5% FBS, 100 µg/mL streptomisin 

içeren) 2-3 gün süreyle inkübe edilmiştir. Hücreler %80-90 kaplama oranına ulaşana 

kadar 2 günde bir besiyeri değişimi yapılmıştır. Hücrelerin dondurulması işleminde ise 

%5 dimetilsülfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanılmıştır. 

3.5.2. Akciğer epitel hücre hattı (A549)  

A549 hücreleri akciğer kanseri olan bir insanın akciğer dokusundan izole edilen akciğer 

epitel hücre hattıdır. A549 hücreleri %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) içeren 
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RPMI (L-glutamin) içerisinde 37°C’de, %5 CO2
 içeren inkübatörde 75 cm2’lik flasklara 

ekilerek kültüre edilmişlerdir. Hücreler %80-90 kaplama oranına ulaşana kadar 2 günde 

bir besiyeri değişimi yapılmıştır. Hücrelerin dondurulması işleminde ise %5 

dimetilsülfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanılmıştır. 

3.5.3. Akciğer fibroblast hücre hattı (CCD-16Lu)  

CCD-16-Lu hücreleri sağlıklı akciğer dokusundan izole edilen insan akciğer fibroblast 

hücre hattıdır. CCD-16-Lu hücreleri %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) içeren 

EMEM (L-glutamin) içerisinde 37°C’de, %5 CO2
 içeren inkübatörde 75 cm2’lik flasklara 

ekilerek kültüre edilmişlerdir. Hücreler %80-90 kaplama oranına ulaşana kadar 2 günde 

bir besiyeri değişimi yapılmıştır. Hücrelerin dondurulması işleminde ise %5 

dimetilsülfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanılmıştır. 

3.5.4. Fibroblast Hücre Hattı (L-929) 

L-929 hücreleri farenin normal deri altı areolar ve yağ dokusundan izole edilen fibroblast 

hücre hattıdır. L-929 hücreleri %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) ve 2 mM L-

glutamin içeren DMEM (Lonza Katalog no:12-707F) içerisinde 37°C’de, %5 CO2
 içeren 

inkübatörde 75 cm2’lik flasklara ekilerek kültüre edilmişlerdir. Hücreler %80-90 kaplama 

oranına ulaşana kadar 2 günde bir besiyeri değişimi yapılmıştır. Hücrelerin dondurulması 

işleminde ise %5 dimetilsülfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanılmıştır. 

3.5.5. Astımlı İnsan Primer Bronş Epitel Hücresi (AB0665) 

İnsan primer bronş epitel hücreleri 55 yaşında, sigara kullanmayan, Kafkasyalı ve astım 

hastası bir kadından elde edilmiştir. Astımlı bronş epitel hücreleri 75 cm2’lik flasklarda, 

bronş epitel büyüme besiyerinde (BEGM) (hidrokortizon (0,5 mg/mL), insülin (5 

mg/mL), transferrin (10 mg/mL), epinefrin (0,5 mg/mL), triiodotironin (6,5 mg/mL), 

gentamisin (50 mg/mL), amfoterisinB (50 mg/ mL), retinoik asit (0,1 ng/mL), EFG 

(epidermal growth factor, 0,5 ng/mL human recombinant), 100 U/mL penisilin, 5% FBS, 

100 µg/mL streptomisin içeren) 2-3 gün süreyle inkübe edilmiştir. Hücreler %80-90 

kaplama oranına ulaşana kadar 2 günde bir besiyeri değişimi yapılmıştır. 

 3.6. 3B Modellerde Gerçekleştirilen Sitotoksisite (Özüt) Analizleri 

Baskısı alınan her bir modelin hücre kültür sistemlerinde değerlendirilmesinden önce 

malzemenin sitotoksisite deneyleri gerçekleştirilmiştir. Deneyler TS EN ISO 10993-12 

Tıbbi Cihazların Biyolojik Değerlendirmesi- Numune Hazırlanması ve Referans 
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Malzemeler standardı ve ayrıca TS EN ISO 10993-5 Vücut Dışı Sitotoksisite Deneyleri 

standardı referans alınarak gerçekleştirilmiştir. 

Bu amaçla test edilecek malzeme, ISO 10993-12 standardının belirlediği ölçülere göre 

standart yüzey alanları ve özüt sıvı hacimlerinin yer aldığı çizelgedeki özütleme 

koşullarına uygun şekilde hazırlanmıştır. Çizelgeye göre ‘düzensiz şekilli sert cihazlar’ 

kategorisinde değerlendirilen modelimiz 0,2 g/ml özütleme oranı kullanılarak belirlenen 

hacimde ve 24 saatlik özütleme süresine tabi tutularak test edilmiştir. (Standarda göre, 

doku kültürü ortamlarında (24±2) sa süre ile (37±1)oC’deki özütleme sitotoksisite deneyi 

için kabul edilebilirdir).  

Model üzerinde uygulanacak sitotoksisite analizi L-929 fibroblast hücreleri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. %80 kaplama oranına ulaşan hücreler pasajlanarak 96 kuyucuklu 

kültür kaplarına her kuyucukta 1x104 hücre olacak şekilde ekimi yapılmıştır. 

• Özüt analizi yapılacak malzeme öncelikli olarak %70’lik izopropil alkolde 5 dk 

boyunca bekletilerek steril edilmiştir.  

• Ardından PBS ile yıkandıktan sonra temiz cam bir şişe içerisine alınmış ve üzerine 

serumsuz, antibiyotiksiz besi ortamı eklenerek CO2 etüvünde 37°C’de, 24 saat 

boyunca inkübe edilmiştir.  

• Bu süre sonunda malzeme şişe içerisinden uzaklaştırılarak besi ortamı üzerine 

yukarıda bahsi geçen oranlarda serum, antibiyotik ve L-glutamin katkısı 

sağlanarak ekstraksiyon besi ortamı büyüme ortamına dönüştürülmüştür. 

•  Ardından bu ortam daha önce 24 saat boyunca kültüre edilen 96 kuyucuklu kültür 

kabındaki hücreler ile numune özütünün 5 farklı derişimi olacak şekilde 

seyreltilerek (%100; %50; %25; %12,5; %6,25) etkileştirilmiştir.  

• Sitotoksisite analizi malzeme yoğunluğuna bağlı olarak gerçekleştirilmiş olup; 

negatif kontrol olarak hücrelerin çoğaltıldığı büyüme ortamı kullanılmış, pozitif 

kontrol olarak %20 DMSO çözeltisi tercih edilmiştir.  

• 24 saat sonunda hücrelerin üzerindeki besi ortamı atılıp, 100 µL serumsuz, 

antibiyotiksiz besiyeri ve MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-il)-difeniltetrazolyum 

bromür) (Katalog no. M2128) ilave edilerek 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

•  Süre bitiminde kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılmış ve kuyucuklara 150 µL 

DMSO ilavesi yapılmıştır.  
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• Plaka 160 rpm’de çalkalayıcı üzerinde 5 dakika bekletilmiş ve 570 nm filtreye 

sahip mikroplaka okuyucuya (Perkin Elmer, ABD) yerleştirilerek absorbans 

okuması yapılmıştır. Sonuçlar; pozitif ve negatif kontrolleri de içerecek şekilde 

malzeme derişimlerini içeren % canlılık değerleri üzerinden değerlendirilmiştir. 

 

3.7. Ko-kültür ve Mono-kültür Çalışmaları 

Tez çalışmasının ilk kısmını oluşturan 3B modellerde ko-kültür çalışmaları hem 

geleneksel Corning model hem de yeni 3B adaptör model sistemler ile gerçekleştirilmiş 

olup kontrol grubu olarak mono-kültür ALI deneyleri yapılmıştır.  

3.7.1. Corning Model ile Gerçekleştirilen Ko-kültür Deneyleri 

ALI-kültür uygulamalarında kullanılan Corning firmasının önerdiği ve literatürde 

kullanılan yönteme göre de ko-kültür çalışmaları yapılıp yeni 3B adaptör model sistemler 

ile gerçekleştirilen ko-kültür deneyleri ile karşılaştırılmıştır. 

Corning firmasının önerdiği sisteme göre deneyin yapılışı 

• 24 kuyucuklu plakanın kapağı zemine konulmuş ve üzerine ters çevrilmiş şekilde 

transwell insert yerleştirilmiştir (Şekil 3.5). 

•  Ters çevrilmiş olan insert’in üzerine fibroblast hücresi (ATCC® CCL-204™) 

(pasaj 11) (1,0x105
 hücre/kuyucuk) alınarak membranın tam üzerine gelecek 

şekilde bir damla (50 µl) bırakılmıştır. 

• Plakanın alt gövdesi insert’i kuyucuk içerisinde tutacak şekilde üzerine 

kapatılmıştır (Şekil 3.5). 

• Plaka, sarsmadan alınarak ters bir şekilde inkübatöre yerleştirilmiş ve hücrenin 

tutunma süresine göre (fibroblast hücreleri için 3 saat) inkübatörde bekletilmiştir. 

• Bu süre sonunda plaka inkübatörden alınarak kabin içerisinde ters döndürülerek 

kapak kaldırılmıştır.  

• Bundan sonraki işlemde transwell insert’in apikal kısmına 1,0x105
 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde epitel hücre ekimi gerçekleştirilmiştir; insert apikalden BEGM 

besiyeri ile bazalden ise EMEM ile beslenerek plaka yeniden inkübatöre 

alınmıştır. 
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• Epitel hücreler transwell membran üzerini tamamen kaplayıncaya kadar (2-4 gün) 

beslemeye devam edilmiştir. 

• Epitel hücrelerin membran yüzeyini %100 kaplamasından sonra farklılaştırma 

prosedürü uygulanmıştır. 

• Hava-sıvı arayüzü (ALI) ortamına maruz bırakılmak üzere apikal kısmından 

besiyeri tamamen uzaklaştırılmış; hücreler sadece bazalden (500 µl) beslenmiştir. 

• Epitel hücreler 21 gün boyunca farklılaştırılmak üzere sadece bazalden 

beslenmeye devam edilmiştir.  

 

 
Şekil 3.5. Corning sistemi ile gerçekleştirilen ko-kültür deneyinin yapılışı 

 

3.7.2. Yeni 3B Modellerde Gerçekleştirilen Ko-kültür Deneyleri 

3B baskısı alınmış adaptör modeller, otoklav ile steril edildikten sonra biyogüvenlik 

kabini içerisine alınmış ve montajı yapıldıktan sonra (Şekil 3.6) plaka içerisine 

yerleştirilmiştir. 
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Şekil 3.6. Yeni 3B adaptör modelin kurulum aşamaları. (a)  6,5 mm çapına sahip orijinal 

transwell insert (b) Transwell insert’in ters çevrilmiş hali (c) b’de gösterilen transwell’in 

içine geçecek olan ve membranın ters yüzeyine ekim sırasında alt kısma besiyeri geçişini 

önleyecek sıkıştırıcı aparat (alt adaptör) (d) 1-4 mm ölçülerine sahip O-ring sızdırmazlık 

elemanı (e) O-ring’in c’deki alt adaptör girintisine takılmış hali (f) Transwell membranın 

ters yüzeyine hücre ekimi yapıldıktan sonra hücre yapışması ve inkübasyonu sırasında 

besiyeri haznesini oluşturacak üst adaptör (g) Alt-üst adaptör ve transwell’in bir arada 

kullanıldığı transwell-adaptör sisteminin birleştirilmiş hali 

Kurulumu tamamlanan modeller üzerinde hücre ekim (ko-kültür) çalışmalarına 

geçilmiştir.  

Yeni 3B adaptör modellerde ko-kültür deneyinin yapılışı 

• Transwell insert, alt ve üst adaptör, O-ring halkası ve 24 kuyucuklu plaka 

hazırlanarak kabin içerisine alınmıştır. 

• 24 kuyucuklu plaka içerisine O-ring takılı alt adaptör yerleştirilmiş ve üzerine üst 

adaptör takılarak iyice sıkıştırılmıştır. 

• Montajı yapılmış tüm sistem plaka içerisindeki kuyucuklara yerleştirilmiştir. 
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• Plakanın yeni yapılmış ek parçası plaka üzerine oturtularak hazır hale 

getirilmiştir. 

• Ters çevrilmiş transwell membranın üzerine 1,0x105 hücre/kuyucuk fibroblast 

hücresi ekilmiş ve plakanın kapağı kapatılarak inkübatöre yerleştirilmiştir. 

• 3-4 saatlik süre sonunda plaka inkübatörden alınmış; modelin üst ve alt adaptörü 

sistemden sökülerek kaldırılmış ve transwell insert orijinal düz haline getirilerek 

plaka içerisine yerleştirilmiştir. 

• Bu aşamadan sonra transwell üzerine 1,0x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde epitel 

hücresinin ekimi gerçekleştirilmiştir. 

• Transwell insert’in alt kısmında fibroblast hücre için kullanılan EMEM besiyeri; 

üst kısmında ise epitel hücre için kullanılan BEGM besiyeri konularak inkübatöre 

alınmıştır. 

• Hücrelerin besiyerleri bazalden 500 µl, apikalden 100 µl olacak şekilde iki günde 

bir değiştirilerek çoğalmaları kontrol edilmiştir. 

• Transwell insert’ler yüzey alanını tamamen kaplayacak seviyeye geldiğinde 

farklılaştırma adımına geçilmiştir (Yaklaşık 2-4 gün). 

• Farklılaştırma adımı için hücrelerin apikal ve transwell insertin bazal kısmında 

yer alan besiyerleri uzaklaştırılarak alt hazneye farklılaştırma besiyeri (1:1) 

eklenmiştir. 

• Transwell’in apikal kısmına besiyeri eklenmeden hücrelerin hava yüzeyi ile temas 

etmesi sağlanmıştır.  

• Hücreler 37°C sıcaklıkta, %95 nem ve %5 CO2 içeren ortam koşullarında inkübe 

edilmiştir. 

• Farklılaştırma besiyerinin iki günde bir değişimi yapılarak 21 gün boyunca 

farklılaşma işlemine devam edilmiştir. Yeni 3B adaptör modellerde ko-kültür 

deneyinin yapılışı Şekil 3.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.7. Yeni 3B kültür sistemi ile gerçekleştirilen ko-kültür deneyinin aşamaları. (1: 

Sistemdeki tüm unsurların deney öncesi hazırlanması (24 kuyucuklu plaka, alt adaptör, 

üst adaptör, transwell-insert) 2: Plaka içerisine yerleştirilen alt adaptörün gösterilmesi. 3 

ve 4: Alt adaptör üzerine ters çevrilerek yerleştirilen transwell insert görüntüleri. 5 ve 6: 

Transwell insert üzerine geçirilmiş üst adaptör görüntüleri. 7 ve 8: 24 kuyucuklu plaka 

etrafına yerleştirilen yeni kapak çerçevesi. 9 ve 10: 24 kuyucuklu plaka kapağının 

kapatılması. 11: Model üzerinden hücre ekiminin gerçekleştirilmesi. 12: Ekim 

yapıldıktan sonra plaka kapağının kapatılması. 13: Plakanın inkübatöre yerleştirilmesi. 

14: 24 saat sonra plakanın inkübatörden alınıp üzerindeki besiyerin çekilmesi. 15: Üst 

adaptörün sistemden çıkartılması. 16 ve 17: Transwell’in alt adaptörden ayrılması. 18: 

Transwell-insert’in pens yardımıyla tutulup 24 kuyucuklu plakaya yerleştirilmesi. 19: 

Plakanın alt ve üst haznesine (apikal-bazal) besiyeri ilave edilmesi. 20 ve 21: Kapağın 

kapatılması ve yeniden inkübatöre yerleştirilmesi). 
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3.7.3. Epitel Hücrelerin Hava-Sıvı Arayüzü (ALI) Yöntemi ile Farklılaştırılması 

Tripsin ile kaldırılan epitel hücreleri 0,4 µm por çapına sahip transwell insertler’in apikal 

kısmına 1,0 x 105 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiştir. Bu şekilde yaklaşık 3-4 gün 

süresince kültüre edilen hücreler transwelli tamamen kapladığında üst besiyerleri 

uzaklaştırılarak transwell’in bazal kısmına 25 μM retinoik asit içeren 1:1 oranında 

BEGM: DMEM besiyeri konularak farklılaştırmaya alınmıştır. Transwell’in bazal 

kısmında besiyeri değişimi yapılarak 21 gün süreyle hücreler 37 ºC’de %5 CO₂ ortamında 

inkübe edilmiş ve besiyeri 2 günde bir değiştirilmiştir. 7 günde bir TEER (Transepitelyal 

Elektriksel Rezistans) ölçümü gerçekleştirilmiş ve 3 hafta boyunca değerler 

kaydedilmiştir. 

3.7.4. Trans-Epitelyal Elektriksel Rezistans (TEER) Ölçümü 

Trans-epitelyal elektrik direnci, bir hücresel tek tabaka boyunca elektrik direncinin 

ölçümüdür ve tek tabakanın bütünlüğünü ve geçirgenliğini doğrulamak için kullanılan 

çok hassas ve güvenilir bir yöntemdir [183]. Bu teoriye göre direnç, elektrotlara bir doğru 

akım (DC) voltajı uygulanarak ve elde edilen akım ölçülerek belirlenir. Ohm (Ω) cinsinden 

ölçülen TEER değerleri hücrelerin bariyer bütünlüğü ile doğru orantılıdır. Örneğin, 

hücreler çoğaldıkça hücre katmanın sağlam olduğu öne sürülür ve TEER değerleri yükselir. 

Öte yandan azalan TEER değerleri, bariyer bütünlüğünün bozulduğunun ve/veya sıkı 

bağlantıların gevşediğinin bir göstergesi olarak kabul edilmektedir [184].   

• TEER ölçümleri bir epitelyal voltmetre (Millicell® ERS-2 Voltohmmeter) cihazı 

kullanılarak ölçülmüştür (Şekil 3.8).  

• Ölçüm öncesi besiyeri ve PBS, su banyosunda 37 ºC’ye ısıtılmıştır.  

• Transwell insertine ekilmiş olan hücrelerin üstüne 200 µl PBS eklenerek 5 dakika 

boyunca etüvde inkübe edilmiştir.  

• TEER ölçüm cihazının kısa ucu transwell insertin apikal kısmına, uzun ucu ise 

transwell’in bazal kısmındaki sıvı içerisine yerleştirilerek iki çember arasındaki 

elektriksel fark ölçülmüştür.  

• Ölçüm sonrasında apikalde bulunan PBS uzaklaştırılmış ve bazal kısmına yeni 

besiyeri eklenerek etüve kaldırılmıştır. 
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Şekil 3.8. TEER ölçüm cihazı ve yöntemi 

3.7.5. Transwell Membranların Hematoksilen & Eozin Boyama ile Görüntülenmesi 

Farklılaştırılan hücre gruplarında çekirdek boyaması yapılmış ve bu amaçla ticari olarak 

satın alınan “Hematoksilen ve Eozin Boyama Kiti” (ScyTek Laboratories, ABD) 

kullanılmıştır.  

Transwell membranların kesit alınması işleminde kriyostat cihazından (Thermo Fisher 

Scientific) yararlanılmıştır. Bu amaçla aşağıdaki adımlar gerçekleştirilmiştir: 

• Transwell membranlar önce %4’lük paraformaldehit çözeltisi ile fikse edilmiştir. 

• PBS içerisinde %30’luk sükroz çözeltisi hazırlanmış ve membranlar bu çözelti 

içerisinde 4oC’de gece boyu bekletilmiştir. 

• Ertesi gün membranlar %30 sükroz: OCT (1:1) karışımı içerisine aktarılmış ve 

oda sıcaklığında 1-2 saat inkübe edilmiştir. 

• Bu süre sonunda membranlar %100 OCT içerisine aktarılmış ve oda sıcaklığında 

15 dakika inkübe edilmiştir. 

• Membranlar 2-4 parçaya bölünerek soğuk metal kasetler üzerindeki %100 OCT 

içerisine dikey olacak şekilde gömülmüştür. 

• Cihaz içerisinde kuru buzda 5-10 dakika bekletilen donmuş örnekler kriyostat 

cihazı kullanılarak kesilmiştir. 5-10 µm olacak şekilde kesitler alınmıştır. 

• Kesitler boyama işlemi gerçekleştirilinceye kadar -20oC’de saklanmıştır. 

H&E boyaması kit protokolüne göre gerçekleştirilmiştir: 



42 

 

• Kriyostat kullanılarak kesit alınan lamlar OCT kalıntıları giderilinceye kadar 

distile su ile yıkanmıştır. 

• Kesitlerin üstünü tamamen kaplayacak şekilde hematoksilen boyası uygulanmış 

ve 3 dakika inkübe edilmiştir. 

• Kesitlerde yer alan hücreleri fazla boyadan arındırmak için lamlar distile su ile iki 

kez durulanmıştır. 

• Kesitlerin üzerini tamamen kaplayacak şekilde “Mavileştirme Reaktifi” (Bluing 

Reagent) solüsyonuyla 10-15 saniye inkübe edilmiştir. 

• Lamlar tekrar distile suyla iki kez durulanmış ve %100 alkol içerisine 

konulmuştur. 

• Kesitler sitoplazma boyaması için Eozin Y solüsyonuyla kaplanarak 2-3 dakika 

inkübasyona bırakılmıştır. 

• İnkübasyon sonrasında lamlar %100 alkol içerisinde tutulmuş ve 2 kere %100 

alkolden geçirilerek dehidre edilmiştir.  

• Lamlar temizlenerek üzerine ksilen (substitute) solüsyonu damlatılmış ve uzun 

süre korunması için entellan (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile kapatılmıştır. 

3.7.6. Transwell Membranların İmmünositokimya Analizi ile Görüntülenmesi 

Epitel hücrelerin farklılaşıp farklılaşmadıklarının belirlenebilmesi amacıyla ZO-1, β-

Tubulin, E-Kaderin ve MUC5AC proteinleri değerlendirilmiştir.  β-Tubulin IV, silli epitel 

hücrelerinin apikal kısmında ifade edilen hücre iskeleti farklılaşma belirteci; Muc5AC, 

goblet hücreleri tarafından ifade edilen bir mukus komponenti; ZO-1, epitel hücrelerde 

bariyer oluşumuna katkıda bulunan sıkı bağlantı proteini; E-Kaderin ise hücre adhezyon 

molekülü ve epitel hücre belirtecidir.  

• İmmünositokimya yöntemi, farklılaştırılan hücre membranlarının bistüri 

yardımıyla çıkartılıp bir lam üzerine yerleştirilmesi ve bu lamlar üzerinde floresan 

boyamanın yapılması suretiyle gerçekleştirilmiştir. 

• Lamların etrafı hidrofobik kalem ile işaretlenmiş ve membranlar bu işaretli daire 

içerisine yerleştirilmiştir. 
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• Fiksasyon için hücrelere 100 µl %4 PFA eklenerek +4°C’de 10 dakika inkübe 

edilmiştir. 

• Fiksatif madde membranlardan uzaklaştırılmış ve 3 kez PBS ile yıkanmıştır. 

• Geçirgenliklerinin artırılması için 100 µl %0,2 Triton X-100 + PBS membranların 

üzerine eklenmiştir ve 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

• Triton X-100 uzaklaştırılmış ve 3 kere PBS ile yıkanmıştır. 

• Primer antikorlar kullanılan antikor çeşidine göre (ZO-1: 1/50, β-tubulin: 1/50, E-

kaderin: 1/250, MUC5AC: 1/50) %1 BSA içerisinde seyreltilmiş ve 100 µl 

membranlara eklenerek oda sıcaklığında 2 saat inkübe edilmiştir. 

•  Primer antikor uzaklaştırılmış ve membranlar 4 kere PBS + %0,2 Triton X-100 

ile yıkanmıştır. 

• Sekonder antikorlar %1 BSA içerisinde seyreltilerek (primer antikorların 

seyreltme oranıyla aynı) hazırlanmıştır ve 100 µl lamellere eklenerek oda 

sıcaklığında 1 saat karanlıkta inkübe edilmiştir. 

