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Kronik hava yolu hastaliklari ¢evresel ve genetik faktorlerin rol oynadigi bir dizi
karmagik mekanizmaya sahiptir. Bu hastaliklarin molekiiler patolojilerinin ¢alisilmasi ve
kritik cerrahi ameliyatlar sonrasinda ihtiya¢ duyulan doku nakli i¢in in vivo ortami taklit

eden uygun hiicresel model sistemlerin kurulmasi olduk¢a 6nemlidir.

Literatiirde havayolunu modellemek icin ¢esitli hiicresel in vitro model sistemler
olusturulmustur. Havayolu hiicre kiiltiirleri i¢in kullanilan in vitro modeller arasinda en
yaygin yontemlerden biri hava-sivi arayiizii (Air Liquid Interface -ALI-) kiiltiir sistemi
ve bu sistemde kullanilan transwell-insert membran yapilaridir. Ancak halihazirdaki ALI-
kiltiir uygulamalarinda transwell membranlarin her iki yiiziine de ekim yapabilecek
pratik bir sistem tasarimi bulunmadig i¢in hiicre-hiicre etkilesimi incelenirken ALI kiiltiir
sisteminin 1ki yiizii etkin kullanilamamaktadir. Ticari olarak giliniimiizde satilan
sistemlerin 3 boyutlu (3B) hiicre ko-kiiltiir sistemlerine yatkinlig1 da son derece kisithdir.
Calismanin ilk basamaginda; halihazirda ALI kiiltiir sistemlerde kullanilan transwellerin
kullanim1 daha efektif hale getirilerek modifiye edilmis ve bu amagla transwell adaptorler
3B yazicidan c¢ikartilmig, sizinti denemeleri gergeklestirilmis ve ALI sistemine

uyarlanarak epitel-fibroblast ko-kiiltiirleri yapilmistir. Ko-kiiltiir modeller iizerinde



immiinositokimya ve ger¢ek zamanli PZR calismalar1 gerceklestirilmis ve modellerin
etkinligi dogrulanmistir. Denemelerin sonucunda 3B ko-kiiltiir sistemine doniistimiinii

saglayan yeni bir {iriin gelistirilmistir.

Calismanin ikinci kisminda epitel doku greft gelisimine uygun transwell yapisinda
kullanilmak tizere biyobozunur membranlar gelistirilmistir. Bu amagla 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 kullanilarak elektroegirme
yontemiyle Orgiisiiz nanofiber ag yapisinda membranlar sentezlenmistir. Optimizasyon
ve karakterizasyon c¢alismalar1 yapildiktan sonra uygun bulunan membranlar 3B ALI-
kiiltiir sistemine entegre edilerek hiicre kiiltliir sistemlerinde degerlendirilmistir.
Gelistirilen biyobozunur 6zellikteki membranin, fizyolojik ortamda dogal olarak olusan
bariyer yapisi gibi siirdiiriilebilir 6zellikte oldugu ve havayolu modellemesi i¢in ALI-

kiiltiir sistemlerinde kullaniminin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: havayolu modellemesi, hava-sivi arayiizii, biyobozunur membran,
3B ko-kiiltiir.
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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



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. GIRIS

Solunum sistemi, agik bir sistem olmas1 nedeniyle solunan hava igerisindeki farkli boyut
ve ¢esitteki partikiillere, ugucu kimyasallara, alerjenlere ve patojen mikroorganizmalara
stk stk maruz kalmaktadir. Solunum sistemini kaplayan havayolu epitel hiicreleri ilk
savunma ve cevabi olusturan hiicre grubunu olusturur. Maruz kalinan maddenin yapisi ve
siiresi kadar maruz kalan kisinin genetik alt yapis1 da olusan harabiyeti ve cevapta
onemlidir. Epitel hiicrelerde gevresel ajanlarla karsilasma sonucunda siklikla, epiteller
arasindaki siki baglanti molekiillerinin hasar gorerek epitellerin birbirinden ayrilmasi ve
epitel hiicre dokiilmesi goriilmektedir. Bu durumda havayolu epiteli, bariyer biitiinliiglinii
korumak ve bozulan epitel fonksiyonunu diizeltmek i¢in onarim islemini baglatir, ancak

bu siirecler tam olarak aydinlatilamamustir.

Hava iletiminin diizgiin bir sekilde ger¢eklesmesini saglayan akcigerler, anatomik ve
fizyolojik olarak farkl bir¢ok hiicre tipini barindiran kompleks bir yapidan olugmaktadir.
Bu kompleks yapinin anlasilmasi ve ortaya ¢ikan akciger hastaliklarinin anlasilmasi igin
model sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut ¢alismalar siklikla iki boyutlu (2B)
hiicre kiiltlir plakalar iizerinde gerceklestirilen c¢alismalara dayanmaktadir. 2B kiiltiir
sistemleri hiicre-hiicre etkilesiminin temelleri hakkinda fikir edinmesi agisindan gerekli
olsa da hiicrelerin kendine 6zgii ii¢ boyutlu (3B) yapisin1 yansitmaktan yoksun olduklari

igin in vivo mikrogevrenin zayif bir temsili olarak kalmaktadir.

Aragtirmacilar tarafindan 3B kiiltiir sistemleri kullanilarak canli sistemlerini yansitan
mikrogevrenin elde edilmesi hedeflenmektedir. Ayrica bu sistemler ile hiicrelerin
birbirleriyle olan etkilesimlerini taklit etmek, hiicre davraniglarinin anlagilmasinda 6nem
tasimaktadir. Yapilan c¢aligmalar, epitel hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen fibroblast

hiicrelerin, epitel hiicre tabakasi i¢cindeki bariyer islevini gliglendirdigini géstermistir.

Tez calismasi iki kisimdan olusmaktadir. Ilk kisim, akciger arastirmalarinda siklikla
kullanilan hava-sivi arayiizii (ALI) transwell’leri kullanilarak kiiltiire edilen havayolu
epitel hiicrelerinin daha fonksiyonel bir sekilde biiyiitiiliip farklilastirilmasi i¢in mevcut
uygun model sistemlerin gelistirilmesi tizerinedir. Bu amacla ALI kiiltiir transwell’lerinin
hem alt hem de iist kismina hiicre ekilebilmesi icin yeni transwell-adaptér modellerin

tasarlanmasi amaglanmustir.

Tez calismasinin ikinci kismini ise epitel doku greft gelisiminde kullanilacak ozel

transwell membran sistemlerinin gelistirilmesi olusturmaktadir. Sentetik olarak {iretilen
1



hiicre kiiltiirii matriksleri arasinda; polietilen glikol (PEG), polietilen tereftalat (PET),
politetrafluoro etilen (PTFE) gibi polimer tiirevli membranlar yer almaktadir. Bu
polimerler tipik olarak biyolojik ortamda pargalanabilir 6zellikte degildir. Ayn1 zamanda
hiicreler i¢in dogru sinyalleri saglayamadiklar1 ve bu nedenle hiicre adezyonlarinin diisiik
olmas1 bakimindan da biyouyumlu degillerdir. Dolayisiyla giiniimiizde ticari olarak satin
alinan transweller mikro-gozenekli membran yapilarini kullanmakla birlikte bu tirtinlerin

akciger doku grefti olarak kullanilmalar1 s6z konusu degildir.

Bu amagla clektroegirme teknigi kullanilarak poli (L-laktik asit) (PLLA) ve poli(e-
kaprolakton)’dan (PCL) olusan nanofiber ag yapisinda membranlar sentezlenmistir.
Boylece mevcut transwellerin bazal kisminda kullanilan biyobozunur 6zellikte olmayan
membranlarin yerine biyobozunur O6zellikte membranlar tasarlanarak yeni transfer
membran sistemleri gelistirilmeye calisilmistir. Elde edilen biyobozunur membranlarin
akcigerle iligkili ¢esitli rahatsizliklarda, doku yaralanmalarinda bir doku grefti olarak
uygulanabilecek  asamaya  getirilmesi i¢in  ¢esitli  karakterizasyon  testleri
gerceklestirilmistir. Gelistirilecek olan biyobozunur transwell membranlar sayesinde
trakeal defektler, bronsial yirtilma, bazi cerrahi pulmoner parca alimi gibi ¢ok ¢esitli hava
yolu hastaliklarinda kullanilarak hasarli bolgeye nakledilmesi anlaminda degerli birer

arag olarak yerini almas1 ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Solunum Sistemi: Yapis1 ve Fonksiyonu

Solunum, havanin akcigerlere tasinmasi (inspirasyon) ve kullanilmig havanin
(ekspirasyon) ayni gegis yoluyla akcigerlerden disar1 atilmasidir. Burundan akcigerlere
kadar olan solunum sistemi iist ve alt solunum yolu olarak ikiye ayrilir. Ust solunum
sistemi burun, farinks ve iligkili yapilari igerirken alt solunum sistemi soluk borusu

(trake), bronslar ve akcigerleri igerir [1, 2] (Sekil 2.1).

Solunum sisteminin havay1 akcigerlere tasiyan ve gaz alisverisi olmayan kismi burun,
yutak, soluk borusu, bronslar ve bunlarin dallarini igeren ‘iletken’ kismi1 olusturur. Kalan
kisim ‘solunum’ olarak adlandirilan ve kan dolagimi yoluyla oksijen ve karbondioksit
gazlarinin yer degisimini saglayan solunum bronsiollerini, alveolar kanallari, alveolar
keseleri ve alveolleri igerir [3]. Bununla birlikte, solunum bronsiyolleri ve alveolar
kanallar hem iletim hem de solunum fonksiyonlarini yerine getirir ve bu nedenle gegis
hava yollar1 olarak adlandirilir. Bronslar ve dallari, iligkili kan ve lenf damarlari, sinirler,
plevral membranlar ve interlobiiler septa ile akcigerin parankimal olmayan kismini
olusturur. Gaz degisiminin gerceklestigi alveoller, toplam akciger hacminin yaklasik
%87'sini olusturan parankimi olusturur [1, 4]. Solunum yolu, bariyer gérevi de géren
epitel hiicreler ile kaplidir ve bu hiicrelerin tipleri solunum yolundaki konumuna gore
degismektedir. Sekil 2.2, akcigerdeki konumlarina gore ¢esitli epitelyal hiicre tiplerinin
dagilimin1 gosteren hava yolunun basitlestirilmis bir versiyonunu gostermektedir [5].
Akcigerler, epitel hiicrelerin disinda bagisiklik sistemi hiicreleri, diiz kas, progenitor
hiicreler ve karmasik bir akciger vaskiiler sistemi de dahil olmak iizere birgok ek hiicre

tirti igermektedir [4, 6, 7].

Solunum yolunu kaplayan epitel hiicreleri, silli, silindirik, noroendokrin, goblet, club
(eski adiyla Clara hiicresi) ve bazal hiicrelerle dolu yalanci ¢ok tabakali bir yapidir ve
trake ve bronslardaki havayollarinin tiim yiizeyi boyunca bir siireklilik olusturur. Ust
solunum yolundaki epitel tabakada, mukozal beze sahip ¢ok sayida ser6z ve goblet hiicre
goriilmektedir. Saglikli bir kisinin trakesindeki epitel yiiksekligi, bazal membrandan
olgiildiigiinde kabaca 25—40 um araligindadir ve bu yiikseklik akcigerin derinliklerine
indikge giderek incelir ve diizlesir [5, 8] (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Solunum sisteminin sematik gosterimi [1].

Daha kiigiik bronsiollerde hava yolu epitelinin hiicresel popiilasyonu; goblet hiicrelerinin
yerini noroendokrin hiicre odaklarina sahip Club hiicreleri alacak sekilde ve epitel tabaka
giderek daha az siliyer hiicre ile kiiboidal hale gelecek sekilde degisir. Terminal
bronsiyoller, alveoller i¢eren ve gaz degisiminin meydana geldigi ince duvarl zarlardan
olusan alveolar keselerde sonlanan solunum bronsiyollerini olusturmak iizere boliiniir.

Akcigerin dallanma mimarisinde bu noktada solunum bdolgesi baslar [8].
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Sekil 2.2. Insan akcigerinin baskin hiicre tiplerinin basitlestirilmis modeli [5].

Alveoller ince bir bazal membran tarafindan desteklenir ve bir tarafta Alveolar tip 1
(AT1) ve Alveolar tip 2 (AT2) hiicreleri, diger tarafta da mikrovaskiiler endotel ile kaplt
hiicreler yer alir (Sekil 2.2). AT1 hiicreleri son derece ince ve yassidir ve oncelikle gaz
aligverisinde yer alir; 6te yandan akciger parankimindeki AT2 hiicrelerinin ise birincil
islevi hava-sivi ara yiizeyinde yiizey gerilimini azaltan yiizey aktif madde (surfaktan)
tiretimidir [9]. Ortalama bir yetiskin insan akcigerinde 300 milyona yakin alveol vardir
ve alveolar membranin yiizey alani etkin gaz alisverisi igin 50—100 m?dir [10]. Bir

alveoliin ortalama ¢api, inhalasyon sirasindaki hafif bir artisla yaklagik 200 um'dir ve her



alveoliin etrafi da ylizey alaninin yaklasik %70'ini kaplayan bir kilcal damar ag1 ile

sarihidir [1, 11].

2.1.1. Akciger Ekstraseliiler Matriksi

Ekstraseliiler matriks, bazal membran ve intertisyel bag dokusunun (stromal matriks)
bilesenlerini kapsayan genel bir terimi ifade eder. Dokularin hiicresel olmayan kismini
olusturan; lifli proteinler, glikoproteinler ve proteoglikanlardan (PG) olusan ve doku
lokalizasyonuna ve fizyolojik kosullara gore bilesiminde degisiklik gdsteren oldukga

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

EKSTRASELULER MATRIKS BILESENLERI

Yapisal Proteinler
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Sekil 2.3. Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin gruplandiriimasi [14].

Ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olan bazal membran, bazolateral epitel {izerinde yer
alan ve epitel dokusunu bag dokusundan ayiran ince bir tabakadir; stromal matriks
bileseni ise bag dokusu ile iligkilidir. Bazal membranin ii¢ bilesenli ince tabakasini lamina
lusida (lamina rara), lamina densa ve lamina fibroreticularis olusturmaktadir. Bazal
lamina terimi ise hem lamina lusida hem de lamina densa yapilar1 i¢in kullanilmaktadir
[12]. Bazal membranlar, vaskiiler endotelyumu g¢evrelemesinin yanisira hem hava yolu

hem de alveolar epitel hiicrelerinin altinda yer alir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Epitel hiicresinin bazal kisminin sematik gosterimi [15].

Akcigerlerin birincil islevi gaz degisimidir ve pulmoner ekstraseliiler matriksin yapisi,
akciger ventilasyonunu ve gaz difiizyonunu kolaylagtirmak i¢in oldukca 6zellesmistir.
Proksimal (merkeze yakin) iletici hava yollarinda, kikirdak; ekstraseliiler matriksin
Ozellesmis bir formudur ve hava yolu kollapsini dnleyen yapisal destek saglar [12, 14].
Pulmoner intertisyum, soluk alip verme sirasinda akciger hacminde dalgalanmalara izin
veren siirekli bir lif ag1 olusturur. Organin distal (merkezden uzak) bdlgesinde ise oksijen
ve karbon dioksit, alveolar gazi pulmoner kapillerden ayiran son derece ince, yliksek

ylizey alana sahip bir bariyer (membran) boyunca yayilir.

Bu bariyer, kilcal endotel hiicrelerinin ve pulmoner alveolar hiicrelerin birbirine yakin
oldugu alveol alanlarinda bulunur (Sekil 2.2). Bu durumda, kilcal endotelin bazal
membranlar ile alveolar epitel birlesir [12]. Sonug olarak, bazal membranlar arasinda

intertisyum bulunmaz ve gaz diflizyonu i¢in yolun kalinligi en aza indirilmis olur [16,

17].

Akciger ekstraselliiler matriksini ‘havayolu’ ve ‘pulmoner intertisyum’ yapilar1 olarak
inceleyecek olursak; fibronektin, glikozaminoglikanlar, laminin, tip IV kollajen ve
tenasin C'nin yani sira integrinler, metalloproteinazlar ve bir hiicre yiizey proteoglikani
olan sindekan, hava yolu dallanmasina ve akciger morfogenezine yol agan yerlerde

bulunurken, akciger fonksiyonunun énemli bir belirleyicisi olan pulmoner intertisyum ise



ventilasyon sirasinda akcigerin biitiinliigiinii koruyan mekanik iskeleyi olusturur [18].
Pulmoner intertisyum hem hiicresel hem de hiicresel olmayan bilesenlerden olusur.
Intertisyel hiicreler (fibroblastlar, miyofibroblastlar, perisitler) ve inflamatuvar hiicreler
(mononiikleer fagositler, lenfositler ve mast hiicreleri) baslica hiicresel bilesenlerdir [18].
Bu hiicre tipleri arasinda sayica en g¢ok bulunan hiicre fibroblastlardir. Pulmoner
interstisyumun hiicresel olmayan bilesenleri Oncelikle kollajen, elastin lifleri ve
proteoglikanlardir. Fibroblastlar, hiicresel olmayan intertisyum bilesenlerinin ¢ogunu
sentezleyebilme yetenegine sahiptir. Akciger fibroblastlarinin tip I ve III kollajen, elastin,
fibronektin, heparan siilfat, kondroitin siilfat, dermatan siilfat proteoglikanlar1 ve

hyaluronik asit sentezledigi bildirilmistir [14, 19-22].
2.1.2. Havayolu Epitelinin Bariyer Fonksiyonu

2.1.2.1. Hiicre-Hiicre iletisimi

Havayolu epiteli, dis cevre ile akcigerin i¢ ortami arasindaki arayiizii olusturur.
Solunabilir partikiiller, kirleticiler, solunum yolu viriisleri ve havadaki alerjenlerle ilk
temasin oldugu yerdir. Normal kosullar altinda, havayolu epiteli, bir dizi protein
kompleksinin olusumu yoluyla yiiksek diizeyde diizenlenmis, yar1 gegirgen bir bariyer
olusturur; apikal-baglanti kompleksi (AJC) siki baglantilar, yapisik baglantilar ve

dezmozomlardan olusur [23].

Sik1 baglantilar en istteki apikal-baglanti kompleksini olusturur, hiicreler arasinda
iyonlarin ve ¢oOziinen maddelerin paraseliiler hareketini diizenleyen ve apikal ve

bazolateral membran alanlarini fiziksel olarak ayiran yar1 gegirgen bir bariyer olusturur.

Ana bilesenler tetraspanin proteinleri (okludin ve claudin ailesinin iiyeleri) ve sitoplazmik
yap1 iskelesi veya c¢apraz baglayict proteinler (zonula okludens [ZO]1, Z0O2, ZO3;
birlesme adezyon molekiilii [JAM]-1 ve cingulin) olmasina ragmen, tiire bagl olarak, sik1

baglantilarda 40'tan fazla protein tanimlanmistir [23, 24].

Proteolitik aktiviteye sahip ev tozu akar1 (HDM) alerjenleri ve polenden gelen proteazlar,
sik1 baglant1 proteinlerinin dogrudan hiicre dis1 boliinmesi yoluyla epitel biitiinligiini
bozabilir. Bu proteolitik alerjenler, hiicre hasarina veya 6liimiine neden olmadiklari igin

sadece hiicre dis1 yollari (paraseliiler) etkiliyor gibi goriinmektedir [25].

Adherens baglantilari, hiicre-hiicre temasini baglatir ve bu temasin olgunlasmasi ve

stirdiiriilmesine aracilik eder. Yapisma, transmembran proteini E-kaderin, p120 katenin
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ve o, B ve y-kateninlerin varligini gerektirir. Bu etkilesimler yoluyla, E-kaderin, aktin
hiicre iskeletine dinamik olarak baglanir. E-kaderin'i bozan antikorlar siki baglantilarin
olusumunu da bloke ettiginden, siki baglantilarin olusumu icin yapisik baglantilarin

birlesmesi gerekli goriinmektedir [23].

Dezmozomlar, epitele mekanik giic ve kayma gerilimlerine karsi direng saglar.
Dezmozomlar, plakoglobin ve desmoplakin gibi hiicre i¢i baglanti proteinlerinin
kompleksinden olusan yogun sitoplazmik plaklardir ve sitokeratinler gibi ara
filamentlerin transmembran yapigsma proteinlerine baglanmasindan sorumludur [26].
AJC calismalari, epitelin olusumu, islevi ve siirdiiriilmesinde yer alan molekiiler
mekanizmalar hakkinda bilgi saglanmustir. Ornegin, siki baglantilarin olusumu ve
baglantilarin yapismasi, apikal ve bazolateral membran proteinlerinin karigmasini
Onleyen bir intramembrandz diflizyon ¢iti (bariyeri) olusturarak hiicrelerin polaritesini

giiclendirir.