• Sekonder antikor uzaklaştırılmış ve membranlar 4 kez PBS + %0,2 Triton X-100 

ile yıkanmıştır. 

• Hücre çekirdeklerinin boyanması için kapatma çözeltisi içeren DAPI boyası (1 

µg/mL) kullanılmıştır.  

• Membranların üzeri kapatılarak floresan mikroskopta görüntü alınmıştır. 

3.7.7. Farklılaştırılan Hücre Gruplarında Yer Alan Genlerin İfadesinin Belirlenmesi 

Yeni 3B ko-kültür, Corning model ko-kültür ve mono-kültür yapılarak gerçekleştirilen 

hücrelerde yer alan genlerin ifadesinin belirlenmesi amacıyla ‘‘Power SYBR Green PCR 

kiti’’ kullanılmıştır. Kullanılan bu kit ile epitel hücre farklılaşması ile ilişkili 4 spesifik 

genin ifadesi belirlenmiştir. İnternal kontrol olarak Peptidilprolil İzomeraz-A (PPIA) geni 

kullanılmıştır. İfadesi belirlenen genler Çizelge 3.2’de belirtilmiştir. Bu amaçla 

hücrelerden RNA izole edilmiş ve elde edilen RNA’dan cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir. 
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3.7.7.1. RNA İzolasyonu 

• RNA izolasyonu ‘‘E.Z.N.A Total RNA Kit I’’ (Omega Biotek, ABD) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 

• Transwell’lerin üzerindeki besiyeri çekildikten sonra PBS (1X) ile yıkanmıştır. 

• %2 β-Merkaptoetanol ilave edilmiş 350 µl RLT tamponu transwell’lerin apikal 

kısmına ilave edildikten sonra pipetaj yapılarak parçalanmıştır. 

• Temiz ependorfa alınan hücrelerin üzerine DEPC su ile sulandırılmış 350 µl %70 

soğuk etanol ilave edilmiştir. Tüpte oluşan faz ayrımı el ile hafifçe vurularak 

giderilmiştir. 

• Daha sonra bu karışımın tamamı 2 ml’lik toplama tüpü üzerine yerleştirilmiş 

kolon içerisine aktarılmıştır. 

• Tüpler 10.000 g’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. 

• Toplama tüpündeki sıvı boşaltılmıştır ve üzerine 500 µl Yıkama 

Tamponu I (Wash Buffer I) ilave edilmiştir. 

• Tüpler 10.000 g’ de 30 saniye santrifüj edilmiştir. 

• Kolon yeni bir toplama tüpü içerisine yerleştirilir. Üzerine 500 µl Yıkama 

Tamponu II (Wash Buffer II) solüsyonu ilave edilir ve 10.000 g’de 1 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

• Toplama tüpündeki sıvı boşaltılmıştır. Üzerine yine 500 µl Wash Buffer II 

solüsyonu ilave edilmiştir. 

• Tüpler 10.000 g’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. 

• Toplama tüpündeki sıvı boşaltılmıştır. Üzerine hiçbir şey ilave edilmeden 

tektar maksimum devirde 2 dakika santrifüj edilmiştir. 

• Kolon steril 1,5 ml ependorf tüp üzerine alınmış ve üzerine 50 µl RNaz 

içermeyen su ilave edilerek maksimum devirde 2 dakika santrifüj edilmiştir. 

• Elde edilen RNA örnekleri mikro-hacim spektrofotometre (Quawell, Çin) cihazı 

ile ölçülmüş ve kullanılıncaya kadar -80o
 C’ de saklanmıştır. 
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3.7.7.2. cDNA Sentezi 

• RNA’dan cDNA eldesi için ‘‘RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’’ 

(Thermo Fisher, K1622) kullanılmıştır. 

• Kitin içerisindeki tüm reaktifler çözdürülerek kısa süre santrifüj edilmiştir. 

• Örnekleri sulandırmadan önce tüm örnek konsantrasyonları eşit olacak şekilde 

hesaplama yapılmıştır (150 ng’a göre normalizasyon). 

• Hesaplanan RNA örneklerinin üzerine totalde 11 µl olacak şekilde distile su PZR 

tüplerine eklenmiştir. 

• Kitin içerisinde bulunan Oligo dT solüsyonundan 1 µl ilave edilmiş ve 65°C’de 5 

dakika boyunca PZR cihazında inkübe edildikten sonra 1 dakika buz üstünde 

bekletilmiştir. 

• Bu sırada her bir örnek için 4 µl reaksiyon tamponu, 2 µl dNTP, 1 µl Reverse 

Transcriptase ve 1 µl Ribolock RI içeren reaksiyon karışımı buz üzerinde 

hazırlanmıştır. 

• 5 dakika bitiminde reaksiyon karışımından örnek başına 8 µl alınarak PZR 

tüplerine eklenmiştir. 

• Hazırlanan PZR tüpleri tekrar termal döngüleyiciye konulmuştur ve cihaz 

42°C’de 60 dakika, 70°C’de 5 dakika olacak şekilde ayarlanarak örnekler inkübe 

edilmiştir. 

• Böylece elde edilen cDNA’lar gerçek zamanlı PZR’de kullanılmak üzere -20 

°C’de saklanmıştır. 

3.7.7.3. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) 

Gerçek zamanlı PZR ile gen ifadelerinin belirlenmesi amacıyla transwell insert’lerde 

büyütülen ve farklılaştırılan hücrelerden total RNA izolasyonu yapılmış ve cDNA’ya 

çevrilmiştir. Bu amaçla Power SYBR Green PCR kiti ABI 7500 fast cihazında 

kullanılmıştır.  

ZO-1 (TJP1) ve E-Kaderin (CDH1) genlerine özgü primerler kullanılarak gerçek zamanlı 

PZR ile gen ifadelerine bakılmıştır. Kontrol olarak Peptidilprolil İzomeraz-A (PPIA) geni 

kullanılmıştır. Gerçek zamanlı PZR’de kullanılacak genlere özgü primerler Çizelge 

3.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.2. PZR reaksiyonunda kullanılmak üzere tasarlanan primer dizileri 

Gen-Sembol İleri (forward) Primer Geri (reverse) Primer 

TJP1 GGGAGCACATGGTGAAGGTA ATCTTCTCGGTTTGGTGGTCTG 

CDH1 CCCAATACATCTCCCTTCACAG CCACCTCTAAGGCCATCTTTG 

PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC 

 

• Tüm cDNA örneklerinin değerleri en büyük değere göre eşitlenerek hesaplama 

yapılmıştır. Buna göre örnekler distile su kullanılarak uygun oranlarda 

seyreltilmiştir. 

• Bir örnek için gerekli reaksiyon karışımı; 5 µl 2X SYBR Green, 0,1 µl ileri primer, 

0,1 µl geri primer ve 1,8 µl distile su ile hazırlanmıştır (Çizelge 3.3). 

• Örnekler belirlenen 96-kuyucuklu plaka düzenindeki yerlerine kuyucuk başına 3 

µl olacak şekilde konulmuştur. 

• Örneklerin üzerine her kuyucuk için 7 µl hazırlanan reaksiyon karışımı 

eklenmiştir. 

• Şekil 3.9’daki döngü koşullarına göre gerçek zamanlı PZR gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 3.3. PZR reaksiyon karışımı  

Master Mix İçeriği Bir Örnek için 13X Total 

2X SYBR Green 5 µl 5 µl x 13 = 65 µl 

Forward Primer 0,1 µl 0,1 µl x 13 = 1,3 µl 

Reverse Primer 0,1 µl 0,1 µl x 13 = 1,3 µl 

Nükleazsız Su 1,8µl 1,8 µl x 13 = 23,4 µl 
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Şekil 3.9. PZR döngü koşulları 

3.8. Oluşturulan Ko-kültür Modellerinin Stimülasyonu ve Validasyonu 

ALI kültürde oluşturulmuş ko-kültür modelleri, hastalık modelinin taklit edilebilmesi 

amacıyla epitel hücre sıkı bağlantılarını yıktığı daha önce literatürde gösterilmiş olan 

alerjenlerden ev tozu akarı (House Dust Mite; HDM) ile muamele edilerek 24 saat 

uyarılmıştır. Primer bronş epiteli ile oluşturulan 3B transwell sistemleri HDM (Citeq, 

Hollanda; katalog no: 02.01.85) ile uyarım sonrasında hücre-hücre sıkı bağlantı 

oluşumunun kontrolü için TEER deneyleri gerçekleştirilmiştir. Ardından 

immünositokimya tekniği ile sıkı bağlantı proteinlerinin (ZO-1, E-kaderin) boyaması 

yapılarak validasyonları gerçekleştirilmiştir. 

3.8.1. Ev Tozu Akarı (HDM) ile Uyarılan Hücrelerde Mitokondriyel Aktivite ve 

Canlı/Ölü Hücre Tespiti 

Epitel hücrelerinin uyarımında uygun doz ve süre belirlemek amacıyla sağlıklı bronş 

epitel hücre hattı (BEAS-2B) 96-kuyucuklu plakalara ekilmiş ve 1, 10, 50 ve 100 µg/mL 

konsantrasyonlarında 24 saat HDM uyarımları yapılmıştır. Uyarım sonunda hücre 

canlılığı testleri (MTT; mitokondriyal aktivite testi ve canlı/ölü hücre boyaması) 

gerçekleştirilmiştir (n=3). Doz ve saate bağlı hücre görüntüleri incelenerek canlı ve ölü 

hücreler floresan mikroskobunda tespit edilmiştir. Her bir kuyucuğun en az 5 farklı 

bölgesinden görüntüler alınmıştır. 

3.8.2. HDM ve Sitokinlerle (IL-4 ve IL-13) Uyarılan Hücrelerde Canlı/Ölü Hücre 

Tespiti 

Epitel hücrelerinin HDM ile uyarılması deneyinden sonra ayrıca TH2 tip sitokinlerden 

olan IL-4 ve IL-13’ün HDM alerjeni ile 24 saatlik uyarımı yapılarak hücre canlılığı 

üzerine olan etkileri incelenmiştir.  Uygun doz ve sürenin belirlenmesi amacıyla IL-4+IL-
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13 sitokinlerinin yanında 1, 10, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarında HDM uyarımı ve 

HDM olmadan sadece IL-4+IL-13 uyarımı yapılmıştır. Uyarım sonunda hücre canlılığı 

testi EtBr/Kalsein AM floresan boyama kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

MTT solüsyonunun hazırlanışı 

• MTT tuzu 5 mg/ml konsantrasyonunda olacak şekilde steril PBS içerisinde ışık 

görmeyecek şekilde alüminyum folyo ile sarılarak 50 ml’lik falkonda 

çözdürülmüştür. 

• Hazırlanan solüsyon 0,22 µm’lik filtre kullanılarak süzülmüş ve alikotlanarak 

daha sonra kullanılmak üzere -20o C’de ışık almayacak şekilde saklanmıştır. 

MTT testi 

• 96 kuyucuklu plakalara 100 µl’de 1x104 olacak şekilde epitel hücre ekimi 

yapılmıştır. 

• Ertesi gün besiyeri uzaklaştırılarak hücreler belirlenen süre ve dozlarda HDM ile 

inkübe edilmiştir. 

• İnkübasyon süresi sonunda besiyeri uzaklaştırılarak kuyucuklara 100 µl besiyeri 

koyulmuştur. 

• Üstüne 10 µl MTT solüsyonundan (5 mg/ml) eklenerek inkübasyona bırakılmıştır. 

• Yaklaşık 3 saat sonra besiyeri uzaklaştırılmış ve formazan kristallerinin 

çözünmesi için kuyucuklara 100 µl DMSO eklenmiştir. 

• 570 nm’de plaka okuyucuda absorbans değerleri kaydedilmiş ve yüzde canlılık 

hesaplanmıştır. 

Canlı/ölü hücre tespiti 

• Canlı/ölü hücre ayırımı için EtBr/Kalsein AM floresan boyama kiti (Biotium 

Katalog no: 30002-T) kullanılmıştır. 

• 96 kuyucuklu plakalara 100 µl’de 1x104 olacak şekilde hücre ekimi yapılmıştır. 

• Ertesi gün kuyucuklardan besiyeri uzaklaştırılmış ve hücreler belirlenen süre ve 

dozlarda HDM alerjeni ile inkübe edilmiştir. 

• Kit içerisinde yer alan boya stok çözeltileri deney öncesi oda sıcaklığına 

getirilmiştir. 10 ml PBS içerisine 5 µl kalsein AM (4 mM) ve 20 µl EthD-III (2 
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mM) eklenerek 2 µM kalsein AM/4 µM EthD-III boyama solüsyonu 

hazırlanmıştır. 

• Serum esteraz aktivitesini kaldırmak için besiyeri uzaklaştırılarak PBS ile 

yıkanmıştır. 

• Yıkama sonrası hazırlanan boya çözeltisinden hücrelerin üzerine 50 µl 

eklenmiştir. 

• Boya eklendikten sonra plaka ışık görmeyecek şekilde alüminyum folyo ile 

kapatılarak oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edilmiştir. 

• İnkübasyon sonunda canlı ve ölü hücreler floresan mikroskobunda incelenmiştir. 

 

3.8.3. Tek Tabaka Hücre Kültür Sisteminde HDM ve Th2 Sitokinlerle Uyarılan A549 

Hücrelerinde Sıkı Bağlantıların İmmünositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi 

Gerçekleştirilen sitotoksik analizler sonrasında akciğer epitel hücre hattı olan A549 

hücrelerinde HDM alerjeni (50, 100 ve 200 µg/mL) ile IL-4 (25 ng/mL) ve IL-13 (25 

ng/mL) sitokinleri kullanılarak uyarım yapılmış ve sıkı bağlantı proteinlerin (ZO-1, E-

kaderin) analizi immünositokimya yöntemi ile floresan mikroskobu kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Bu amaçla çalışma öncelikli olarak yuvarlak lameller üzerine 1,0x105 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde hücre ekimi yapılarak gerçekleştirilmiştir. Hücreler çoğalıp lamellerin 

üzerini kapladıktan sonra üzerindeki besiyeri çekilmiş ve konsantrasyonları (1) 50 µg/ml 

HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml); (2) 100 µg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-

13 (25 ng/ml); (3) 200 µg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak şekilde 

uyarım gerçekleştirilmiştir. Plaka 37oC’ye ayarlı inkübatöre koyularak 24 saat 

bekletilmiştir. 24 saat sonra inkübatörden alınarak lameller üzerinde immünositokimya 

analizi yapılmıştır. İmmünositokimya prosedürü Bölüm 3.7.6.’da anlatıldığı gibi 

gerçekleştirilmiştir. 

3.8.4. Transwell Sisteminde HDM ve Th2 Sitokinlerle Uyarılan Primer Akciğer 

Epitel Sıkı Bağlantıların İmmünositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi 

Astımlı primer epitel hücrelerinin ALI kültür koşullarında HDM+IL-4+IL-13 alerjen ve 

sitokinleri ile uyarılması amacıyla öncelikli olarak 1,2x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 
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transwell insertler üzerine ekilmiştir. Hücreler çoğalıp membran yüzeyini kapladıktan 

sonra farklılaşmaya alınmıştır. 21 gün boyunca bazal kısımdan farklılaştırma besiyeri 

verilerek farklılaştırılan astımlı primer epitel hücreler, 21.günde transwell insert’lerin 

apikal kısmına 100 µg/ml HDM ve bazal kısmına da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) 

olacak şekilde uyarımları yapılmıştır. Plaka 37oC’ye ayarlı inkübatöre koyularak 24 saat 

boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası transwell membranlar üzerinde 

immünositokimya analizi yapılmıştır. İmmünositokimya prosedürü Bölüm 3.7.6.’da 

anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir. 

3.9. Biyobozunur Nanofiber Membranların Hazırlanması ve Üretim Koşullarının 

Optimizasyonu 

Tez çalışmasının ikinci kısmını oluşturan nanofiber membranlar elektroeğirme tekniği 

kullanılarak üretilmiştir. Bu amaçla Poli (L-Laktik Asit) ve Poli (e-Kaprolakton) 

polimerleri kullanılmıştır. 

3.9.1. Poli (L-Laktik Asit) (PLLA) Membranların Üretilmesi 

Çalışma kapsamında kullanılan PLLA (PL24, Corbion, intrinsik viskozite=1,5-2,0 dL/g) 

membranlarının hazırlanması ve üretim koşullarının belirlenmesi amacıyla optimizasyon 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla farklı çözücü ve/veya çözücü sistemleri 

kullanılmıştır. Çalışmalarda diklorometan (DCM), dimetilformamid (DMF), kloroform 

ve tetrahidrofuran (THF) çözücüleri kullanılarak literatürde belirlenen derişimlere göre 

PLLA’nın değişen konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlanmıştır. 

Çalışmada kullanılan PLLA (Purac-PL24 MA: 290.000-300.000 g/mol, Hollanda) 

polimeri tartılarak 20 mL’lik cam şişe içerisine alınmıştır. Tetrahidrofuran, 

dimetilformamid ve kloroform çözücüleri ayrı ayrı kullanılarak %4’lük (a/a) PLLA 

çözeltileri hazırlanmıştır. Bunun dışında ikili çözücü sistemleri kullanılarak 

Kloroform/DMF ve DCM/DMF %4’lük PLLA çözeltisi hazırlanmıştır. Hazırlanan bu 

çözelti 50oC’ye ayarlı manyetik karıştırıcıya alınmış ve çözününceye kadar 

karıştırılmıştır. Yaklaşık 48 saat sonra homojen bir çözelti elde edilmiştir. 

Elde edilen bu çözelti 2 ml’lik enjektöre (21G, Genject) alınarak elektroeğirme 

pompasına aktarılmıştır. Pompa üzerinde önce akış hızı belirlenerek polimerik çözeltinin 

enjektörden sabit bir hızla akıp akmadığı kontrol edilmiştir. Ardından elektroeğirme 

pompası başlatılarak sabit hızda akan polimerik çözeltiye 17kV değerinde bir potansiyel 
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fark (voltaj) uygulanmıştır. Elektroeğirme süreci boyunca DC güç kaynağı (ES30P, 

Gamma High Voltage) 17 kV’de tutulmuştur. İki bakır plaka üzerinde toplanan fiberlerin 

toplayıcı plaka üzerinde toplanma süreleri 2, 4 ve 6 saat ile sınırlandırılmıştır. 

Çalışmalarda uygulanması gereken optimal voltaj, uçuş mesafesi ve akış hızı 

paretmelerinin belirlenmesi çalışmaları gerçekleştirilmiş olup bu parametreler Çizelge 

3.4 ve Çizelge 3.5’te verilmiştir. 

 

 

Çizelge 3.4. %4 (a/a) PLLA-Kloroform çözeltisi için belirlenen sistem parametreleri 

 

 

Çizelge 3.5. %4 (a/a) PLLA-(DCM/DMF) çözeltisi için belirlenen sistem parametreleri 

 

 

3.9.2. Poli (e-Kaprolakton) (PCL) Membranların Üretilmesi 

Çalışma kapsamında kullanılan PCL membranlarının hazırlanması ve üretim koşullarının 

belirlenmesi amacıyla optimizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 

çalışmalarda DMF ve THF çözücüleri kullanılarak literatürde belirlenen derişimlere göre 

PCL’nin değişen konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlanmıştır. 

PCL (Purasorb PCL12; Corbion, intrinsik viskozite=1,0-1,3 dL/g) membranının 

hazırlanması amacıyla %12,5; %15 ve %17,5 olmak üzere üç farklı konsantrasyonda 

çözelti hazırlanmıştır. Çözeltiler Tetrahidrofuran ve Dimetil formamid çözücülerinden 

birebir oranda karıştırılarak hazırlanmıştır [1:1 THF/DMF (a/h)]. Hazırlanan bu çözeltiler 



52 

 

manyetik karıştırıcıya alınmış ve çözününceye kadar karıştırılmıştır. Yaklaşık 3 saat 

sonra homojen bir çözelti elde edilmiştir. Elde edilen bu çözelti, önceden kesilip uçları 

küt haline getirilen insülin enjektörü (26G) ve 2 ml’lik (21 G) şırıngaya alınarak 

elektroeğirme pompasına aktarılmıştır. Pompa üzerinde akış hızı belirlenerek polimerik 

çözeltinin enjektörden sabit bir hızla akıp akmadığı kontrol edilmiştir. Ardından 

elektroeğirme pompası başlatılarak sabit hızda akan polimerik çözeltiye 17kV’lık bir 

potansiyel fark (voltaj) uygulanmıştır. Elektroeğirme süreci boyunca DC güç kaynağı 

(ES30P, Gamma High Voltage) 17 kV’de tutulmuştur ve 2, 4 ve 6 saat olmak üzere farklı 

sürelerde elektroeğirme işlemi uygulanmıştır. 

3.9.3. Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL Membranların Karakterizasyonu  

3.9.3.1. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi 

Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL membranların morfolojileri, fiber çap kalınlıkları ve 

dağılımlarının belirlenmesi amacıyla SEM (TESCAN, GAIA3) analizi 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla üretilmiş membranlardan 1 cm2’lik örnekler hazırlanarak 

analiz öncesinde iletken karbon bant (stub) üzerine konularak altın/paladyum (Au/Pd) 

alaşımı ile kaplanmıştır ve farklı büyütmelerde görüntüler alınmıştır. Kaplama cihazına 

(Leica EM ACE600) alınan örnekler 4 nm kalınlığında kaplandıktan sonra taramalı 

elektron mikroskobunda incelenmiştir. Elde edilen görüntüler üzerinden rasgele 

örneklemler alınarak Image J yazılımı yardımıyla fiber çapları ortalama±standart sapma 

cinsinden hesaplanmıştır. 

3.9.3.2. Membranların Kalınlıklarının Tayini  

Toplayıcı plaka üzerinden dikkatli bir şekilde sıyırılarak kaldırılan elektroeğirilmiş 

membranlar 3x3 cm olacak şekilde kesilerek hazırlanmış ve toplam 10 numunenin 

üzerinden 3 farklı noktadan dijital kumpas (ölçüm aralığı: 0-150mm / 0-6 inç; doğruluk: 

±0,03 mm Insize, Çin) kullanılarak kalınlık ölçümleri yapılmıştır. Elde edilen ölçüm 

sonuçları ortalama±standart sapma şeklinde kaydedilmiştir. 

3.9.3.3. Toplam Reflektansı Azaltılmış Fourier Dönüşüm Kızılötesi 

Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi  

Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yapı analizlerinin yapılması ve 

üretim metodundan kaynaklanan olası safsızlıkların belirlenebilmesi amacıyla ATR-

FTIR spektrofotometresi (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) kullanılmıştır. 
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Spektrum 400-4000 cm-1 dalga sayısı aralığında, 4 cm-1 çözünürlükte kaydedilmiştir ve 

elde edilen spektrumlar Thermo Electron Corporation, Omnic yazılımı kullanılarak 

incelenmiştir. 

3.9.3.4. Kapiler Akış Porometresi ile Gözenek Boyutunun Belirlenmesi 

PLLA ve PCL membranlarının ortalama gözenek çapı ve dağılımının belirlenebilmesi 

amacıyla Porometre cihazından (Capillary Flow Porometry/Quantachrome 3G, 

İTÜ/MEMTEK) yararlanılmıştır.   Elektroeğirme tekniği ile üretilen membranlar örnek 

haznesinin içini kaplayacak boyutlarda (18 mm) kesilerek porometre cihazına 

yerleştirilmiştir. Ve belirlenen basınç altında analiz gerçekleştirilmiştir. 

3.9.3.5. Çekme Testi ile Mekanik Dayanım Tayini  

Elde edilen membranların mekanik dayanımları 50 N’luk yükleme kapasitesine 

sahip mekanik test cihazı ile test edilmiştir (Zwick/Roell Z250, Almanya). Bu amaçla, 

farklı kalınlıklara sahip (3 farklı koşul) elektroeğirilmiş membranlar 1x1 cm şeklinde 

kesilip cihazın kulpları arasına yerleştirilmiş ve mekanik test cihazının germe hızı 10 

mm/dk’ya ayarlanmıştır. İşlem sonunda membranların maksimum gerilim dirençleri ve 

elastik modülleri kaydedilmiştir (n=3). 