Siki1 baglantilar ve yapisik baglantilar ayrica, epitelyal hiicre proliferasyonunu ve
farklilagmasini, ZO1 1ile iligkili niikleik asit baglayict protein ve siklin bagimli kinaz-4
dahil olmak iizere cesitli transkripsiyon faktorleri araciligiyla diizenleyebilir.
Yaralanmadan sonra epitel hiicreleri ¢ogalma, go¢ ve farklilasma yoluyla hiicre-hiicre
temasin1 yeniden kurmalidir. Hasarl1 komsu hiicrelerden salinan AJC ve inflamatuvar
uyaranlar, hiicre-hiicre temaslarin1 baslatmak ve go¢ etmek i¢in bir yaranin 6n
kenarindaki hiicrenin lamellipodia ve filopodia'sini disari ¢ikartmak igin hiicrenin yapisal

iskeletine sinyal gonderir [26].

Astimda yaygin olarak goriilen tip 2 yardimer T (Th2) sitokin ortami epitel bariyer
fonksiyonunu olumsuz etkiler. Artan gecirgenligin eslik ettigi interlokin4 (IL-4) veya IL-
13'e maruz kaldiktan sonra epitel hiicre hatlarinda ZO1 ve okludin ekspresyonunda

onemli bir azalma gosterilmistir [27].
interlokinler

Interlokinler (IL), genis bir sitokin ailesidir. Interldkinlerin ¢ogu, CD4 yardimci T-
lenfosit tarafindan ve ayrica monosit, makrofaj ve endotel hiicreleri araciligiyla
sentezlenir. Bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasiin yani sira ¢ogalma,

olgunlasma, go¢ ve yapismada onemli roller oynarlar [28].

Interlokinlerin  birgogunun, in vitro paraseliiler gegirgenlik {izerindeki etkileri

incelenmistir. Bunlar, epitelyal ve endotelyal paraseliiler gecirgenlik iizerinde c¢esitli
9



etkilere sahip oldugu bulunan IL-1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 13'tiir [29]. Prototipik tip 2
sitokinlerin, interlokin IL-4 ve IL-13'lin anormal iiretimi, uzun siiredir alerjik
bozukluklarin patogenezi ile iligskilendirilmistir. Muazzam bilimsel arastirmalara ragmen,
yapilarindaki ve reseptor kullanimlarindaki benzerlikler, bu iki benzer sitokinin alerjik
inflamasyonun baglangicinda ve devaminda oynadigir belirgin rolii tespit etmeyi
zorlastirmistir [30]. IL-13 dahil olmak tizere diger sitokinlerin, epitelyal apoptozu
indiikleyerek ve klaudin-2 gibi klaudin proteinlerinin sentezini uyararak siki baglanti
bariyer fonksiyonunu azalttig1 rapor edilmistir [31]. Ote yandan in vivo ¢alismalar, IL-
13in kronik inflamatuvar hastalikta doku fibrozunun kritik bir aracisi oldugunu
gostermektedir [32]. 1L-13, alerjik inflamasyon ile iliskili biyolojik etkilerin

tiretilmesinde ve parazitlere karsi savunmada IL-4 ile birlikte ¢alistig1 gosterilmistir [33].

Pek ¢ok benzerliklerine ragmen, sitokinler, sitokin {ireten hiicreler veya spesifik reseptor
alt birimlerinden yoksun farelerin kullanildig: bir dizi in vivo fonksiyonel deney, IL-4 ve
IL-13"iin in vivo alerjik astimda farkli roller oynadigim gostermistir [34]. Ozellikle IL-
4'lin, Th2 hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalmasini ve IgE sentezini diizenlemedeki
rolii sayesinde, alerjik hava yolu yanitlarinin ve hiimoral yanitlarin baslatilmasinda
gerekli oldugu gosterilmistir; ancak alerjik inflamasyon baglaminda in vivo AHR
(havayolu asirt  duyarliligl), mukus {retimi veya subepitelyal fibrozisi
diizenlememektedir [30, 35]. Buna karsilik, IL-13"in efektor faz yanitlarinda daha 6nemli
bir rol oynadig1 ve AHR, mukus {iretimi, hava yolu diiz kas degisiklikleri ve alt epitelyal
fibroz dahil alerjik hastaligin ana belirtilerini indiiklemek i¢in yeterli oldugu
diisiiniilmektedir. Bu iki sitokinin alerjik yanitin farkli 6zelliklerini diizenledigi kesin
mekanizma(lar) ve bu eylemlerin tek tek veya birlikte hastaligin patofizyolojik
belirtilerini nasil indiikledigi hala agikliga kavusmamustir [30]. Bu mekanizmalar
karmasgik olsa da pek¢ok inflamatuvar hastaliklarin altinda yatan 6nemli bir temel, limen
antijenlerine ve patojenlere anormal doku maruziyeti ile sonug¢lanan anormal bir
"s1izintili" epitel bariyerinin varligidir. Hava yolu epitel hiicrelerinin IL-13 ile dogrudan
muamelesi, TEER degerlerinin azalmasina, paraseliiler akisin artmasina ve ZO-1 protein
seviyelerinin diismesine neden olmaktadir [29, 36]. Benzer sekilde Calu-3 havayolu epitel
hiicrelerinin 24 saatlik IL-4 muamelesi sonra TEER'in azalarak gecirgenligi artirdigi
gosterilmistir. Uzatilmig 1L-4 uygulamasi1 (48 saat) ile epitel boyunca kii¢iik molekiil
akisinin arttig1, bu da ZO-1 ve okludin protein seviyelerinde bir azalmaya neden oldugu

anlasilmastir [29, 37].
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2.1.2.2. Hiicre-Hiicre Dis1 Matriks Iletisimi

Hiicreler arasi1 adezyon molekiillerine ek olarak, hiicre dis1 matris adezyonu, mukozal
bariyerin korunmasinda ve epitel hiicre fenotipinin ve onarict potansiyelinin
diizenlenmesine katilmada onemli bir rol oynamaktadir. Hiicre dis1 matriks (ECM)
proteinlerinin etkilerine spesifik hiicre yiizeyi reseptorleri aracilik eder; integrinler, o
zinciri boyunca taginan ligand 6zgilliigii ve P zinciri araciligiyla sinyal iletimi ile
heterodimerik transmembran glikoprotein a ve P zincirlerinden olusur [24]. 24'ten fazla

integrin kombinasyonuna sahip 18 o ve 8 B alt birimi tanimlanmustir.

Epitel hiicreleri 9 ayr integrin ifade etmekte ve bunlardan ikisi, a3B1 ve a6p4, bazal
membranin bilesenlerini tanimakta ve spesifik adezyon molekiilleri olarak islev
gormektedir. Digerleri, epitel hiicrelere yakin olmayan ESM proteinlerini tanimaktadir
[24, 38]. Hava yolu hastaliginin klinik 6ncesi modellerinden elde edilen veriler, epitelyal
hiicrelerde eksprese edilen integrinlerin, yaralanma ve iltihaplanmaya karsi hiicresel

tepkileri diizenleyebilecegini diislindiirmektedir.

Hava yolu epitel hemidesmozomlar1 morfolojik olarak dezmozomlara benzerler ve
dezmozomlar gibi ara filamentlere baglanirlar ve gerilme mukavemetini epitel boyunca
dagitmak i¢in odak noktalari gorevi gormektedirler. Bununla birlikte, birincil olarak
integrin a6B4'ten olusan hemidesmozomlar, bitisik epitel hiicrelerini birlestirmek yerine,
hiicrelerin bazal yiizeyini laminin bakimindan zengin ECM'ye baglama gorevini

tistlenmektedirler [24].

2.1.3. Astimda Havayolu Epiteli

2.1.3.1. Morfolojik ve Yapisal Degisiklikler

1990'larin  basinda yapilan transmisyon elektron mikroskobu ¢alismalari, astimli
hastalardaki havayolu epitelinin, astimli olmayanlardaki epitelden daha az hiicre ici
yapisma kompleksine sahip oldugunu gostermistir. Ancak molekiiler mekanizmalar tam
anlamiyla agiklanmamistir. APC'nin bilesenleri olan E-kaderin ve ZOL1'in astimli hava
yollarinda degistigini gdstermek neredeyse 25 yil almistir. Genel diizeyde, astimli hava
yolu epitelinin bilesimi, asttmli olmayanlarinkinden farklidir [24]. Ornegin, goblet hiicre
hiperplazisi ve asirt mukus iiretimi, astimin morbidite ve mortaliteye 6nemli Olciide
katkida bulunan ortak o6zellikleridir. Transkripsiyon faktorlerinden olan FOXA2 ve
FOXA3'in IL-13 ve EGFR'ye bagh ifadesi, astimda epitelyal hiicre miisin iiretiminde

merkezi bir adimdir. Bu siirecin potansiyel bir aracisi, farelerde ev tozu akari (HDM)
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alerjeni veya IL-13'e yanit olarak Clara hiicrelerinin goblet hiicrelerine farklilagmasini
indiikleyen SAM-isaretli-alan-igeren-ETS-transkripsiyon faktoriidiir (SPDEF) [39]. Bu
transkripsiyon faktoriiniin hedeflerinden biri de siliyer hiicre farklilasmasinin ana

diizenleyicisi FOXJ1'dir [40].

Astiml1 epitel kirillgandir ve siliyer tabakasini kaybetmistir. Bu durum yetiskinlerde ve
cocuklarda gozlenir ve E-kaderin, ZO1 gibi AJC proteinlerinin ekspresyonunun
azalmasiyla da tutarhidir. Epitel hasar1 alt hava yollariyla smirli degildir; astimlh

¢ocuklarin nazal poliplerinde bozulmus dezmozom olusumu gosterilmistir [24, 41].

Astimli hastalarin hava yollarinda rapor edilen yapisal degisiklikler arasinda epitelyal
kirilganlik, goblet hiicre hiperplazisi, genislemis submukozal mukus bezleri, anjiyogenez,
hava yolu duvarinda artan matriks birikimi, artan hava yolu diiz kas kiitlesi, duvar

kalinlagmasi ve elastin anormallikleri yer almaktadir [42].
2.1.3.2. Fonksiyonel Degisiklikler

Kusurlu siki baglanti ifadesi, tehlikeye atilmis bir bariyer olustursa da astimdaki epitel
hiicre kusurlari, fiziksel bariyer islevlerinin ¢ok &tesine uzanir [43]. Ornegin, astim
hastalarindan izole edilen epitel hiicreleri, tip I antiviral interferonlardan, ozellikle
rinoviriis enfeksiyonu sirasinda IFN-f salinimindan kaynaklanan yetersiz bir dogal
bagisiklik tepkisine sahiptir [43, 44]. Astiml1 hastalardan gelen epitel hiicreleri de IFN-
B'ye yanit olarak apoptozdan ziyade nekroz gegcirir, bu da daha fazla viral yiik ile
sonuglanir. IFN-f takviyesi ile, rinoviriise kars1 apoptotik yanitin kurtarildig1 ve ekzojen
IFN-B tedavisi ile viral yiiklerin normal seviyelere diistiigii gosterilmistir [45]. Astimli
cocuklardan elde edilen epitel hiicreleri, astim1 olmayan hastalara kiyasla daha yiiksek
seviyelerde PGE2 ve diger lipid aracilar1 ifade etmektedir. Bu aracilar ayrica mekanik
stres, yaralanma, virlis enfeksiyonu veya astimda bol olabilen nétrofiller ve eozinofiller

gibi inflamatuvar hiicrelerle etkilesim ile arttig1 bilinmektedir [46].

Sekil 2.5.te saglikli bir hava yolundan ve aktif astimli bir hastadan alinan brons
biyopsisinin konfokal goriintiileri verilmistir. Astimli hastalarin siki baglantilarindaki
(Z0O-1) bozulmalar agik¢a goriilmektedir [43]. Birkag in vitro ¢alisma, proinflamatuvar
sitokinlerin TJ'lerin bozulmasina neden oldugunu gostermistir. En 6nemlisi, [L-13, brons
epitel hiicre Kkiiltiirlerinde TJ biitiinliigiinii  azaltirken, TNF-a ve IFN-y’nin,
gastrointestinal epitel hiicrelerinde TJ'leri bozdugu, ancak bunlarin etki bi¢imlerinin

farkli oldugu goriinmektedir. IL-13, asttmda TJ bozulmasinin bir aracisi olarak
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gosterilebilirken, in vitro veriler, astimli deneklerden alinan kiiltiirlerde temel bariyer
islevi daha diisiik oldugundan, IL-13"ten bagimsiz bir etki oldugunu diisiindiirmektedir
[43, 47, 48].

Atopik olmayan (normal) Atopik (astim)

XY

Z0-1

XZ

Z0-1

Nukleus

Sekil 2.5. Normal bir hava yolundan (solda) ve aktif astiml1 bir hastadan (sagda) alinan
bir brong biyopsisinin konfokal immiinofloresan mikroskobik goriintiileri. Diizlemsel

(ist) ve kesitsel (XZ, alt) gortintiilerdir [43].

2.2. Solunum Yolu Hastaliklari-Hiicre Dis1 Matriks (ESM) iliskisi

Pulmoner hastaliklar ve bozukluklar, kalitsal ve edinsel faktorler de dahil olmak iizere
bir¢cok nedenden dolay1 ortaya ¢ikabilir. Pulmoner hiicre dis1 matris, akcigerlerin doku
mimarisini belirleyen ve fizyolojik akciger fonksiyonu i¢in gerekli olan mekanik
stabiliteyi ve elastik geri tepmeyi saglayan 6nemli bir bilesimdir. ESM tarafindan
baslatilan biyokimyasal ve biyomekanik sinyaller, hiicresel islevi ve farklilasmay1
yonlendirir ve bdylece akciger gelisiminde, doku yeniden modelleme siireclerinde ve

yetigskin homeostazinin korunmasinda belirleyici bir rol oynar [49].

Yakin tarihli arastirmalar, ekstraseliiler matriksin akcigerlere sadece fiziksel destek ve
stabilite saglayan inert bir yap1 olmayip ayn1 zamanda ¢evresindeki hiicresel tepkileri de
diizenleyen biyoaktif bir ortam oldugunu ortaya koyan yeni bilgiler saglamistir [50]. Hava
yolu veya parankimal dokularin ekstraseliiler matrikslerindeki degisiklikler artik astim,
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) dahil

olmak iizere bir¢ok solunum yolu hastaliginin patolojik profillerinde taninmaktadir.
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Cesitli akciger hastaliklarinda degisen ESM’yi inceleyecek olursak;

Astim; Hava yolu diiz kasinin islevindeki degisiklikler, ¢evreleyen hiicre dist
matriste artan kollajen ve fibrillin birikimi ile iligkilidir [51]. Hava yolu bazal
membraninin kalinlagmasi, brons epitelinin gercek bazal laminasinin altinda yer
alan subepitelyal lamina retikiilaris'in kalinlasmasindan olusur ve tip I, III ve IV
kollajen ve fibronektin birikimini icerir [50, 52]. Hafif astimda bile ortaya ¢ikan
ESM birikintileri, subepitelyal bolgedeki I, III ve V kolajenlerinin yant sira brons
epitelinin lamina retikiilarisindeki fibronektinleri igerir. Oliimciil astimda, biiyiik
hava yollarinda elastik liflerde, MMP-9 ve MMP-12'de artis bildirilmistir [53, 54].
Vaskiiler yeniden sekillenme, VEGF ve VEGF reseptor lokalizasyonu ve
ekspresyonunun molekiiler patolojisindeki degisikliklerin bir sonucu olarak
dokudaki kan akisini degistirdigi anlagilmistir [55]. Astimda anjiyogenez,
bronsiyal vaskiiler yapilarin diizensiz genislemesi ile karakterizedir ve hava yolu
duvar kalinlasmasmna katkida bulunur [14, 56]. Bu nedenle, ESM'deki
degisiklikler, astitmin molekiiler patolojisinde ¢ok 6nemli bir olay olan havayolu
diiz kaslarin artan biiyiimesine yol agan mekanizmalar1 harekete gegirebilir.
Ayrica, havayolu diiz kaslar {izerine yapilan in vitro ¢alismalar, astimdaki post-
translasyon seviyelerde de ESM'deki degisikliklerin meydana geldigini
diistindiirmektedir. ESM bilesenlerinin anormal birikimi, akcigerin biyomekanik
ozelliklerini farkli sekillerde etkiler. Hava yollarinin etrafindaki ESM birikimi,
hava yollarinin daralmasin alevlendirir ve doku sertliginde degisikliklere neden
olur [49, 57].

KOAH; KOAH hastaliginda akcigerlerin farkli kompartmanlari, anormal
kollajen birikiminden farkli sekilde etkilenir. Elektron mikrograflari,
amfizemat6z dokunun alveolar septal duvarlarinda yiiksek miktarda kollajen ve
elastin ortaya ¢ikarirken, KOAH'I1 hastalarin hava yollarinda daha diisiik kollajen
I ekspresyonu bulunmustur [49, 58]. Yapilan caligmalarda gesitli akciger
kompartmanlarindaki KOAH'l1 hastalardan alimman ESM'nin ayrmtili bilesimi
analiz edilmistir ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda tiim akciger
bolmelerinde elastik lifler, fibronektin, kollajenler, tenasin-C ve versikan'da
degisiklikler oldugunu gostermistir [58]. Hiicre adezyonu ve gogilinde islevleri
olan bir ESM glikoproteini osteopontin’in ekspresyon seviyelerinin KOAH'1

hastalarin balgaminda yiikseldigi bulunmustur [59]. KOAH"n akut alevlenmeleri
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sirasinda, kollajenler, versikan ve elastinler gibi ESM proteinlerinin proteaz
tarafindan parcalanmasina yol agan hizlandirilmis bir ESM proteini yapim-yikim
dongiisii meydana gelir. Bu kanda dolasan ESM protein parmak izleri, KOAH
hastaliginin  ilerlemesini tahmin etmede giiglii biyobelirtecler olarak
kullanilabilmektedir [60].

Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH); Pulmoner arterler, kalici
vazokonstriksiyon ve vaskiiler yeniden sekillenmeden etkilenmekte, bu da
pulmoner arter uyumlulugunun (kompliyansin) azalmasina neden olmaktadir.
PAH'da arter duvarinin ii¢ katmanli mimarisinin tamami yeniden sekillenir ve
boylece bu li¢ katmanin kalinlastigi goriilmiistiir [61]. Buna gore, radyoaktif
madde kullanilarak yapilan c¢alismalari, hipoksik pulmoner hipertansiyon
sirasinda pulmoner arterlerde elastin ve kollajenin hizli sentezlendigini ortaya
cikarmigtir [62]. Ayrica ESM bilesenlerinden olan tenasin-C, hastaligin ilerlemesi
ile iligkilendirilmistir. PAH'l" hastalarda ve benzer deneysel hastalik
modellerinde, tenasin-C, diiz kas hiicresi (SMC) proliferasyonu ve FGF2'ye
mitojenik yanit ile korelasyon gosterdigi bulgulanmistir. Benzer sekilde, fibrotik
fare akcigerlerinde tenasin-C’nin akciger uyumu ile negatif korelasyon gosterdigi,
yani bu proteinin daha biiylik miktarlari, daha sert akciger dokusu ile
iliskilendirilmistir [63]. Yeniden sekillendirilmis pulmoner arterlerde hyaluronik
asit (HA) gibi glikozaminoglikanlarin (GAG) artan birikimi de gozlenmistir.
Ayrica, PAH'lh hastalarin akciger dokusunda, 16kosit adezyonunu ve
aktivasyonunu destekledigi ©ne siirlilen HA'nin patolojik bir agir zincir
modifikasyonu tanimlanmistir [64-66].

Akciger Kanseri; Biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleriyle ESM, kansere 6zgii
ozelliklerin altinda yatan hiicresel tepkilerin diizenleyicisi oldugundan, ESM'nin
neoplastik ilerleme iizerindeki etkisini incelemek gerekli hale gelmistir. Ornegin,
kiigiik hiicreli akciger kanserleri (SCLC'ler), yiiksek seviyelerde fibronektin,
laminin, kollajen Tip 1V ve tenasin-C barindiran genis bir ESM stromasi ile
gevrilidir [67]. Timor stromasinin yeniden sekillenmesi doku sertligini gii¢lii bir
sekilde etkilemekte, bu da hiicrelerin mekanobiyolojisini etkileyerek hiicresel
tepkileri tetiklemektedir. Kollajenin akciger mimarisinde gerilme kuvvetinin ana
katk1 maddesi oldugu bildirildiginden, kollajen metabolizmasi tiimor stromasinin

sertlesmesinde belirleyici bir rol oynamaktadir. Akciger kanserinde anormal
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kolajen birikimi ve yapim-yikim dongisiiniin yan1 sira kolajen c¢apraz

baglanmasinda degisiklikler gbzlenmistir [68].
2.3. Pulmoner ESM Model Sistemler

ESM'nin bilesimi ve biyomekanik O6zellikleri, ¢ogalma ve farklilasmanin yani sira
hiicresel morfoloji, hareketlilik, yayilma, hiicre canlilig1 ve apoptoz iizerinde bir etkiye
sahiptir. Oyleyse, hiicresel davranis ve ESM birbirine yiiksek oranda bagli oldugundan,
in vivo 'da bulunan fizyolojik ve patolojik kosullari tam olarak taklit eden in vitro hiicre

kiiltiirti sistemlerine ihtiyag vardir [69].