3.9.3.6. Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL Membranların Bozunma Davranışlarının 

Belirlenmesi 

PLLA ve PCL membranlarının in vitro bozunma testleri için, membranlar 1x1 cm2’lik 

kare parçacıklar şeklinde kesilerek hazır hale getirilmiştir. Çalışmaya başlamadan önce 

örnekler %70’lik etanol çözeltisi içerisinde 2 saat boyunca steril edilmiş ve etanol 

kalıntılarının giderilmesi amacıyla 3 kere steril PBS ile yıkanmıştır. Sterilizasyon işlemi 

sonrası membranlar 24 kuyucuklu plakaya yerleştirilerek enzimatik ve hidrolitik 

bozunma şeklinde iki gruba ayrılmıştır. Hidrolitik bozunma; 1 mL PBS (0.01M, pH 7,4) 

ile enzimatik bozunma ise 1 mL Proteinaz-K (2 mg/mL) çözeltisi ile gerçekleştirilmiştir. 

Membranlar çalkalamalı inkübatör içerisinde 37oC sıcaklıkta 28 gün boyunca inkübe 

edilmiş ve haftada 1 kez inkübasyon çözeltileri yenilenmiştir. Deney süresini tamamlamış 

malzemeler yıkanıp fazla suyu uzaklaştırılmış ve tartım işlemine kadar inkübatör 

içerisinde kurutulmuştur. Kuru membran ağırlıkları her hafta 7, 14, 21 ve 28. günlerde 

inkübatörden alınıp kurutulmuş ve ağırlıkları ölçülerek başlangıç kuru ağırlıklarına göre 

kütle kayıpları not edilmiş ve % kütle kaybı cinsinden grafiğe aktarılmıştır. 
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28 günlük bozunma deneyinin dışında membranlar ayrıca ek bozunma testlerine tabi 

tutulmuştur. Bu amaçla hücre kültür koşullarını birebir yansıtacak şekilde PLLA ve PCL 

membranları (1) besiyeri ortamında (2) PBS’e göre daha fizyolojik koşulları yansıtan bir 

çözelti olan Ringer çözeltisi içerisinde 6 ay boyunca inkübasyona bırakarak iki farklı 

deney seti daha gerçekleştirilmiştir. Deney setinin düzeneği Şekil 3.10’da gösterilmiştir. 

Şekil 3.10. PLLA ve PCL membranlarında besiyeri ve Ringer çözeltisi ortamında 

degradasyonun başlatılması 

3.9.3.7. PLLA ve PCL Membranlarının Sitotoksisite Analizi 

Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL membranlarının in vitro sitotoksisite etkilerinin 

araştırılması amacıyla TS EN ISO 10993-5 Vücut Dışı Sitotoksisite Deneyleri ve TS EN 

ISO 10993-12 Tıbbi Cihazların Biyolojik Değerlendirmesi- Numune Hazırlanması ve 

Referans Malzemeleri standartları esas alınarak yapılmıştır. 

Çalışma kapsamında üretilen malzemelerin sitotoksisite analizleri ISO uzmanlarınca 

uygunluğu belirlenmiş standart hücre hatlarından biri olan L929 fare fibroblast hücreleri 

(NCTC clone 929, ATTC) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Pasaj 35 halinde sıvı azot 

ortamında saklanılan hücreler hızlı bir şekilde 37°C’de çözülüp %10 fetal bovin serumu 

(FBS) (Biowest, Fransa), %1 Penisilin/Streptomisin (Katalog no. PS-B, Capricorn, 

Almanya) ve %1 L-glutamin (Sigma G6392) içeren düşük glikozlu DMEM (Katalog no. 

12-707F, Lonza) besiyerinde, 75 cm2’lik flasklar içinde, 37 °C’de, %95 O2 ve %5 CO2 

içeren inkübatörde çoğaltılmıştır. %80-90 üreme yoğunluğuna ulaşan hücreler 

pasajlanarak 96 kuyucuklu kültür kaplarına her kuyucukta 1x104 hücre olacak şekilde 

ekim yapılmıştır. 

Sitotoksisite analizinin gerçekleştirilmesi amacıyla test edilecek malzemeler standarttaki 

çizelgede belirtilen özütleme oranı ölçülerine göre 2 cm x 6 cm boyutlarında kesilerek 

hazırlanmış ve %70 (h/h) alkol ile 2 saat steril edilmiştir. Ardından 6 cm2/mL derişiminde 

olacak şekilde ekstraksiyon (özüt) besiyeri hazırlamak için membranlar üzerine serumsuz 
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besi ortamı eklenerek 37°C’de, CO2 etüvünde 72 saat boyunca inkübe edilmiştir. Süre 

bitiminde membranlar uzaklaştırılarak ekstraksiyon besiyeri üzerine serum ve antibiyotik 

ilavesi yapılmıştır. Hücreler 96 kuyucuklu besiyerine ekildikten ve 24 saat kültüre 

edildikten sonra ekstraksiyon besiyerinin hazırlanan farklı derişimleri (%100; %50; %25; 

%12,5; %6,25) ile muamele edilmiştir (100 µl besiyeri/kuyucuk). Tüm kuyucuklara 10 

µl MTT (5 mg/ml) solüsyonundan eklenerek 3 saat boyunca 37°C’de inkübasyona 

bırakılmıştır. 3 saat sonunda besiyeri uzaklaştırılmış ve formazan kristallerinin çözünmesi 

için her kuyucuğa 100 µl DMSO eklenmiştir. Plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans 

okunmuş ve yüzde canlılık değerleri olarak grafiğe aktarılmıştır. Deneyler 3 tekrarlı 

olarak gerçekleştirilmiş olup negatif kontrol olarak hücrelerin çoğaldığı besi ortamı, 

pozitif kontrol olarak DMSO kullanılmıştır.  

3.9.4. PLLA ve PCL Membranlarda Hücre Kültürü Deneyleri 

PLLA ve PCL biyobozunur membranlar üzerinde gerçekleştirilen hücre kültürü 

çalışmaları ko-kültür ve mono-kültür deneyler olarak gerçekleştirilmiş olup farklı hücre 

ve hücre hatları (insan) kullanılarak değerlendirilmiştir. Bu amaçla BEAS-2B sağlıklı 

bronş epitel hücresi, A549 akciğer kanserli alveolar bazal epitel hücresi, CCD-16Lu 

sağlıklı akciğer fibroblast hücresi kullanılarak hücre kültürü deneyleri 

gerçekleştirilmiştir. 

3.9.4.1. Biyobozunur Transwell İnsert’lerin Hazırlanması 

PLLA ve PCL membranlarda hücre kültürü çalışmalarına geçmeden önce bir dizi hazırlık 

sürecinden geçilmiştir. Bu amaçla önceden kullanılmış ve işlevi tamamlanmış Corning 

transwell’ler üzerinde bulunan ve biyobozunur olmayan PET (polietilentereftalat) 

membranlar bistüri yardımıyla kesilerek yerinden çıkarılmıştır. Membran içermeyen 

transwell insert’ler %70 etil alkol içerisinde 6 saat tutularak steril edilmiştir. Süre sonunda 

transwell’ler yıkanarak kurumaya bırakılmıştır. Biyobozunur nanofiberlerin Corning 

transwell’lere yapıştırılması, biyouyumlu bir yapıştırıcı olan Kwik-sil (silikon elastomer, 

WPI) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla PLLA ve PCL membranlar yaklaşık 7 

mm çapında olacak şekilde yuvarlak diskler halinde kesilerek hazırlanmıştır. Mevcut 

transwellerdeki biyobozunur olmayan PET membranı, biyobozunur nanofiber 

membranlar ile yer değiştirilerek manuel olarak yapıştırılmıştır (Şekil 3.11). 

Transwell’lere yapıştırılan membranlar yine %70 alkol ile sterilizasyon işlemine tabi 
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tutulmuş ve ardından fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile yıkama yapıldıktan sonra 

kurutulmuştur.  

 

Şekil 3.11. Biyobozunur membranların transwellere yapıştırılması 

3.9.4.2. PLLA ve PCL Membranlarda Hücre Proliferasyonu Analizi 

PLLA ve PCL membranlar üzerinde hücre proliferasyonunun olup olmadığı, DNA miktar 

artışı (ng/ml) üzerinden ‘‘CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit’’ (Thermo Fisher 

Scientific, ABD) kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Deneyin yapılışı: 

• PLLA ve PCL membranlar 96 kuyucuklu plaka ölçülerinde 6 mm’lik yuvarlak 

diskler şeklinde kesilerek hazırlanmıştır. Hazırlanan membranlar %70 alkol ile 

2 saat steril edildikten sonra PBS ile yıkanarak kurumaya bırakılmıştır. 

• Membranların üzerine hücre yapışmasını artırmak amacıyla her kuyucuğa 50 µl 

olacak şekilde FBS eklenerek 37°C’de %95 nem %5 CO2 içeren inkübatörde 

gece boyu bekletilmiştir. 

• Başlangıç hücre konsantrasyonu 1,0x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde CCD 

16-Lu fibroblast hücrelerinin ekimi gerçekleştirilmiştir. 

• Deney 1., 2., 3. ve 4. günlerdeki hücre proliferasyonunu test edecek şekilde 

tasarlanmış ve ‘‘CyQuant Cell Proliferation Assay’’ kitine uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

• 4.günün sonunda her bir kuyucuk içerisindeki besiyeri çekilerek 1X PBS ile 

yıkama yapılmış ve plakalar -80oC’ye kaldırılmıştır. 

• Kit içeriğinde belirtilen talimatlara uygun olarak DNA standardı ve çalışma 

solüsyonu hazırlanmıştır.  

• Hücreler, içeriğinde CyQuant GR boyası ve lizis tamponunun olduğu bu çalışma 

solüsyonu ile muamele edildikten sonra 2-5 dk inkübe edilmiştir.  
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• Bu süre sonunda floresan mikroplaka okuyucu yardımıyla (eksitasyon:480 nm 

ve emisyon:520 nm) ölçüm yapılmıştır. Sonuçlar, DNA standart grafiği baz 

alınarak ng/ml olarak hesaplanmış ve Hücre Proliferasyon Grafiği olarak 

verilmiştir. 

3.9.4.3. PLLA ve PCL Membranlarda Ko-kültür ve Mono-kültür Çalışmaları 

PLLA ve PCL membranların transwell insert’lere Kwik-Sil ile yapıştırılmasından sonra 

membranlar üzerinde hem ko-kültür hem de mono-kültür deneyleri gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 3.12). 

3.9.4.3.1. PLLA ve PCL membranlarda mono-kültür deneyi 

PLLA ve PCL membranlar transwell üzerine yapıştırıldıktan sonra 24 kuyucuklu plaka 

içerisine yerleştirilmiş ve öncelikli olarak üzeri FBS ile kaplanarak serum proteinlerinin 

membran yüzeyine çökmesi ve membranların daha iyi yapışması için 37o C’de %95 nem, 

%5 CO2 içeren inkübatörde gece boyunca tutulmuştur. Ertesi gün flaskı kaplayan epitel 

hücreler tripsinize edilerek kaldırılmış ve 1,0 x 105 hücre/membran olacak şekilde 

hücreler membran yüzeylerine apikalden ekilerek inkübatöre alınmıştır. Daha sonra 

standart ALI kültürü prosedürü uygulanmıştır. 3 gün boyunca bazalden 500 µl; apikalden 

100 µl’lik BEGM besiyeri ile beslenen hücreler 3.günün sonunda farklılaşmaya 

alınmıştır. Bu aşamada apikaldeki sıvı tamamen uzaklaştırılıp hava ortamına maruz 

kalacak şekilde açıkta bırakılmış ve hücreler sadece bazal kısımdan beslenmiştir. 

Yaklaşık 25 gün boyunca kültüre edilen hücreler, farklılaşmaya geçildikten sonra 21.güne 

kadar her hafta 1/7/14/21.günlerde TEER ölçümü yapılmıştır. 

3.9.4.3.2. PLLA ve PCL membranlarda ko-kültür deneyi 

PLLA ve PCL membranlar transwell üzerine yapıştırıldıktan sonra 24 kuyucuklu plaka 

içerisine ters bir şekilde yerleştirilmiş ve membranların arka kısımları FBS ile kaplanarak 

37o C’de %95 nem, %5 CO2 içeren inkübatörde gece boyunca tutulmuştur. Ertesi gün 

flaskı kaplayan fibroblast hücreleri (CCD 16-Lu) tripsinize edilerek kaldırılmış ve 1,0 x 

105 hücre/membran olacak şekilde fibroblast hücrelerinin ekimi sağlanmıştır (Şekil 3.12). 

Membranların ters yüzeylerine önce 20 µl olacak şekilde hücre ekimi yapılarak 

inkübatöre alınmış ve yarım saatte bir kontrol edilerek yaklaşık 2 saat sonra geri kalan 80 

µl’lik hücre süspansiyonu ilave edilmiştir. 2-3 saat sonra plaka ters çevrilerek düz 

pozisyona getirilmiştir. Bu aşamadan sonra membranların apikal yüzeylerine epitel 
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hücrelerinin ekimi sağlanmıştır (1,0 x 105 hücre/membran). Bu şekilde hem alttan hem 

de üstten hücre ekilerek ko-kültüre edilen PLLA ve PCL membranlar 3 gün boyunca 

bazalden 500 µl; apikalden 100 µl’lik BEGM besiyeri ile beslenmiştir. Hücreler 3.günün 

sonunda farklılaşmaya alınmıştır. Bu aşamada apikaldeki sıvı tamamen uzaklaştırılıp 

hava ortamına maruz kalacak şekilde açıkta bırakılmış ve hücreler sadece bazal kısımdan 

EMEM: BEGM (1:1) farklılaşma besiyeri ile beslenmiştir. Yaklaşık 25 gün boyunca 

kültüre edilen hücreler, farklılaşmaya geçildikten sonra 21.güne kadar her hafta 

1/7/14/21.günlerde TEER ölçümü yapılmıştır. 

 

Şekil 3.12. Kwik-sil ile yapıştırıldıktan sonra transwell-membranlar üzerinde mono-

kültür ve ko-kültür deneylerinin şematik gösterimi [185]. 

3.9.4.4. PLLA ve PCL Membranlarda TEER Ölçümleri 

PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen Trans-Epitelyal Elektriksel Rezistans 

(TEER) ölçümleri Bölüm 3.7.4. başlığında anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir.  

3.9.4.5. PLLA ve PCL Membranların Hematoksilen&Eozin Boyama ile 

Görüntülenmesi 

PLLA ve PCL membranlarda Hematoksilen&Eozin boyama çalışmaları Bölüm 3.7.5. 

başlığında anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir.  
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3.9.4.6. PLLA ve PCL Membranların İmmünositokimyasal Analiz ile 

Görüntülenmesi 

PLLA ve PCL membranlarda İmmünositokimya analizleri Bölüm 3.7.6. başlığında 

anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir.  

3.10. İstatistiksel Analiz 

Tüm istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 programı kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Veriler tekrarlı ölçüm yapılan analizler için ortalama ± standart sapma değerleri ile 

belirtilmiştir. Farklı grupların istatistiksel olarak karşılaştırılmasında ikiden fazla grup 

karşılaştırması için iki yönlü ANOVA testi kullanılmış ve p-değerinin 0,05’ten az olduğu 

durumlar anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

Sunulan tez çalışmasının ilk aşamasında ALI kültüründe kullanılmak üzere yeni 

adaptörler tasarlanmış, çizimleri gerçekleştirilmiş ve 3 boyutlu baskısı alındıktan sonra 

hücre kültüründe kullanılmak üzere denemeler yapılmıştır. Bu amaçla öncelikli olarak 

modeller üzerine besiyeri konulup sızıntının olup olmadığı test edilmiştir. Başarısız olan 

modeller için yeniden tasarımlar yapılıp çizimler gerçekleştirilmiştir. Böylelikle 8 farklı 

modelin baskısı alınıp hem sızıntı denemeleri hem de modeller üzerinde sitotoksisite 

çalışmaları yapılmıştır. Başarılı bulunan model ile ko-kültür çalışmalarına geçilmiştir. 21 

gün boyunca farklılaştırılan epitel hücrelerinde TEER analizleri, immünositokimya, 

gerçek zamanlı PZR ve validasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmanın ikinci aşamasında elektroeğirme yöntemi kullanılarak PLLA ve PCL 

membranlar üretilmiştir. Üretilen membranların karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. 

Bu amaçla; fiber çap ve dağılımlarının belirlenmesinde SEM analizi, membran 

kalınlıklarının ölçülmesinde dijital kumpas ölçüm aletinden yararlanılmıştır. 

Membranlara ait kimyasal yapılarının analizleri ve üretim metodundan kaynaklanan olası 

safsızlıklar ATR-FTIR yöntemi kullanılarak test edilmiştir. PLLA ve PCL membranların 

gözenek boyutunun belirlenmesi kapiler akış porometresi ile hesaplanmış mekanik 

dayanımları çekme testi ile değerlendirilmiştir. İn-vitro bozunma deneyleri 

gerçekleştirilmiş ve sonuçlar kaydedilmiştir. PLLA ve PCL membranlarının 

karakterizasyonlarının yapılmasının ardından membranlarda sitotoksisite ölçümleri ve 

hücre kültürü deneylerine geçilmiştir. Membranlar üzerinde büyütülen ve 

farklılaştırmaya alınan hücrelerde TEER analizleri, immünositokimyasal boyamalar 

gerçekleştirilmiştir.
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4.1. Üç Boyutlu (3B) Hücre Kültür Modeli için Gerekli Adaptörlerin Çizilmesi 

Tez çalışmasının ilk kısmını oluşturan; transwellerin 3B kültür sistemlerine dönüşümünü 

sağlayan adaptörlerin çizim işlemleri Solid Works yazılımı ile gerçekleştirilmiştir. İlk 

tasarlanan adaptör modelin çizimi Şekil 4.1’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Solid Works programı ile çizilen adaptör modelin bileşenleri. (Model-1) (1) 

Orijinal transwell, (2) Transwell’in ters çevrilmiş hali, (3) İki numarada gösterilen 

transwell’in içine geçecek; membranın ters yüzeyine ekim sırasında sızıntı yapmayan, 

zemine paralel oturan parça (alt adaptör), (4) Ters ekim sırasında transwell’e geçirilen ve 

transwell’deki üçgen alanlara kadar aşağıya ilerletilecek parça (üst adaptör), (5) Alt-üst 

adaptör ve transwell montajının dıştan görünümü (2, 3 ve 4 numaralı resimlerin montajı), 

(6) Alt-üst adaptör ve transwell montajının kesit görünümü. 

 

İlk tasarlanan model, transwell insert’in ters yüzeyine ekim yapıldığında altından sıvı 

sızdırmayan bir alt adaptör (Şekil 4.1-3); ters ekim sırasında transwell üzerine geçirilen 

ve belli miktar sıvıyı tutabilecek hacimsel hazneye sahip üst adaptörden (Şekil 4.1-4) 

oluşmaktadır. Bu amaçla Şekil 4.1’deki gibi ilk model tasarımı gerçekleştirilip çizimler 

yapılmıştır. 

İlk modelin baskı sonuçlarının başarılı olmaması sonucu (bu kısmın detaylarına Bölüm 

4.2’de yer verilmiştir) yeni model çizimine gidilmiştir. Şekil 4.2’de Model Tasarımı-

2’nin çizimleri görülmektedir. Bu modelde alt adaptör ile transwell arasında oluşabilecek 
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boşluğun giderilmesi için alt adaptör üzerinde halkasal bir girinti tasarlanmıştır (Şekil 

4.2-a). Bu girintiye yerleştirilecek bir O-ring ile sızıntının engellenmesi planlanmıştır. 

 

Şekil 4.2. Adaptör model çizimi-2.  Alt adaptör (a), Modelin montajı (b). 

Şekil 4.2.’de tasarlanan alt adaptör (a) üzerinde oluşturulan 1-4 mm ölçülerine sahip O-

ring sızdırmazlık elemanının yerleştirilebileceği halkasal bir girinti oluşturularak çizimler 

gerçekleştirilmiştir. Şeklin b kısmında alt adaptör ve ters çevrilmiş transwell üzerine 

yerleştirilen üst adaptör üzerinde herhangi bir girinti bulunmamakta sisteme birebir uyum 

sağlayacak şekilde tasarlanıp çizimler yapılmıştır. 

Adaptör model çizimi-2’nin baskıdan çıkartılması ve sonrasında denenen sızıntı 

çalışmaları neticesinde başarılı olamaması (bu kısmın detaylarına Bölüm 4.2’de yer 

verilmiştir) sonucu yeni model çizimine geçilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3. Adaptör model çizimi-3 

Şekil 4.3.’te tasarlanan üst adaptör modelin çentikli yapısı görünmektedir. Soldaki 

resimde tasarlanan üst adaptör modelinin kesitsel görüntüsüne yer verilmiştir. Böylelikle 

transwell insert’in içerisine geçirilen üst adaptörün çentikli yapısı sayesinde transwell’i 
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daha iyi sıkıştırabileceği, böylelikle sızıntının önüne geçebileceği düşünülmüştür. 

Sağdaki resimde ise üst adaptörün bütün yapısı ve üstten görüntüsüne yer verilmiştir. 

Adaptör model çizimi-3’ün baskıdan çıkartılması ve sonrasında denenen sızıntı 

çalışmaları neticesinde başarılı olamaması (bu kısmın detaylarına Bölüm 4.2’de yer 

verilmiştir) sonucu yeni model çizimine geçilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4. Adaptör model çizimi-4 

Şekil 4.4’te üst adaptör üzerinde bu kez tek çentik yerine çift çentik tasarlanıp çizimler 

gerçekleştirilmiştir. Bu tasarımla birlikte alttaki çentiğin transwell etrafını sararak daha 

iyi sıkışma sağlaması üstteki çentiğin ise tam transwell membranının bitiş noktasına 

gelecek şekilde tasarlanıp olası sızıntıyı önlemesi amaçlanmıştır. 

Adaptör model çizimi-4’ün baskıdan çıkartılması ve sonrasında denenen sızıntı 

çalışmaları neticesinde başarılı olamaması (bu kısmın detaylarına Bölüm 4.2’de yer 

verilmiştir) sonucu yeni model çizimine geçilmiştir. 

4.2. Çizilen Adaptör Modellerin 3B Yazıcıdan Çıkartılması 

Adaptör modellerin 3 boyutlu yazıcıdan çıkartılması işlemleri Stereolitografi (SLA) 3B 

baskı teknolojisi kullanılarak sağlanmıştır. Yazıcıdan baskısı alınan ve test edilmek üzere 

denenen modeller Şekil 4.5; 4.6; 4.7; 4.8; 4.9; 4.10; 4.11 ve 4.12’de verilmiştir. 
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Şekil 4.5. Adaptör Model Çizimi-1’in 3B yazıcıdan çıkartılmış hali 

Şekil 4.5’te adaptör model çizimi-1’in 3B yazıcıdan çıkartılmış hali verilmiştir. Ancak 

adaptör model çizimi-1’in baskısı yapıldıktan sonra üst adaptör ile transwell arasında ve 

ayrıca alt adaptör ve transwell arasında boşluk olduğu fark edilmiştir. Buradaki açıklığın 

giderilebilmesi amacıyla alt adaptör üzerine bir girinti verilerek O-ring halkasının 

yerleşebileceği şekilde ölçümler yapılmıştır. Üst adaptör ölçülerinin ise biraz daha 

daraltılarak çiziminin yapılmasına ve o şekilde baskısının alınmasına karar verilmiştir. 

Böylelikle Adaptör Model Çizimi-2 (Şekil 4.6) tasarlanıp baskısı alınmıştır. Model 

Çizimi-2’ye göre alt adaptör üzerine geçirilebilecek farklı boyutlarda O-ring sızdırmazlık 

halkaları denenmiş ve en uygun ölçünün O-ring duvar kalınlığı: 1mm halkanın çapı: 4 

mm olduğu durumda sağlandığı anlaşılmıştır. 

 

Şekil 4.6. Adaptör Model Çizimi-2’nin 3B yazıcıdan çıkartılmış hali 

Baskısı alınan modelin sterilizasyon işlemleri ve kurulumu yapıldıktan sonra sızıntı-

kontrol çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.8’de gösterildiği gibi model 24 kuyucuklu 
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plaka üzerine yerleştirilmiş ve üstten belli miktarda besiyeri koyularak inkübatöre 

alınmıştır. Modellerin zamana bağlı sızıntı-kontrol çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Şekil 

4.8-A’da besiyeri koyulduktan 30 dakika sonrasını göstermekte ve herhangi bir sızıntı 

olmadığı görünmektedir. B’de modelin besiyeri koyulduktan 1,5 saat sonraki görüntüsü 

verilmiş olup üst adaptörün altından hafif sızıntı görünmeye başlanmıştır. C’de modelin 

6 saat sonraki görüntüsü verilmiş ve alt adaptöre doğru sıvı aktığı gözlemlenmiştir. D’de 

modelin 14 saat sonraki görüntüsü verilmiştir ve sıvının tamamen aktığı gösterilmiştir. 

Bu durumda modelin tasarımının işlevsiz olduğu, besiyeri koyulduktan sonra üst 

adaptörden aşağıya doğru sızıntı yapması dolayısıyla başka bir tasarımın 

gerçekleştirilmesi gerektiği anlaşılmıştır. Alt adaptörde karşılaşılan sızıntı probleminin 

O-ring halkasıyla giderilmesinin ardından üst adaptör ve transwell arasında da sızıntı 

olduğu görülmüştür. Model-1 ve Model-2 denemelerinde karşılaşılan sorun nedeniyle 

alternatif model tasarımına geçilmiştir ve bu amaçla Model-3 (Şekil 4.3) tasarlanmıştır. 

Bu modele göre alt adaptöre halkasal bir girinti eklenmesinin yanısıra üst adaptör ile 

transwell arasındaki boşluğun giderilmesi için de buraya tırnak eklentisi yapılmıştır (Şekil 

4.7). Model 1 ve 2’de olduğu gibi yeniden sızıntı-kontrol çalışmaları yapılmıştır. 

Model-3 üzerinde gerçekleştirilen sızıntı çalışmaları neticesinde de besiyerinin üst 

adaptörden aşağıya sızdığı görülmüştür. Bunun üzerine bu modellerde kullanılan 

polimerden farklı bir polimer kullanılarak aynı tasarım çizimleri üzerinden yeniden 3B 

baskılar alınmıştır. Dolayısıyla bu iki model arasındaki fark Model-4’te tek tırnak 

(çentik), Model-5’te ise çift tırnak yapısının olmasıdır. 

 

Şekil 4.7. Adaptör Model Çizimi-3’ün 3B yazıcıdan çıkartılmış hali 
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Şekil 4.8. Modellerin zamana bağlı sızıntı kontrolü. A: 30 dk sonra B: 1,5 saat sonra C: 6 

saat sonra D: 14 saat sonra. 

Şekil 4.9 ve Şekil 4.10’da gösterilen sırasıyla Adaptör Model-4 ve Model-5’in 

kurulumlarının gerçekleştirilmesinin ardından önceki denemelerde olduğu gibi modeller 

24 kuyucuklu plaka üzerine yerleştirilmiş ve yeniden sızıntı-kontrol çalışmalarına tabi 

tutulmuştur. Ancak hem Model-4 hem de Model-5 üzerinde de başarı sağlanamamış ve 

üst adaptörden aşağıya sızıntı yaptığı görülmüştür. 

 

Şekil 4.9. Adaptör Model Çizimi-4’ün 3B yazıcıdan çıkartılmış hali (A). Model-4’ün 

montajı (B). 
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Şekil 4.10. Adaptör Model Çizimi-5’in 3B yazıcıdan çıkartılmış hali (A). Model-5’in 

montajı (B). 

Adaptör Model-4 ve Model-5 üzerinde bir önceki modellerdekine benzer nitelikte üst 

adaptörden aşağıya besiyeri sızıntısının olduğu saptandıktan sonra bu problemin önüne 

geçmek için silikon türevli bir polimer kullanılarak modelin baskısı çıkartılmış (Şekil 

4.11) ve sızıntı deneyleri yapılmıştır. Bu modeller üzerinde gerçekleştirilen sızıntı 

deneyleri de önceki adımlar (Şekil 4.8) tekrarlanarak gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.11. Adaptör Model-6’nın 3B yazıcıdan çıkartılmış hali (A) Model-6’nın montajı 

(B). 

Adaptör Model-6 üzerinde yapılan sızıntı çalışmaları sonucunda ne üst adaptörden ne de 

alt adaptörden kaynaklı bir sızıntının olmadığı gözlemlenmiştir. Sistemin CO2 

inkübatörde 37oC’de 24 saat boyunca akıtmadığı gözlemlenmiştir. 

Bu aşamada Adaptör Model-6’nın kullanıldığı polimer yapısının bu sistem üzerinde etkili 

çalıştığı; ancak polimerin biyouyumlu olmaması sebebiyle biyouyumlu başka bir 

malzeme arayışına geçilmiştir. Bu amaçla ‘dental reçine’ (IBT Resin) olarak adlandırılan 

biyouyumlu malzeme seçilip alt adaptörün girintili, üst adaptörün ise çift çentikli olduğu 
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model tasarımına göre baskısı alınmıştır. Adaptör Model-7’nin 3B yazıcıdan çıkartılmış 

hali Şekil 4.12’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.12. Adaptör Model-7’nin 3B yazıcıdan çıkartılmış hali 

Adaptör Model-7 üzerinde uygulanan sterilizasyon ve sızıntı-kontrol çalışmaları 

neticesinde 24 saat boyunca inkübatör koşullarında tutulan model üzerinde sızıntı 

olmadığı gözlemlenmiştir. Malzeme, biyouyumlu olması ve sızıntı yapmaması gibi 

istenen koşulları sağlamış olsa da modelin yeniden sterilizasyona tabi tutulup 

kullanılması mümkün olmamıştır. Malzemenin 24 saat sonra mekanik dayanımının 

oldukça azaldığı ve tekrar kullanılması durumunda modelin sızdırdığı ve tamamen 

parçalandığı görülmüştür (Şekil 4.13). 

 

Şekil 4.13. Adaptör Model-7 üzerinde gerçekleştirilen sızıntı-kontrol çalışmaları (A); 

Adaptör Model-7’nin 24 saat sonra parçalanma durumu okla belirtilmiştir (B). 

 

Adaptör Model-7’de istenmeyen durumların oluşması neticesinde mekanik dayanımı 

güçlü ve biyouyumlu başka bir malzeme arayışına geçilmiştir. Bu amaçla ‘medikal 
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reçine’ (BioMed Clear) olarak adlandırılan malzeme seçilerek 3B baskısı yine SLA 

teknolojisi kullanılarak çıkartılmıştır (Şekil 4.14). 

 

Şekil 4.14. Adaptör Model-8’in 3B yazıcıdan çıkartılmış hali 

Adaptör Model-8’in 3B yazıcıdan çıkartılmasından sonra sterilizasyon işlemleri 

gerçekleştirilmiştir. Bu malzeme diğerlerinden farklı olarak otoklavlanabilir özellikte 

olup etilen oksit, e-ışın ve gama sterilizasyonuna uygunluğu kanıtlanmış tıbbi sınıf bir 

malzemedir [182]. 

Tasarımı yapılan ve baskısı alınan tüm modellerin olduğu akış şeması Şekil 4.15’te 

özetlenmiştir. Tüm baskı ve sızıntı çalışmalarının neticesinde başarılı olarak kabul edilen 

Adaptör Model-8 seçilmiş ve hücre kültürü çalışmalarına bu model ile devam edilmiştir. 

 

Şekil 4.15. Tasarımı gerçekleştirilen tüm modellerin akış şeması ile gösterimi 
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4.3. 24 Kuyucuklu Plaka Kapağının Yeniden Yapılandırılması 

Yeni 3B adaptör modellere uyacak şekilde ölçüleri belirlenen 24 kuyucuklu plakaya 

getirilen ek parçalar Solid Works programı kullanılarak çizilmiştir (Şekil 4.16) ve 

plakanın dış çerçevesi SLA teknolojisi kullanılarak baskısı alınmıştır (Şekil 4.17). 

 

 Şekil 4.16. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parçanın Solid Works ile çizimi 

24 kuyucuklu plakaya uyacak şekilde modifiye edilen ve çizimi gerçekleştirilen plakanın 

ek parçaları 3B yazıcıdan çıkartılmıştır. 24 kuyucuklu plaka kapağının 

yapılandırılmasında ‘fotopolimer reçine’ (Formlabs standart resin) kullanılmış olup bu 

malzemenin içeriğini metakrilik asit esterleri ve bazı foto-başlatıcı karışımlar 

oluşturmaktadır. Sterilizasyon işlemi etil alkol (%70) muamelesi ve UV altında birkaç 

dakika tutularak gerçekleştirilmiştir. 

Yeni 3B transwell adaptör sistemleriyle gerçekleştirilen tüm ko-kültür çalışmalarında 

modifiye edilmiş bu 24 kuyucuklu plakaya uyumlu ek parça kullanılmıştır. Bu parça, 

deneyler sırasında herhangi bir kontaminasyona sebep olmamıştır. 

 

Şekil 4.17. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parçanın 3 boyutlu yazıcıdan çıkartılması 
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4.4. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Hücre Hatlarının Pasajlanması 

Deneysel çalışmalarda insan akciğer yapısal hücresi olan bronş epitel hücre hattı 

(BEAS-2B), insan fibroblast hücre hattı (CCD-16-Lu), insan akciğer alveolar bazal epitel 

hücre hattı (A549), standart hücre hattı olan fare fibroblast hücresi (L-929) ve astımlı 

bireyden izole edilmiş primer bronş epitel hücreleri kullanılmıştır (Şekil 4.18).  

 

Şekil 4.18. Deneylerde kullanılan hücre hatları ve primer hücreler A: bronş epitel hücre 

hattı (BEAS-2B), B: fibroblast hücre hattı (CCD-16Lu), C: akciğer epitel hücre hattı 

(A549), D: fibroblast hücre hattı (L-929), E: astımlı primer bronş epitel hücre (A, B, C, 

D: 10X; E: 20X büyütmelerdir). 

  4.5. 3B Modellerde Gerçekleştirilen Sitotoksisite (Özüt) Analizleri 

3B baskısı alınan modellerin hücre kültür sistemlerinde değerlendirilmesinden önce 

malzemelerde sitotoksisite deneyleri gerçekleştirilmiştir. Deneyler TS EN ISO 10993-12 

Tıbbi Cihazların Biyolojik Değerlendirmesi- Numune Hazırlanması ve Referans 

Malzemeler ve ayrıca TS EN ISO 10993-5 Vücut Dışı Sitotoksisite Deneyleri standartları 

referans alınarak gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.19. Yeni adaptör modelde (Medikal Reçine) özüt (sitotoksisite) analizi 

Yeni biyouyumlu adaptör model üzerinde gerçekleştirilen sitotoksisite analizi sonuçları 

ISO 10993-5 standardında belirtilen; 

 i. % canlılık değeri azaldıkça deney numunesinin sitotoksisite potansiyeli artar. 

 ii. Canlılık, kör numuneden elde edilen değerin %70’inin altındaysa, deney numunesinin 

sitotoksik potansiyeli vardır. Deney numunesinin %50 özütü, %100 özütle en azından 

aynı veya daha yüksek bir canlılık göstermelidir. Aksi takdirde deney tekrarlanmalıdır. 

Kıstasları baz alındığında, test ettiğimiz numunenin %100 özütünün canlılığı %94,8 

olarak hesaplanmış olup sitotoksisite potansiyeli olmadığı yorumu yapılmıştır. %50, 

%25, %12,5 ve %6,25 özüt değerlerinde ise bu canlılık oranı %94,8’in üzerinde olduğu 

için malzememizin biyouyumlu ve sitotoksik özellikte olmadığı anlaşılmaktadır (Şekil 

4.19). 

4.5.1. Ko-kültür Deneyleri 

Geleneksel hava-sıvı arayüzü kültür çalışmaları hem Corning firmasının önerdiği hem de 

yeni 3B adaptör model sistemler ile yapılarak karşılaştırılmıştır. Ko-kültür deneyleri, 

BEAS-2B sağlıklı bronş epitel ve A549 kanserli alveolar epitel hücre hatlarının 

kullanılmasının yanısıra astımlı bireylerin bronşlarından izole edilen primer hücrelerle de 

gerçekleştirilmiştir. Primer hücreleriyle gerçekleştirilen ko-kültür çalışmaları kontrol 
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grubu olarak mono-kültürün yapıldığı gruplarla karşılaştırılarak verilmiş ve Şekil 4.20’de 

paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.20 Astımlı primer bronş epitel hücrelerinin ko-kültür ve mono-kültür koşullarında 

transwell membranda çoğaltılması 
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Fibroblast hücreleri transwell membranının alt kısmına (ko-kültür) ve fibroblast hücreleri 

olmadan (mono-kültür) ekilerek çoğaltılmış ve membran yüzeyini kapladıktan sonra ALI 

kültür koşullarına alınmıştır. 72 saatin sonunda hücrelerin transwell membranını 

tamamen kapladığı görülmüştür. Hücreler bu saatten sonra transwell’in sadece altından 

beslenerek apikal kısmı havaya maruz bırakılarak kültüre edilmiştir [186]. Epitel 

hücrelerin farklılaştırma işlemi 21 gün boyunca sürdürülmüştür. Kültür süresince 

hücrelerin gelişimi takip edilmiş ve mikroskopta incelenerek fotoğraf kayıtları alınmıştır 

(Şekil 4.20 ve Şekil 4.21). Farklılaşmaya alındıktan sonra transwell membranının apikal 

yüzeyinde hiçbir sızıntı meydana gelmemiştir. Bu durum hücrelerin birbirleriyle 

bağlantıda olduklarını ve sıkı bağlantı yapılarının düzgün şekilde oluşturduklarını 

göstermektedir Ko-kültür gruplarda membranın altında fibroblast hücre olduğundan 

dolayı mono-kültürlerin hücre sınırları ko-kültürlere göre daha net görüntülenmiştir. 
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Şekil 4.21 Astımlı primer bronş epitel hücrelerinin ko-kültür ve mono-kültür koşullarında 

transwell membranda farklılaştırılması 

 

Şekil 4.22. Transwell membranının altına ekilen (A) ve 4 saat sonra ters çevrilen (B) 

fibroblast hücrelerinin membran üstünden faz kontrast mikroskop ile görüntülenmesi (C) 

(siyah oklar: fibroblast hücrelerini, kırmızı oklar membran porlarını göstermektedir). 

 

 

Şekil 4.23. Corning (A) ve transwell adaptör (B) model sistemlerine göre ekilen fibroblast 

hücrelerinin 4 saat sonra ters çevrildikten sonra membrana tutunmayan hücrelerin 

görüntülenmesi 

Şekil 4.23-A’da Corning firmasının önerdiği şekilde ters çevrilerek fibroblast 

hücrelerinin ekilmesi sağlanmış ve 4 saat sonra plaka düz haline getirilip transwell 

membran yüzeyine tutunmayan hücreler kontrol edilmiştir. Şekil 4.23 B’de ise transwell 

adaptör kullanılarak gerçekleştirilen fibroblastların ekim işlemi sonrası membrana 

tutunmayıp yüzen hücrelerin olup olmadığı kontrol edilmiştir. Kaydedilen fotoğraflardan 

anlaşıldığı üzere Corning model ile ekilen hücrelerin yeni transwell adaptör ile ekilen 
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hücrelere kıyasla daha fazla hücre kaybına neden olduğu, transwell adaptör sistemle 

gerçekleştirilen ekim yönteminde ise neredeyse hiç yüzen hücrenin olmadığı 

anlaşılmıştır. 

4.5.2. Hava-Sıvı Arayüzü (ALI) Kültür Sistemine göre Farklılaştırılan Hücrelerde 

TEER Ölçümleri 

Ko-kültür çalışmalarına öncelikli olarak sağlıklı bronş epitel hücre hattı BEAS-2B ve 

sağlıklı akciğer fibroblast hücreleri olan CCD-16Lu kullanılarak başlanmıştır. Transwell 

membranının alt kısmına fibroblast hücreleri ekilerek 3-4 saat sonra ters çevrilmiştir. Bu 

süre sonunda membranın apikal kısmına epitel hücreleri ekilmiş ve inkübasyona 

bırakılmıştır. Mono-kültür olarak sadece epitel hücrelerin olduğu grup ise kontrol olarak 

kabul edilmiş ve membranın apikal kısmına sadece BEAS-2B hücreleri ekilmiştir. Ko-

kültür grupları hem Corning model ekim yöntemine göre hem de yeni 3B transwell-

adaptör model ekim yöntemine göre gerçekleştirilmiştir. Hücreler öncelikli olarak alttan 

ve üstten beslenmiş, farklılaşma adımına geçildiğinde ise sadece alttan beslenerek üst 

kısım hava ortamına maruz bırakılmıştır. Farklılaşma adımına geçildikten sonra hücreler 

21 gün boyunca kültüre edilmişlerdir. Bu süre içerisinde 0, 7, 14 ve 21.günlerde TEER 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.24’te Corning model, transwell-adaptör model ve 

mono-kültür ekim yöntemine göre gerçekleştirilen hücrelerin TEER değerlerinin 

sonuçları paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.24. Epitel (BEAS-2B) ve fibroblast (CCD-16Lu) hücreleri ile gerçekleştirilen 3B 

kültür modellerinde TEER sonuçları 

Şekil 4.24’teki TEER grafiği incelendiğinde Transwell-adaptör modelin Corning model 

ile gerçekleştirilen gruptakine yakın bir profil izlediği görülmüştür. Transwell adaptör 
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modelde başlangıç TEER değeri (0.gün) 376 Ω.cm2, Corning modelde 457 Ω.cm2, 

monokültürde ise 241 Ω.cm2 olarak ölçülmüştür. Devam eden haftalar incelendiğinde 

7.gün TEER değerleri transwell adaptör modelde 917 Ω.cm2, Corning modelde 666 ve 

mono-kültürde ise 447 Ω.cm2 olarak ölçülmüştür. 14.gün TEER değerleri transwell 

adaptör modelde 384 Ω.cm2, Corning modelde 268 Ω.cm2, mono-kültürde ise 306 Ω.cm2 

ve 21.gün TEER değerleri transwell adaptör modelde 252 Ω.cm2, Corning modelde 221 

ve mono-kültürde ise 304 Ω.cm2 olduğu görülmüştür. 

Literatürde BEAS-2B ile yapılan TEER çalışmalarının en fazla 10 güne kadar 

sürdürüldüğü ve bu hücrelerin transwell’de farklılaşmalarının mümkün olmadığını 

belirten çalışmalar yer almaktadır [187]. Bu hücre hattının bronş epitel yapısını çalışmak 

ve ilaç metabolize edici enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesini incelemek için çalışıldığı 

yayınlar mevcuttur [188, 189]. Stewart ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda BEAS-2B 

hücre hattının polarize olup TJ'ler oluşturmadığı açıkça gösterilmiştir ve in vitro’da 

sadece 100 Ω·cm2'nin altında TEER değerleri elde etmişlerdir [190]. Bu hücre hattının 

polarize olmayı başaramasa da tütün dumanı, dizel partikülleri veya endotoksin ile 

muamele sonrası eşlik eden farklı bağışıklık hücreleri üzerindeki epitel etkisini 

değerlendirmek için bazı ortak kültür çalışmalarında hala kullanılmakta olduğu 

belirtilmiştir [182, 191, 192]. 

Akciğer alveolar epitel modeli olarak daha sonra çalışmalara sıklıkla tercih edilen A549 

hücre hattı ile devam edilmiştir. A549 hücreleri, tipik olarak insan akciğeri ATII 

hücrelerinde görülen çok katmanlı sitoplazmik inklüzyon cisimcikleri içermektedir, 

ancak inklüzyon cisimciklerinin artan kültür süresi ile kaybolduğu görülmüştür [193]. 

Bunun dışında A549 hücrelerinin sıkı bağlantı yapılarının işlevsel olarak eksik olduğu ve 

çoğu araştırma grubu, A549 hücre hattının polarize olamayıp fonksiyonel TJ'ler 

oluşturamadığı sonucuna varmıştır [194-196]. 

Şekil 4.25’teki TEER grafiği incelendiğinde Transwell-adaptör modelin 21 gün boyunca 

TEER değerlerinde artış olduğu görülmüştür. Bu süre boyunca ortalama TEER 

değerlerinin 300 Ω·cm2’yi geçmediği görülmüştür. Corning model ekim yönteminde 

14.güne kadar TEER değerlerinde artış olmuş 14.günden sonra hafif bir düşüş olmuştur. 

Mono-kültürlerde ise transwell-adaptör modelinkine benzer şekilde 21 gün boyunca artış 

gözlenmiş ancak değerler ko-kültür gruplarına göre daha düşük TEER eğilimi 

göstermiştir (Şekil 4.25). Literatüre bakıldığında A549 hücre hattının en büyük 

eleştirilerinden biri, bu hücrelerin geçirgen destekler üzerinde oluşturduğu tek 
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tabakaların, yalnızca transepitelyal elektrik direnci (TEER) temelinde 

değerlendirildiğinde diğer geleneksel hücre hatlarından çok daha sızdıran bir yapı 

sergilemesidir. Tip II pulmoner epitel hücrelerinin primer kültürleri için rapor edilen 

TEER değerleri, 2000 Ω·cm2 kadar yüksek olarak belirtilmiş iken diğer çalışmalar A549 

hücreleri için 300–700 Ω·cm2 TEER değerleri bildirilmiştir [197]. Bununla birlikte, A549 

hücrelerinin, dezmozomlar ve zonula okludens gibi belirli TJ ve yapışma proteinlerini, 

yüksek TEER değerleri elde eden 16HBE14o hücrelerinden bile daha fazla eksprese ettiği 

görülmüştür [196]. A549 hücrelerinin polarize olamaması, diğer hücre hatları ile 

karşılaştırıldığında 2 kat daha yüksek olduğu bildirilen protein ve dekstran geçirgenliğini 

de etkilediği görülmüştür [198]. Papazian ve arkadaşlarının yayınladığı bir raporda A549 

hücre hattının polarize olabileceğini düşündüren tek rapor olduğundan ve bildirilen TEER 

ölçümlerinin yanıltıcı olabileceğinden söz etmişlerdir [187] . Bu gruptaki araştırmacılar 

hem okludin hem de E-kaderinin A549 hücreleri tarafından eksprese edildiğini 

göstermişlerdir; ancak bu ifadenin nispeten düşük olduğunu Calu-3 ve 16HBE14o– hücre 

hatlarında görüldüğü kadar lokalize olmadığını da belirtmişlerdir [194, 199].  

Sınırlamalarına rağmen, A549 hücre hattının hücre polarizasyonunu kolaylaştırdığı ve 

sıklıkla diğer epitel hücre tiplerinin eklenmesiyle birlikte ko-kültür çalışmalarında hala 

kullanılmakta olduğunu ifade etmişlerdir [200]. 