Fizyolojik olarak ESM'ye gomiilii mezenkimal hiicreler tizerine yapilan g¢alismalar,
pulmoner interstisyel ESM'nin yapisina ve biyomekanigine ¢ok benzeyen in vitro, in vivo
veya ex vivo modellerden faydalanilabilir. 3B hiicre kiiltiirii sistemlerinin en
basitlestirilmis modeli, ESM molekiilleri ile kaplanmis doku kiiltiirii plastigi
uygulamalaridir. Basitlestirilmis tasarimi sayesinde, belirli ESM molekiillerinin
hiicrelerle etkilesimini incelemek i¢in kullanilabilmekte, ancak burada hiicreler bir ESM
icine gomiilmek yerine iki boyutlu (2B) bir yiizeye baglanmaktadir [70]. Ustelik, hiicre
kiltiirti plastiginin sertligi, in vivo’da fizyolojik olarak bulunan degerin ¢ok 6tesindedir;

atomik kuvvet mikroskobu ile dlciilen hiicre kiiltiirii plastiginin Young modiilii 2 ile 4

GPa arasinda degisirken, normal akciger dokusu dl¢iilen bolgeye bagh olarak 0,44 ile
7,5 kPa arasinda degismektedir. IPF'li hastalardan alinan fibrotik insan akciger dokusu
ise ortalama 16.52 kPa olarak bulunmustur [71-73]. Bununla birlikte, sentetik akrilamid
veya polietilen glikol bazli matriksler kullanilarak mekanik olarak ayarlanabilen 2B
modeller, gradyan olusumunu indiilkleme ve ESM sertliginin siki kontroliinii
saglamaktadir [70, 74]. Bu yapay sentezlenmis makromolekiiler yapilarin yani sira
kolajen [75], elastin [76], fibrin [77] veya laminin [78] i¢eren dogal ve miihendislik tiriinii

biyopolimerler, in vitro ESM model sistemleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [79].

Bazal membrandan ekstrakte edilen jeller ve hiicresizlestirilmis fibroblast tiirevli
matrisler de gliniimiizde kullanilmaktadir ve bunlar fizyolojik ESM'nin kompozisyonunu,
3B yapisim1 ve biyomekaniklerini daha yakindan taklit etmektedir [80]. Ancak bu
modellerin  hi¢biri pulmoner dokunun benzersiz wuzaysal geometrisini taklit
edememektedir. Bu biyomimetik sinirlamalart asmak igin, ¢esitli hayvan hastalik
modellerinden ve ayrica hastalikli insan dokularindan alinan vibratom-dilimli ex vivo

matriksler, dogal veya hiicresizlestirilmis formlarinda kullanilabilmektedir [81-84].
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Hiicresizlestirilmis (deseliilerizasyon teknikleri ile) akciger dokusu kullanilarak yapilan
ex vivo modeller, ESM'nin akciger patolojileri tizerindeki etkisini mekanik olarak daha
fazla tanimlamaya yardimci olmaktadir. Gelecekte 3B biyobaski teknolojileri veya
eklemeli tretim teknikleri, biyomekanik olarak ger¢ek dokuya benzeyen biyouyumlu
ESM yap iskeleleri yaratmada umut vadetmektedir. Bu tiir fabrikasyon yapi iskeleleri,
ESM'nin kompleks yapisin1 incelemek i¢in ayarlanabilir in vitro modeller olarak veya
hiicrelerle basarili bir sekilde yeniden kiiltiire edildiginde, hastalikli dokular1 veya tim

organlar1 degistirmeye hazir bir biyomiihendislik dokusu olarak kullanilabilirler [85].

2.4. Pulmoner 3B Hiicre Kiiltiir Modelleri

Hava iletiminin diizgiin bir sekilde gergeklesmesi igin akcigerler, anatomik ve fizyolojik
olarak farkli bir¢cok hiicre tipini barindiran kompleks bir yapiya sahiptir [86]. Bu
kompleks yapimin anlasilmasi ve ortaya c¢ikan akciger hastaliklarinin anlasilmasi igin
model sistemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Mevcut galismalar genellikle iki boyutlu (2B)
hiicre kiiltiir plakalar lizerinde gerceklestirilen caligmalardan olugmaktadir. 2B kiiltiir
sistemleri hiicre-hiicre etkilesiminin temelleri hakkinda fikir edinmesi agisindan gerekli
olsa da hiicrelerin kendine 6zgii li¢ boyutlu (3B) yapisini tam olarak yansitmamakta ve in
vivo mikrogevrenin zayif bir temsili olarak kalmaktadir. Bu nedenle 3B model sistemleri
giderek Onem tagimaktadir. Son yillarda akciger doku miihendisligi ile ilgili yapilan
cesitli metodolojik gelismeler skafold bazli, ALI modeller, mikrofluidik modeller,
sferoidler ve akciger doku eksplantlar1 gibi bircok 3B hiicre kiiltiir modellerinin
olusturulmasina firsat olusturmaktadir [86, 87]. Akciger arastirmalarinda kullanilan 3B

modellerin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir [88].

2.4.1. Skafold bazhh modeller

Skafold bazli kiltiirlerde, hiicre siispansiyonlari, hiicrelerin tutundugu ve kiiltiir
sisteminin 3B yapisin1 belirleyen doku iskeleleri iizerine ekilir. Bu iskeleler, dogal veya
sentetik malzemelerden olusturulabilir. Skafold bazli modeller membranlar, deseliilerize
matrisler, hidrojeller ve 3B baskilama gibi doku miihendisligi yaklasimlarini
kapsamaktadir [86]. Bu nedenle elde edilecek doku iskelesinin, akcigerlerin dogal
mekanik dayanimi, yiizey Ozellikleri ve elastikiyetini saglayacak yapiya sahip olmasi
beklenmektedir. Bu sayede uygun tasarim ve modellerle akciger yenilenmesine katki
saglayacak doku greftlerinin iiretilmesi miimkiin hale gelmistir. Akciger i¢in olusturulan

skafold tabanli modellerin tasariminda dogal veya sentetik polimerler kullanilmaktadir.
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Akciger doku miihendisligi uygulamalarinda en ¢ok 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 kitosandir [89]. Bu polimerler,
ihtiyag duyulan doku miihendisligi uygulamasina 06zgii olarak tasarlanarak
kullanilabilmektedir. Elektroegirilmis membranlar hiicre kiiltiirii uygulamalari i¢in basit
ve uygun maliyetli doku iskelesi iiretiminde alternatif yontem olarak kabul edilmektedir.
Ayrica bu membranlar kontrol edilebilir fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin yanisira genis
ylizey alani/hacim oranina sahip olmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in iyi bir

biyomalzeme olma 6zelligi tasimaktadir [90].

2.4.2. Hava-Sivi Arayiizii (ALI Kiiltiir Uygulamalari)

Akciger 3B hiicre kiiltiir caligmalarinda en yaygin kullanilan modellerden biri ALI-kiiltiir
sistemlerdir. Bu modelde hiicreler gecirgen bir membran iizerine ekilir ve farklilastirmaya
kadar hem alt hem iist hazneden besleme yapilir, farklilastirma agamasina gecildikten
sonra ise hiicrelerin {izerindeki besiyeri c¢ekilir ve hiicreler sadece alt haznedeki
besiyerinden membran yardimiyla beslenir. Bu sayede hiicrelerin iist kisimda hava; alt
kisimda ise besiyeri ile temasi saglanarak akciger fizyolojisi 3B in vitro sistemlerde kismi
olarak taklit edilmis olur [91]. Sekil 2.6’da hava-sivi arayiizii yontemi ile farklilastirilan

epitel hiicrelerin sematik goriintiisii verilmistir.

N
‘ 3-7 giin buyume (flask) > 2-4 giin proliferasyon (mpmhran)> l 21+ giin farkhilasma (ALI)>

P

/ \\ 0.4 ym por-membran

Sekil 2.6. Havayolu epitel hiicrelerinin ALI kiiltiir yontemi ile farklilagtirilmasi [92]

ALI kiltir sistemi, molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, ¢esitli ilag ve toksisite

calismalarinin vazgecilmez bir pargasi haline gelmistir. Akciger ALI kiiltiir sistemler i¢in
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primer epitel hiicreler veya akciger epitel hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. En yaygin
kullanilanlar Calu-3 ve A549 adenokarsinom hiicre hatlariyken, BEAS-2B ve
16HBE140- saglikli epitel hiicre hatlaridir [93]. Ayrica bu hiicreler Matrigel, MucilAir
TM-HF (Epithelix) gibi ticarilesmis 3B epitel hidrojel matris modelleri ALI hiicre kiiltiir
sistemiyle bir arada kullanilabilmektedir. Bu sistemler in vitro hiicre kiiltiir sistemlerinin
etkinliginin arttirllmasinda etkili olsa da ¢esitli limitasyonlara sahiptir. Bu modeller hazir
kiltiirler oldugu igin kisinin kendi hiicreleri i¢in greft olusturmasi zor olmakta, ayrica

maliyet agisindan avantajh sistemler degildir.

2.4.3. Sferoidler ve organoidler

Sferoid ve organoidler kendi kendine organize olabilen ¢oklu hiicrelerin olusturdugu
organ benzeri yapilar olarak tanimlanmasina ragmen, organin biitiiniini
yansitmamaktadir. Bu sistemler daha ¢ok tiimor modelleri i¢in kullanilmaktadir. Sferoid
kiiltiirler zayif baglantili U-tabanli plakalar, matrigel gibi hiicre dis1 matrisler, rotatif
hiicre kiiltiirii sistemleri veya asili damla yontemi kullanilarak iiretilebilmektedir. Asili
damla yontemi, kanser hiicrelerinin in vivo kosullarinin daha iyi yansitilmasi igin 3B
mono ve Kko-kiiltiir sferoidleri tiretmek i¢in kullanilmaktadir [86]. Kanser hiicrelerinin
sinyal iletimi, akciger gelisimi, tlimor-stroma iliskileri gibi aragtirmalarin yapilmasi i¢in

bu sistemler olduk¢a 6nemlidir [94].

2.4.4. Mikroakiskan modeller

Son yillarda, hiicre siispansiyonlarinin bir mikro kanal sisteminden geg¢irildigi, bu
hiicreleri iceren mikro kuyucuklara boliindiigii “mikroakiskanlar” adli yeni bir teknoloji
gelistirilmistir. Bu mikroakiskan yontemiyle birlikte az miktarda sivi hacmi ve hiicre
sayisiyla karmagik, tekrarlanabilir ve ayarlanabilir 3B modellerin ve test sistemlerinin
tiretilmesi miimkiin olmaktadir [95]. Mikroakigskan teknolojisi kullanilarak, akcigerin
fizyolojik ve iglevsel karmagikligini yeniden olugturmak ve bdylece in vivo ortami taklit
etmek i¢in minyatiir platformlarda in vitro bir ortam sunan “lung-on-chip” model
sistemleri gelistirilmistir [87]. Bu sistemler genellikle organa spesifik belirli bir
mekanizmanin anlagilmasi icin tasarlanmaktadir. Ayrica yliksek verimli tarama ve
analizlerde anlhik gozlem ve goriintileme yapma imkani sunan biyosensorle
saglanabilecek gelismis sistemlerle birlikte kullanim i¢in uygun kiiltiir modelleridir.
Mikro akiskan bazli modeller ilag ve toksikoloji ¢alismalari igin avantajlidir. Lung-on-a-

chip modeller akciger hastalik fenotiplerinin ¢ikarilmasinda, alveol-bariyer mikrogevresi
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ve hava-sivi arayiizey etkilesimlerinin aragtirllmasinda, akciger fonksiyonun mekanik

etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir [96].

2.4.5. Akciger doku eksplantlari

Akciger havayolunun 3B taklit edilmesini saglayan in vitro modellerin yanisira ex vivo
modeller de genis bir arastirma yelpazesine olanak tanimaktadir. EX vivo akciger kiiltiiri,
dogal hasta dokusunun heterojenliginin temsil edilmesiyle birlikte, kontrollii deney
kosullarindan yararlanan organa 6zgili 3B dinamik yapisina iligkin bir aragtirma ortami
sunar. Ex vivo akciger eksplant kiiltiir sistemleri cerrahi islem sonrasinda elde edilen
dokunun dondurularak veya homojenize edilerek kullanilmasina dayanmaktadir.
Literatiirde incelenen doku eksplantlarinin ¢ogu, farkli akciger kanseri tiirlerine bagh
olarak gogiis cerrahisinden elde edilen doku pargalarina dayanmaktadir. Yapilan
calismalarda eksplant kiiltiir teknikleri antibiyotik metabolizmasinin anlagilmasi,

molekiiler belirtegler ve patojen tespitleri i¢in de kullanilmistir [86].

Cizelge 2.1. Akciger arastirmalarinda kullanilan 3B modellerin avantaj ve dezavantajlari

Model Avantaj Dezavantaj Ref.

*Uzun siireli kiiltire alma (haftalar ile aylar
arast)

*Maddelerin dogrudan uygulanmasi igin firsat
*Perfiizyon miimkiin
*Cok ¢esitli fonksiyonel ¢aligmalar
Hava-Sivi Arayiizii | +Akcigerin solunum hareketlerini simiile etme -Kompleks sistemlere  uygun
(ALD) Ticari olarak ulagilabilirlik: degil [97-101]
«Yiiksek veri tekrarlanabilirligi *Modifiye etmek zor
*Partiden partiye diigiik degiskenlikler
«Iyi karakterizasyon

*Birkag patoloji taklit edilebilir

*Uzun siireli kiiltiire alma (12 aya kadar)

*Basit yontem *Yiiksek kayma kuvveti
Sferoid *Farkli hiicre tipleri ile ko-kiiltiire elverisli . Uzup sufeh kiiltiire almak zor [102-104]
(saat ile giinler arasi)
* Hiicresel ve molekiiler etkilesim modellenir *Kisa siireli kiiltiire alma (96
saate kadar)
Akeiger Doku *Dogal bagisiklik olaylarmnin karakterizasyonu “Bagsiklik hiicre aktivasyonu
k
« Canl1 hiicre goriintiileme miimkiin yo
Eksplantlari « Sistemik perfiizyon yok [105-107]
* Genetik modifikasyonlar miimkiin olabilir .
* Ventilasyon yok

* Genetik modifikasyonlar zor

20



*Diigiik erime sicakligina sahip
agaroz ile yikama gerekli
» Kisa siireli kiiltiire alma (96
saate kadar)
Hassas Kesim *Uzun siireli kiiltiire alma (1 haftaya kadar) “Bagigiklik hiicre aktivasyonu [108, 109]
Akciger Kesitleri «Akcigerin hiicresel ve yapisal organizasyonu yok
korunur * Sistemik perflizyon yok
(PCLS) periuzyon y
* Ventilasyon yok
* Genetik modifikasyonlar zor
* Hastalikli dokudan tiretimi zor
*Bronsiyal fizyolojik tepkilerin dogrudan | « Kisa siireli kiiltiire alma
tirtlmasi-, 6rn. kasilma-farmakolojik kontrol | « i iiltii
Bronsiyal Halkalar arastirilmasi-, 6rn. kasilma j dgc,li(rr;élﬁi (élrzrﬁli( kiiltire alma [110-115]
edilebilirlik g
*Akciger O0demi  olusumu, oksijenasyon | ¢ Sinirli ulagim
kapasitesi, vaskiiler reaktivite, bakteriyel | ¢ Ayrintili teknik
EX vivo Perfiizyon ve . . .. -
enfeksiyon ve kok  hiicre tedavisinin | «Sadece birkag saat
Ventilasyon -
Y arastirilmasi kiiltiirlenebilme [116-123]
o[lgili hastalik patolojilerinin ~ 6zelliklerinin
korunmasi -II-(I_iIi_creler iki veya {ii¢ boyutta
ekilir
Skafold Bazh * Yapay bir plevra ile hiicrelerin ya hava yoluna | o o
Modeller ya da vaskiiler bélmelere fizyolojik ekilmesi + Ilk hiicre ekimi stokastiktir [124-129]
*Hastaligin heterojenligini tekrarlayabilme +Skafoldun i¢ kisimlarinda besin
ve oksijene sinirli erigim
* 1 aya kadar kiiltiire alma
2.5. Pulmoner Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler
Biyomalzemeler doku mihendisligi uygulamalarinda 20 yili askin siiredir

kullanilmaktadir; bununla birlikte yakin zamanlarda biyomalzemelerin modifiye edilmesi
(hiicre varliginda veya yoklugunda) doku rejenerasyonuna izin vermistir. Bir organ veya
doku zarar gordiiglinde, hiicre dist matris (ESM) hasar goriir ve biyomateryal yap1
iskeleleri, doku yenilenmesini destekleyen sinyaller saglayarak dogal ESM'ye benzeyen

bir mikro ¢evre olusturur.

Doku miihendisligi, yeni yaklasimlar kullanarak, gerekli islevi yerine getiremeyen
hastalikl1 veya hasarli organlar1 onarmaya galisir. Islevselligin geri kazanilabilmesinin bir
yolu, yapt iskelesinin (biyomalzemenin) biyolojik 06zelliklerinin dogal organin

ozelliklerini 1y1 sekilde taklit edebiliyor olmasidir.

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

biyomalzemeler, istenen mekanik ozellikleri, iskele mimarisini ve bozunma oranini
olusturmak i¢in dogru bir sekilde degistirilerek sentezlenebilmektedirler [130]. Mekanik
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ozellikler; elastisite, sertlik ve Young modiilii gibi malzeme 6zelliklerini, iskele (skafold)
mimarisi ise fiber ¢apt ve oryantasyonu ile gozenek boyutu ve yiizde godzeneklilik
icermektedir. Elastin, kolajen, ipek ve keratin gibi dogal biyomalzemeler hiicre yapisma
ligandlar1 gibi spesifik proteinleri zaten igerir ve hiicre yapigsmasi ve farklilasmasina

yatkinlardir [131].

Bir biyomalzemenin dikkatli se¢imi, istenen islevi ger¢eklestirmesi amaglanan uygulama
i¢in 6nemlidir; modern yaklagimlar ayrica dogal ve sentetik biyomalzemelerin karisimina
da odaklanmis durumdadir. Cizelge 2.2 ve 2.3. doku miihendisligi ve pulmoner ilag
tastyici sistemlerde kullanilan biyomalzemelerin 6zelliklerini listeleyen bazi dogal ve

sentetik biyomalzemeleri vurgulamaktadir [132].