 

Şekil 4.25. Epitel (A549) ve fibroblast (CCD-16Lu) hücreleri ile gerçekleştirilen 3B 

kültür modellerinde TEER sonuçları 
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4.5.3 Transwell Membranların Hematoksilen & Eozin Boyama ile Görüntülenmesi 

ALI kültür yöntemi ile Transwell-adaptör modeli kullanılarak çoğaltılan hücrelerin 

membran yüzeyine etkin bir şekilde tutunup çoğaldığını göstermek için Hematoksilen & 

Eozin boyama yapılmıştır. Deney sonuçları Şekil 4.26’da paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.26. Transwell-adaptör modeli kullanılarak farklılaştırılan epitel hücrelerinde 

H&E boyama (A) yatay kesit, (B) dikey kesit 

Yatay ve dikey kesit alınarak boyama sonrası elde edilen görüntülerde hücrelerin 

canlılıklarını koruyarak etkin bir şekilde çoğaldığı ve epitel tabakalaşmanın olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.26).  

4.5.4. Transwell Membranların İmmünositokimya Analizi ile Görüntülenmesi 

ALI kültür yöntemi ile Transwell-adaptör modeli kullanılarak çoğaltılan hücrelerde ZO-

1, E-kaderin, β-Tubulin ve Muc5ac immunositokimya boyamaları yapılmıştır. Deney 

sonuçları Şekil 4.27 ve Şekil 4.28’de paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.27. Farklılaştırılan BEAS-2B epitel hücrelerinin 21.gün ZO-1 görüntüleri. (A, B 

ve C: ko-kültür ekim yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. B՝ ve C՝: B ve C’nin yüksek 

büyütmeli görüntüleridir). 



 

80 

 

Şekil 4.27’de gösterilen ko-kültür ekimde, epitel tabakanın altında uzanan ekstraselüler 

matriks içerisine gömülü mezenşimal hücrelerin (fibroblastların) in-vivo’daki 

düzenlenişini daha iyi taklit ettiği ve biyolojide ‘çapraz konuşma’ (cross-talk) olarak 

bilinen duruma sebep olarak epitel-fibroblast etkileşimini kolaylaştırdığı ve daha sağlam 

bir bariyer oluşumuna neden olduğu bilinmektedir [201]. Sonuçlarımız literatür ile 

uyumlu bulunmuştur [190]. Çalışmalar sonucunda BEAS-2B epitel hücrelerinin ZO-1 

proteinini ifade ettiği doğrulanmış ve immünositokimya boyama ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.28. Farklılaştırılan BEAS-2B epitel hücrelerinin 21.gün β-Tubulin görüntüleri. 

(A, B ve C: ko-kültür ekim yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. B՝ ve C՝: B ve C’nin yüksek 

büyütmeli görüntüleridir). 

21 gün boyunca ALI kültür yöntemi ile farklılaştırılan BEAS-2B hücrelerinin Transwell-

adaptör modeli kullanılarak fibrablast ekimi sonrası ko-kültür deneyleri sonucunda epitel 

hücrelerin β-Tubulin proteinini ifade ettiği gösterilmiştir. 

Aynı deneyler A549 hücre hattı ile tekrar edilerek modelin etkinliği alveolar epitel 

hücreler ile de tespit edilmiştir (Şekil 4.29, Şekil 4.30). 
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Şekil 4.29. ALI kültür yöntemi ile Transwell-adaptör modeli kullanılarak A549-fibroblast 

ko-kültür’ün 21.gün ZO-1 görüntüleri. (A: DAPI, B: ZO-1 ve C: Merge.  B՝ ve C՝: B ve 

C’nin yüksek büyütmeli görüntüleridir). 

 

Şekil 4.30. ALI kültür yöntemi ile Transwell-adaptör modeli kullanılarak A549-fibroblast 

ko-kültür’ün 21.gün E-kaderin görüntüleri. (A: DAPI (mavi), B: E-kaderin (yeşil), C: 

Merge). 

Transwell-adaptör modeli kullanılarak fibroblast hücreleri ile ko-kültür deneyleri 

gerçekleştirilen A549 hücrelerinin de BEAS-2B hücrelerinde tespit edildiği gibi ZO-1 ve 

E-kaderin proteinlerini ifade ettiği gösterilmiştir (Şekil 4.29 ve 4.30). 
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Şekil 4.31. ALI kültür yöntemi ile Transwell-adaptör modeli kullanılarak A549-fibroblast 

ko-kültür’ün 21.gün β-Tubulin görüntüleri. (A: DAPI, B: β-Tubulin ve C: Merge.  B՝ ve 

C՝: B ve C’nin yüksek büyütmeli görüntüleridir). 

21 gün boyunca farklılaştırma sonunda A549 hücrelerinde β-Tubulin ifadesi tespit 

edilmiştir (Şekil 4.30). BEAS-2B ve A549 hücreleri ile gerçekleştirilen bu deneyler 

sonucunda Transwell-adaptör modelin ko-kültür deneyleri için uygun bir yöntem olduğu 

sonucuna varılmıştır. 

İnsan alveolar adenokarsinom hücre hattı (A549) ve insan bronşiyal epitel hücre hattı 

(BEAS-2B) hücre hatlarına ek olarak, aynı deneyler primer insan bronş epitel hücreleri 

ile de tekrar edilmiştir.  
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Şekil 4.32. Farklılaştırılmış astımlı primer epitel hücrelerinin 21.gün ZO-1 ve β-Tubulin 

proteinlerinin floresan boyama görüntüleri. (Çekirdek boyaması (mavi), ZO-1 (yeşil), β-

Tubulin (kırmızı). 

Transwell-adaptör modeli kullanılarak gerçekleştirilen deneyler sonucunda astımlı 

primer epitel hücrelerinin ZO-1 ve β-Tubulin proteinlerini ifade ettiği tespit edilmiştir 

(Şekil 4.31). Bununla birlikte Muc5ac ifadesi de incelenip protein varlığı 

immünositokimyasal analiz ile gösterilmiştir (Şekil 4.33). 

 

Şekil 4.33. Farklılaştırılmış astımlı primer epitel hücrelerinin 21.gün Muc5ac proteini 

görüntüleri. (A: Çekirdek boyaması (mavi), B: Muc5ac boyaması (yeşil), C: Çakıştırılmış 

görüntü (Merge). 

Ayrıca ALI kültür yöntemi ile farklılaştırılan A549 hücrelerde ZO-1 (TJP1) ve E-kaderin 

(CDH1) genlerinin ifadesi belirlenmiştir. 

4.5.5. Farklılaştırılan Hücre Gruplarında Yer Alan Genlerin İfadesinin Belirlenmesi 

Transwell insert’lerde büyütülen ve ALI kültür yöntemiyle farklılaştırılan A549 

hücrelerinin 14.günde ifade olan ZO-1(TJP1) ve E-Kaderin (CDH1) genlerinin 

ifadelerine Gerçek Zamanlı PZR ile bakılmıştır. Kontrol olarak Peptidilprolil İzomeraz-

A (PPIA) geni kullanılmıştır (Şekil 4.32). 
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Şekil 4.34. Transwell adaptör kullanılarak ko-kültüre edilen A549 epitel hücrelerde                           

A: ZO-1(TJP1) ve B: E-kaderin (CDH1) genlerinin mono-kültür gruplarla 

karşılaştırılarak ifadelerinin belirlenmesi 

Literatürdeki bilgiler doğrultusunda A549 hücrelerinde 14 gün farklılaştırma sonrasında 

da sıkı bağlantı proteinlerinin oluştuğu tespit edilmiştir [202]. Bu nedenle A549 hücreleri 

için 14. günde gen ifade analizine bakılmasına karar verilmiştir. Transwell adaptör modeli 

ve mono-kültür ile gerçekleştirilen deneyler sonucunda TJP1 ve CDH1 gen ifadelerinin 

Transwell adaptör modeli kullanılan grupta 14. günde arttığı tespit edilmiştir (Şekil 4.34 

A, B). TJP1 gen ifadesi 0. güne kıyasla 14.günde 5 katlık bir artış göstermiş ve bu artış 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. CDH1 gen ifadesi ise 3 katlık artış göstermesine 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır. Mono-kültür yönteminde ise hem 

TJP1 hem de CDH1 gen ifadelerinde 14.günde azalma tespit edilmiştir.  

4.6. Oluşturulan Ko-kültür Modellerinin Stimülasyonu ve Validasyonu 

ALI kültür’de oluşturulmuş modellerin hastalık modelini taklit edebilmesi amacıyla, 

epitel hücre sıkı bağlantılarını yıktığı literatürde gösterilmiş farklı alerjen denemeleri ile 

çalışmalara devam edilmiştir. Bu amaçla ev tozu akarı olarak bilinen ve solunum yolu 

alerjik hastalığının patogenezinde güçlü rol oynayan HDM [203] alerjeni kullanılarak doz 

denemeleri gerçekleştirilmiştir. 

4.6.1. Ev Tozu Akarı (HDM) ile Uyarılan Hücrelerde Mitokondriyel Aktivite ve 

Canlı/Ölü Hücre Tespiti 

Bronş epitel hücreleri 1, 10, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarında 24 saat boyunca artan 

konsantrasyonda HDM ile uyarılmış ve bu süre sonunda hücrelerde mitokondriyel 

aktivite ve canlı/ölü hücre analizi geçekleştirilmiştir. Mitokondriyel aktivite sonuçları 

Şekil 4.35.’te; canlı/ölü hücre analizi deneylerinin sonuçları ise Şekil 4.36’da verilmiştir. 
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Şekil 4.35. HDM alerjeni ile 24 saat uyarılan bronş epitel hücrelerinde MTT testi 

Artan konsantrasyonda HDM ile uyarılan epitel hücrelerde doz artışına bağlı olarak hücre 

canlılığında azalma tespit edilmiştir. 100 µg/ml HDM ile uyarılan hücrelerde canlılık 

%75’e düşmüştür. MTT deneyi sonucu Etbr/Kalsein deneyleri ile doğrulanmıştır. 

 

 

Şekil 4.36. Bronş epitel hücrelerinin artan konsantrasyonda HDM ile 24 saat uyarımı 

sonrası canlı (yeşil)/ ölü (kırmızı) hücre boyama görüntüleri (20X, bar 125 µm). 

HDM ile 24 saatlik uyarım sonrası 10 µg/mL konsantrasyondan itibaren hücre ölümünün 

başladığı ve hücre canlılığının doz artışına bağlı olarak azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 

4.36). 24 saat uyarım için yapılan mitokondriyel aktivite testinin floresan hücre 

görüntüleriyle uyumlu olduğu görülmüştür (Şekil 4.35).  
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Astımın alt tiplerinden biri olan  Th2 tip astım fenotipinde  IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokin 

üretiminde artış söz konusudur [204]. Literatürde Th2 tip sitokinlerden olan IL-4 ve IL-

13'ün, havayolu epitel hücrelerinde bağlantı kompleksi üzerinde yıkıcı etkiye sahip 

olduğu ve bu etkinin JAK yolaklarıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir. [205].  

Bu nedenle tez çalışması kapsamında etkin bir hastalık modeli oluşturmak amacıyla 

besiyeri ortamına IL-4 ve IL-13 sitokinleri eklenerek deneyler gerçekleştirilmiştir. 

 

4.6.2. HDM ve Sitokinlerle (IL-4 ve IL-13) Uyarılan Hücrelerde Canlı/Ölü Hücre 

Tespiti 

Epitel hücreleri IL-4 ve IL-13 varlığında HDM alerjeni ile 24 saat uyarıldıktan sonra 

EtBr/Kalsein AM floresan boyama ile hücre canlılıkları test edilmiştir (Şekil 4.37). 

 

 

Şekil 4.37. Bronş epitel hücrelerinin artan konsantrasyonlarda HDM+IL-4+IL-13 ile 24 

saat uyarımı sonrası canlı (yeşil)/ ölü (kırmızı) hücre boyama görüntüleri (20X, bar 125 

µm). 

Artan konsantrasyonda HDM ile IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile birlikte uyarılan bronş epitel 

hücrelerinde konsantrasyon artışıyla birlikte hücre canlılığında azalma tespit edilmiştir. 

En yüksek doz olan 100 µg/ml HDM ile uyarılan hücrelerde IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin 

varlığı ile hücrelerde büzüşme, yüzeyden kopup ayrılma ve morfolojik değişiklikler tespit 

edilmiştir (Şekil 4.37). 
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4.6.3. HDM+IL-4+IL-13 ile Uyarılan Hücrelerde Sıkı Bağlantıların 

İmmünositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi 

Epitel hücreleri sıkı bağlantıların bozulduğu uygun dozu belirleyebilmek amacıyla (1) 50 

µg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml); (2) 100 µg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) 

+IL-13 (25 ng/ml); (3) 200 µg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak 

şekilde uyarılarak sıkı bağlantıların (ZO-1, E-kaderin) varlığı floresan mikroskobu ile 

analiz edilmiştir (Şekil 4.38). 

 

Şekil 4.38. Farklı konsantrasyonlarda HDM+IL-4+IL-13 ile uyarılan epitel hücrelerde 

sıkı bağlantıların floresan mikroskobu ile görüntülenmesi (A: Çekirdek boyaması (mavi), 

B: ZO-1 proteini (yeşil), C: A ve B resimlerinin çakıştırılmış görüntüsü (Merge), bar 79 

µm). 

HDM konsantrasyonu artışıyla birlikte hücrelerde ZO-1 sıkı bağlantı proteinlerinin 

kırılmaya başladığı tespit edilmiştir.  ALI kültür deneylerine IL-4 ve IL-13 varlığında 100 

µg/ml HDM ile devam edilmesine karar verilmiştir. 

IL-4 ve IL-13 varlığında 100 µg/ml HDM ile uyarılan epitel hücrelerin yakınlaştırılmış 

ZO-1 boyama görüntüsü Şekil 4.39’da gösterilmiştir. 
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Şekil 4.39. Seçilen 100 µg/ml HDM+IL-4+IL-13 konsantrasyonunun epitel hücrelerde 

sıkı bağlantı yapılarını bozduğunun yakından gösterilmesi (A: Çekirdek boyaması 

(mavi), B: ZO-1 boyaması (yeşil), C: Çakıştırılmış görüntü (Merge). 

 

4.6.4. HDM ve Sitokinlerle (IL-4+IL-13) Uyarılan Primer Hücrelerin Validasyonu 

ve TEER Analizi 

ALI kültürde büyütülen ve 21 gün boyunca farklılaştırılan primer epitel hücreler IL-4 ve 

IL-13 varlığında HDM ile uyarılmıştır 21.günde transwell insert’lerin apikal kısmına 100 

µg/ml HDM ve bazal kısmına da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak şekilde 

uyarımları yapıldıktan sonra TEER analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar Şekil 4.40’ta 

verilmiştir. 
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Şekil 4.40. 100 µg/ml HDM+IL-4+IL-13 konsantrasyonunun epitel hücrelerde TEER 

ölçümüne etkisi 

Transwell kültürlerde farklılaştırılan mono-kültür ve ko-kültür gruplarında 7, 14 ve 

21.günlerdeki TEER sonuçları değerlendirilmiştir. 21.günde uyarımları gerçekleştirilen 

ko-kültürlerde 2500-3000 Ω.cm2 aralığında iken 21.günde uyarıldıktan sonra bu değer 

980 Ω.cm2 seviyesine düşmüştür. Bu durum bize literatürde hastalık modelini taklit 

edebilmek için sıklıkla kullanılan alerjen ve/veya sitokinlerin bu modelle de çalışıyor 

olduğunu göstermektedir [205].  

4.6.5. HDM+IL-4+IL-13 ile Uyarılan Primer Hücrelerde Sıkı Bağlantıların 

İmmünositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi 

ALI kültürde büyütülen ve 21 gün boyunca farklılaştırılan primer epitel hücreler IL-4 ve 

IL-13 varlığında HDM ile uyarılmıştır. Hastalık modelinin oluşup oluşmadığının 

anlaşılması için sıkı bağlantı yapıları (ZO-1) immünositokimya yöntemiyle analiz 

edilmiştir. Hem uyarılan hem de uyarılmayan hücre grupları karşılaştırılarak verilmiş 

olup Şekil 4.41’de paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.41. Farklılaştırılarak uyarılmış (alt), uyarılmamış (üst) astımlı primer epitel 

hücrelerinin 21.gün ZO-1 görüntüleri. (A: Çekirdek boyaması (mavi), B: ZO-1 boyaması 

(yeşil), C: Çakıştırılmış görüntü (Merge) D: Yüksek büyütmeli görüntülerdir). 

Transwell-adaptör modeli kullanılarak gerçekleştirilen deneyler sonucunda astımlı 

primer epitel hücrelerinin IL-4 ve IL-13 varlığında HDM ile uyarımı sonucu TEER 
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değerinde düşüş tespit edilmiştir (Şekil 4.40). Ayrıca ZO-1 bağlantı proteinin yapısının 

HDM ile uyarım sonucu bozulduğu gösterilmiştir (Şekil 4.41).  

Elde edilen tüm bu sonuçlar Transwell-adaptör modeli kullanılarak gerçekleştirilen ko-

kültür deneylerinde havayolu epitel hücrelerinin başarılı bir şekilde farklılaştırılarak 

hastalık modelini oluşturduğunu göstermiştir [206]. 

4.7. Transwell Membranlar Üzerinde Ko-kültüre Edilen Epitel Hücrelerinde SEM 

Analizi 

Transwell-adaptör model kullanılarak ko-kültür koşullarında geliştirilen epitel-fibroblast 

hücrelerinin varlığı SEM kullanılarak analiz edilmiştir (Şekil 4.42).  

 

Şekil 4.42. Transwell-adaptör kullanılarak ko-kültüre edilen epitel-fibroblast hücrelerinin 

taramalı elektron mikroskobu ile görüntülenmesi 

Transwell membran üzerine ekili epitel hücre morfolojisini değerlendirmek ve membran 

altına ekilen fibroblast hücrelerinin varlığını göstermek amacıyla SEM analizinden 

yararlanılmıştır. Bu amaçla membranlar enine kesit alınarak 90 derecelik stub’lar 

üzerinde incelenmiştir. Fibroblast hücreleri stub’un duvarına temas edecek şekilde 

yerleştirildiğinden bu yöntemde net şekilde gösterilememiştir. Ancak bunun yerine 
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membran enine kesilip başka bir karbon bandı üzerine dik yerleştirilerek görüntüler 

alınmaya çalışılmıştır. Şekil 4.44’te membran üzerine tutulan fibroblast hücreleri net bir 

şekilde görüntülenebilmiştir. Epitel ve fibroblast hücre morfolojilerini net şekilde 

gösterebilmek adına membranlar yatay olarak ayrı ayrı karbon bantların üzerine 

yapıştırılmış ve görüntüler alınmıştır. Şekil 4.43’te ko-kültüre edilen epitel hücrelerinin 

yatay kesiti gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.43. Transwell membran üzerinde ko-kültüre edilen epitel hücrelerinin 7.günde 

taramalı elektron mikroskobunda görüntülenmesi 

 

Şekil 4.43 ve Şekil 4.44’te transwell membran üzerine ekili epitel hücreler ve membran 

altına ekilen fibroblast hücrelerinin varlığı SEM mikroskobu ile doğrulanmış olup etkili 

bir şekilde membran yüzeyine tutunduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 4.44. Transwell membranlara ekilen epitel-fibroblast ko-kültür çalışmasında 

membranın alt kısmının kesitsel görüntüsü. Fibroblast hücrelerinin 7.günde taramalı 

elektron mikroskobunda görüntülenmesi. 

 

4.8. Biyobozunur Nanofiber Membranların Hazırlanması ve Üretim Koşullarının 

Optimizasyonu 

Elektroeğirme tekniği kullanılarak üretilen PLLA ve PCL nanofiber membranların 

hazırlanmasında sistemsel parametrelerin değişimi üzerinden optimizasyon çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla elektroeğirme işlemine etki eden voltaj değeri, uçuş 

mesafesi, akış hızı ve iğne uç çapı gibi parametreler değiştirilerek en ideal fiberler 

üretilmeye çalışılmıştır.  

PLLA polimerinin çözünmesinde kullanılan kloroform, tetrahidrofuran, 

dimetilformamid, diklorometan/dimetilformamid ve kloroform/dimetilformamid 

çözücülerinden Çizelge 4.1’de (-) ile gösterilenlerde polimerin çözünmediği; (+) ile 

gösterilenlerde ise polimerin çözündüğü görülmüştür. Bu durumda sonraki 

parametrelerin değerlendirilmesi için çalışmalara kloroform ve DCM/DMF çözücüleri 

kullanılarak devam edilmiştir. 
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Çizelge 4.1. PLLA membranlarının hazırlanmasında çözücü parametrelerinin 

belirlenmesi 

Çözücü %4 PLLA 

THF - 

Kloroform + 

DMF - 

DCM/DMF (70:30) + 

Kloroform/DMF (70:30) - 

 

4.8.1. Poli (L-Laktik Asit) (PLLA) Membranların Üretilmesi ve SEM Analizi ile 

Morfolojilerinin Belirlenmesi 

Şekil 4.45’te verilen %4 (a/a) PLLA-Kloroform çözeltisi için belirlenen sistem 

parametrelerinden akış hızı ve uçuş mesafesi değerlerindeki değişimler üzerinden elde 

edilen fiberler öncelikli olarak ışık mikroskobunda incelenmiştir. Şekil 4.45’te A, B ve 

C’de sırasıyla 4 mL/sa akış hızı-10 cm uçuş mesafesi; 1 mL/sa akış hızı-10 cm uçuş 

mesafesi; 1mL/sa akış hızı-15 cm uçuş mesafesi parametrelerine ait görüntüler 

paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.45. %4 PLLA-Kloroform çözeltisiyle elde edilen fiberlerin ışık mikroskobu 

görüntüleri (20X).  A: 0,4 mL/sa akış hızı ve 10 cm’lik toplama mesafesi B: 1 mL/sa akış 

hızı ve 10 cm’lik toplama mesafesi C: 1mL/sa akış hızı ve 15 cm’lik toplama mesafesi 

parametrelerine ait görüntülerdir. Oklar, boncuk yapılarını göstermektedir. 

 

%4 PLLA-Kloroform çözeltisi kullanılarak elde edilen fiberlerin ışık mikroskobunda 

incelenmesi sonucu fiberlerde çok sayıda boncuk (bead) yapılarının oluştuğu 

gözlenmiştir. Bu parametrelerle üretilen fiberlere ait görüntüler Şekil 4.45’te ışık 

mikroskobu kullanılarak (Leica, Almanya) verilmiştir. Bu görüntüler incelendiğinde 

fiberlerin oluşumunda istenmeyen boncuk yapılarının giderilmesi gerektiği; bunun için 
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de farklı çözücü/çözücü grupları kullanılarak yeniden fiber optimizasyon çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. 

Şekil 4.46’da verilen %4 (a/a) PLLA-(DCM/DMF) çözeltisi için belirlenen sistem 

parametrelerinden yine akış hızı değişimi üzerinden elde edilen fiberler ışık 

mikroskobunda incelendikten sonra daha detaylı analiz için elektron mikroskobunda 

incelenmiştir. 

 

Şekil 4.46. PLLA membranlarının üretilmesinde akış hızı parametresinin fiber oluşumuna 

etkisi 

Şekil 4.46’da verilen %4 (a/a) PLLA-Kloroform ve PLLA-(DCM/DMF) çözeltileri ile elde 

edilen fiberler incelendiğinde kloroform çözeltisi kullanılarak hazırlanan parametrelerden 

DCM/DMF çözeltisi kullanılarak hazırlanan parametrelere geçildiğinde boncuk içerikli fiber 

oluşumunun kısmen önüne geçildiği görülmüştür. Bu durum iletkenliği artırmak adına 

dimetilformamid çözücüsünün diklorometan çözücüsü ile birlikte kullanımıyla sağlanmış 

olabileceği yorumu yapılmıştır [207]. Ramakrishna ve ekibinin elektrospun fiberlerin 

çaplarını incelemek için solüsyonların elektriksel iletkenliği ile karşılaştırıldığı bir 

çalışmada; çözeltinin elektriksel iletkenliği arttırıldığında elektrospun polimer fiberlerin 

çapında önemli bir düşüş olduğunu gözlemlemişlerdir. Aynı zamanda fiberler üzerinde 

oluşan boncuk yapılarının çözeltinin düşük iletkenliğinden kaynaklanıyor olabileceği ile 

ilgili görüş bildirmişlerdir. Çalışmada en küçük fiber çapına sahip elektrospun polimer 
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nanofiberlerin, en yüksek elektriksel iletkenliğe sahip solüsyonun kullanıldığı gruptan 

çıktığını doğrulamışlardır [207]. 

 

Şekil 4.47. PLLA membranlarının üretilmesinde akış hızı (0,4 mL/sa) parametresinin 

fiber çapı dağılımına etkisi 

 

 

Şekil 4.48. PLLA membranlarının üretilmesinde akış hızı (1 mL/sa) parametresinin fiber 

çapı dağılımına etkisi 

Şekil 4.47’de verilen 0,4 mL/sa akış hızında ve 10 cm’lik toplama mesafesinde 

gerçekleştirilen PLLA fiber çaplarının 50 nm ile 500 nm arasında dağılım gösterdiği 

kaydedilmiştir ve ortalama fiber çapı 264,18±86 nm olarak hesaplanmıştır. Şekil 4.48’de 

verilen 1 mL/sa akış hızında ve 10 cm’lik toplama mesafesinde gerçekleştirilen PLLA 

fiber çaplarının 50 nm ile 400 nm arasında dağılım gösterdiği kaydedilmiştir ve ortalama 
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fiber çapı 255,62±76 nm olarak hesaplanmıştır. Buna göre SEM görüntüleri incelenen 

PLLA membranlarında fiber içerikli boncuk yapılarının tamamen giderilemediği ve fiber 

çaplarının biraz daha küçültülmesi gerektiği öngörülmüştür. PLLA membranların 

karakterizasyonunda gözlemlenen fiber içerikli boncuk yapılarının giderilmesi ve fiber 

çaplarının 200 nm’den daha küçük sentezlenip homojen dağılım sergileyebilmesi için 

elektroeğirme sırasında kullanılan iğne uç çaplarında değişikliğe gidilmiştir. 0,51 mm (21 

G) iğne iç çapa sahip şırınga, 0,26 mm (26 G) iç çapa sahip şırıngayla değiştirilerek 

deneyler tekrarlanmıştır. Bu amaçla üç farklı koşulda membranlar hazırlanmıştır.  

Birinci membran: 10 cm uçuş mesafesi, 26 G iğne uç çapına sahip şırınga ve 0,4 mL/sa’lik 

akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA fiberler. 

İkinci membran: 10 cm uçuş mesafesi, 26 G iğne uç çapına sahip şırınga ve 1 mL/sa’lik akış 

hızı ile üretilen %4’lük PLLA fiberler. 

Üçüncü membran: 15 cm uçuş mesafesi, 26 G iğne uç çapına sahip şırınga ve 1 mL/sa’lik 

akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA fiberler. 

Hazırlanan üç membranın morfolojik karakterizasyonunun yapılabilmesi amacıyla SEM 

analizleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.49). 

Şekil 4.49’da PLLA membranlarının üretilmesinde akış hızı ve uçuş mesafesi parametreleri 

birbiri içinde ayrı ayrı değerlendirilerek fiber çapı dağılımına etkileri incelenmiştir. 

Literatürdeki çalışmalar referans alınarak 0,4 mL/sa’lik akış hızından başlanarak 2 mL/sa’lik 

akış hızına kadar farklı denemeler gerçekleştirilmiş ve en ideal akış hızı belirlenmeye 

çalışılmıştır. Zargham ve ekibinin akış hızının elektrospun fiber dağılımına olan etkilerini 

araştırdıkları çalışmada, fiber çapı dağılımının akış hızı değişimlerinden etkilendiğinin 

açıkça görüldüğünü, akış hızı arttırıldığında fiber çap dağılımının daha geniş aralıkta 

olduğunu belirtmişlerdir [208]. Bununla birlikte başka bir çalışmada nanofiberlerin 

çapındaki artışın, iğne ucundan toplayıcıya kadar olan mesafenin artışı ile ilişkili olduklarını 

vurgulamışlardır [209]. Optimizasyon çalışmalarımız kapsamında literatürle benzer bulgular 

elde edilmiştir (Şekil 4.50).  
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Şekil 4.49. PLLA membranlarının üretilmesinde akış hızı ve uçuş mesafesi 

parametrelerinin fiber çapı dağılımına etkisi 
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Şekil 4.50. Optimize edilen PLLA membranlarına ait fiber çapı dağılımı 

 

Birinci membran: 10 cm toplama mesafesinde 26 G iğne uç çapına sahip şırınga 

kullanılarak ve 0,4 mL/sa’lik akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA membranlarının ortalama 

fiber çapı 281±113 nm olarak hesaplanmıştır 

İkinci membran: 10 cm toplama mesafesinde 26 G iğne uç çapına sahip şırınga 

kullanılarak ve 1 mL/sa’lik akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA membranlarının ortalama 

fiber çapı 192±49 nm olarak hesaplanmıştır. 

Üçüncü membran: 15 cm toplama mesafesinde 26 G iğne uç çapına sahip şırınga 

kullanılarak ve 1 mL/sa’lik akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA membranlarının ortalama 

fiber çapı 251±79 nm olarak hesaplanmıştır. 

Yapılan SEM değerlendirmesinde ikinci membranın hedeflenen fiber çap boyutu ve 

dağılımına uygun olduğu; ayrıca bu membran üzerindeki istenmeyen boncuk yapılarının 

giderildiği görülmüştür. 

4.8.2. Poli (e-Kaprolakton) (PCL) Membranların Üretilmesi ve SEM Analizi ile 

Morfolojilerinin Belirlenmesi 

PCL membranların optimizasyonu ile ilgili yapılan çalışmalar neticesinde iki koşul 

belirlenmiştir.  

Koşul 1- %17,5 PCL; 17 kV’lık potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 0,07 mL/sa’lik 

akış hızı uygulanmıştır (21 G’lik iğne uç çapı ile). 
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Koşul 2- %17,5 PCL; 17 kV’lık potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 1,5 mL/sa’lik 

akış hızı uygulanmıştır (26 G’lik iğne uç çapı ile). 

Belirlenen koşullarda sentezlenen PCL membranlarının morfolojik değerlendirilmesi 

SEM analizi ile gerçekleştirilmiştir. Koşul-1 ve Koşul-2’ye ait görüntüler sırasıyla Şekil 

4.51 ve 4.52’de sunulmuştur. 

 

Şekil 4.51. Elektroeğirilmiş PCL membranlarına ait SEM görüntüleri (Koşul-1)  

2000X büyütme (sol); 10000X büyütme (sağ) 

 

Şekil 4.52. Elektroeğirilmiş PCL membranlarına ait SEM görüntüleri (Koşul-2)  

2000X büyütme (sol); 10000X büyütme (sağ) 
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Yapılan SEM değerlendirmesinde Koşul-1’e ait fiber organizasyonunun yönlü/hizalı 

(aligned); Koşul-2’ye ait fiber organizasyonunun ise yönsüz/rastgele (random) dağılım 

gösterdiği anlaşılmıştır. Akciğer bazal membrana ait ekstraselüler matriks fiberlerinin 

rastgele dağılım gösterdiği [210] dikkate alınarak daha sonraki çalışmalarda Koşul-2’den 

devam edilmiştir. 

Koşul-2’ye ait PCL fiber çaplarının 50 nm ile 275 nm arasında dağılım gösterdiği 

kaydedilmiştir (Şekil 4.53).  PCL membranlarına ait ortalama fiber çapı 153,33 ± 27 nm 

olarak hesaplanmıştır. 

Bu değerlendirmeler neticesinde PCL membranlarının hedeflenen fiber çap boyutu ve 

dağılımına uygun olduğu; ayrıca bu membran üzerinde istenmeyen boncuk (bead) 

yapılarının hemen hemen oluşmadığı görülmüştür. 

 

Şekil 4.53. Optimize edilen PCL membranlarına ait fiber çapı dağılımı 

SEM analizi ile PLLA ve PCL membranların fiber çapları hesaplanmış ve istenen 

özellikte boncuksuz ve yönsüz (random) fiberler oluşturularak hücre kültür çalışmalarına 

hazır hale getirilmiştir. 50 nm ile 275 nm arasında dağılım gösteren PCL fiber çaplarının 

akciğer matrikslerinde yer alan kollajen ve elastin fiberlerinin çapları dikkate alındığında 

benzer ebatlarda olduğu anlaşılmıştır [211]. 

Çizelge 4.2’de PLLA ve PCL membranlarının karakterize edildikten sonra belirlenen 

nihai voltaj, derişim, toplama mesafesi, akış hızı, iğne uç çapı ve hesaplanan ortalama 

fiber çaplarına ait değerleri verilmiştir. 
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Çizelge 4.2. Optimize edilen PLLA ve PCL membranlarının karakterize edilmiş değerleri 

 

4.8.3. PLLA ve PCL Membranların Kalınlıklarının Tayini  

Optimize edilmiş PLLA ve PCL membranlar toplayıcı yüzeyinden kaldırıldıktan sonra 

dijital kumpas yardımıyla kalınlık ölçümü yapılmıştır. 

2 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalınlık 77 ±12 µm;  

4 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalınlık 131±10 µm;  

6 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalınlık 242 ±14 µm 

olarak ölçülürken;  

2 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PCL membranlarda kalınlık 144 ±16 µm;     

4 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PCL membranlarda kalınlık 398 ±11 µm;     

6 saatlik elektroeğirme işlemine tabi tutulan PCL membranlarda kalınlık 405 ±9 µm 

olarak ölçülmüştür. 
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Şekil 4.54. Elektroeğirme sistemiyle üretilen PLLA (sol) ve PCL (sağ) nanofiber 

membranların toplanması 

4.8.4. Toplam Reflektansı Azaltılmış Fourier Dönüşüm Kızılötesi 

Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi  

PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yapı analizi ve üretim metodundan kaynaklı 

herhangi bir safsızlık olup olmadığının belirlenmesi amacıyla ATR-FTIR Analizi 

gerçekleştirilmiş ve Şekil 4.55’te sunulmuştur. 

 

Şekil 4.55. Elektroeğirilmiş PLLA membranlara ait FTIR spektrumu.  PLLA polimer 

(üst); PLLA membran (alt) 
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Şekil 4.56. Elektroeğirilmiş PCL membranlara ait FTIR spektrumu. PCL polimer (üst); 

PCL membran (alt) 

PLLA FTIR analiz sonuçları literatürle karşılaştırılarak pik karakteristiği 

değerlendirilmiştir. 

Grafikte görülen 2996 cm-1 asimetrik, 2944 cm-1 ise simetrik CH3 geriliminden 

kaynaklanan piklerdir. 1755 cm-1 C=O gerilimi; 1457 cm-1 CH3 asimetrik gerilimi; 1360 

cm-1 C-H bandı; 1304 C-H gerilimi; 1088 C-O-C simetrik gerilimi; 755 cm-1 C=O 

bantlarına ait piklerdir. Bu pikler referanslarıyla birlikte Çizelge 4.3’te açıkça 

gösterilmiştir. 

Çizelge 4.3. FTIR spektrumunda PLLA polimerine ilişkin dalga boyu ve bağ yapıları 

PLLA 

 

Dalga Sayısı (cm
-1

) 

 

Bağ Yapısı 

 

Kaynak 

2996,8  Asimetrik CH
3
 gerilimi [212, 213] 

2948,3 Simetrik CH
3
 gerilimi [212] 

1755,6 C=O gerilimi [214] 

1453,7 CH
3
 asimetrik gerilimi [214, 215] 



 

104 

 

1360,5 C-H bandı [213, 214] 

1300,8 C-H gerilimi [212] 

1088,4 C-O-C simetrik gerilimi [216] 

756,6 C=O bandı [217] 

 

PCL FTIR analiz sonuçları literatürle karşılaştırılarak pik karakteristiği 

değerlendirilmiştir. Grafikte görülen 2940 cm-1 asimetrik ve 2860 cm-1 simetrik CH2 

gerilimi; 1722 cm-1 ester karbonil grubunun C=O gerilimi; 1468 cm-1 C-C bandı; 1237 

cm-1 asimetrik C-O-C gerilimi ve 1166 cm-1 ve 1047 cm-1 simetrik C-O-C gerilimi; 1364 

cm-1 CH2 bükülmesi; 1293 cm-1 C-C gerilimine ait piklerdir. 

Çizelge 4.4. FTIR spektrumunda PCL polimerine ilişkin dalga boyu ve bağ yapıları 

PCL 

Dalga Sayısı (cm-1) Bağ Yapısı Kaynak 

2940,9  Asimetrik CH2 gerilimi [218] 

2863,3 Simetrik CH2 gerilimi [219, 220] 

1722,0 Ester karbonil grubunun C=O 

gerilimi 

[221-223] 

1468,6 C-C bandı [224, 225] 

1364,2 CH2 bükülmesi [219] 

1293,4 C-C gerilimi [219, 226] 

1237,5 Asimetrik C-O-C gerilimi  [226] 

1166,7 Simetrik C-O-C gerilimi [226, 227] 

1047,4 Simetrik C-O-C gerilimi [218, 222] 
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Elde edilen pikler ayrıntılı incelenerek daha önceki literatür bulguları ile 

karşılaştırılmıştır. Buna göre hem PLLA hem de PCL fiber moleküllerinin yapısındaki 

bağlar tanımlanmış ve literatürde gösterilen karakteristik pikler ile uyumlu sonuçlar elde 

edilmiştir (Çizelge 4.3, 4.4). 

4.8.5. Kapiler Akış Porometresi ile Gözenek Boyutunun Belirlenmesi 

Fiber çap boyutları uygun bulunan PLLA ve PCL membranlarının ortalama gözenek çapı 

ve dağılımının hesaplanabilmesi amacıyla Porometre cihazından (Capillary Flow 

Porometry/Quantachrome 3G) yararlanılmıştır (İTÜ/MEMTEK).   

Elektroeğirme tekniği ile üretilen membranlar örnek haznesinin içini kaplayacak 

boyutlarda (18 mm) kesilerek porometre cihazına yerleştirilmiştir. Ve belirlenen basınç 

altında porometre analizi gerçekleştirilmiştir. 

Buna göre PLLA membranlarının gözenek boyutlarının dağılımı Şekil 4.57’de; PCL 

membranlarının gözenek boyut dağılımları ise Şekil 4.58’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.57. PLLA membranına ait gözenek boyut dağılımı sonuçları 
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Şekil 4.58. PCL membranına ait gözenek boyut dağılımı sonuçları 

 

2 saat spinlenen PLLA ve PCL membranlarına ait ortalama gözenek çapı ve dağılımları 

baz alınarak yapılan değerlendirmede;  

PLLA membranlarına ait maksimum gözenek boyutu 0,5310 µm ile minimum gözenek 

boyutu 0,3546 µm boyut aralığında kaydedilmiş olup ortalama gözenek çapı 0,3988 µm 

olarak ölçülmüştür (Şekil 4.57). 

PCL membranlarına ait maksimum gözenek boyutu ise 0,5359 µm ile minimum gözenek 

boyutu 0,3580 µm boyut aralığında kaydedilmiş ve ortalama gözenek çapı 0,4000 µm 

olarak ölçülmüştür (Şekil 4.58). 

Bu sonuçlara göre analizi gerçekleştirilen hem PLLA hem de PCL membranlarının 

ortalama gözenek çaplarının 0,4 µm olduğu ve ticari olarak kullanılan biyobozunur 

olmayan Corning transwell membranlarıyla benzer gözenek çaplarına sahip oldukları 

tespit edilmiştir [228]. 

4.8.6. Çekme Testi ile Mekanik Dayanım Tayini  

Mekanik özellikler maddelerin çekme, sıkıştırma, kopma gibi kuvvetlere gösterdikleri 

tepkilerin tamamıdır ve malzemelerin kullanım alanlarını, performanslarını belirleyen 

ana kriterlerden biridir. 

Malzemelerin mekanik özelliklerinin belirlenmesinde sıklıkla tercih edilen bir yöntem 

olan ‘Çekme Deneyi’ membranlar üzerine uygulanan 50 N’luk yük altında evrensel test 

cihazında (Zwick / Roell Z250, Almanya) gerçekleştirilmiştir. Şerit formunda 2, 4 ve 6 

saatlik spinlenmiş membranlar 1x1 cm olacak şekilde kesilerek hazırlanmış ve cihazın 

kulpları arasına yerleştirilmiştir (Şekil 4.61 ve 4.62). Germe hızı 10 mm dk-1 ayarlanarak 

uzayıp kopmaları sağlanmıştır (n=3). PLLA ve PCL elektroeğirilmiş membranların 

mekanik özelliklerinin belirlenebilmesi amacıyla Çekme Deneyleri gerçekleştirilmiştir.                              

PLLA ve PCL membranlarına uygulanan 50 N’luk yük altında malzemelerin maksimum 

taşıyabileceği yük ve Çekme Testi sonucu elde edilen gerilim-gerinim grafiği 

oluşturulmuştur (Şekil 4.59 ve 4.60). 
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Şekil 4.59. Elektroeğirilmiş PLLA membranların çekme testi ile mekanik dayanımlarının 

belirlenmesi 

Gerilim-gerinim grafiği üzerinden PLLA membranlarının ortalama elastik modülleri her 

bir örnek için aşağıdaki gibi hesaplanmıştır: 

• 2 saatlik örnek için Elastik Modülü= 6,82±0,57 MPa 

• 4 saatlik örnek için Elastik Modülü= 10,57±1,95 MPa 

• 6 saatlik örnek için Elastik Modülü= 42,95±1,95 MPa 

 

 

Şekil 4.60. Elektroeğirilmiş PCL membranların çekme testi ile mekanik dayanımlarının 

belirlenmesi 
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Gerilim-gerinim grafiği üzerinden PCL membranlarının ortalama elastik modülleri her 

bir örnek için aşağıdaki gibi hesaplanmıştır: 

• 2 saatlik örnek için Elastik Modülü= 5,60±1,54 MPa 

• 4 saatlik örnek için Elastik Modülü= 1,17±0,70 MPa 

• 6 saatlik örnek için Elastik Modülü= 4,32±0,11 MPa 

Akciğer dokusu, kişinin yaşamı boyunca milyonlarca solunum döngüsü boyunca oldukça 

elastik ve mekanik olarak sağlam olan; soluk alıp vermeler sırasında akciğer 

genişlemelerine izin vermek için güç ve elastikiyet arasında ince bir denge gerektiren bir 

dokudur [132]. Akciğerlerin uyunç (kompliyans) gibi mekanik özellikleri bu organın 

biyolojik işlevlerinin ayrılmaz bir parçasıdır. Bununla birlikte, akciğer, kapsamlı bir 

şekilde yakalanması zor olan yüksek ve düşük sertlik ve gözenekli bölgelere sahip, 

yapısal ve mekanik olarak heterojen bir dokudur. Bu karmaşıklığı tam olarak kavramak 

ve akciğer yapısı ile organ, doku ve hücre ölçeğindeki davranışlarla uyumu 

ilişkilendirmek amacıyla akciğer mekaniğini anlamak için önemli araştırmalar yapılmıştır 

[229]. 

Akciğer parankiminin hücre dışı matrisi başlıca kolajen, elastin ve laminadan oluşmakta; 

bu yapısal proteinlerin akciğerlerin mekanik özellikleri üzerinde önemli bir etkisi 

bulunmaktadır. İskele ve/veya membranların mekanik özellikleri, farklı organlar ve 

uygulamalar için değiştirilebilen işleme parametrelerine bağlıdır. Elastik modül, fiber 

çapı ve oryantasyonu tarafından düzenlenmekte ve bu nedenle, iskele mimarisi, iskelenin 

genel performansında bütünleyici bir rol oynamaktadır. [132].  

Normal akciğer dokusu için elastik modülün ölçülen bölgeye bağlı olarak 0,44 ile 7,5 kPa 

arasında değişmekte olduğunu gösteren in-vitro ve in-vivo karşılaştırmalı çalışmalar 

yapılmıştır [73, 81, 230]. 
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Şekil 4.61. PLLA membranlarına uygulanan Çekme Testi ve tam kopma anının 

gösterilmesi 

 

Şekil 4.62. PCL membranlarına uygulanan Çekme Testi ve tam kopma anının 

gösterilmesi  

Malzemenin kırılmadan dayanabileceği maksimum yük ‘Çekme Mukavemeti’ olarak 

adlandırılır. Gerçekleştirilen Çekme Testi neticesinde oluşturulan PLLA ve PCL 

membranlarına ait çekme mukavemetlerinin ortalaması sırasıyla 1,18±0,57 MPa ve 

1,46±0,58 MPa olarak belirlenmiştir. 

Literatürde elektroeğirilmiş membranların mekanik özellikleri incelendiğinde, fiber 

yapılarının (çap boyutu, amorf veya kristal fazların dağılımı, fiber yönlenmesi gibi) 

malzemenin mekanik özellikleri üzerine etkilerinin daha önce rapor edildiği 

görülmektedir [231]. Polimerik nanofiberlerin fiziksel özelliklerinin çalışıldığı bir 

yayında 350 nm’den daha küçük çaplı PLLA nanofiberlerin elastik modül değerinin 

1.0±0.2 GPa olduğu rapor edilmiştir. Çalışmada nanofiberlerin çapları arttıkça da elastik 

modül değerlerinin anlamlı şekilde düştüğünü göstermişlerdir [232].  

Literatürde transwell membran olarak yapıştırılıp denenen ve mekanik özelliği test edilen 

sadece bir çalışmaya rastlanmıştır. Polikaprolakton polimerinin elektroeğirme tekniği ile 

üretilmesine dayalı bu çalışmada membranların Young Modülüs değeri 9 ± 1,3 MPa 

olarak bulunmuştur [233]. Ancak bu değer de normal akciğer dokusunun yaklaşık 1 kPa 

olduğu düşünüldüğünde oldukça sert bir malzeme olarak kalmaktadır [71, 73, 233]. 

Yapılan çalışmalar elektroeğirme işleminde kullanılan polimerlerin moleküler ağırlığının 

ve tercih edilen çözücüler arasındaki farklılıkların malzemelerin mekanik özelliklerini 

etkilediğine ilişkin raporlar mevcuttur ve bu durumun literatür bulgularındaki farklı 

sonuçların sebebi olduğu düşünülmüştür [234, 235]. 
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Şu ana kadar geliştirilmeye çalışılan akciğer doku mühendisliği uygulamalarında 

kullanılan çok çeşitli sentetik veya doğal matrisler, modifiye edilebilen 2 boyutlu veya 3 

boyutlu modeller in-vitro ESM model sistemler olarak yaygın şekilde kullanılsa da bunlar 

pulmoner dokunun benzersiz uzamsal geometrisini tam olarak taklit etmekte yetersiz 

kalmaktadır [49]. 

4.8.7. Elektroeğirilmiş PLLA ve PCL Membranların Bozunma Davranışlarının 

Belirlenmesi 

Doku mühendisliği amaçları için kullanılacak malzeme özelliklerinden biri de 

biyobozunurluktur. Biyobozunur yapı iskeleleri, doğal hücre dışı matrise benzer belirli 

mekanik ve biyolojik özelliklere sahip geçici yapılar olarak kullanıldıklarından, 

genellikle canlı doku mühendisliği için vazgeçilmez unsurlar olarak kabul edilmektedirler 

[236, 237]. Kabul edilen bu eşlenik dokular zamanla bozulabilmeli ve yeni rejenere 

dokularla yer değiştirilebilir özellikte olmalıdırlar. Biyolojik olarak işlevsel doku veya 

doğal ESM'nin rejenerasyonundan önce hücre yapışmasını, göçünü, çoğalmasını ve 

farklılaşmasını destekler nitelikte olmalıdırlar [237]. 