Cizelge 2.2. Pulmoner arastirmalarda kullanilan dogal biyomalzemeler ve 6zellikleri

Dogal Biyomalzemeler

Biyomalzeme Ozellik Ref.

e  Yiiksek biyouyumluluk

Kolajen e Ayarlanabilir biyobozunurluluk [133, 134]
e  Yeterli mekanik dayanim ve esneklik
e Fizyolojik kosullara yiiksek adaptasyon
e lyi elastikiyet

Elastin e Uzun siireli stabilite [135, 136]
e Kendi kendine organize olabilme (self-assembly)
e lyi biyolojik aktivite gdsterme
e  Yiiksek mekanik dayanim

ipek Fibroin e  Yiiksek biyouyumluluk ve biyobozunurluluk [137-140]

e  Degistirilebilir yiizey ozellikleri

e Ilag vb. teratdtiklerin akcigerlere ulasabilmesi

e  Ayarlanabilir farkli skalalarda mekanik

Keratin karakteristikler [141, 142]

e  Modifiye edilebilir protein 6zellikleri

e  Yiiksek biyouyumluluk

e  Diisiik maliyet, kolay erigilebilirlik
_ e  Uygun biyobozunurluluk
Albumin e  Siirdiiriilebilir salim profili [143-147]

e  Sistemik toksisite gdstermeyisi

e  Fonksiyonel gruplarm varligi

e Kolay islenebilirlik
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Jelatin e Isiyla geri-déniisiimlii jel olusturabilme [148-152]
e Hem hidrofilik hem  hidrofobik ilaglart
kapsiilleyebilme yetenegi

e  Biyouyumluluk ve biyobozunurluluk

e Tlag ve terapotikler igin iyi bir tastyici
e  Kontrollii ilag salimina uygunluk
e lyi biyouyumluluk ve biyobozunurluluk
Kitosan . B . _. | [153, 154]
e  Hiicrelerarast  baglantilar1  acabilme  yetenegi,
boylelikle ilaglarin emilimi ve biyoyararlanimi icin

uygun aday

e Hedefli ve siirdiiriilebilir salim potansiyeli

e  Kimyasal olarak modifiye edilebilir

e Cesitli maddelerle kombine edilebilir

e  Pekcok tiimor hiicresinde asiri ifade olan CD44

reseptorlerinin bir ligandidir. [155, 156]

Hyaluronik asit e Diger ilaglarla reaksiyona girme ve konjugat
olusturma yetenegi

e  Konjugatlarin hedefe yonelik etkisi ve kontrolli

salimi

Cizelge 2.3. Pulmoner arastirmalarda kullanilan sentetik biyomalzemeler ve 6zellikleri

Sentetik Biyomalzemeler

Biyomalzeme Ozellik Ref.

e Yavas bozunurluluk
o Diisiik tokluk [157, 158]
e  Mukavemet, sertlik ve gaz gegirgenligi

e Cok yonlii fabrikasyon

Poli Laktik Asit e Molekiil ve hiicrelerle uyumluluk
(PLA) e Diger polimerlerle (dogal/sentetik) modifiye
edilebilme

e Yiiksek ylizey alan1

e Dogal ECM mimarisini taklit edebilme (biyomimik)

e  Uygulamaya bagli kolay modifiye edilebilirlik

e  Yiiksek Young modiilii

e  Belirli siireden sonra ¢ekme mukavemeti kayb1

Poli Glikolik Asit I, [159, 160]
o Zayif ¢dzliniirlilik

(PGA) e  Kopolimer sentezlemeye uygun

e  Sulu ortamlarda kararsiz

e Bagigiklik tepkisi (bazi in vivo caligmalarda)
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e  Biyouyumluluk
Poli Laktik-ko Glikolik Asit |~ *  Modifive edilebiliryizey ozelliler [161, 162]
e [lag salim sistemleri igcin EMA ve FDA onay1

(PLGA) e  Kontrollii ve hedefli ilag salimi

e Cok yonlii islenebilirlik

e  Miikemmel viskoelastik yap1 [141, 163]

e  Diisiik erime noktast

Poli Kaprolakton - S
Hrap e Biyolojik olarak emilebilirlik

(PCL) e Diisiik 1slanabilirlik ve hiicre baglanmasinda kisithilik

e  Hidrofobik yiizey 6zelligi

e  Bozunmayan termoplastik polimer yapisi

Poli Etilen Tereftalat *  Suyadayamikhilik

e  Cogu gaz ve siviya kars1 direnglilik

PET 143-147
( ) e  Suyu absorblama yeteneginden yoksun [143 ]

e  Sabit yiikler altinda kalic1 deformasyon

e  Biyobozunur ve biyouyumlu
Poli Vinil Alkol e  Sulu ortamlarda jel formuna doniigebilme

e  Bakteriyel enfeksiyonlarn 6nlenmesi ve graniilom

(PVA) [164-166]

olusumu gibi ilging 6zellikleri igermesi

e  Kopolimerizasyon dzelligi

Akciger hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in son birkac on yilda birtakim stratejiler
kullanilmigtir. Bunlar arasinda akciger nakli en yaygin tedavi segeneklerinden biriydi,
ancak dezavantajlar1 avantajlarindan daha agir basmistir. Ornegin yeterli dondr organin
olmamasi, pihtilagsma sorunlari, tiiberkiiloz, diyabet ve yeni akcigerin viicut tarafindan
reddedilme riski bu yontemin sinirlamalar1 arasindadir. Buna karsilik, akut son donem
akciger hastaligi olan hastalarin ¢6ziimii olan mekanik ventilasyon ve ekstrakorporeal
membran oksijenasyonu, asirt hava yolu genislemesi, solunum kas atrofisi ve ¢ok fazla

kompresyon nedeniyle yaralanmalara neden olabilmektedir [166-170].

Doku miihendisligi yontemleri kullanilarak eslenigi olabilecek yeni fonksiyonel
dokularmin {retilmesi, organ kithigmin yarattigt soruna olas1t bir ¢6ziim olarak
goriilmektedir. Doku miihendisligi, kemik, kikirdak, karaciger ve pankreas dahil olmak
tizere bir dizi doku i¢in biiylik umut vaat etmekte iken akciger dokusu miihendisligi,
sentetik polimer yapi iskeleleri iizerinde hava yolu epitel hiicrelerinin gelistirilmesine
odaklanan birkag yaymlanmis raporla sinirli kalmis, Onemli olgiide ilerleme

kaydetmemistir [167, 168].
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Doku miihendisligi ve biyomalzeme arastirmalarindaki son gelismelerde kilit unsur farkl
tip iskelelerin tasarimi olmustur. Biyouyumluluk, bozunma 6zellikleri, mekanik,
kimyasal ve biyolojik 0&zellikler, yapay biyomalzemelerin kullanimi igin temel
kriterlerdir. Pulmoner ve nazal yollardan ilag salimi i¢in nanoteknolojiden yararlanmanin
avantajlart olarak hedefli ilag salimi, artan biyoyararlanim, daha az toksisite ve hasta
konforu bildirilmistir [168, 171].

2.5.1. Calisma Kapsaminda Kullanilan Polimerler: PLA ve PCL

Di-laktitten ve c¢ogunlukla tarim {irlinlerinden elde edilen polilaktik asit (PLA),
termoplastik lineer alifatik polyester ailesinin bir iyesidir [172]. PLA, ya bir
kondenzasyon reaksiyonu ile laktik asitten ya da daha yaygin olarak siklik laktit
monomerinin halka agma polimerizasyonu ile sentezlenir. Laktit monomeri ti¢ farkl
bigimde bulunur: iki stereoizomer L- ve D-laktit (L- ve D-LA) ve rasemik D, L-laktit
(mezo-laktit) formlaridir. Poli(L-laktid) (PLLA) formu, nispeten yavas hidroliz hizina
sahip yar1 kristal bir polimerdir. Medikal, gida, tarim ve endiistriyel sektorlerde de genis
bir uygulama alanina sahip olan PLA, LA (Laktik Asit) birimlerinin Kkiralitesi, fiziksel ve

mekanik 6zelliklerin yan1 sira bozunma oranlarini ayarlamak icin de bir arag saglar.

Doku miihendisliginde en sik kullanilan biyolojik olarak parcalanabilen polimerler

ailesinden olan Poli (laktik asit), ester baglarinin hidrolizi yoluyla bozunmaya ugrar.

Sulu ortamda yar1 kristal polyesterlerin bozunmasi iki asamada gergeklesir. Ik asama,
daha az organize olan ve suyun daha kolay niifuz etmesine izin veren amorf bdlgelere
suyun diflizyonu ile baslar. Ikinci asama, amorf bélgelerin ¢ogu bozuldugunda baslar.

Hidrolitik saldir1 daha sonra kristalin bolgelerin kenarindan merkezine dogru ilerler.

Cesitli caligmalar, 6rnegin pronaz, proteinaz K ve bromelain gibi belirli enzimlerin
varliginin polilaktidin bozunma hizin1 artirirken, diger enzimlerin, 6rnegin esteraz ve
laktat dehidrojenazin bozunma hiz1 {izerinde higbir etkisi olmadigin1 gostermistir. %0 ile
%99 arasinda degisen L tekrar birim igerigine sahip birka¢ polilaktidin enzimatik
bozunabilirligi incelendiginde, proteinaz K'nin PDLLA'ya kiyasla PLLA'y1 tercihli olarak
bozundurdugu gosterilmistir [172-174]. Bununla birlikte, saf PLLA'nin yiiksek kristalligi
bozunma hizini azalttig1 bilgisine ulasilmistir. En hizli agirlik kaybi ve yiizey bozulmasi,
%92 L-birimleri igeren polimer i¢in oldugu gdosterilmistir. Buna gore, proteinaz K'nin
D,D baglariin aksine L,L-, D,L- ve L,D-baglarin1 tercihli olarak bozdugu anlagilmistir
[175, 176].
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PLA’nin olast uygulamalar: arasinda 6zellikle kagit-plastik gida ambalaji, ¢ocuk bezi,
kontamine hastane atiklar1 gibi toplama ve geri doniisiime uygun olmayan tek kullanimlik
malzemelerdir. PLA polimerleri ayrica ¢ok ¢esitli tibbi uygulamalarda; biyolojik olarak
emilebilir cerrahi siiturler, dis implantlari, kemik vidalar1 ve plakalari, kontrollii ilag

salimi, doku mithendisligi iskeleleri vb. uygulamalarda kullanim alanina sahiptir.

Poli(e-kaprolakton) (PCL) polimeri ise e-kaprolaktonun halka agma polimerizasyonu ile
elde edilen bozunabilir bir yar1 kristal alifatik polyesterdir. PCL kristalleri yaklasik
60°C'de erirken amorf bolgeler ise -60°C'de cams1 gegis sicakligina sahiptir [177]. Bu
kosullar, PCL'yi oda ve viicut sicakliginda daha elastik hale getirir. PCL’nin fizyolojik
bir ortamda su hidrolizi ile bozundugu bilinmektedir [178, 179]. Genel olarak, bu
polimerin daha hidrofobik dogasi nedeniyle PCL'nin bozunma hizi PLA'ya kiyasla
yavastir. Bu durum hizli doku rejenerasyonunun gerektigi durumlarda kullanimini
sinirlasa da diger yandan PCL'yi daha uzun siireli implante edilebilir cihazlar i¢in uygun
hale getirmektedir. Bununla birlikte PCL'nin bozunmasi, lipazlar gibi enzimlerin

varhiginda katalize edilebilir oldugu gosterilmistir [177].

2.6. Elektroegirme Teknigi

Elektroegirme, genis ylizey alani/hacim orani ile karakterize edilen ve nano-mikron
boyutlu fiberlere sahip yap1 iskeleleri iiretmek ic¢in popiiler bir teknik olarak ortaya
cikmistir. Ayarlanabilirliginin 6tesinde, elektroegirmenin gorece diisiik maliyetli ve basit

kurulumu, onu iskele iiretimi igin popiiler bir se¢im haline getirmistir [180].

Elektrospun yap1 iskelelerinin lifli dogasi, dogal hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit etmek
i¢in 1yi bir yontem saglar ve doku rejenerasyonu sirasinda hiicreler i¢in gegici, islevsel
bir ortam gorevi goriir. Cok yonliiliigli nedeniyle, elektrospun yapi iskeleleri, vaskiiler ve
deri greftlerinden ilag¢ salim araglarina kadar ¢ok ¢esitli doku mithendisligi uygulamalari

igin arastirma alani1 bulmustur [181].

Elektroegirme tekniginde polimerler, yiizey gerilimi ve viskoelastik kuvvetlerin
iistesinden gelmek i¢in ¢ok yiiksek bir voltaja tabi tutulmadan once uygun bir ¢oziicii
icinde ¢oziiliir veya eritilir. Elektroegirme islemi, topraklanmis veya zit yiikli bir
kollektorden, belirlenmis bir mesafeye yerlestirilmis bir igne ucundan polimer
¢ozeltisinin pompalanmasi yoluyla gerceklestirilir. Igne ucuna bir voltaj uygulandiginda,
damlacik icindeki elektrostatik kuvvet, igne ucundaki damlaci@in yiizey gerilimini
yenerek igneden bir sivi jeti piiskiirmesine neden olur. Elektrik yiiklii jet daha sonra,
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kollektore giderken birden fazla genisleyen dongiide hizla ¢irpilmasina neden olan bir
biikiilme kararsizligina maruz kalir. Bu c¢irpma islemi, solventin buharlasmasini
kolaylastirirken mikrometre ve nanometre ¢apli liflerin gerilmesine ve incelmesine neden
olur. Ortaya c¢ikan iskele, toplayict ve elektroegirme diizeni tarafindan belirlenen
geometriye sahip dokunmamis (non-woven) veya rastgele (random) olusturulmus bir
fiber ag olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.7). Bu nanolifli yapi iskeleleri, geleneksel yapi
iskeleleriyle karsilastirildiginda hiicre baglanmasi, gogii, cogalmasi ve farklilagmasi igin

daha iyi bir ortam saglamak i¢in kullanilabilir.

Elektroegirme islemi esas olarak (i) polimer molekiiler agirlik, molekiiler agirlik dagilimi
ve c¢ozelti Ozellikleri (0rn. viskozite, yiizey gerilimi, iletkenlik) gibi sistem
parametrelerinden ve (ii) akis hizi, elektrik potansiyeli, kapiler ve toplayict arasindaki

mesafe, kollektoriin hareketi vb. gibi proses parametrelerinden etkilenir.

Taylor Konisi

=
Polimer /
Sinnga  gozeltisi

,i
| Toplayici Plaka
L

Gii¢ Kaynadi

Sekil 2.7. Konvansiyonel bir elektroegirme diizeneginin sematik gosterimi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiir Modeli icin Gerekli Adaptorlerin Cizilmesi

Tez c¢alismasimin ilk kisminda transwellerin 3B kiiltiir sistemlerine doniisiimiiniin
saglanmas1 amaglanmistir. Transwell adaptdrlerin ¢izim iglemleri 6ncelikli olarak kagit
tizerinde tasarlanmistir. Tasarlanan modelin profesyonel ¢izim islemleri Solid Works
yazilimi (2017 siirlimii) ile gergeklestirilmistir. Solid Works programi, bilgisayar
teknolojisini kullanarak 3B kati model olusturan bilgisayar destekli tasarim (CAD) ve

bilgisayar destekli bir miihendislik (CAE) programidir.

Tasarimi yapilan bu adaptdr modelin ve transwell sistemlerinin birlestirilip 24 kuyucuklu

plaka icerisine yerlestirilmis goriintiisii Sekil 3.1°de verilmistir.

iist adaptox

» iist adaptor
e transw ellg transwell
P ralt adaptor
‘ ';.1 je i& :
” adapfor \

24 kuvucuklu plaka

Sekil 3.1. Adaptdr modelin 24 kuyucuklu plakada yerlesiminin gosterilmesi

Solid Works yazilimi kullanilarak ¢izilen modellerin nihai goriintiilerine ‘Sonuglar’

boliimiinde yer verilmistir.

3.2. Cizilen Adaptor Modellerin 3B Yazicidan Cikartilmasi

Adaptor modellerin 3B yazicidan ¢ikartilmasi islemleri SLA (Selective Laser Additive)
teknolojisi kullanilarak gergeklestirilmistir. “Stereolitografi teknigi’> olarak da
adlandirilan bu sistem, bir hazne igerisinde bulunan fotopolimer reginelerin 1g1k/lazer
kaynagi kullanilarak kiirlenmesine (katilastirilmasina) dayanan katmanli imalat

teknolojilerinden biridir.
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Tez calismasinda kullanilan modellerin baskilar1 FormLabs (Form 2) fotopolimer sivi
recineleri (kartus) kullanilarak alinmistir. Bu recineler ince detaylara sahip hassas
tasarimlarin yiiksek hassasiyet Ve ¢ok yliksek ¢oziiniirliiklere ulasabilmesinden dolay1

tercih edilmistir [182].

Kullanilan 3B yazic1 ve fotopolimer regine Sekil 3.2°de gosterilmistir.

formiabs W

[

Sekil 3.2. Modellerin 3B yazicidan ¢ikartilmasi islemlerinde kullanilan SLA yazic1 (sol)

ve fotopolimer s1vi regine (sag)

3.3. 24 Kuyucuklu Plaka Kapagmnin Yeniden Yapilandirilmasi

Yeni olusturulan 3B modeller, hiicre kiiltlirlerinde rutin kullanilan 24 kuyucuklu
plakalara uyumlu hale getirilmesi i¢in modifiye edilmis ve plaka yiiksekliginin artiritlmasi
icin Slgiimler alinmistir. Plaka ebatlariyla uyum gosterecek sekilde en: 7,6 cm; boy: 12
cm ve ylikseklik: 5,2 cm olacak sekilde hesaplanip plaka kapagi yeniden yapilandirilarak
cizimler gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Transwell insert ve tizerine gegirilen yeni adaptor
modelin toplam uzunlugu 4,7 cm oldugundan kapak boyu bu yapiy1 igerisine dahil edecek
sekilde tasarlanmistir. Boylece plakanin mevcut kapak boyu 1,0 cm iken 5,2 cm’ye
uzatilip plaka etrafina ek parca getirilmistir. 24 kuyucuklu plakaya getirilen bu ek parca

Solid Works programu ile ¢izilip 3B yazici kullanilarak baskis1 alinmustir.
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Sekil 3.3. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parcanin dlgiilerinin belirlenmesi

3.4. 3B Modeller Uzerinde Gergeklestirilen Sizinti-Kontrol Calismalar

Tasarlanan ve baskis1 alinan modeller tizerinde dncelikli olarak sizinti-kontrol ¢aligmalari
yapilmistir. Bu amagla ilk olarak malzemeler 6 kuyucuklu plaka igerisinde sterilize
edilmistir (1 saat %70’lik alkol+15 dk UV+30 dk %70’lik alkol). Modelin montajt
yapildiktan sonra apikal kisimdan 500 pl besiyeri konularak sizint1 olup olmadig: test
edilmistir (Sekil 3.4). Model {izerinden sizint1 kontrolleri 30 dakika, 1,5 saat, 6 saat, 14
saat veya 24 saat sonra bakilarak kontrol edilmistir. Sizinti-kontrol ¢alismalar1 her bir
modelin baskis1 alindiktan sonra ayni sekilde gergeklestirilmis olup sizint1 olup olmama

durumuna gore diger modeller tasarlanmigtir.

Sekil 3.4. Baskisi cikartilan adaptdor modeller iizerinde sizinti-kontrol caligmalari:

besiyeri ilavesinden sonra sizint1 kontroliiniin baslatilmasi
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3.5. Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan hiicre hatlar1 ve besiyerleri Cizelge 3.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel calismalarda kullanilan hiicre hatlar1 ve besiyerleri

Hiicre Kodu Hiicre Adi Besiyeri
Bronchial
BEAS-2B  (ATCC®  CRL- | brons epitel hiicre hatts Epithelial Ce_II
9609T™) Growth Medium
(BEGM)
Roswell Park
A549 (ATCC® CCL-185™) Insan akciger epitel hiicre hatt1 | Memorial Institute
(RPMI 1640)

Eagle's Minimum

CCD-16Lu (ATCC® CCL- Insan akciger fibroblast hiicre . .
Essential Medium

204™™) hatt1
(EMEM)
Bronchial

. Astiml1 insan brons epitel Epithelial Cell

ABO665 (Epithelix) hiicresi Growth Medium
(BEGM)

L929 (ATCC® NCTC clone . Dulbecco’s

929) Fare (Mus musculus) fibroblast | Modified Eagle

hiicre hatt1 Medium (DMEM)

3.5.1. Akciger brons epitel hiicre hatti (BEAS-2B)

BEAS-2B hiicreleri saglikli bireylerin otopsisinden elde edilen normal insan brons
epitel hiicre hattidir. BEAS-2B hiicreleri 75 cm?’lik flasklarda, brons epitel biiyiime
besiyerinde (BEGM) (hidrokortizon (0,5 mg/mL), insiilin (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 ug/mL streptomisin
iceren) 2-3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Hiicreler %80-90 kaplama oranina ulagana
kadar 2 giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicrelerin dondurulmasi isleminde ise

%5 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanilmistir.

3.5.2. Akciger epitel hiicre hatt1 (A549)

A549 hiicreleri akciger kanseri olan bir insanin akciger dokusundan izole edilen akciger

epitel hiicre hattidir. A549 hiicreleri %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) iceren
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RPMI (L-glutamin) igerisinde 37°C’de, %5 CO?igeren inkiibatorde 75 cm?’lik flasklara
ekilerek kiiltiire edilmislerdir. Hiicreler %80-90 kaplama oranina ulasana kadar 2 giinde
bir besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicrelerin dondurulmasi isleminde ise %5

dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanilmistir.

3.5.3. Akciger fibroblast hiicre hatti (CCD-16Lu)

CCD-16-Lu hiicreleri saglikli akciger dokusundan izole edilen insan akciger fibroblast
hiicre hattidir. CCD-16-Lu hiicreleri %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) iceren
EMEM (L-glutamin) igerisinde 37°C’de, %5 CO?igeren inkiibatorde 75 cm?’lik flasklara
ekilerek kiiltiire edilmislerdir. Hiicreler %80-90 kaplama oranina ulasana kadar 2 giinde
bir besiyeri degisimi yapilmigtir. Hiicrelerin dondurulmasi isleminde ise %5

dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanilmistir.

3.5.4. Fibroblast Hiicre Hatt1 (L-929)

L-929 hiicreleri farenin normal deri alt1 areolar ve yag dokusundan izole edilen fibroblast
hiicre hattidir. L-929 hiicreleri %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) ve 2 mM L-
glutamin iceren DMEM (Lonza Katalog no:12-707F) igerisinde 37°C’de, %5 CO?igeren
inkiibatorde 75 cm?’lik flasklara ekilerek kiilttire edilmislerdir. Hiicreler %80-90 kaplama
oranina ulagana kadar 2 giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicrelerin dondurulmasi

isleminde ise %5 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %95 serumlu besiyeri kullanilmustir.

3.5.5. Astimhi insan Primer Brons Epitel Hiicresi (AB0665)

Insan primer brons epitel hiicreleri 55 yasinda, sigara kullanmayan, Kafkasyal: ve astim
hastas1 bir kadindan elde edilmistir. Asttml1 brons epitel hiicreleri 75 cm?’lik flasklarda,
brons epitel biiyiime besiyerinde (BEGM) (hidrokortizon (0,5 mg/mL), insiilin (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 pg/mL streptomisin igeren) 2-3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Hiicreler %80-90

kaplama oranina ulagana kadar 2 giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir.

3.6. 3B Modellerde Gerceklestirilen Sitotoksisite (Oziit) Analizleri

Baskisi alian her bir modelin hiicre kiiltiir sistemlerinde degerlendirilmesinden once
malzemenin sitotoksisite deneyleri gerceklestirilmistir. Deneyler TS EN ISO 10993-12

Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi- Numune Hazirlanmast ve Referans
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Malzemeler standardi ve ayrica TS EN ISO 10993-5 Viicut Disi Sitotoksisite Deneyleri

standardi referans alinarak gergeklestirilmistir.

Bu amagla test edilecek malzeme, ISO 10993-12 standardinin belirledigi dl¢iilere gore
standart yiizey alanlart ve oziit sivi hacimlerinin yer aldigi cizelgedeki Oziitleme
kosullarina uygun sekilde hazirlanmistir. Cizelgeye gore ‘diizensiz sekilli sert cihazlar’
kategorisinde degerlendirilen modelimiz 0,2 g/ml 6ziitleme orani kullanilarak belirlenen
hacimde ve 24 saatlik oziitleme siiresine tabi tutularak test edilmistir. (Standarda gore,
doku kiiltiirii ortamlarinda (24%2) sa stire ile (37+1)°C deki éziitleme sitotoksisite deneyi
icin kabul edilebilirdir).

Model iizerinde uygulanacak sitotoksisite analizi L.-929 fibroblast hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. %80 kaplama oranina ulasan hiicreler pasajlanarak 96 kuyucuklu

kiiltiir kaplarina her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekimi yapilmustir.

o  Oziit analizi yapilacak malzeme 6ncelikli olarak %70’lik izopropil alkolde 5 dk

boyunca bekletilerek steril edilmistir.

e Ardindan PBS ile yikandiktan sonra temiz cam bir sise igerisine alinmis ve lizerine
serumsuz, antibiyotiksiz besi ortami eklenerek CO: etiiviinde 37°C’de, 24 saat

boyunca inkiibe edilmistir.

e Bu siire sonunda malzeme sise igerisinden uzaklastirilarak besi ortami {izerine
yukarida bahsi gegen oranlarda serum, antibiyotik ve L-glutamin katkisi

saglanarak ekstraksiyon besi ortami bilyilime ortamina doniistiiriilmiistiir.

e Ardindan bu ortam daha 6nce 24 saat boyunca kiiltiire edilen 96 kuyucuklu kiiltiir
kabindaki hiicreler ile numune oziitiiniin 5 farkli derisimi olacak sekilde

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

e Sitotoksisite analizi malzeme yogunluguna bagli olarak gerceklestirilmis olup;
negatif kontrol olarak hiicrelerin ¢cogaltildig1 biiyiime ortami kullanilmis, pozitif

kontrol olarak %20 DMSO ¢ozeltisi tercih edilmistir.

e 24 saat sonunda hiicrelerin lizerindeki besi ortami atilip, 100 pL serumsuz,
antibiyotiksiz besiyeri ve MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-il)-difeniltetrazolyum
bromiir) (Katalog no. M2128) ilave edilerek 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

e Siire bitiminde kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara 150 pL

DMSO ilavesi yapilmistir.
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e Plaka 160 rpm’de calkalayici lizerinde 5 dakika bekletilmis ve 570 nm filtreye
sahip mikroplaka okuyucuya (Perkin Elmer, ABD) yerlestirilerek absorbans
okumasi yapilmigtir. Sonuglar; pozitif ve negatif kontrolleri de igerecek sekilde

malzeme derigimlerini iceren % canlilik degerleri lizerinden degerlendirilmistir.

3.7. Ko-Kkiiltiir ve Mono-Kkiiltiir Calismalar:

Tez c¢alismasmin ilk kismuni olusturan 3B modellerde ko-kiiltiir ¢alismalari hem
geleneksel Corning model hem de yeni 3B adaptor model sistemler ile gergeklestirilmis

olup kontrol grubu olarak mono-kiiltiir ALI deneyleri yapilmistir.

3.7.1. Corning Model ile Gerg¢eklestirilen Ko-kiiltiir Deneyleri

ALI-kiiltir uygulamalarinda kullanilan Corning firmasinin Onerdigi ve literatiirde
kullanilan yonteme gore de ko-kiiltiir ¢alismalar1 yapilip yeni 3B adaptér model sistemler

ile gerceklestirilen ko-kiiltiir deneyleri ile karsilastirilmistir.

Corning firmasinin énerdigi sisteme gore deneyin yapilisi

® 24 kuyucuklu plakanin kapagi zemine konulmus ve iizerine ters ¢evrilmis sekilde
transwell insert yerlestirilmistir (Sekil 3.5).

e Ters gevrilmis olan insert’in {izerine fibroblast hiicresi (ATCC® CCL-204™)
(pasaj 11) (1,0x10° hiicre/kuyucuk) almarak membranin tam iizerine gelecek

sekilde bir damla (50 pl) birakilmustir.

e Plakanin alt govdesi insert’t kuyucuk igerisinde tutacak sekilde {izerine
kapatilmistir (Sekil 3.5).

e Plaka, sarsmadan alinarak ters bir sekilde inkiibatdre yerlestirilmis ve hiicrenin

tutunma siiresine gore (fibroblast hiicreleri i¢in 3 saat) inkiibatérde bekletilmistir.
® Bu siire sonunda plaka inkiibatdrden alinarak kabin igerisinde ters dondiiriilerek
kapak kaldirilmistir.

¢ Bundan sonraki islemde transwell insert’in apikal kismima 1,0x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde epitel hiicre ekimi gerceklestirilmistir; insert apikalden BEGM
besiyeri ile bazalden ise EMEM ile beslenerek plaka yeniden inkiibatore

alinmistir.
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e Epitel hiicreler transwell membran tizerini tamamen kaplayincaya kadar (2-4 giin)
beslemeye devam edilmistir.

e Epitel hiicrelerin membran yiizeyini %100 kaplamasindan sonra farklilastirma
prosediirii uygulanmustir.

e Hava-sivi araylizii (ALI) ortamina maruz birakilmak iizere apikal kismindan

besiyeri tamamen uzaklastirilmis; hiicreler sadece bazalden (500 ul) beslenmistir.

e Epitel hiicreler 21 giin boyunca farklilagtirilmak iizere sadece bazalden

beslenmeye devam edilmistir.

Sekil 3.5. Corning sistemi ile gerceklestirilen ko-kiiltiir deneyinin yapiligi

3.7.2. Yeni 3B Modellerde Gergeklestirilen Ko-kiiltiir Deneyleri

3B baskis1 alinmig adaptor modeller, otoklav ile steril edildikten sonra biyogiivenlik
kabini igerisine alinmig ve montaji yapildiktan sonra (Sekil 3.6) plaka igerisine

yerlestirilmistir.
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Sekil 3.6. Yeni 3B adaptdr modelin kurulum agamalari. (&) 6,5 mm capina sahip orijinal
transwell insert (b) Transwell insert’in ters ¢evrilmis hali () b’de gosterilen transwell’in
icine gececek olan ve membranin ters yiizeyine ekim sirasinda alt kisma besiyeri gegisini
onleyecek sikigtirict aparat (alt adaptor) (d) 1-4 mm Slgiilerine sahip O-ring sizdirmazlik
elemani (€) O-ring’in ¢’deki alt adaptor girintisine takilmis hali (f) Transwell membranin
ters yiizeyine hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicre yapigmasi ve inkiibasyonu sirasinda
besiyeri haznesini olusturacak tist adaptor (g) Alt-iist adaptor ve transwell’in bir arada

kullanildig1 transwell-adaptor sisteminin birlestirilmis hali
Kurulumu tamamlanan modeller {izerinde hiicre ekim (ko-kiiltiir) c¢alismalarina
gecilmistir.

Yeni 3B adaptor modellerde ko-kiiltiir deneyinin yapihisi

e Transwell insert, alt ve iist adaptdr, O-ring halkast ve 24 kuyucuklu plaka
hazirlanarak kabin igerisine alinmistir.

e 24 kuyucuklu plaka igerisine O-ring takil1 alt adaptor yerlestirilmis ve iizerine {ist
adaptor takilarak iyice sikigtirilmistir.

e Montaj1 yapilmis tiim sistem plaka igerisindeki kuyucuklara yerlestirilmistir.
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Plakanin yeni yapilmis ek parcasi plaka {lizerine oturtularak hazir hale
getirilmistir.

Ters gevrilmis transwell membranin iizerine 1,0x10° hiicre/kuyucuk fibroblast
hiicresi ekilmis ve plakanin kapagi kapatilarak inkiibatore yerlestirilmistir.

3-4 saatlik siire sonunda plaka inkiibatdrden alinmig; modelin {ist ve alt adaptorii
sistemden sokiilerek kaldirilmis ve transwell insert orijinal diiz haline getirilerek
plaka igerisine yerlestirilmistir.

Bu asamadan sonra transwell iizerine 1,0x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde epitel
hiicresinin ekimi gergeklestirilmistir.

Transwell insert’in alt kisminda fibroblast hiicre i¢in kullanillan EMEM besiyeri;
ist kisminda ise epitel hiicre i¢in kullanilan BEGM besiyeri konularak inkiibatore
alinmustir.

Hiicrelerin besiyerleri bazalden 500 pl, apikalden 100 ul olacak sekilde iki giinde
bir degistirilerek cogalmalar1 kontrol edilmistir.

Transwell insert’ler yiizey alanin1 tamamen kaplayacak seviyeye geldiginde
farklilastirma adimina gecilmistir (Yaklasik 2-4 giin).

Farklilastirma adimi i¢in hiicrelerin apikal ve transwell insertin bazal kisminda
yer alan besiyerleri uzaklagtirilarak alt hazneye farklilagtirma besiyeri (1:1)
eklenmistir.

Transwell’in apikal kismina besiyeri eklenmeden hiicrelerin hava yiizeyi ile temas
etmesi saglanmistir.

Hiicreler 37°C sicaklikta, %95 nem ve %5 COz2 iceren ortam kosullarinda inkiibe
edilmistir.

Farklilastirma besiyerinin iki giinde bir degisimi yapilarak 21 giin boyunca
farklilasma islemine devam edilmistir. Yeni 3B adaptor modellerde ko-kiiltiir

deneyinin yapilist Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Yeni 3B kiiltiir sistemi ile gerceklestirilen ko-kiiltiir deneyinin agamalari. (1:
Sistemdeki tiim unsurlarin deney 6ncesi hazirlanmasi (24 kuyucuklu plaka, alt adaptér,
tist adaptor, transwell-insert) 2: Plaka igerisine yerlestirilen alt adaptoriin gésterilmesi. 3
ve 4: Alt adaptdr iizerine ters ¢evrilerek yerlestirilen transwell insert goriintiileri. 5 ve 6:
Transwell insert iizerine gegirilmis tist adaptor goriintiileri. 7 ve 8: 24 kuyucuklu plaka
etrafina yerlestirilen yeni kapak cercevesi. 9 ve 10: 24 kuyucuklu plaka kapaginin
kapatilmasi. 11: Model iizerinden hiicre ekiminin gerceklestirilmesi. 12: Ekim
yapildiktan sonra plaka kapaginin kapatilmasi. 13: Plakanin inkiibatre yerlestirilmesi.
14: 24 saat sonra plakanin inkiibatérden alinip iizerindeki besiyerin ¢ekilmesi. 15: Ust
adaptoriin sistemden ¢ikartilmasi. 16 ve 17: Transwell’in alt adaptérden ayrilmasi. 18:
Transwell-insert’in pens yardimiyla tutulup 24 kuyucuklu plakaya yerlestirilmesi. 19:
Plakanin alt ve {ist haznesine (apikal-bazal) besiyeri ilave edilmesi. 20 ve 21: Kapagin

kapatilmasi ve yeniden inkiibatore yerlestirilmesi).
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3.7.3. Epitel Hiicrelerin Hava-Siv1i Arayiizii (ALI) Yontemi ile Farkhlastirilmasi
Tripsin ile kaldirilan epitel hiicreleri 0,4 um por ¢apina sahip transwell insertler’in apikal
kismma 1,0 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Bu sekilde yaklasik 3-4 giin
stiresince kiiltiire edilen hiicreler transwelli tamamen kapladiginda st besiyerleri
uzaklastirilarak transwell’in bazal kismma 25 uM retinoik asit iceren 1:1 oraninda
BEGM: DMEM besiyeri konularak farklilagtirmaya alinmigtir. Transwell’in bazal
kisminda besiyeri degisimi yapilarak 21 giin siireyle hiicreler 37 °C’de %5 CO: ortaminda
inkiibe edilmis ve besiyeri 2 giinde bir degistirilmistir. 7 glinde bir TEER (Transepitelyal
Elektriksel Rezistans) olgtimii gergeklestirilmis ve 3 hafta boyunca degerler

kaydedilmistir.
3.7.4. Trans-Epitelyal Elektriksel Rezistans (TEER) Olciimii

Trans-epitelyal elektrik direnci, bir hiicresel tek tabaka boyunca elektrik direncinin
Ol¢iimiidiir ve tek tabakanin biitiinliglinii ve gegirgenligini dogrulamak i¢in kullanilan
¢ok hassas ve giivenilir bir yontemdir [183]. Bu teoriye gore direng, elektrotlara bir dogru
akim (DC) voltaji uygulanarak ve elde edilen akim 6lgiilerek belirlenir. Ohm (€2) cinsinden
olgiilen TEER degerleri hiicrelerin bariyer biitiinliigii ile dogru orantilidir. Ornegin,
hiicreler cogaldikea hiicre katmanin saglam oldugu 6ne siiriiliir ve TEER degerleri yiikselir.
Ote yandan azalan TEER degerleri, bariyer biitiinliigiiniin bozuldugunun ve/veya siki

baglantilarin gevsediginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir [184].

e TEER o6l¢timleri bir epitelyal voltmetre (Millicell® ERS-2 VVoltohmmeter) cihazi
kullanilarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.8).

e Olgiim 6ncesi besiyeri ve PBS, su banyosunda 37 °C’ye 1sitilmustir.

e Transwell insertine ekilmis olan hiicrelerin iistiine 200 ul PBS eklenerek 5 dakika

boyunca etiivde inkiibe edilmistir.

e TEER 6l¢iim cihazinin kisa ucu transwell insertin apikal kismina, uzun ucu ise
transwell’in bazal kismindaki sivi igerisine yerlestirilerek iki ¢ember arasindaki

elektriksel fark ol¢tilmiistiir.

e Olgiim sonrasinda apikalde bulunan PBS uzaklastirilmis ve bazal kismina yeni

besiyeri eklenerek etiive kaldirilmistir.
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Sekil 3.8. TEER 6l¢iim cihazi ve yontemi

3.7.5. Transwell Membranlarin Hematoksilen & Eozin Boyama ile Goriintiilenmesi

Farklilastirilan hiicre gruplarinda ¢ekirdek boyamasi yapilmig ve bu amagla ticari olarak

satin alman “Hematoksilen ve Eozin Boyama Kiti” (ScyTek Laboratories, ABD)

kullanilmaistir.

Transwell membranlarin kesit alinmasi isleminde kriyostat cihazindan (Thermo Fisher

Scientific) yararlanilmistir. Bu amagla asagidaki adimlar gergeklestirilmistir:

Transwell membranlar 6nce %4’liik paraformaldehit ¢ozeltisi ile fikse edilmistir.

PBS igerisinde %30’luk silikroz ¢6zeltisi hazirlanmis ve membranlar bu ¢ozelti

icerisinde 4°C’de gece boyu bekletilmistir.

Ertesi giin membranlar %30 siikroz: OCT (1:1) karisimi igerisine aktarilmig ve

oda sicakliginda 1-2 saat inkiibe edilmistir.

Bu siire sonunda membranlar %100 OCT igerisine aktarilmis ve oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edilmistir.

Membranlar 2-4 pargaya boliinerek soguk metal kasetler tizerindeki %100 OCT

icerisine dikey olacak sekilde gomiilmiistiir.

Cihaz igerisinde kuru buzda 5-10 dakika bekletilen donmus 6rnekler Kriyostat

cihazi kullanilarak kesilmistir. 5-10 um olacak sekilde kesitler alinmstir.

Kesitler boyama islemi gergeklestirilinceye kadar -20°C’de saklanmustir.

H&E boyamasi kit protokoliine gore gerceklestirilmistir:
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Kriyostat kullanilarak kesit alinan lamlar OCT kalintilar1 giderilinceye kadar

distile su ile yikanmustir.

Kesitlerin iistiinii tamamen kaplayacak sekilde hematoksilen boyasi uygulanmis

ve 3 dakika inkiibe edilmistir.

Kesitlerde yer alan hiicreleri fazla boyadan arindirmak i¢in lamlar distile su ile iki

kez durulanmustir.

Kesitlerin iizerini tamamen kaplayacak sekilde “Mavilestirme Reaktifi” (Bluing

Reagent) soliisyonuyla 10-15 saniye inkiibe edilmistir.

Lamlar tekrar distile suyla iki kez durulanmis ve %100 alkol igerisine

konulmustur.

Kesitler sitoplazma boyamasi i¢in Eozin Y soliisyonuyla kaplanarak 2-3 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda lamlar %100 alkol igerisinde tutulmus ve 2 kere %100

alkolden gegirilerek dehidre edilmistir.

Lamlar temizlenerek iizerine ksilen (substitute) soliisyonu damlatilmis ve uzun

siire korunmasi i¢in entellan (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile kapatilmistir.

3.7.6. Transwell Membranlarin immiinositokimya Analizi ile Goriintiilenmesi

Epitel hiicrelerin farklilasip farklilagsmadiklarinin belirlenebilmesi amaciyla ZO-1, (-

Tubulin, E-Kaderin ve MUCSAC proteinleri degerlendirilmistir. S-Tubulin 1V, silli epitel

hiicrelerinin apikal kisminda ifade edilen hiicre iskeleti farklilagma belirteci; Muc5AC,

goblet hiicreleri tarafindan ifade edilen bir mukus komponenti; ZO-1, epitel hiicrelerde

bariyer olusumuna katkida bulunan sik1 baglanti proteini; E-Kaderin ise hiicre adhezyon

molekiilii ve epitel hiicre belirtecidir.

Immiinositokimya yontemi, farklilastirilan hiicre membranlarinin  bistiiri
yardimuiyla ¢ikartilip bir lam iizerine yerlestirilmesi ve bu lamlar {izerinde floresan

boyamanin yapilmasi suretiyle gergeklestirilmistir.

Lamlarin etrafi hidrofobik kalem ile isaretlenmis ve membranlar bu isaretli daire

igerisine yerlestirilmistir.
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e Fiksasyon i¢in hiicrelere 100 pl %4 PFA eklenerek +4°C’de 10 dakika inkiibe

edilmistir.
o Fiksatif madde membranlardan uzaklastirilmis ve 3 kez PBS ile yikanmuistir.

e Gegirgenliklerinin artirilmasi i¢in 100 pl %0,2 Triton X-100 + PBS membranlarin

tizerine eklenmistir ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
e Triton X-100 uzaklastirilmis ve 3 kere PBS ile yikanmustir.

e Primer antikorlar kullanilan antikor ¢esidine gore (ZO-1: 1/50, B-tubulin: 1/50, E-
kaderin: 1/250, MUCS5AC: 1/50) %1 BSA igerisinde seyreltilmis ve 100 ul

membranlara eklenerek oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

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

ile yitkanmustir.

e Sekonder antikorlar %1 BSA igerisinde seyreltilerek (primer antikorlarin
seyreltme oraniyla ayni) hazirlanmistir ve 100 pl lamellere eklenerek oda

sicakliginda 1 saat karanlikta inkiibe edilmistir.

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

ile yitkanmustir.

e Hiicre cekirdeklerinin boyanmasi i¢in kapatma ¢ozeltisi igeren DAPI boyasi (1

ug/mL) kullanilmagtir.

e Membranlarin lizeri kapatilarak floresan mikroskopta goriintii alinmigtir.