Biyolojik olarak parçalanabilen sentetik polimerler ailesinde PLLA ve PCL, kolay 

bulunabilirlikleri, değişen oranda biyolojik bozunabilirlikleri ve iyi mekanik özellikleri 

nedeniyle sıklıkla tercih edilen FDA onaylı biyomedikal polimerlerdendir. PLLA 

membranlarının in vitro bozunma testleri, membranlar 1x1 cm2 lik kare parçacıklar 

şeklinde kesilerek, 1 mL Proteinaz-K (2 mg/ml) enzimi kullanılarak gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 4.63). Çalkalamalı inkübatör içerisinde 37oC sıcaklıkta 28 gün boyunca tutularak 

kuru membran ağırlıkları 7, 14, 21 ve 28. günlerde ölçülmüştür 
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Şekil 4.63. PLLA membranlarında enzimatik bozunmanın mg kütle kaybı cinsinden 

ifadesi 

Hidrolitik bozunmanın yanı sıra literatürde PLLA membranlarının enzimatik 

degradasyonuna sıklıkla atıfta bulunulan Proteinaz-K ile ilgili çalışmalar da yer 

almaktadır [238]. Proteinaz K’nın, PLLA polimerindeki L-laktil birimlerini bağlayan 

ester bağlarını hidrolize ettiği pek çok raporla bildirilmiştir [239-241]. Enzimatik 

bozunma deneylerine ilaveten hücre kültür koşullarını birebir yansıtacak şekilde PLLA 

ve PCL membranları besiyeri ortamında bekletilerek ve aynı zamanda PBS’e göre daha 

fizyolojik koşulları yansıtan bir çözelti olan Ringer çözeltisi içerisinde tutularak ek 

bozunma testleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.64). 

PLLA membranlarında gerçekleştirilen enzimatik bozunma deneylerinde 28. günün 

sonunda 2 ve 4 saatlik parametrelerdeki membranların %90’ın üzerinde enzimatik 

bozunmaya uğradığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.63). Bulgular literatürle uyumlu 

bulunmuştur [240]. 

PLLA ve PCL membranlarının besiyeri ve Ringer çözeltisi ortamlarında 28 gün süren 

bozunma çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Literatürde bu biyobozunur membranların in 

vitro koşullarda 37oC’de gerçekleştirilen degradasyon profilleri incelendiğinde, 

membranların optimal yapısal bütünlüğünü ne kadar zaman koruduğu ile ilgili olarak 

yapılan çalışmalarda in vitro degradasyon koşullarının minimum 4 ile 6 ay arasında 

gerçekleştiği bilinmektedir [242, 243]. 28 günlük degradasyon çalışmalarına ek olarak 

membranlar ayrıca besiyeri ve Ringer çözeltisi içerisinde 6 aya kadar devam ettirilmiştir 

(Şekil 4.64). 

Doku mühendisliği çalışmalarında bir membran ya da doku iskelesinin optimal 

degradasyon oranının yeni dokunun oluşum oranına bağlı olduğu bilinmektedir (havayolu 

re-epitelizasyon veya kondrogenezis gibi) [243, 244]. Yapılan çalışmalarda in vivo 

degradasyon hızının in vitro ile karşılaştırıldığında çok daha hızlı olduğu gösterilmiştir 

[245].  

Şekil 4.64’te PLLA ve PCL membranların besiyeri ve sentetik vücut sıvısı (Ringer 

çözeltisi) ortamında 6 ay süreyle tutularak gerçekleştirilen degradasyon deneylerinin 

sonuçları paylaşılmıştır. Deney sonuçlarına göre ne PLLA ne de PCL membranlarda 6 ay 

boyunca anlamlı bir bozulmanın henüz başlamadığı anlaşılmıştır. PLLA membranlar 

besiyeri ortamında %0,5; PCL membranlar %1,02 bozunma gösterirken; Ringer çözeltisi 
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ortamında PLLA membranlar %0,8; PCL membranlar ise %1,5 bozunmaya uğramışlardır 

(Şekil 4.64). PLLA ve PCL membranların 6 aya kadar anlamlı bir bozunma davranışı 

sergilemeyip stabil kalmaları havayolu in-vitro modellemesi deneyleri açısından bir 

avantaj teşkil etmektedir. Membranların bu anlamda in-vitro bozunma direnci 

sergilemeleri trake, bronş gibi yapıların onarılmasını uzun süre destekleyebilir olması 

bakımından önem taşımaktadır ve doku mühendisliği çalışmalarında iyi birer araç olarak 

değerlendirilebilir olduklarını düşündürmektedir [246].   

 

Şekil 4.64. PLLA ve PCL membranlarının besiyeri ve Ringer çözeltisi ortamında 

bozunma profillerinin mg kütle kaybı cinsinden ifadesi (deney statik koşullarda 6 ay 

boyunca sürdürülmüştür). 

4.8.8. PLLA ve PCL Membranlarının Sitotoksisite Analizi 

PLLA ve PCL membranlarının hücre kültür sistemlerinde değerlendirilmesi ve in vitro 

sitotoksisite etkilerinin araştırılması için TS EN ISO 10993-5 ve TS EN ISO 10993-12 

standartları esas alınarak gerçekleştirilen sitotoksisite deneylerinin sonuçları Şekil 4.65’te 

paylaşılmıştır. 
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Şekil 4.65. PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen sitotoksisite analizi 

PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen özüt analizi verilerine göre; en yüksek 

derişime sahip %100 PLLA ve %100 PCL membranlarında canlılık değeri %91 olarak 

kaydedilmiş ve derişim oranları azalırken de yine kontrole yakın canlılık göstermişlerdir 

(Şekil 4.65). Buna göre ISO 10993-5 standardı referans alınarak yapılan değerlendirmeye 

göre deney numunelerinin hem PLLA hem de PCL membranlarının sitotoksik olmadığı 

anlaşılmıştır. 

4.9. PLLA ve PCL Membranlarda Hücre Kültürü Deneyleri 

PLLA ve PCL biyobozunur membranlar üzerinde hücre kültürü çalışmaları öncelikli 

olarak proliferasyon analizi ile başlamıştır. Proliferasyon deneyinin ardından mono-

kültür ve ko-kültür deneyleri gerçekleştirilmiş ve TEER ölçümleri yapılmıştır. Daha 

sonra membranlar üzerinde epitel hücrelerin varlığını ve tabakalaşmış bariyer oluşumunu 

göstermek adına hematoksilen&eozin boyamaları ve hücrelerde yer alan proteinleri 

boyamak için de immünositokimya çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

4.9.1. Biyobozunur Transwell İnsert'lerin Hazırlanması 

PLLA ve PCL nanofiber membranlar yeniden yapılandırılmış transwell insert’lerin altına 

tutturulması amacıyla biyouyumlu, yarı-saydam ve silikon elastomeri olan ‘Kwik-Sil’ 

adlı cerrahi yapıştırıcı kullanılarak yapıştırılmıştır. PLLA ve PCL membranlar, gözenekli 

yapıyı oluşturan fiberli kısmının hücre bağlanması ve infiltrasyonuna uygun olması için, 
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yalnızca insert parçanın kesik olan kenarına yapıştırılmıştır. Numuneler, en az 2 saat 

boyunca %70 etanol içinde inkübe edilmiş ve 24 kuyucuklu plakalarda sterilize edildikten 

sonra 1X steril PBS solüsyonu ile yıkanmıştır. Hücre kültürü çalışmalarına hazır hale 

getirilmesi için membranlar Dulbecco Modifiye Eagle's Medium (DMEM) besiyeri ile 

yıkanmış ve ardından aspire edilmiştir. Son aşamada modifiye edilen membranlı 

insert’ler, etkili bir hücre tutunmasının gerçekleştirilmesi adına 12 saat boyunca Fetal 

Bovin Serum (FBS) içeren ortamda inkübe edilmiştir. 

Ertesi gün membranların üzerlerindeki FBS uzaklaştırılmıştır. Kurumaya bırakıldıktan 

sonra kontrol edilen membranların arasından yapışmamış olanlar varsa deneye dahil 

edilmemiştir. Düzgün bir şekilde %100 membran-insert birleşiminin sağlandığı 

membranlarla çalışmalara devam edilmiştir. 

Membranların yapıştırılması aşamasında dikkat edilmesi gereken noktalardan biri de 

yapıştırıcının mümkün olduğunca insert’in sadece kesik kısmının kenarına taşırmadan 

konulmasıdır. Yapıştırıcının fazla dökülmesi membranlar tarafından emilerek 

gözeneklerinin tıkanmasına sebebiyet vermektedir. Bu durumda membranlar ıslak 

görünümlü bir hale geçmiştir. Böyle bir durumla karşılaşıldığında yine membranlar 

kullanılmayarak ayrılmış ve düzgün yapıştığından emin olduğumuz membranlarla devam 

edilmiştir. 

4.9.2 PLLA ve PCL Membranlarda Hücre Proliferasyonu Analizi 

PLLA ve PCL membranlar üzerinde epitel hücrelerinin prolifere olup olmadığı ilk 4 güne 

kadar test edilmiştir. 4 günden sonra havayolu epitel hücreleri havaya maruz bırakılıp 

farklılaşmaya alındığından hücrelerin proliferasyonu durdurup farklılaşma proteinlerini 

aktive ettiği bilinmektedir [247]. 

PLLA ve PCL membranlarda proliferasyon deneyleri, hücre proliferasyonunu DNA 

miktar artışı (ng/ml) üzerinden tayin edebilen ‘‘CyQUANT® Cell Proliferation Assay 

Kit’’ (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Deney 1., 2., 3. ve 4. günlerdeki hücre proliferasyonunu test edecek şekilde tasarlanmış 

ve CyQuant Cell Proliferation Assay kitine uygun olarak gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.66. CyQuant Hücre Proliferasyon kit protokolüne göre gerçekleştirilen DNA 

standart eğrisi 

 

 

Şekil 4.67. PLLA ve PCL membranlara ait hücre proliferasyon grafiği 

CyQuant hücre proliferasyon kitinde yer alan protokol ölçütlerine göre DNA standart 

eğrisi oluşturulmuştur. Grafik üzerinde y=mx+n denklemi belirtilmiştir; burada X ng/ml 

olarak DNA konsantrasyonunu, y ise ex:480 nm ve em:520 nm’deki absorbans değerini 

göstermektedir (Şekil 4.66).  

Şekil 4.67’de yer alan PLLA ve PCL membranlara ait hücre proliferasyon grafiği Şekil 

4.66’daki DNA standart grafiği baz alınarak ng/ml olarak hesaplanmıştır. PLLA ve PCL 

membranlar üzerinde yetiştirilen hücrelerin farklılaşma öncesi 4 günlük proliferasyonları 

değerlendirilmiş ve birinci günden son güne %51 oranında bir proliferasyon artışı 

kaydedilmiştir. 
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4.9.3. PLLA ve PCL membranlarda mono-kültür ve ko-kültür deneyleri 

PLLA ve PCL membranların karakterizasyon işlemleri tamamlandıktan sonra hücre 

kültürü deneylerine geçilmiştir. Transwell’ler üzerine yapıştırılan membranlar 24 

kuyucuklu plakalara aktarılmış ve mono-kültür ve ko-kültür deneyleri ayrı setler halinde 

gerçekleştirilmiştir. PLLA ve PCL membranlarda ko-kültür deneyinin yapılışı Şekil 

4.68’te gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.68. PLLA ve PCL membranlarda ko-kültür deneyinin yapılışı (ters ekim). 

Membranlarda mono-kültür ve ko-kültür çalışmaları Bölüm 3.7’1 de transwell-

membranlarda anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir.   

4.9.4. PLLA ve PCL Membranlarına Ekilen Bronş Epitel Hücrelerin TEER 

Ölçümleri 

PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen mono-kültür ve ko-kültür çalışmaları 

boyunca membranlar üzerinde 0, 7, 14 ve 21. günlerde bronş epitel hücrelerde TEER 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

PLLA ve PCL membranlara ait TEER değerlerinin sonuçları Şekil 4.69’da paylaşılmıştır. 
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Şekil 4.69. PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen TEER analizi sonuçları 

Şekil 4.69’daki grafik incelendiğinde PLLA mono-kültürde gerçekleştirilen deneyde 

TEER değerleri sıfırıncı günden itibaren 21.güne kadar artış göstermiştir. PLLA ko-

kültürlerin olduğu grup ise zaman içerisinde azalma eğilimi göstermiştir. 600 Ω.cm2 

olarak başlayan TEER değeri 21.günün sonunda yaklaşık 400 Ω.cm2’ ye kadar düşmüştür. 

PCL mono-kültür gruplarında TEER değeri 0.günde 201 Ω.cm2; 7.günde 235 Ω.cm2; 

14.günde 201 Ω.cm2 ve 21. günde 191 Ω.cm2 olarak ölçülmüştür. PCL ko-kültür grupları 

incelendiğinde 0.günde 236 Ω.cm2; 7.günde 189 Ω.cm2; 14.günde 186 Ω.cm2 ve 21. 

günde 170 Ω.cm2 olarak ölçülmüştür. TEER değerleri sonucuna göre sadece PLLA 

membranların mono-kültür gruplarında düzenli şekilde TEER değerlerinin artışı 

gözlenmiştir. Bu da bize PLLA membranlarının düzgün şekilde hücresel bariyer 

oluşturduğunu ve 21 gün boyunca sürdürülebirilir olduğunu göstermiştir. 

4.9.5. PLLA ve PCL Membranlarına Ekilen Bronş Epitel Hücrelerin 

Hematoksilen&Eozin Boyama ile Görüntülenmesi 

PLLA ve PCL membranlarına ekilerek ALI kültür yöntemi ile çoğaltılan bronş epitel 

hücrelerin membran yüzeyine etkin bir şekilde tutunup çoğaldığını göstermek için 

Hematoksilen & Eozin boyama yapılmıştır. Boyama sonuçları Şekil 4.70 ve Şekil 4.71’de 

paylaşılmıştır. 
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Şekil 4.70. PLLA membranlarına ekilen epitel hücrelerinin hematoksilen&eozin boyama 

ile görüntülenmesi. Hücre çekirdeği: mor; sitoplazma: pembe. (Oklar PLLA membranını 

göstermektedir). 

 

 

Şekil 4.71. PCL membranlarına ekilen epitel hücrelerinin hematoksilen&eozin boyama 

ile görüntülenmesi. Hücre çekirdeği: mor; sitoplazma: pembe. (Oklar PCL membranını 

göstermektedir). 

Kriyostat kullanarak dikey kesit alınan PLLA ve PCL membranların boyama sonrası elde 

edilen görüntülerde hücrelerin canlılıklarını koruyarak etkin bir şekilde membranlar 

üzerinde çoğaldığı ve epitel tabakalaşmanın olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.70 ve 4.71).  

4.9.6. PLLA ve PCL Membranlarına Ekilen Bronş Epitel Hücrelerin 

İmmünositokimyasal Analiz ile Görüntülenmesi 

PLLA ve PCL membranlarına ekilerek ALI kültür yöntemi ile çoğaltılan hücrelerin 

membran yüzeyine etkin bir şekilde tutunduğu gösterildikten sonra membranlarda ifade 
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olan proteinlerin gösterilebilmesi için immünositokimya analizleri gerçekleştirilmiştir. 

İmmünositokimya boyama sonuçları Şekil 4.72 ve Şekil 4.73’te paylaşılmıştır. 

 

Şekil 4.72. PLLA membranlarına ekilen epitel hücrelerde β-Tubulin proteininin 

immünositokimya analizi ile görüntülenmesi. (A: Çekirdek boyaması (mavi), B: β-

Tubulin boyama (kırmızı), C: A ve B’nin çakıştırılmış görüntüsü). (B՝ ve C՝: B ve C’nin 

yüksek büyütmeli görüntüleridir). 

 
Şekil 4.73. PCL membranlarına ekilen epitel hücrelerde β-Tubulin proteininin 

immünositokimya analizi ile görüntülenmesi. (A: Çekirdek boyaması (mavi), B: β-

Tubulin boyama (kırmızı), C: A ve B’nin çakıştırılmış görüntüsü (B՝ ve C՝: B ve C’nin 

yüksek büyütmeli görüntüleridir). 

PLLA ve PCL membranlarına ekilip farklılaştırmaya alınan bronş epitel hücrelerinin 

immünositokimyasal analiz ile görüntülenmesi çalışmalarında hücrelerde β-Tubulin 

proteininin varlığı gösterilmiştir.  
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4.9.7. PLLA ve PCL Membranlar Üzerine Ekilen Epitel Hücrelerinde SEM Analizi 

PLLA ve PCL nanofiber membranlarının hücresel uyumluluğunu ayrı ayrı 

değerlendirmek amacıyla, nanofiberli membranlar üzerinde hücre yapışması ve yayılma 

durumları SEM kullanılarak gözlemlenmiştir. Şekil 4.74, hücre kültüründe 21 gün sonra 

PLLA ve PCL membranları üzerinde büyütülen hücrelerin SEM görüntülerini 

göstermektedir.  

 

Şekil 4.74. PLLA ve PCL membranlar üzerinde ko-kültüre edilen epitel hücrelerinin SEM 

görüntüleri (A: PLLA membran-1000X büyütme; B: PCL membran 2000X büyütme). 

Şekil 4.74’te PLLA ve PCL membranlar üzerinde ko-kültüre edilmiş hücrelerin sadece 

üst yüzeyden çekilmiş görüntüleri incelendiğinde, her iki membran yüzeyinde de sferoid 

tipi morfolojilerin varlığı, hücrelerin membranlara tutunmuş olduğunun bir kabulü olarak 

görülmektedir [233, 248]. Hücreler nanofiber topografyası boyunca membranlara 

tutunmuş ve iyi bir şekilde membranlarla hücre kümeleri oluşturmuştur. 

4.9.8. HDM ve Sitokinlerle (IL-4+IL-13) Uyarılan PLLA ve PCL Membranlara Ekili 

Hücrelerde TEER Analizi 

ALI kültür’de farklılaştırmaya alınarak büyütülen epitel hücreleri, PLLA ve PCL 

membranlarda da hastalık modelini taklit edebilmesi amacıyla, epitel hücre sıkı 

bağlantılarını yıktığı literatürde gösterilmiş alerjen ve sitokinler varlığında uyarılmıştır 

[205, 249]. PLLA ve PCL membranlara ekili epitel hücreler IL-4 ve IL-13 varlığında 
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HDM alerjeni ile 24 saat uyarıldıktan sonra TEER değerleri karşılaştırılmıştır. 

Gerçekleştirilen TEER değerlerine ilişkin sonuçlar Şekil 4.75 ve Şekil 4.76’da 

paylaşılmıştır.  

 

 

Şekil 4.75. PLLA membranlarda kültüre edilen A549 epitel hücrelerinin 14.gün uyarımı 

ve TEER ölçümleri 

 

Şekil 4.76. PCL membranlarda kültüre edilen A549 epitel hücrelerinin 14.gün uyarımı ve 

TEER ölçümleri 

ALI kültürde farklılaştırılan A549 hücrelerine 14.günde apikalden HDM alerjeni, 

bazalden ise IL-4 ve IL-13 sitokinleri verilerek farklılaşma ve uyarım öncesi-sonrası 
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TEER değerleri karşılaştırılmıştır. Uyarım yapıldığı gün olan 14. günden sonra ALI 

kültürde hücreler 1 hafta daha devam ettirilerek sıkı bağlantı yapılarında bir farklılık olup 

olmadığı araştırılmaya çalışılmıştır. Bu süreç içerisinde 14.günden 21.güne kadar TEER 

değerlerinde artış kaydedilmiştir. Bu da bize hücre etkinliğinin uyarım sonrası da devam 

ettiğinin ve havayolu yeniden modellemesinde (remodelling) hastalık modelinin in-vivo 

ortamdaki gibi taklit edilebilir olması bakımından kullanılabilir malzemeler olduğunun 

önünü açmıştır [206].  

PLLA ve PCL membranlar hava yolu epitelinin hücresel ve yapısal temsiline uygun olup 

akciğer biyolojisi, hastalık modellemesi ve ilaç keşfi alanlarında akademik ve farmasötik 

araştırmalar için de önemli bir araç sunmakta ve bu alanda bazı hayvan deneylerine olan 

ihtiyacı azaltma potansiyeline sahip olduğu düşünülmektedir.  
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5. YORUM 

Tez çalışması kapsamında piyasada ticari olarak satılan ve hava-sıvı arayüzü kültür 

sistemlerinde kullanılan transwell membranların kullanım potansiyellerini artıracak, ko-

kültür çalışmalarını kolaylaştıracak yeni 3 boyutlu transwell-adaptör model sistemler 

geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla tezin ilk hedefi olarak, farklı tasarımlara sahip 

transwell-adaptör modellerin baskısı alınarak hücre kültür sistemlerine entegre edilmiştir. 

Uygun bulunan biyouyumlu adaptör modelin sitotoksisite (MTT) çalışmaları 

gerçekleştirilmiş ve ko-kültür çalışmalarında kullanılmıştır. Farklı hücre hatlarında 

modelin etkinliği test edilip TEER analizleri gerçekleştirilmiştir. Havayolu epitel 

hücrelerinin akciğer fibroblastları ile olan hücre-hücre etkileşimlerinin gerçekleştirildiği 

ko-kültür çalışmaları yapılıp Hematoksilen&Eozin boyama, Taramalı Elektron 

Mikroskobu ile görüntüleme çalışmaları, immünositokimyasal analiz ile epitele özgü 

farklılaşma proteinlerinin boyamaları gerçekleştirilmiştir. Havayolu epitel hücrelerinde 

ifade olan genlerin belirlenmesi amacıyla Gerçek Zamanlı PZR çalışmaları yapılmıştır. 

Etkinlikleri belirlenen modeller üzerinde astım hastalığını modelleyebilmek ve 

doğrulayabilmek amacıyla havayolu epitel bariyerlerini bozduğu literatürde bilinen 

alerjen ve sitokinlerle uyarılarak validasyon çalışmaları yapılmıştır. Tezin ikinci hedefi 

olan ve piyasada bulunan biyobozunur özellikte olmayan membranların yerine 

biyobozunur özellikte membranlar (PLLA ve PCL) tasarlanarak yeni membran sistemler 

geliştirilmiştir. Sentezlenen biyobozunur membranların karakterizasyonları yapılarak 

fiber çapları, kalınlık, kimyasal yapı analizi, gözeneklilik, mekanik dayanım, 

biyobozunurluluk ve sitotoksisite analizleri gerçekleştirilmiştir. Hava-sıvı arayüzü 

sistemlerinde kullanılmak üzere geliştirilen yeni biyobozunur membran sistemlerinde de 

tezin ilk hedefinde olduğu gibi ko-kültür çalışmaları gerçekleştirilmiş ve H&E, 

İmmünositokimya ve TEER ölçüm çalışmaları yapılmıştır. Hastalık modellemesi için 

yine aynı alerjen ve sitokinlerle havayolu epitel hücrelerinin uyarımları gerçekleştirilip 

validasyonları yapılmıştır.  

 

Tez çalışmaları kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıdaki gibi yorumlanmıştır. 
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• Çalışmanın ilk hedefi olan ve piyasada ticari olarak satılan epitel hücre 

farklılaşmasında sıklıkla kullanılan transwell insertlerin her iki yüzüne de 

kolaylıkla hücre ekiminin yapılabileceği bir adaptör tasarımı geliştirilmiştir. 

 

• 8 farklı transwell-adaptör modelin baskısı alınıp hücre kültürü sistemlerine 

entegre edilerek ön denemeler yapılmıştır. Gerçekleştirilen ön denemelerde ilk 7 

model başarısız olmuştur. Sızıntı çalışmalarının neticesinde başarılı olarak kabul 

edilen biyouyumlu medikal reçineden üretilen Adaptör Model-8 seçilmiştir. 