3.7.7. Farklilagtirilan Hiicre Gruplarinda Yer Alan Genlerin Ifadesinin Belirlenmesi

Yeni 3B ko-kiiltiir, Corning model ko-kiiltiir ve mono-kiiltiir yapilarak gergeklestirilen
hiicrelerde yer alan genlerin ifadesinin belirlenmesi amaciyla ‘‘Power SYBR Green PCR
kiti”” kullanilmistir. Kullanilan bu kit ile epitel hiicre farklilagmast ile iliskili 4 spesifik
genin ifadesi belirlenmistir. internal kontrol olarak Peptidilprolil iIzomeraz-A (PPIA) geni
kullanilmigtir. Ifadesi belirlenen genler Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Bu amagla
hiicrelerden RNA izole edilmis ve elde edilen RNA’dan cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.
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3.7.7.1. RNA lzolasyonu

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

Transwell’lerin tizerindeki besiyeri ¢ekildikten sonra PBS (1X) ile yikanmustir.

%2 B-Merkaptoetanol ilave edilmis 350 ul RLT tamponu transwell’lerin apikal

kismina ilave edildikten sonra pipetaj yapilarak parcalanmistir.

Temiz ependorfa alinan hiicrelerin iizerine DEPC su ile sulandirilmis 350 pl %70
soguk etanol ilave edilmistir. Tiipte olusan faz ayrimi el ile hafifce vurularak

giderilmistir.

Daha sonra bu karisimin tamami 2 ml’lik toplama tiipii iizerine yerlestirilmis

kolon igerisine aktarilmustir.
Tiipler 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Toplama tiiplindeki sivi  bosaltilmistir ve Tlizerine 500 pl Yikama

Tamponu | (Wash Buffer 1) ilave edilmistir.
Tiipler 10.000 g’ de 30 saniye santrifiij edilmistir.

Kolon yeni bir toplama tiipii icerisine yerlestirilir. Uzerine 500 pl Yikama
Tamponu Il (Wash Buffer 1) soliisyonu ilave edilir ve 10.000 g’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiindeki sivi bosaltilmistir. Uzerine yine 500 pl Wash Buffer 11

soliisyonu ilave edilmistir.
Tiipler 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiindeki sivi bosaltilmistir. Uzerine hicbir sey ilave edilmeden

tektar maksimum devirde 2 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon steril 1,5 ml ependorf tiip iizerine alinmig ve iizerine 50 pl RNaz

icermeyen su ilave edilerek maksimum devirde 2 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA 6rnekleri mikro-hacim spektrofotometre (Quawell, Cin) cihazi

ile 6l¢iilmiis ve kullanilincaya kadar -80° C’ de saklanmugtir.
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3.7.7.2. cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA eldesi i¢in ‘‘RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’
(Thermo Fisher, K1622) kullanilmistir.

Kitin igerisindeki tiim reaktifler ¢ozdiiriilerek kisa siire santrifiij edilmistir.

Ornekleri sulandirmadan &nce tiim drnek konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde

hesaplama yapilmistir (150 ng’a gore normalizasyon).

Hesaplanan RNA 6rneklerinin tizerine totalde 11 pl olacak sekilde distile su PZR

tiiplerine eklenmistir.

Kitin igerisinde bulunan Oligo dT soliisyonundan 1 pl ilave edilmis ve 65°C’de 5
dakika boyunca PZR cihazinda inkiibe edildikten sonra 1 dakika buz iistiinde

bekletilmistir.

Bu sirada her bir 6rnek i¢in 4 pl reaksiyon tamponu, 2 pul dNTP, 1 ul Reverse
Transcriptase ve 1 pl Ribolock RI igeren reaksiyon karigimi buz iizerinde

hazirlanmustir.

5 dakika bitiminde reaksiyon karisimindan ornek bagina 8 pl alinarak PZR

tiiplerine eklenmistir.

Hazirlanan PZR tiipleri tekrar termal dongiileyiciye konulmustur ve cihaz
42°C’de 60 dakika, 70°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlanarak ornekler inkiibe

edilmistir.

Boylece elde edilen ¢cDNA’lar ger¢cek zamanli PZR’de kullanilmak {izere -20

°C’de saklanmistir.

3.7.7.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)

Gergek zamanli PZR ile gen ifadelerinin belirlenmesi amaciyla transwell insert’lerde

biiyiitiilen ve farklilastirilan hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilmis ve cDNA’ya
cevrilmistir. Bu amacgla Power SYBR Green PCR kiti ABI 7500 fast cihazinda

kullanilmistir.

Z0O-1 (TJP1) ve E-Kaderin (CDH1) genlerine 6zgii primerler kullanilarak gergek zamanli

PZR ile gen ifadelerine bakilmistir. Kontrol olarak Peptidilprolil izomeraz-A (PPIA) geni

kullanilmistir. Gergek zamanli PZR’de kullanilacak genlere 6zgii primerler Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PZR reaksiyonunda kullanilmak {izere tasarlanan primer dizileri

Gen-Sembol | Tleri (forward) Primer Geri (reverse) Primer

TJP1 GGGAGCACATGGTGAAGGTA ATCTTCTCGGTTTGGTGGTCTG
CDH1 CCCAATACATCTCCCTTCACAG CCACCTCTAAGGCCATCTTTG
PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC

e Tiim cDNA orneklerinin degerleri en biiyiik degere gore esitlenerek hesaplama

yapilmistir. Buna gore oOrnekler distile su kullanilarak uygun oranlarda

seyreltilmistir.

e Bir 6rnek i¢in gerekli reaksiyon karigimi; 5 ul 2X SYBR Green, 0,1 pl ileri primer,

0,1 pl geri primer ve 1,8 pl distile su ile hazirlanmistir (Cizelge 3.3).

e  Ornekler belirlenen 96-kuyucuklu plaka diizenindeki yerlerine kuyucuk basina 3

ul olacak sekilde konulmustur.

e Orneklerin iizerine her kuyucuk igin 7 pl hazirlanan reaksiyon karisimi

eklenmistir.

e Sekil 3.9°daki dongii kosullarina gore ger¢ek zamanli PZR gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. PZR reaksiyon karisimi

Master Mix I¢erigi Bir Ornek icin 13X Total
2X SYBR Green 5pul 5ulx13 =65yl
Forward Primer 0,1 pl 0,lulx13=213yul
Reverse Primer 0,1 ul 0,1 ulx13=13ul
Niikleazsiz Su 1,8ul 1,8 ul x13 =234 pl
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Sekil 3.9. PZR dongii kosullari

3.8. Olusturulan Ko-kiiltiir Modellerinin Stimiilasyonu ve Validasyonu

ALI kiiltiirde olusturulmus ko-kiiltiir modelleri, hastalik modelinin taklit edilebilmesi
amaciyla epitel hiicre siki baglantilarini yiktig1 daha once literatiirde gosterilmis olan
alerjenlerden ev tozu akar1 (House Dust Mite; HDM) ile muamele edilerek 24 saat
uyarilmigtir. Primer brons epiteli ile olusturulan 3B transwell sistemleri HDM (Citeq,
Hollanda; katalog no: 02.01.85) ile uyarim sonrasinda hiicre-hiicre siki baglanti
olusumunun kontrolii i¢in TEER deneyleri gerceklestirilmistir.  Ardindan
immiinositokimya teknigi ile siki baglanti proteinlerinin (ZO-1, E-kaderin) boyamasi

yapilarak validasyonlari ger¢eklestirilmistir.

3.8.1. Ev Tozu Akar1 (HDM) ile Uyarilan Hiicrelerde Mitokondriyel Aktivite ve
Canl/Olii Hiicre Tespiti

Epitel hiicrelerinin uyariminda uygun doz ve siire belirlemek amaciyla saglikli brong
epitel hiicre hatt1 (BEAS-2B) 96-kuyucuklu plakalara ekilmis ve 1, 10, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda 24 saat HDM uyarimlar1 yapilmistir. Uyarim sonunda hiicre
canlilig1 testleri (MTT; mitokondriyal aktivite testi ve canli/0lii hiicre boyamasi)
gerceklestirilmistir (n=3). Doz ve saate bagli hiicre gortintiileri incelenerek canli ve 6lii
hiicreler floresan mikroskobunda tespit edilmistir. Her bir kuyucugun en az 5 farkh

bolgesinden goriintiiler alinmastir.

3.8.2. HDM ve Sitokinlerle (IL-4 ve 1L-13) Uyarilan Hiicrelerde Canli/Olii Hiicre
Tespiti

Epitel hiicrelerinin HDM ile uyarilmasi deneyinden sonra ayrica TH2 tip sitokinlerden
olan IL-4 ve IL-13’iin HDM alerjeni ile 24 saatlik uyarimi yapilarak hiicre canlilig

tizerine olan etkileri incelenmistir. Uygun doz ve siirenin belirlenmesi amaciyla IL-4+IL-
47



13 sitokinlerinin yaninda 1, 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda HDM uyarimi ve

HDM olmadan sadece IL-4+IL-13 uyarimi yapilmistir. Uyarim sonunda hiicre canliligi

testi EtBr/Kalsein AM floresan boyama kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.

MTT soliisyonunun hazirlanist

MTT tuzu 5 mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde steril PBS icerisinde 151k
gormeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarillarak 50 ml’lik falkonda

¢Ozdiirilmiistiir.

Hazirlanan soliisyon 0,22 pum’lik filtre kullanilarak siiziilmiis ve alikotlanarak

daha sonra kullanilmak tizere -20° C’de 151k almayacak sekilde saklanmustir.

MTT testi

96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 1x10* olacak sekilde epitel hiicre ekimi
yapilmistir.

Ertesi giin besiyeri uzaklastirilarak hiicreler belirlenen siire ve dozlarda HDM ile

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri uzaklastirilarak kuyucuklara 100 pl besiyeri

koyulmustur.
Ustiine 10 pl MTT soliisyonundan (5 mg/ml) eklenerek inkiibasyona birakilmustir.

Yaklasik 3 saat sonra besiyeri uzaklastirilmis ve formazan kristallerinin

¢oziinmesi i¢in kuyucuklara 100 ul DMSO eklenmistir.

570 nm’de plaka okuyucuda absorbans degerleri kaydedilmis ve yiizde canlilik

hesaplanmuistir.

Canly/olii hiicre tespiti

Canli/6li hiicre ayirimi ig¢in EtBr/Kalsein AM floresan boyama kiti (Biotium
Katalog no: 30002-T) kullanilmistir.

96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 1x10% olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.

Ertesi gilin kuyucuklardan besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler belirlenen siire ve

dozlarda HDM alerjeni ile inkiibe edilmistir.

Kit icerisinde yer alan boya stok c¢ozeltileri deney Oncesi oda sicakligina

getirilmistir. 10 ml PBS igerisine 5 pl kalsein AM (4 mM) ve 20 pl EthD-111 (2
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mM) eklenerek 2 uM kalsein AM/4 uM EthD-III boyama soliisyonu

hazirlanmistir.

e Serum esteraz aktivitesini kaldirmak i¢in besiyeri uzaklastirilarak PBS ile

yikanmistir.

e Yikama sonrasi hazirlanan boya c¢ozeltisinden hiicrelerin {izerine 50 pl

eklenmistir.

e Boya eklendikten sonra plaka 151k gormeyecek sekilde aliiminyum folyo ile

kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda canli ve 6lii hiicreler floresan mikroskobunda incelenmistir.

3.8.3. Tek Tabaka Hiicre Kiiltiir Sisteminde HDM ve Thz Sitokinlerle Uyarilan A549

Hiicrelerinde Siki Baglantilarin immiinositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi

Gergeklestirilen sitotoksik analizler sonrasinda akciger epitel hiicre hatti olan A549
hiicrelerinde HDM alerjeni (50, 100 ve 200 pug/mL) ile IL-4 (25 ng/mL) ve 1L-13 (25
ng/mL) sitokinleri kullanilarak uyarim yapilmis ve siki baglanti proteinlerin (ZO-1, E-
kaderin) analizi immiinositokimya yontemi ile floresan mikroskobu kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Bu amagla ¢alisma oncelikli olarak yuvarlak lameller iizerine 1,0x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak gergeklestirilmistir. Hiicreler ¢ogalip lamellerin
tizerini kapladiktan sonra tizerindeki besiyeri ¢ekilmis ve konsantrasyonlari (1) 50 pg/ml
HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml); (2) 100 pg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-
13 (25 ng/ml); (3) 200 pg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +1L-13 (25 ng/ml) olacak sekilde
uyarim gergeklestirilmistir. Plaka 37°C’ye ayarli inkiibatore koyularak 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonra inkiibatorden alinarak lameller {izerinde immiinositokimya
analizi yapilmistir. Immiinositokimya prosediirii Boliim 3.7.6.’da anlatildig1 gibi

gerceklestirilmistir.

3.8.4. Transwell Sisteminde HDM ve Th2 Sitokinlerle Uyarilan Primer Akciger
Epitel Siki Baglantilarin immiinositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi

Astimli primer epitel hiicrelerinin ALI kiiltiir kosullarinda HDM-+IL-4+IL-13 alerjen ve

sitokinleri ile uyarilmasi amaciyla éncelikli olarak 1,2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
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transwell insertler iizerine ekilmistir. Hiicreler ¢cogalip membran yiizeyini kapladiktan
sonra farklilagmaya alinmistir. 21 giin boyunca bazal kisimdan farklilagtirma besiyeri
verilerek farklilastirilan astimli primer epitel hiicreler, 21.giinde transwell insert’lerin
apikal kismina 100 pg/ml HDM ve bazal kismina da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml)
olacak sekilde uyarimlari yapilmigtir. Plaka 37°C’ye ayarli inkiibatore koyularak 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi transwell membranlar iizerinde
immiinositokimya analizi yapilmistir. Immiinositokimya prosediirii Bolim 3.7.6.’da

anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir.

3.9. Biyobozunur Nanofiber Membranlarin Hazirlanmasi ve Uretim Kosullarimn

Optimizasyonu

Tez ¢alismasinin ikinci kismini olusturan nanofiber membranlar elektroegirme teknigi
kullanilarak {iretilmistir. Bu amagla Poli (L-Laktik Asit) ve Poli (e-Kaprolakton)

polimerleri kullanilmustur.

3.9.1. Poli (L-Laktik Asit) (PLLA) Membranlarin Uretilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan PLLA (PL24, Corbion, intrinsik viskozite=1,5-2,0 dL/g)
membranlarinin hazirlanmasi ve iiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla optimizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli ¢oziicii ve/veya ¢oziicli sistemleri
kullanilmistir. Caligmalarda diklorometan (DCM), dimetilformamid (DMF), kloroform
ve tetrahidrofuran (THF) ¢oziiciileri kullanilarak literatiirde belirlenen derisimlere gore

PLLA’nin degisen konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmastir.

Calismada kullanilan PLLA (Purac-PL24 MA: 290.000-300.000 g/mol, Hollanda)
polimeri tartilarak 20 mL’lik cam sise igerisine almmustir. Tetrahidrofuran,
dimetilformamid ve kloroform c¢oziiciileri ayr1 ayr1 kullanilarak %4’liikk (a/a) PLLA
cozeltileri hazirlanmistir.  Bunun disinda ikili ¢6ziicii sistemleri kullanilarak
Kloroform/DMF ve DCM/DMF %4’liik PLLA ¢d6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu
¢ozelti 50°C’ye ayarli manyetik Kkaristirictya alinmis  ve ¢oziiniinceye kadar

kanistirllmistir. Yaklasik 48 saat sonra homojen bir ¢ozelti elde edilmistir.

Elde edilen bu c¢ozelti 2 ml’lik enjektdre (21G, Genject) alinarak elektroegirme
pompasina aktarilmistir. Pompa iizerinde 6nce akis hiz1 belirlenerek polimerik ¢ozeltinin
enjektorden sabit bir hizla akip akmadig1 kontrol edilmistir. Ardindan elektroegirme

pompasi baglatilarak sabit hizda akan polimerik ¢ozeltiye 17kV degerinde bir potansiyel
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fark (voltaj) uygulanmistir. Elektroegirme siireci boyunca DC gii¢ kaynagi (ES30P,
Gamma High Voltage) 17 kV’de tutulmustur. Iki bakir plaka iizerinde toplanan fiberlerin
toplayici plaka lizerinde toplanma siireleri 2, 4 ve 6 saat ile sirlandirilmistir.
Calismalarda uygulanmas1 gereken optimal voltaj, ucus mesafesi ve akis hizi
paretmelerinin belirlenmesi ¢alismalart gerceklestirilmis olup bu parametreler Cizelge

3.4 ve Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4. %4 (a/a) PLLA-Kloroform ¢6zeltisi igin belirlenen sistem parametreleri

Akis Hizi (mL/sa) 04 1

Mesafe (cm) 10 15 10 15
Voltaj (kV) 17 17

igne Ug Capi (G) 21 21

Cizelge 3.5. %4 (a/a) PLLA-(DCM/DMF) ¢ozeltisi igin belirlenen sistem parametreleri

Akis Hizi (mL/sa) 0.4 1

Mesafe (cm) 10 15 10 15
Voltaj (kV) 17 17

igne Ug Gapi (G) 21 21

3.9.2. Poli (e-Kaprolakton) (PCL) Membranlarin Uretilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan PCL membranlarinin hazirlanmasi ve tiretim kosullarinin
belirlenmesi amaciyla optimizasyon c¢alismalari gergeklestirilmistir. Bu amacla
caligmalarda DMF ve THF c¢oziiciileri kullanilarak literatiirde belirlenen derisimlere gore

PCL’nin degisen konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmstir.

PCL (Purasorb PCL12; Corbion, intrinsik viskozite=1,0-1,3 dL/g) membraninin
hazirlanmas1 amaciyla %12,5; %15 ve %17,5 olmak {iizere li¢ farkli konsantrasyonda
¢Ozelti hazirlanmistir. Cozeltiler Tetrahidrofuran ve Dimetil formamid ¢oziiciilerinden

birebir oranda karigtirilarak hazirlanmistir [1:1 THF/DMF (a/h)]. Hazirlanan bu ¢6zeltiler
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manyetik karistirictya alinmis ve ¢oziiniinceye kadar karigtirllmistir. Yaklasik 3 saat
sonra homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen bu ¢dzelti, 6nceden kesilip uglart
kiit haline getirilen insiilin enjektérii (26G) ve 2 ml’lik (21 G) siringaya alinarak
elektroegirme pompasina aktarilmistir. Pompa tizerinde akis hizi belirlenerek polimerik
cozeltinin enjektdrden sabit bir hizla akip akmadigi kontrol edilmistir. Ardindan
elektroegirme pompasi baslatilarak sabit hizda akan polimerik ¢ozeltiye 17kV’lik bir
potansiyel fark (voltaj) uygulanmistir. Elektroegirme siireci boyunca DC gii¢ kaynagi
(ES30P, Gamma High Voltage) 17 kV’de tutulmustur ve 2, 4 ve 6 saat olmak iizere farkl

stirelerde elektroegirme islemi uygulanmistir.

3.9.3. Elektroegirilmis PLLA ve PCL Membranlarin Karakterizasyonu

3.9.3.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Elektroegirilmis PLLA ve PCL membranlarin morfolojileri, fiber ¢ap kalinliklar1 ve
dagilimlarmin  belirlenmesi  amaciyla SEM  (TESCAN, GAIA3) analizi
gerceklestirilmistir. Bu amagla iiretilmis membranlardan 1 cm?’lik &rnekler hazirlanarak
analiz Oncesinde iletken karbon bant (stub) lizerine konularak altin/paladyum (Au/Pd)
alagimi ile kaplanmstir ve farkli bitylitmelerde goriintiiler alinmigtir. Kaplama cihazina
(Leica EM ACEG600) alinan ornekler 4 nm kalinliginda kaplandiktan sonra taramali
elektron mikroskobunda incelenmistir. Elde edilen goriintiiler {izerinden rasgele
orneklemler alinarak Image J yazilimi yardimiyla fiber ¢aplar1 ortalama+standart sapma

cinsinden hesaplanmustir.
3.9.3.2. Membranlarin Kalinhiklarinin Tayini

Toplayic1 plaka iizerinden dikkatli bir sekilde siyirilarak kaldirilan elektroegirilmis
membranlar 3x3 cm olacak sekilde kesilerek hazirlanmis ve toplam 10 numunenin
tizerinden 3 farkli noktadan dijital kumpas (6l¢iim araligi: 0-150mm / 0-6 ing; dogruluk:
+0,03 mm Insize, Cin) kullanilarak kalinlik 6lgtimleri yapilmistir. Elde edilen 6lgim

sonuglari ortalamaz+standart sapma seklinde kaydedilmistir.