 

• Yeni 3B adaptör modellere uyacak şekilde ölçüleri belirlenen 24 kuyucuklu 

plakaya ek parçalar getirilerek yeni kapak tasarımı oluşturulmuş ve kapağın 

yapılandırılmasında ‘fotopolimer reçine’ kullanılmıştır. Modelin baskısı Solid 

Works programı kullanılarak alınmıştır. Yeni tasarlanan bu parça deneyler 

sırasında herhangi bir kontaminasyona sebep olmamıştır. 

 

• Adaptör Model-8’in hücre kültürlerinde uygunluğunun test edilmesi amacıyla 

sitotoksisite (MTT) çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Buna göre test ettiğimiz 

numunenin (adaptör model özütü) %100 özütünün canlılığı %94,8 olarak 

hesaplanmış olup sitotoksisite potansiyeli olmadığı yorumu yapılmıştır. %50, 

%25, %12,5 ve %6,25 özüt değerlerinde ise bu canlılık oranı %94,8’in üzerinde 

olduğu için malzememizin biyouyumlu ve sitotoksik özellikte olmadığı 

anlaşılmıştır. 

 

• Hücre kültürlerinde etkinliği test edilen yeni transwell-adaptör model kullanılarak 

ko-kültür çalışmalarına geçilmiştir. Ko-kültür çalışmaları hem Corning firmasının 

önerdiği hem de yeni 3B adaptör model sistemler ile yapılmıştır.  

 

• Ko-kültür deneyleri, BEAS-2B sağlıklı bronş epitel ve A549 kanserli alveolar 

epitel hücre hatlarının kullanılmasının yanısıra astımlı bireylerin bronşlarından 

izole edilen primer hücrelerle de gerçekleştirilmiştir.  
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• Ko-kültür süresince hücrelerin gelişimi takip edilmiş ve farklılaşmaya alındıktan 

sonra transwell membranının apikal yüzeyinde hiçbir sızıntı meydana gelmediği 

gözlemlenmiştir. Bu durum hücrelerin birbirleriyle bağlantıda olduklarını ve sıkı 

bağlantı yapılarının düzgün şekilde oluşturduklarını göstermektedir. 

 

• Corning model ile ekilen hücrelerin yeni transwell adaptör ile ekilen hücrelere 

kıyasla daha fazla hücre kaybına neden olduğu, (ko-kültür ekiminde membranın 

bazal kısmına ekilen ve tutunamayan hücrelerin dökülmesi), transwell adaptör 

sistemle gerçekleştirilen ekim yönteminde ise neredeyse hiç yüzen hücrenin 

olmadığı anlaşılmıştır. 

 

• Hava-sıvı arayüzü (ALI) kültür sistemine göre farklılaştırılan hücrelerde TEER 

ölçümleri hem sağlıklı bronşial epitel BEAS-2B, hem de akciğer alveolar epiteli 

A549 hücre hatlarıyla gerçekleştirilmiş ve literatür ile uyumlu sonuçlar elde 

edilmiştir. Bu hücrelerin dışında primer epitel hücreleriyle de TEER analizleri 

gerçekleştirilmiş ve literatürle desteklenmiştir. 

 

• Transwell membranlar üzerinde ekimi gerçekleştirilen epitel hücreler 

Hematoksilen & Eozin ile boyanmış ve hücrelerin canlılıklarını koruyarak etkin 

bir şekilde çoğaldığı ve epitel tabakalaşmanın olduğu tespit edilmiştir. 

 

• ALI kültür yöntemi ile transwell-adaptör modeli kullanılarak çoğaltılan 

hücrelerde ZO-1, β-Tubulin, E-kaderin ve Muc5ac proteinlerinin ifadesini tespit 

edebilmek için immunositokimya boyamaları gerçekleştirilmiş ve çalışmalar 

neticesinde BEAS2B, A549 ve primer epitel hücrelerde bu proteinlerin varlığı 

doğrulanmıştır. 

 

• ALI kültür yöntemi ile farklılaştırılan A549 hücrelerde ZO-1(TJP1) ve E-kaderin 

(CDH1) genlerinin ifadesinin belirlenmesi amacıyla gerçek zamanlı PZR analizi 

gerçekleştirilmiştir. Buna göre transwell adaptör modeli ve mono-kültür ile 

gerçekleştirilen deneyler sonucunda TJP-1 ve CDH1 gen ifadelerinin Transwell 

adaptör modeli kullanılan grupta 14. günde arttığı tespit edilmiştir. TJP-1 gen 
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ifadesi 0. güne kıyasla 14.günde 5 katlık bir artış göstermiş ve bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur. CDH1 gen ifadesi ise 3 katlık artış göstermesine 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır. Mono-kültür yönteminde ise 

hem TJP-1 hem de CDH1 gen ifadelerinde 14.günde azalma tespit edilmiştir. 

 

• ALI kültür’de oluşturulmuş modellerin hastalık modelini taklit edebilmesi 

amacıyla, epitel hücre sıkı bağlantılarını yıktığı literatürde gösterilmiş farklı 

alerjen denemeleri ile çalışmalara devam edilmiştir. Bu amaçla ev tozu akarı 

olarak bilinen ve solunum yolu alerjik hastalığının patogenezinde güçlü rol 

oynayan HDM alerjeni kullanılarak doz denemeleri gerçekleştirilmiştir. 

 

• Artan konsantrasyonda HDM ile uyarılan epitel hücrelerde doz artışına bağlı 

olarak hücre canlılığında azalma tespit edilmiştir. 100 µg/ml HDM ile uyarılan 

hücrelerde canlılık %75’e düşmüştür. MTT deneyi sonucu Etbr/Calcein deneyleri 

ile doğrulanmıştır. 

 

• HDM ile 24 saatlik uyarım sonrası 10 µg/mL konsantrasyondan itibaren hücre 

ölümünün başladığı ve hücre canlılığının doz artışına bağlı olarak azaldığı tespit 

edilmiştir. 24 saat uyarım için yapılan mitokondriyel aktivite testinin floresan 

hücre görüntüleriyle uyumlu olduğu görülmüştür. 

 

• Tez çalışması kapsamında etkin bir hastalık modeli oluşturmak amacıyla besiyeri 

ortamına IL-4 ve IL-13 sitokinleri eklenerek deneyler gerçekleştirilmiştir. 

 

• Epitel hücreleri IL-4 ve IL-13 varlığında HDM alerjeni ile 24 saat uyarıldıktan 

sonra EtBr/Kalsein AM floresan boyama ile hücre canlılıkları test edilmiştir. 

Artan konsantrasyonda HDM ile IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile uyarılan bronş epitel 

hücrelerinde konsantrasyon artışın ile hücre canlılığında azalma tespit edilmiştir. 

En yüksek doz olan 100 µg/ml HDM ile uyarılan hücrelerde IL-4 ve IL-13 

sitokinlerinin varlığı ile hücrelerde büzüşme, yüzeyden kopup ayrılma ve 

morfolojik değişiklikler tespit edilmiştir. 
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• HDM konsantrasyonu artışı ile hücrelerde ZO-1 sıkı bağlantı proteinlerinin 

kırılmaya başladığı tespit edilmiştir.  ALI kültür deneylerine IL-4 ve IL-13 

varlığında 100 µg/ml HDM ile devam edilmesine karar verilmiştir. 

• HDM ve sitokinlerle (IL-4 + IL-13) uyarılan primer hücrelerin validasyonu ve 

TEER analizi gerçekleştirilmiştir. 21.günde transwell insert’lerin apikal kısmına 

100 µg/ml HDM ve bazal kısmına da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak 

şekilde uyarımları yapıldıktan sonra TEER ölçümleri yapılmıştır. 

• Transwell kültürlerde farklılaştırılan mono-kültür ve ko-kültür gruplarında 7, 14 

ve 21.günlerdeki TEER sonuçları değerlendirilmiştir. 21.günde uyarımları 

gerçekleştirilen ko-kültürlerde 2500-3000 Ω.cm2 aralığında iken uyarıldıktan 24 

saat sonra bu değer 980 Ω.cm2 seviyesine düşmüştür. Bu durum bize literatürde 

hastalık modelini taklit edebilmek için sıklıkla kullanılan alerjen ve/veya 

sitokinlerin bu modelle de çalışıyor olduğunu göstermektedir. 

• Transwell-adaptör modeli kullanılarak gerçekleştirilen deneyler sonucunda 

astımlı primer epitel hücrelerinin IL-4 ve IL-13 varlığında HDM ile uyarımı 

sonucu TEER değerinde düşüş tespit edilmiştir. Ayrıca ZO-1 bağlantı proteinin 

yapısının HDM ile uyarım sonucu bozulduğu gösterilmiştir. Elde edilen tüm bu 

sonuçlar Transwell-adaptör modeli kullanılarak gerçekleştirilen ko-kültür 

deneylerinde havayolu epitel hücrelerinin başarılı bir şekilde farklılaştırılarak 

hastalık modelini oluşturduğunu göstermiştir.  

• Transwell-adaptör model kullanılarak ko-kültür koşullarında geliştirilen epitel-

fibroblast hücrelerinin varlığı SEM kullanılarak analiz edilmiştir. Transwell 

membran üzerine ekili epitel hücreler ve membran altına ekilen fibroblast 

hücrelerinin varlığı SEM mikroskobu ile doğrulanmış olup etkili bir şekilde 

membran yüzeyine tutunduğu tespit edilmiştir. 

• Elektroeğirme tekniği kullanılarak üretilen PLLA ve PCL nanofiber 

membranların hazırlanmasında %4 PLLA-Kloroform çözeltisi kullanılarak elde 

edilen fiberlerin ışık mikroskobunda incelenmesi sonucu fiberlerde çok sayıda 

boncuk (bead) yapılarının oluştuğu gözlenmiştir. Bu görüntüler incelendiğinde 

fiberlerin oluşumunda istenmeyen boncuk yapılarının giderilmesi gerektiği; 
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bunun için de farklı çözücü/çözücü grupları kullanılarak fiber optimizasyon 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

• %4 (a/a) PLLA-Kloroform ve PLLA-(DCM/DMF) çözeltileri ile elde edilen 

fiberler incelendiğinde kloroform çözeltisi kullanılarak hazırlanan 

parametrelerden DCM/DMF çözeltisi kullanılarak hazırlanan parametrelere 

geçildiğinde boncuk içerikli fiber oluşumunun kısmen önüne geçildiği 

görülmüştür. Bu durum iletkenliği artırmak adına dimetilformamid çözücüsünün 

diklorometan çözücüsü ile kullanımıyla sağlanmış olabileceği yorumu 

yapılmıştır. 

• PLLA membranların karakterizasyonunda gözlemlenen fiber içerikli boncuk 

yapılarının giderilmesi ve fiber çaplarının 200 nm’den daha küçük sentezlenip 

homojen dağılım sergileyebilmesi için elektroeğirme sırasında kullanılan iğne uç 

çaplarında değişikliğe gidilmiştir. 0,51 mm (21 G) iğne iç çapa sahip şırınga, 0,26 

mm (26 G) iç çapa sahip şırıngayla değiştirilerek deneyler tekrarlanmıştır. Bu 

amaçla üç farklı koşulda membranlar hazırlanmıştır. 

• Yapılan SEM değerlendirmesinde; 10 cm toplama mesafesinde 26 G iğne uç 

çapına sahip şırınga kullanılarak ve 1 mL/sa’lik akış hızı ile üretilen %4’lük PLLA 

membranlarının ortalama fiber çapı 192±49 nm olarak hesaplanmıştır. 

 

• Poli (e-kaprolakton) (PCL) membranların üretilmesi ve SEM analizi ile 

morfolojilerinin belirlenmesi çalışmalarına geçilmiştir. PCL membranların 

optimizasyonu ile ilgili yapılan çalışmalar neticesinde iki koşul belirlenmiştir. 

Koşul 1: %17,5 PCL; 17 kV’lık potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 0,07 

mL/sa’lik akış hızı (21 G’lik iğne uç çapı). Koşul 2: %17,5 PCL; 17 kV’lık 

potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 1,5 mL/sa’lik akış hızı uygulanmıştır 

(26 G’lik iğne uç çapı). 

 

• Yapılan SEM değerlendirmesinde Koşul-1’e ait fiber organizasyonunun 

yönlü/hizalı (aligned); Koşul-2’ye ait fiber organizasyonunun ise yönsüz/rastgele 

(random) dağılım gösterdiği anlaşılmıştır. Akciğer bazal membrana ait 

ekstraselüler matriks fiberlerinin rastgele dağılım gösterdiği dikkate alınarak daha 

sonraki çalışmalarda Koşul-2’den devam edilmiştir. 
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• Koşul-2’ye ait PCL fiber çaplarının 50 nm ile 275 nm arasında dağılım gösterdiği 

kaydedilmiştir. PCL membranlarına ait ortalama fiber çapı 153,33 ± 27 nm olarak 

hesaplanmıştır. Bu değerlendirmeler neticesinde PCL membranlarının hedeflenen 

fiber çap boyutu ve dağılımına uygun olduğu; ayrıca bu membran üzerinde 

istenmeyen boncuk (bead) yapılarının hemen hemen oluşmadığı görülmüştür. 

 

• SEM analizi ile PLLA ve PCL membranların fiber çapları hesaplanmış ve istenen 

özellikte boncuksuz ve yönsüz (random) fiberler oluşturularak hücre kültür 

çalışmalarına hazır hale getirilmiştir. 50 nm ile 275 nm arasında dağılım gösteren 

PLLA ve PCL fiber çaplarının akciğer matrikslerinde yer alan kollajen ve elastin 

fiberlerinin çapları dikkate alındığında benzer ebatlarda olduğu anlaşılmıştır. 

• Optimize edilmiş PLLA ve PCL membranlar toplayıcı yüzeyinden kaldırıldıktan 

sonra dijital kumpas yardımıyla kalınlık ölçümü yapılmıştır. 2 saat boyunca 

elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalınlık 77 ±12 µm; 4 

saat boyunca elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalınlık 

131±10 µm; 6 saat boyunca elektroeğirme işlemine tabi tutulan PLLA 

membranlarda kalınlık 242 ±14 µm olarak ölçülürken;  

• 2 saat boyunca elektroeğirme işlemine tabi tutulan PCL membranlarda kalınlık 

144 ±16 µm; 4 saat boyunca elektroeğirme işlemine tabi tutulan PCL 

membranlarda kalınlık 398 ±11 µm; 6 saat boyunca elektroeğirme işlemine tabi 

tutulan PCL membranlarda kalınlık 405 ±9 µm olarak ölçülmüştür. 

• PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yapı analizi ve üretim metodundan 

kaynaklı herhangi bir safsızlık olup olmadığının belirlenmesi amacıyla ATR-

FTIR Analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen pikler ayrıntılı incelenerek daha 

önceki literatür bulguları ile karşılaştırılmıştır. Buna göre hem PLLA hem de PCL 

fiber moleküllerinin yapısındaki bağlar tanımlanmış ve literatürde gösterilen 

karakteristik pikler ile uyumlu sonuçlar elde edilmiştir. 

• 2 saat spinlenen PLLA ve PCL membranlarına ait ortalama gözenek çapı ve 

dağılımları baz alınarak yapılan değerlendirmede; PLLA membranlarına ait 

maksimum gözenek boyutu 0,5310 µm ile minimum gözenek boyutu 0,3546 µm 
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boyut aralığında kaydedilmiş olup ortalama gözenek çapı 0,3988 µm olarak 

ölçülmüştür. PCL membranlarına ait maksimum gözenek boyutu ise 0,5359 µm 

ile minimum gözenek boyutu 0,3580 µm boyut aralığında kaydedilmiş ve 

ortalama gözenek çapı 0,4000 µm olarak ölçülmüştür. 

• Bu sonuçlara göre analizi gerçekleştirilen hem PLLA hem de PCL 

membranlarının ortalama gözenek çaplarının 0,4 µm olduğu ve ticari olarak 

kullanılan biyobozunur olmayan Corning transwell membranlarıyla benzer 

gözenek çaplarına sahip oldukları tespit edilmiştir. 

• PLLA ve PCL elektroeğirilmiş membranların mekanik özelliklerinin 

belirlenebilmesi amacıyla 50 N’luk yük altında malzemelerin maksimum 

taşıyabileceği yük ve Çekme Testi deneyleri gerçekleştirilmiştir. 

• Gerilim-gerinim grafiği üzerinden PLLA membranlarının ortalama elastik 

modülleri her bir örnek için aşağıdaki gibi hesaplanmıştır. 2 saatlik örnek için 

Elastik Modülü= 6,82±0,57 MPa; 4 saatlik örnek için Elastik Modülü= 

10,57±1,95 MPa; 6 saatlik örnek için Elastik Modülü= 42,95±1,95 MPa; 

• Gerilim-gerinim grafiği üzerinden PCL membranlarının ortalama elastik 

modülleri her bir örnek için aşağıdaki gibi hesaplanmıştır. 2 saatlik örnek için 

Elastik Modülü= 5,60±1,54 MPa; 4 saatlik örnek için Elastik Modülü= 1,17±0,70 

MPa; 6 saatlik örnek için Elastik Modülü= 4,32±0,11 MPa; 

• Malzemenin kırılmadan dayanabileceği maksimum yük ‘Çekme Mukavemeti’ 

olarak adlandırılır. Gerçekleştirilen Çekme Testi neticesinde oluşturulan PLLA ve 

PCL membranlarına ait çekme mukavemetlerinin ortalaması sırasıyla 1,18±0,57 

MPa ve1,46±0,58 MPa olarak belirlenmiştir. 

• PLLA membranlarının in vitro bozunma testleri 1 mL Proteinaz-K (2 mg/ml) 

enzimi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Enzimatik bozunma deneylerine ilaveten 

hücre kültür koşullarını birebir yansıtacak şekilde PLLA ve PCL membranları 

besiyeri ortamında bekletilerek ve aynı zamanda PBS’e göre daha fizyolojik 

koşulları yansıtan bir çözelti olan Ringer çözeltisi içerisinde tutularak ek bozunma 

testleri gerçekleştirilmiştir. 
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• PLLA membranlarında gerçekleştirilen enzimatik bozunma deneylerinde 28. 

günün sonunda membranların %90’ın üzerinde enzimatik bozunmaya uğradığı 

gözlemlenmiştir. 

 

• 28 günlük degradasyon çalışmalarına ek olarak membranlar ayrıca besiyeri ve 

Ringer çözeltisi içerisinde 6 aya kadar devam ettirilmiştir. Deney sonuçlarına göre 

ne PLLA ne de PCL membranlarda anlamlı bir bozulmanın henüz başlamadığı 

anlaşılmıştır. PLLA membranlar besiyeri ortamında %0,5; PCL membranlar 

%1,02 bozunma gösterirken; Ringer çözeltisi ortamında PLLA membranlar %0,8; 

PCL membranlar ise %1,5 bozunmaya uğramışlardır. 

 

• PLLA ve PCL membranların 6 aya kadar anlamlı bir bozunma davranışı 

sergilemeyip stabil kalmaları havayolu in-vitro modellemesi deneyleri açısından 

bir avantaj teşkil etmektedir. Membranların bu anlamda in-vitro bozunma direnci 

sergilemeleri trake, bronş gibi yapıların onarılmasını uzun süre destekleyebilir 

olması bakımından önem taşımaktadır ve doku mühendisliği çalışmalarında iyi 

birer araç olarak değerlendirilebilir olduklarını düşündürmektedir. 

 

• PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen sitotoksisite analizi verilerine göre; 

en yüksek derişime sahip %100 PLLA ve %100 PCL membranlarında canlılık 

değeri %91 olarak kaydedilmiş ve derişim oranları azalırken de yine kontrole 

yakın canlılık göstermişlerdir. Buna göre ISO 10993-5 standardı referans alınarak 

yapılan değerlendirmeye göre hem PLLA hem de PCL membranlarının sitotoksik 

olmadığı anlaşılmıştır. 

 

• PLLA ve PCL membranlar üzerinde yetiştirilen hücrelerin farklılaşma öncesi 4 

günlük proliferasyonları değerlendirilmiş ve birinci günden son güne %51 

oranında bir proliferasyon artışı kaydedilmiştir. 

 

• PLLA ve PCL membranlarda gerçekleştirilen mono-kültür ve ko-kültür 

çalışmaları boyunca membranlar üzerinde 0, 7, 14 ve 21. günlerde TEER 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 
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• PLLA mono-kültürde gerçekleştirilen deneyde TEER değerleri sıfırıncı günden 

itibaren 21.güne kadar artış göstermiştir. PLLA ko-kültürlerin olduğu grup ise 

zaman içerisinde azalma eğilimi göstermiştir. TEER değerleri sonucuna göre 

sadece PLLA membranların mono-kültür gruplarında düzenli şekilde TEER 

değerlerinin artışı gözlenmiştir. Bu da bize PLLA membranlarının düzgün şekilde 

hücresel bariyer oluşturduğunu ve 21 gün boyunca sürdürülebilir olduğunu 

göstermiştir. 

 

• PLLA ve PCL membranlarına ekilerek ALI kültür yöntemi ile çoğaltılan 

hücrelerin membran yüzeyine etkin bir şekilde tutunup çoğaldığını göstermek için 

Hematoksilen & Eozin boyama yapılmış ve hücrelerin canlılıklarını koruyarak 

etkin bir şekilde membranlar üzerinde çoğaldığı ve epitel tabakalaşmanın olduğu 

tespit edilmiştir. 

 

• PLLA ve PCL membranların immünositokimyasal analiz ile görüntülenmesi 

çalışmalarında hücrelerde β-Tubulin proteininin varlığı gösterilmiştir. 

 

• PLLA ve PCL nanofiber membranlarının hücresel uyumluluğunu ayrı ayrı 

değerlendirmek amacıyla, nanofiberli membranlar üzerinde hücre yapışması ve 

yayılma durumları SEM kullanılarak gözlemlenmiştir. PLLA ve PCL membranlar 

üzerinde ko-kültüre edilmiş hücrelerin sadece üst yüzeyden çekilmiş görüntüleri 

incelendiğinde, her iki membran yüzeyinde de sferoid tipi morfolojilerin varlığı, 

hücrelerin membranlara tutunmuş olduğunun bir kabulü olarak görülmektedir. 

Hücreler nanofiber topografyası boyunca membranlara tutunmuş ve iyi bir şekilde 

membranlarla hücre kümeleri oluşturmuştur. 

 

• ALI kültür’de farklılaştırmaya alınarak büyütülen epitel hücreleri, PLLA ve PCL 

membranlarda da hastalık modelini taklit edebilmesi amacıyla, epitel hücre sıkı 

bağlantılarını yıktığı literatürde gösterilmiş alerjen ve sitokinler varlığında 

uyarılmıştır. 

 

• ALI kültür’de farklılaştırılan hücrelere 14.günde apikalden HDM alerjeni, 

bazalden ise IL-4 ve IL-13 sitokinleri verilerek farklılaşma ve uyarım öncesi-
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sonrası TEER değerleri karşılaştırılmıştır. Uyarım yapıldığı gün olan 14. günden 

sonra ALI kültürde hücreler 1 hafta daha devam ettirilerek sıkı bağlantı 

yapılarında bir farklılık olup olmadığı araştırılmıştır. Bu süreç içerisinde 

14.günden 24 saat sonra düşüş yaşanmış; ancak sonraki günlerde yeniden TEER 

değerlerinde artış kaydedilmiştir. Bu da bize hücre etkinliğinin uyarım sonrası da 

devam ettiğinin ve havayolu yeniden modellemesinde (remodelling) hastalık 

modelinin in-vivo ortamdaki gibi taklit edilebilir olması bakımından kullanılabilir 

malzemeler olduğunun önünü açmıştır. 

 

• PLLA ve PCL membranlar hava yolu epitelinin hücresel ve yapısal temsiline 

uygun olup akciğer biyolojisi, hastalık modellemesi ve ilaç keşfi alanlarında 

akademik ve farmasötik araştırmalar için de önemli bir araç sunmakta ve bu 

alanda bazı hayvan deneylerine olan ihtiyacı azaltma potansiyeline sahip olduğu 

düşünülmektedir.  
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