3.9.3.3. Toplam Reflektans1 Azaltilmis Fourier Doniisiim Kizilotesi
Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi

Elektroegirilmis PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yap1 analizlerinin yapilmasi ve
tiretim metodundan kaynaklanan olas1 safsizliklarin belirlenebilmesi amaciyla ATR-

FTIR spektrofotometresi (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) kullanilmigtir.
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Spektrum 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte kaydedilmistir ve
elde edilen spektrumlar Thermo Electron Corporation, Omnic yazilimi kullanilarak

incelenmistir.
3.9.3.4. Kapiler Akis Porometresi ile Gozenek Boyutunun Belirlenmesi

PLLA ve PCL membranlarinin ortalama gozenek ¢ap1 ve dagiliminin belirlenebilmesi
amactyla Porometre cihazindan (Capillary Flow Porometry/Quantachrome 3G,
ITO/MEMTEK) yararlanilmistir.  Elektroegirme teknigi ile iiretilen membranlar 6rnek
haznesinin i¢ini kaplayacak boyutlarda (18 mm) kesilerek porometre cihazina

yerlestirilmistir. Ve belirlenen basing altinda analiz gerceklestirilmistir.
3.9.3.5. Cekme Testi ile Mekanik Dayanim Tayini

Elde edilen membranlarin mekanik dayanimlari 50 N’luk yiikleme kapasitesine
sahip mekanik test cihazi ile test edilmistir (Zwick/Roell Z250, Almanya). Bu amacla,
farkli kalinliklara sahip (3 farkli kosul) elektroegirilmis membranlar 1x1 cm seklinde
kesilip cihazin kulplar arasina yerlestirilmis ve mekanik test cihazinin germe hizi 10
mm/dk’ya ayarlanmistir. Islem sonunda membranlarin maksimum gerilim direngleri ve

elastik modiilleri kaydedilmistir (n=3).

3.9.3.6. Elektroegirilmis PLLA ve PCL Membranlarin Bozunma Davranislarinin

Belirlenmesi

PLLA ve PCL membranlarinin in vitro bozunma testleri icin, membranlar 1x1 cm?lik
kare parcaciklar seklinde kesilerek hazir hale getirilmistir. Caligmaya baslamadan 6nce
ornekler %70’lik etanol ¢ozeltisi igerisinde 2 saat boyunca steril edilmis ve etanol
kalintilarinin giderilmesi amaciyla 3 kere steril PBS ile yikanmustir. Sterilizasyon islemi
sonrast membranlar 24 kuyucuklu plakaya yerlestirilerek enzimatik ve hidrolitik
bozunma seklinde iki gruba ayrilmigtir. Hidrolitik bozunma; 1 mL PBS (0.01M, pH 7,4)
ile enzimatik bozunma ise 1 mL Proteinaz-K (2 mg/mL) ¢6zeltisi ile gergeklestirilmistir.
Membranlar ¢alkalamali inkiibator igerisinde 37°C sicaklikta 28 giin boyunca inkiibe
edilmis ve haftada 1 kez inkiibasyon ¢ozeltileri yenilenmistir. Deney siiresini tamamlamis
malzemeler yikanip fazla suyu uzaklastirilmis ve tartim islemine kadar inkiibator
igerisinde kurutulmustur. Kuru membran agirliklar1 her hafta 7, 14, 21 ve 28. giinlerde
inkiibatorden alinip kurutulmus ve agirliklar1 6l¢iilerek baslangic kuru agirliklarina gore

kiitle kayiplari not edilmis ve % kiitle kaybi cinsinden grafige aktarilmistir.
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28 giinliik bozunma deneyinin disinda membranlar ayrica ek bozunma testlerine tabi
tutulmustur. Bu amagla hiicre kiiltiir kosullarini birebir yansitacak sekilde PLLA ve PCL
membranlari (1) besiyeri ortaminda (2) PBS’e gore daha fizyolojik kosullar1 yansitan bir
cozelti olan Ringer ¢ozeltisi igerisinde 6 ay boyunca inkiibasyona birakarak iki farkl

deney seti daha gergeklestirilmistir. Deney setinin diizenegi Sekil 3.10°da gosterilmistir.

PLLA PCL

,l(v(O AN
Q&Q-ﬂo

Besiyeri

'}

Ringer

Sekil 3.10. PLLA ve PCL membranlarinda besiyeri ve Ringer ¢ozeltisi ortaminda

degradasyonun baslatilmast
3.9.3.7. PLLA ve PCL Membranlarmin Sitotoksisite Analizi

Elektroegirilmis PLLA ve PCL membranlarinin in vitro sitotoksisite etkilerinin
arastirtlmas1 amaciyla TS EN I1SO 10993-5 Viicut Dis: Sitotoksisite Deneyleri ve TS EN
ISO 10993-12 Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi- Numune Hazirlanmast ve

Referans Malzemeleri standartlari esas alinarak yapilmistir.

Calisma kapsaminda iretilen malzemelerin sitotoksisite analizleri ISO uzmanlarinca
uygunlugu belirlenmis standart hiicre hatlarindan biri olan L929 fare fibroblast hiicreleri
(NCTC clone 929, ATTC) kullanilarak gergeklestirilmistir. Pasaj 35 halinde siv1 azot
ortaminda saklanilan hiicreler hizli bir sekilde 37°C’de ¢6ziiliip %10 fetal bovin serumu
(FBS) (Biowest, Fransa), %1 Penisilin/Streptomisin (Katalog no. PS-B, Capricorn,
Almanya) ve %1 L-glutamin (Sigma G6392) igeren diisiik glikozlu DMEM (Katalog no.
12-707F, Lonza) besiyerinde, 75 cm?’lik flasklar icinde, 37 °C’de, %95 02 ve %5 CO?
iceren inkiibatorde c¢ogaltilmistir. %80-90 {ireme yogunluguna ulasan hiicreler
pasajlanarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde

ekim yapilmistir.

Sitotoksisite analizinin gergeklestirilmesi amaciyla test edilecek malzemeler standarttaki
cizelgede belirtilen 6ziitleme orani Glgiilerine gore 2 cm x 6 cm boyutlarinda kesilerek
hazirlanmis ve %70 (h/h) alkol ile 2 saat steril edilmistir. Ardindan 6 cm?/mL derisiminde

olacak sekilde ekstraksiyon (0ziit) besiyeri hazirlamak i¢in membranlar lizerine serumsuz
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besi ortami1 eklenerek 37°C’de, CO- etiiviinde 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Stire
bitiminde membranlar uzaklastirilarak ekstraksiyon besiyeri lizerine serum ve antibiyotik
ilavesi yapilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu besiyerine ekildikten ve 24 saat kiiltiire
edildikten sonra ekstraksiyon besiyerinin hazirlanan farkli derisimleri (%100; %50; %25;
%12,5; %6,25) ile muamele edilmistir (100 pl besiyeri/kuyucuk). Tiim kuyucuklara 10
ul MTT (5 mg/ml) soliisyonundan eklenerek 3 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. 3 saat sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve formazan kristallerinin ¢oziinmesi
icin her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmistir. Plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans
okunmus ve yiizde canlilik degerleri olarak grafige aktarilmistir. Deneyler 3 tekrarli
olarak gerceklestirilmis olup negatif kontrol olarak hiicrelerin ¢ogaldig1 besi ortami,

pozitif kontrol olarak DMSO kullanilmistir.

3.9.4. PLLA ve PCL Membranlarda Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

PLLA ve PCL biyobozunur membranlar iizerinde gergeklestirilen hiicre kiltliri
caligmalar1 ko-kiiltiir ve mono-kiiltiir deneyler olarak gergeklestirilmis olup farkli hiicre
ve hiicre hatlart (insan) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla BEAS-2B saglikli
brons epitel hiicresi, A549 akciger kanserli alveolar bazal epitel hiicresi, CCD-16Lu
saglikli  akciger fibroblast hiicresi kullanilarak  hiicre  kiltiiri ~ deneyleri

gerceklestirilmistir.
3.9.4.1. Biyobozunur Transwell insert’lerin Hazirlanmasi

PLLA ve PCL membranlarda hiicre kiiltiirii caligmalarina gegmeden 6nce bir dizi hazirlik
stirecinden gecilmistir. Bu amagla 6nceden kullanilmis ve islevi tamamlanmig Corning
transwell’ler tizerinde bulunan ve biyobozunur olmayan PET (polietilentereftalat)
membranlar bistiiri yardimiyla kesilerek yerinden ¢ikarilmistir. Membran igermeyen
transwell insert’ler %70 etil alkol i¢erisinde 6 saat tutularak steril edilmistir. Siire sonunda
transwell’ler yikanarak kurumaya birakilmistir. Biyobozunur nanofiberlerin Corning
transwell’lere yapistirilmasi, biyouyumlu bir yapistirict olan Kwik-sil (silikon elastomer,
WPI) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amacgla PLLA ve PCL membranlar yaklasik 7
mm capinda olacak sekilde yuvarlak diskler halinde kesilerek hazirlanmistir. Mevcut
transwellerdeki biyobozunur olmayan PET membrani, biyobozunur nanofiber
membranlar ile yer degistirilerek manuel olarak yapistirilmistir (Sekil 3.11).

Transwell’lere yapistirilan membranlar yine %70 alkol ile sterilizasyon islemine tabi
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tutulmus ve ardindan fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile yikama yapildiktan sonra

kurutulmustur.

Sekil 3.11. Biyobozunur membranlarin transwellere yapistirilmasi

3.9.4.2. PLLA ve PCL Membranlarda Hiicre Proliferasyonu Analizi

PLLA ve PCL membranlar iizerinde hiicre proliferasyonunun olup olmadigi, DNA miktar
artist (ng/ml) tizerinden ‘“CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit”” (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir.

Deneyin yapilist:

e PLLA ve PCL membranlar 96 kuyucuklu plaka 6l¢iilerinde 6 mm’lik yuvarlak
diskler seklinde kesilerek hazirlanmistir. Hazirlanan membranlar %70 alkol ile
2 saat steril edildikten sonra PBS ile yikanarak kurumaya birakilmistir.

e Membranlarin iizerine hiicre yapismasini artirmak amactyla her kuyucuga 50 ul
olacak sekilde FBS eklenerek 37°C’de %95 nem %5 CO: igeren inkiibatdrde
gece boyu bekletilmistir.

e Baslangic hiicre konsantrasyonu 1,0x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde CCD
16-Lu fibroblast hiicrelerinin ekimi gergeklestirilmistir.

e Deney 1, 2., 3. ve 4. giinlerdeki hiicre proliferasyonunu test edecek sekilde
tasarlanmis ve ‘‘CyQuant Cell Proliferation Assay’’ kitine uygun olarak
gerceklestirilmistir.

e 4 giiniin sonunda her bir kuyucuk i¢erisindeki besiyeri c¢ekilerek 1X PBS ile
yikama yapilmis ve plakalar -80°C’ye kaldirilmistir.

e Kit igeriginde belirtilen talimatlara uygun olarak DNA standardi ve ¢alisma
sollisyonu hazirlanmistir.

e Hiicreler, igeriginde CyQuant GR boyasi ve lizis tamponunun oldugu bu ¢alisma

sollisyonu ile muamele edildikten sonra 2-5 dk inkiibe edilmistir.
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e Bu siire sonunda floresan mikroplaka okuyucu yardimiyla (eksitasyon:480 nm
ve emisyon:520 nm) Ol¢iim yapilmistir. Sonuglar, DNA standart grafigi baz
almarak ng/ml olarak hesaplanmis ve Hiicre Proliferasyon Grafigi olarak

verilmistir.

3.9.4.3. PLLA ve PCL Membranlarda Ko-Kkiiltiir ve Mono-kiiltiir Calismalari

PLLA ve PCL membranlarin transwell insert’lere Kwik-Sil ile yapistirilmasindan sonra
membranlar {izerinde hem ko-kiiltiir hem de mono-kiiltiir deneyleri gergeklestirilmistir

(Sekil 3.12).

3.9.4.3.1. PLLA ve PCL membranlarda mono-kiiltiir deneyi

PLLA ve PCL membranlar transwell iizerine yapistirildiktan sonra 24 kuyucuklu plaka
icerisine yerlestirilmis ve oncelikli olarak tizeri FBS ile kaplanarak serum proteinlerinin
membran yiizeyine ¢okmesi ve membranlarin daha iyi yapigsmasi i¢in 37° C’de %95 nem,
%5 COz igeren inkiibatorde gece boyunca tutulmustur. Ertesi giin flaski kaplayan epitel
hiicreler tripsinize edilerek kaldirilmis ve 1,0 X 10° hiicre/membran olacak sekilde
hiicreler membran yiizeylerine apikalden ekilerek inkiibatore alinmistir. Daha sonra
standart ALI kiiltiirli prosediirli uygulanmistir. 3 giin boyunca bazalden 500 pl; apikalden
100 pl’lik BEGM besiyeri ile beslenen hiicreler 3.glinliin sonunda farklilasmaya
almmistir. Bu asamada apikaldeki sivi tamamen uzaklastirilip hava ortamina maruz
kalacak sekilde agikta birakilmis ve hiicreler sadece bazal kisimdan beslenmistir.
Yaklagik 25 giin boyunca kiiltiire edilen hiicreler, farklilasmaya gecildikten sonra 21.giine
kadar her hafta 1/7/14/21.gilinlerde TEER 6l¢iimii yapilmistir.

3.9.4.3.2. PLLA ve PCL membranlarda ko-kiiltiir deneyi

PLLA ve PCL membranlar transwell {izerine yapistirildiktan sonra 24 kuyucuklu plaka
icerisine ters bir sekilde yerlestirilmis ve membranlarin arka kisimlar1 FBS ile kaplanarak
37° C’de %95 nem, %5 CO: iceren inkiibatorde gece boyunca tutulmustur. Ertesi giin
flaski kaplayan fibroblast hiicreleri (CCD 16-Lu) tripsinize edilerek kaldirilmis ve 1,0 x
10° hiicre/membran olacak sekilde fibroblast hiicrelerinin ekimi saglanmustir (Sekil 3.12).
Membranlarin ters yiizeylerine dnce 20 pl olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak
inkiibatore alinmis ve yarim saatte bir kontrol edilerek yaklasik 2 saat sonra geri kalan 80
ul’lik hiicre siispansiyonu ilave edilmistir. 2-3 saat sonra plaka ters gevrilerek diiz

pozisyona getirilmistir. Bu asamadan sonra membranlarin apikal yiizeylerine epitel
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hiicrelerinin ekimi saglanmistir (1,0 X 10° hiicre/membran). Bu sekilde hem alttan hem
de iistten hiicre ekilerek ko-kiiltiire edilen PLLA ve PCL membranlar 3 giin boyunca
bazalden 500 ul; apikalden 100 pl’lik BEGM besiyeri ile beslenmistir. Hiicreler 3.giiniin
sonunda farklilasmaya alinmistir. Bu asamada apikaldeki sivi tamamen uzaklastirilip
hava ortamina maruz kalacak sekilde agikta birakilmis ve hiicreler sadece bazal kisimdan
EMEM: BEGM (1:1) farklilasma besiyeri ile beslenmistir. Yaklagik 25 giin boyunca
kiltire edilen hiicreler, farklilasmaya gecildikten sonra 21.giine kadar her hafta

1/7/14/21.gilinlerde TEER o6l¢iimii yapilmistir.

Transwell insert Kapak

/ Besiyeri

Silikon yapistirica =

\A

PLLA membran
iizerinde epitel bariyeri

PLLA membran

Sekil 3.12. Kwik-sil ile yapistirildiktan sonra transwell-membranlar {izerinde mono-

kiiltiir ve ko-kiiltir deneylerinin sematik gosterimi [185].
3.9.4.4. PLLA ve PCL Membranlarda TEER Olciimleri

PLLA ve PCL membranlarda gergeklestirilen Trans-Epitelyal Elektriksel Rezistans
(TEER) ol¢timleri Boliim 3.7.4. bashiginda anlatildig: gibi gergeklestirilmistir.

3.945. PLLA ve PCL Membranlarin Hematoksilen&Eozin Boyama ile

Goriintiilenmesi

PLLA ve PCL membranlarda Hematoksilen&Eozin boyama g¢alismalart Bolim 3.7.5.

basliginda anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir.

58



3.9.4.6. PLLA ve PCL Membranlarin Immiinositokimyasal Analiz ile

Goriintiilenmesi

PLLA ve PCL membranlarda immiinositokimya analizleri Boliim 3.7.6. bashginda

anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Veriler tekrarli 6l¢iim yapilan analizler i¢in ortalama + standart sapma degerleri ile
belirtilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilagtirilmasinda ikiden fazla grup
karsilastirmasi i¢in iki yonlii ANOVA testi kullanilmis ve p-degerinin 0,05’ten az oldugu

durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasinin ilk asamasinda ALI kiiltiirinde kullanilmak tizere yeni
adaptorler tasarlanmis, ¢izimleri gergeklestirilmis ve 3 boyutlu baskisi alindiktan sonra
hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere denemeler yapilmigtir. Bu amagla oncelikli olarak
modeller iizerine besiyeri konulup sizintinin olup olmadigi test edilmistir. Basarisiz olan
modeller i¢in yeniden tasarimlar yapilip ¢izimler gergeklestirilmistir. Boylelikle 8 farkl
modelin baskisi aliip hem sizinti denemeleri hem de modeller iizerinde sitotoksisite
calismalar1 yapilmistir. Basarili bulunan model ile ko-kiiltiir calismalarina gegilmistir. 21
giin boyunca farklilastirilan epitel hiicrelerinde TEER analizleri, immiinositokimya,

gercek zamanli PZR ve validasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda elektroegirme yontemi kullanilarak PLLA ve PCL
membranlar iiretilmistir. Uretilen membranlarin karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Bu amagla; fiber ¢ap ve dagilimlarimin belirlenmesinde SEM analizi, membran
kalinliklarinin ~ 6lgiilmesinde  dijital kumpas Ol¢iim aletinden yararlanilmistir.
Membranlara ait kimyasal yapilarinin analizleri ve iiretim metodundan kaynaklanan olasi
safsizliklar ATR-FTIR yontemi kullanilarak test edilmistir. PLLA ve PCL membranlarin
gbzenek boyutunun belirlenmesi kapiler akis porometresi ile hesaplanmis mekanik
dayanimlar1 c¢ekme testi ile degerlendirilmistir. /n-vitro bozunma deneyleri
gerceklestirilmis ve sonuclar kaydedilmistir. PLLA ve PCL membranlarinin
karakterizasyonlarinin yapilmasmin ardindan membranlarda sitotoksisite 6lgiimleri ve
hiicre kiiltiiri  deneylerine ge¢ilmistir. Membranlar {izerinde biiyiitiilen ve
farklilagtirmaya alinan hiicrelerde TEER analizleri, immiinositokimyasal boyamalar

gerceklestirilmistir.
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4.1. U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiir Modeli icin Gerekli Adaptorlerin Cizilmesi

Tez ¢alismasinin ilk kismini olusturan; transwellerin 3B kiiltiir sistemlerine doniistimiinii
saglayan adaptorlerin ¢izim islemleri Solid Works yazilimi ile gergeklestirilmistir. ilk

tasarlanan adaptor modelin ¢izimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

\;‘vlv " ‘f’

Sekil 4.1. Solid Works programi ile ¢izilen adaptér modelin bilesenleri. (Model-1) (1)
Orijinal transwell, (2) Transwell’in ters cevrilmis hali, (3) Iki numarada gosterilen
transwell’in i¢ine gegecek; membranin ters ylizeyine ekim sirasinda sizinti yapmayan,
zemine paralel oturan parca (alt adaptdr), (4) Ters ekim sirasinda transwell’e gegirilen ve
transwell’deki ticgen alanlara kadar asagiya ilerletilecek parca (iist adaptor), (5) Alt-list
adaptor ve transwell montajinin distan goriiniimii (2, 3 ve 4 numarali resimlerin montaji),

(6) Alt-tist adaptor ve transwell montajinin kesit goriinimii.

[k tasarlanan model, transwell insert’in ters yiizeyine ekim yapildiginda altindan sivi
sizdirmayan bir alt adaptor (Sekil 4.1-3); ters ekim sirasinda transwell iizerine gegirilen
ve belli miktar siviy1 tutabilecek hacimsel hazneye sahip iist adaptorden (Sekil 4.1-4)
olugmaktadir. Bu amacla Sekil 4.1°deki gibi ilk model tasarimi gergeklestirilip ¢izimler
yapilmistir.

[lk modelin bask1 sonuglarmin basarili olmamasi sonucu (bu kismin detaylarina Béliim
4.2°de yer verilmistir) yeni model ¢izimine gidilmistir. Sekil 4.2°de Model Tasarimi-

2’nin ¢izimleri goriilmektedir. Bu modelde alt adaptor ile transwell arasinda olusabilecek
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boslugun giderilmesi i¢in alt adaptor iizerinde halkasal bir girinti tasarlanmistir (Sekil

4.2-3). Bu girintiye yerlestirilecek bir O-ring ile sizintinin engellenmesi planlanmistir.

Sekil 4.2. Adaptor model ¢izimi-2. Alt adaptor (a), Modelin montaji (b).

Sekil 4.2.”de tasarlanan alt adaptor (a) lizerinde olusturulan 1-4 mm dlgiilerine sahip O-
ring s1izdirmazlik elemaninin yerlestirilebilecegi halkasal bir girinti olusturularak ¢izimler
gerceklestirilmistir. Seklin b kisminda alt adaptdr ve ters ¢evrilmis transwell {izerine
yerlestirilen iist adaptor iizerinde herhangi bir girinti bulunmamakta sisteme birebir uyum

saglayacak sekilde tasarlanip ¢izimler yapilmistir.

Adaptor model ¢izimi-2’nin baskidan c¢ikartilmasi ve sonrasinda denenen sizinti
caligmalar1 neticesinde basarili olamamasi (bu kismin detaylarina Bolim 4.2°de yer

verilmigtir) sonucu yeni model ¢izimine gegilmistir.

Sekil 4.3. Adaptor model ¢izimi-3

Sekil 4.3.’te tasarlanan st adaptor modelin centikli yapisi goriinmektedir. Soldaki
resimde tasarlanan iist adaptér modelinin kesitsel goriintiisiine yer verilmistir. Boylelikle

transwell insert’in igerisine gecirilen iist adaptoriin ¢entikli yapisi sayesinde transwell’i
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daha iyi sikigtirabilecegi, boylelikle sizintinin Oniline gegebilecegi diisiiniilmiistiir.
Sagdaki resimde ise iist adaptoriin biitiin yapist ve {istten goriintiisiine yer verilmistir.
Adaptor model c¢izimi-3’iin baskidan c¢ikartilmas1 ve sonrasinda denenen sizinti
calismalar1 neticesinde basarili olamamasi (bu kismin detaylarina Bolim 4.2°de yer

verilmistir) sonucu yeni model ¢izimine gegilmistir.

S
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Sekil 4.4. Adaptor model ¢izimi-4

Sekil 4.4’te {ist adaptor lizerinde bu kez tek centik yerine ¢ift ¢entik tasarlanip ¢izimler
gergeklestirilmistir. Bu tasarimla birlikte alttaki ¢entigin transwell etrafini sararak daha
iyi sikisma saglamasi tstteki centigin ise tam transwell membraninin bitis noktasina

gelecek sekilde tasarlanip olasi sizintiy1 6nlemesi amaglanmuistir.

Adaptor model ¢izimi-4’iin baskidan ¢ikartilmasi ve sonrasinda denenen sizinti
calismalar1 neticesinde basarili olamamasi (bu kismin detaylarina Bolim 4.2°de yer

verilmistir) sonucu yeni model ¢izimine gecilmistir.
4.2. Cizilen Adaptor Modellerin 3B Yazicidan Cikartilmasi

Adaptor modellerin 3 boyutlu yazicidan ¢ikartilmasi iglemleri Stereolitografi (SLA) 3B
baski teknolojisi kullanilarak saglanmistir. Yazicidan baskisi alinan ve test edilmek tizere

denenen modeller Sekil 4.5; 4.6; 4.7; 4.8; 4.9; 4.10; 4.11 ve 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Adaptoér Model Cizimi-1’in 3B yazicidan ¢ikartilmis hali

Sekil 4.5’te adaptoér model ¢izimi-1’in 3B yazicidan ¢ikartilmis hali verilmistir. Ancak
adaptor model ¢izimi-1’in baskisi yapildiktan sonra iist adaptor ile transwell arasinda ve
ayrica alt adaptdr ve transwell arasinda bosluk oldugu fark edilmistir. Buradaki agikligin
giderilebilmesi amaciyla alt adaptdr lizerine bir girinti verilerek O-ring halkasinin
yerlesebilecegi sekilde olgiimler yapilmistir. Ust adaptor olgiilerinin ise biraz daha
daraltilarak ¢iziminin yapilmasina ve o sekilde baskisinin alinmasina karar verilmistir.
Boylelikle Adaptor Model Cizimi-2 (Sekil 4.6) tasarlanip baskisi alinmistir. Model
Cizimi-2’ye gore alt adaptdr lizerine gegirilebilecek farkli boyutlarda O-ring sizdirmazlik
halkalar1 denenmis ve en uygun 6l¢iiniin O-ring duvar kalinligi: 1mm halkanin ¢ap1: 4

mm oldugu durumda saglandigi anlasilmstir.

Sekil 4.6. Adaptor Model Cizimi-2’nin 3B yazicidan ¢ikartilmis hali

Baskis1 alinan modelin sterilizasyon islemleri ve kurulumu yapildiktan sonra sizinti-

kontrol calismalar1 gerceklestirilmistir. Sekil 4.8°de gosterildigi gibi model 24 kuyucuklu
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plaka {lizerine yerlestirilmis ve tiistten belli miktarda besiyeri koyularak inkiibatore
alinmistir. Modellerin zamana bagli sizinti-kontrol ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Sekil
4.8-A’da besiyeri koyulduktan 30 dakika sonrasini gostermekte ve herhangi bir sizinti
olmadig1 goriinmektedir. B’de modelin besiyeri koyulduktan 1,5 saat sonraki goriintiisii
verilmig olup iist adaptoriin altindan hafif sizint1 gériinmeye baslanmistir. C’de modelin
6 saat sonraki goriintiisii verilmis ve alt adaptore dogru sivi aktig1 gézlemlenmistir. D’de
modelin 14 saat sonraki goriintlisii verilmistir ve sivinin tamamen aktig1 gosterilmistir.
Bu durumda modelin tasariminin islevsiz oldugu, besiyeri koyulduktan sonra iist
adaptorden asagiya dogru sizinti yapmasi dolayisiyla baska bir tasarimin
gerceklestirilmesi gerektigi anlasilmistir. Alt adaptorde karsilasilan sizint1 probleminin
O-ring halkastyla giderilmesinin ardindan {ist adaptor ve transwell arasinda da sizinti
oldugu goriilmiistiir. Model-1 ve Model-2 denemelerinde karsilagilan sorun nedeniyle
alternatif model tasarimina geg¢ilmistir ve bu amagla Model-3 (Sekil 4.3) tasarlanmistir.
Bu modele gore alt adaptore halkasal bir girinti eklenmesinin yanisira iist adaptor ile
transwell arasindaki boslugun giderilmesi i¢in de buraya tirnak eklentisi yapilmistir (Sekil

4.7). Model 1 ve 2°de oldugu gibi yeniden sizinti-kontrol ¢alismalar1 yapilmistir.

Model-3 {izerinde gergeklestirilen sizinti ¢alismalari neticesinde de besiyerinin {ist
adaptorden asagiya sizdigr goriilmiistiir. Bunun iizerine bu modellerde kullanilan
polimerden farkli bir polimer kullanilarak ayni tasarim ¢izimleri lizerinden yeniden 3B
baskilar alinmistir. Dolayisiyla bu iki model arasindaki fark Model-4’te tek tirnak
(¢entik), Model-5’te ise ¢ift tirnak yapisinin olmasidir.

= tirnaks: vap

ye::}-flrw,[

Sekil 4.7. Adaptér Model Cizimi-3’{in 3B yazicidan ¢ikartilmis hali
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Sekil 4.8. Modellerin zamana bagli sizint1 kontrolii. A: 30 dk sonra B: 1,5 saat sonra C: 6

saat sonra D: 14 saat sonra.

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilen sirasiyla Adaptor Model-4 ve Model-5’in
kurulumlarinin gergeklestirilmesinin ardindan dnceki denemelerde oldugu gibi modeller
24 kuyucuklu plaka tizerine yerlestirilmis ve yeniden sizinti-kontrol ¢aligmalarina tabi
tutulmustur. Ancak hem Model-4 hem de Model-5 iizerinde de basar1 saglanamamis ve

list adaptorden asagiya sizinti yaptig1 gorilmiistiir.

¥ l']

Sekil 4.9. Adaptor Model Cizimi-4’iin 3B yazicidan ¢ikartilmis hali (A). Model-4’iin

montaj1 (B).
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Sekil 4.10. Adaptor Model Cizimi-5’in 3B yazicidan ¢ikartilmig hali (A). Model-5’in
montaj1 (B).

Adaptor Model-4 ve Model-5 tizerinde bir dnceki modellerdekine benzer nitelikte iist
adaptorden asagiya besiyeri sizintisinin oldugu saptandiktan sonra bu problemin 6niine
geemek igin silikon tiirevli bir polimer kullanilarak modelin baskisi ¢ikartilmig (Sekil
4.11) ve sizmti deneyleri yapilmistir. Bu modeller iizerinde gergeklestirilen sizinti

deneyleri de 6nceki adimlar (Sekil 4.8) tekrarlanarak gerceklestirilmistir.

Sekil 4.11. Adaptdr Model-6’nin 3B yazicidan ¢ikartilmis hali (A) Model-6"nin montaji
(B).
Adaptor Model-6 tlizerinde yapilan sizint1 ¢aligmalar1 sonucunda ne iist adaptorden ne de

alt adaptorden kaynakli bir sizintinin olmadigi gozlemlenmistir. Sistemin CO;

inkiibatrde 37°C’de 24 saat boyunca akitmadig1 gézlemlenmistir.

Bu agamada Adaptor Model-6’nin kullanildigi polimer yapisinin bu sistem izerinde etkili
calistig; ancak polimerin biyouyumlu olmamasi sebebiyle biyouyumlu bagka bir
malzeme arayisina gegilmistir. Bu amagla ‘dental regine’ (IBT Resin) olarak adlandirilan

biyouyumlu malzeme segilip alt adaptdriin girintili, list adaptoriin ise ¢ift gentikli oldugu
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model tasarimina gore baskisi alinmistir. Adaptér Model-7’nin 3B yazicidan ¢ikartilmis

hali Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Sekil 4.12. Adaptor Model-7’nin 3B yazicidan ¢ikartilmis hali

Adaptor Model-7 flzerinde uygulanan sterilizasyon ve sizinti-kontrol caligmalari
neticesinde 24 saat boyunca inkiibator kosullarinda tutulan model iizerinde sizinti
olmadig1 gozlemlenmistir. Malzeme, biyouyumlu olmasi ve sizinti yapmamasi gibi
istenen kosullar1 saglamis olsa da modelin yeniden sterilizasyona tabi tutulup
kullanilmast miimkiin olmamistir. Malzemenin 24 saat sonra mekanik dayaniminin
oldukca azaldig1 ve tekrar kullanilmasi durumunda modelin sizdirdigi ve tamamen

pargalandig1 goriilmiistiir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Adaptér Model-7 tizerinde gerceklestirilen sizinti-kontrol ¢alismalart (A);
Adaptér Model-7’nin 24 saat sonra pargalanma durumu okla belirtilmistir (B).

Adaptor Model-7’de istenmeyen durumlarin olusmasi neticesinde mekanik dayanimi

giiclii ve biyouyumlu bagka bir malzeme arayisina gecilmistir. Bu amacla ‘medikal
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recine’ (BioMed Clear) olarak adlandirilan malzeme segilerek 3B baskisi yine SLA
teknolojisi kullanilarak ¢ikartilmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Adaptor Model-8’in 3B yazicidan ¢ikartilmig hali

Adaptor Model-8’in 3B yazicidan c¢ikartilmasindan sonra sterilizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Bu malzeme digerlerinden farkli olarak otoklavlanabilir 6zellikte

olup etilen oksit, e-151n ve gama sterilizasyonuna uygunlugu kanitlanmig tibbi siif bir
malzemedir [182].

Tasarimi yapilan ve baskisi alinan tim modellerin oldugu akis semast Sekil 4.15°te
Ozetlenmistir. Tiim bask1 ve sizint1 ¢alismalarinin neticesinde basarili olarak kabul edilen

Adaptor Model-8 secilmis ve hiicre kiiltiirli caligmalarina bu model ile devam edilmistir.

Model-5 Model-7
Model-1 Model-3 o *Alt adaptc?r gl_:inﬁli o -Alt adapttj)_r gi_rmtlli »
-Alt ve tist adaptor iz “Alt adaptor girintili *Ust adaptor ¢ift gentikli *Ust adaptor sift centikli
“Tasarim-1 +Ust adaptor tek gentikli *Farkli Polimer +Dental Regine
*Tasarim-3 *Tasarim-4 +Tasarim-4
Model-8
= Alt adaptor girintili

Bivouyumlu Medikal Regine
*Tasarim-4

! ! I

Model-2 Model-4

H H H H ot taptor i i
| -

Model-6
*Alt adaptor girintili +Alt adaptor girintili +Alt adaptar girintili
+Ust adaptar diz «Ust adaptdr tek centikli +Ust adaptor ¢1ift gentikli
*Tasarim-2 +*Farkli Polimer +Silikon turevli Polimer
+Tasarim-3

*Tasarim-4

Sekil 4.15. Tasarimi gergeklestirilen tiim modellerin akis semasi ile gosterimi
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4.3. 24 Kuyucuklu Plaka Kapaginin Yeniden Yapilandirilmasi

Yeni 3B adaptor modellere uyacak sekilde oSlgiileri belirlenen 24 kuyucuklu plakaya
getirilen ek parcalar Solid Works programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.16) ve
plakanin dis ¢ergevesi SLA teknolojisi kullanilarak baskis1 alinmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.16. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parganin Solid Works ile ¢izimi

24 kuyucuklu plakaya uyacak sekilde modifiye edilen ve ¢izimi gergeklestirilen plakanin
ek parcalar1 3B yaziciddan ¢ikartilmistir. 24 kuyucuklu plaka kapaginin
yapilandirilmasinda ‘fotopolimer recine’ (Formlabs standart resin) kullanilmis olup bu
malzemenin igerigini metakrilik asit esterleri ve bazi1 foto-baglatict karigimlar
olusturmaktadir. Sterilizasyon islemi etil alkol (%70) muamelesi ve UV altinda birkag

dakika tutularak gerceklestirilmistir.

Yeni 3B transwell adaptor sistemleriyle gergeklestirilen tiim ko-kiiltiir ¢aligmalarinda
modifiye edilmis bu 24 kuyucuklu plakaya uyumlu ek parca kullanilmistir. Bu parga,

deneyler sirasinda herhangi bir kontaminasyona sebep olmamustir.

Sekil 4.17. 24 kuyucuklu plakaya getirilen ek parganin 3 boyutlu yazicidan ¢ikartilmasi
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4.4, Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Deneysel calismalarda insan akciger yapisal hiicresi olan brong epitel hiicre hatti
(BEAS-2B), insan fibroblast hiicre hatt1 (CCD-16-Lu), insan akciger alveolar bazal epitel
hiicre hatt1 (A549), standart hiicre hatt1 olan fare fibroblast hiicresi (L-929) ve astimli
bireyden izole edilmis primer brons epitel hiicreleri kullanilmistir (Sekil 4.18).

|
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Sekil 4.18. Deneylerde kullanilan hiicre hatlar1 ve primer hiicreler A: brons epitel hiicre
hatti (BEAS-2B), B: fibroblast hiicre hatt1 (CCD-16Lu), C: akciger epitel hiicre hatti
(A549), D: fibroblast hiicre hatt1 (L-929), E: astimli primer brons epitel hiicre (A, B, C,
D: 10X; E: 20X biiyiitmelerdir).

4.5. 3B Modellerde Gerceklestirilen Sitotoksisite (Oziit) Analizleri

3B baskisi alinan modellerin hiicre kiiltiir sistemlerinde degerlendirilmesinden Once
malzemelerde sitotoksisite deneyleri gergeklestirilmistir. Deneyler TS EN ISO 10993-12
Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi- Numune Hazirlanmast ve Referans
Malzemeler ve ayrica TS EN ISO 10993-5 Viicut Disi Sitotoksisite Deneyleri standartlari

referans alinarak gergeklestirilmistir.
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Sitotoksisite Analizi (MTT)
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Sekil 4.19. Yeni adaptor modelde (Medikal Regine) 6ziit (sitotoksisite) analizi

Yeni biyouyumlu adaptér model lizerinde gergeklestirilen sitotoksisite analizi sonuglari

1ISO 10993-5 standardinda belirtilen;
I. % canlilik degeri azaldik¢a deney numunesinin sitotoksisite potansiyeli artar.

ii. Canlilik, kor numuneden elde edilen degerin %70 inin altindaysa, deney numunesinin

sitotoksik potansiyeli vardir. Deney numunesinin %50 oziitii, %100 oziitle en azindan

ayni veya daha yiiksek bir canlilik gostermelidir. Aksi takdirde deney tekrarlanmalidir.

Kistaslar1 baz alindiginda, test ettigimiz numunenin %100 06ziitiiniin canlilig1 %94,8
olarak hesaplanmis olup sitotoksisite potansiyeli olmadigi yorumu yapilmistir. %50,
%25, %12,5 ve %6,25 6ziit degerlerinde ise bu canlilik orant %94,8’in iizerinde oldugu
icin malzememizin biyouyumlu ve sitotoksik ozellikte olmadigi anlagilmaktadir (Sekil
4.19).

4.5.1. Ko-kiiltiir Deneyleri

Geleneksel hava-sivi arayiizii kiiltiir caligmalart hem Corning firmasinin 6nerdigi hem de
yeni 3B adaptér model sistemler ile yapilarak karsilastirtlmistir. Ko-kiiltiir deneyleri,
BEAS-2B saglikli brong epitel ve A549 kanserli alveolar epitel hiicre hatlarinin
kullanilmasinin yanisira astimli bireylerin bronglarindan izole edilen primer hiicrelerle de

gerceklestirilmistir. Primer hiicreleriyle gerceklestirilen ko-kiiltiir ¢aligmalar1 kontrol
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grubu olarak mono-kiiltiiriin yapildig1 gruplarla karsilagtirilarak verilmis ve Sekil 4.20°de

paylasilmistir.

Sekil 4.20 Astiml1 primer brons epitel hiicrelerinin ko-kiiltiir ve mono-Kkiiltiir kosullarinda

transwell membranda ¢ogaltilmasi
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Fibroblast hiicreleri transwell membraninin alt kismina (ko-kiiltiir) ve fibroblast hiicreleri
olmadan (mono-kiiltiir) ekilerek ¢ogaltilmis ve membran yiizeyini kapladiktan sonra ALI
kiltir kosullarina alinmistir. 72 saatin sonunda hiicrelerin transwell membranini
tamamen kapladig1 gortilmiistiir. Hiicreler bu saatten sonra transwell’in sadece altindan
beslenerek apikal kismi havaya maruz birakilarak kiiltiire edilmistir [186]. Epitel
hiicrelerin farklilagtirma islemi 21 giin boyunca siirdiiriilmistiir. Kiiltiir siiresince
hiicrelerin gelisimi takip edilmis ve mikroskopta incelenerek fotograf kayitlar alinmigtir
(Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Farklilasmaya alindiktan sonra transwell membraninin apikal
ylizeyinde hicbir sizinti meydana gelmemistir. Bu durum hiicrelerin birbirleriyle
baglantida olduklarin1 ve siki baglanti yapilarinin diizgiin sekilde olusturduklarini
gostermektedir Ko-kiiltiir gruplarda membranin altinda fibroblast hiicre oldugundan

dolay1 mono-kiiltiirlerin hiicre sinirlart ko-kiiltiirlere gére daha net goriintiilenmistir.

Farklilasma-1.glin_Ko-kiltir Farklilasma-1.giin_Mono-kiiltiir

Farkiilasma-3.gln_Ko-kltir

Farkhilasma-5.glin_Ko-kiiltir




Sekil 4.21 Astiml1 primer brons epitel hiicrelerinin ko-kiiltiir ve mono-kiiltiir kosullarinda

transwell membranda farklilastiriimasi
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Sekil 4.22. Transwell membraninin altina ekilen (A) ve 4 saat sonra ters gevrilen (B)
fibroblast hiicrelerinin membran istiinden faz kontrast mikroskop ile gériintiilenmesi (C)

(siyah oklar: fibroblast hiicrelerini, kirmizi oklar membran porlarini géstermektedir).

Sekil 4.23. Corning (A) ve transwell adaptor (B) model sistemlerine gore ekilen fibroblast
hiicrelerinin 4 saat sonra ters cevrildikten sonra membrana tutunmayan hiicrelerin

goriintiilenmesi

Sekil 4.23-A’da Corning firmasinin Onerdigi sekilde ters c¢evrilerek fibroblast
hiicrelerinin ekilmesi saglanmis ve 4 saat sonra plaka diiz haline getirilip transwell
membran yiizeyine tutunmayan hiicreler kontrol edilmistir. Sekil 4.23 B’de ise transwell
adaptor kullanilarak gergeklestirilen fibroblastlarin ekim iglemi sonrasi membrana
tutunmayip yiizen hiicrelerin olup olmadig1 kontrol edilmistir. Kaydedilen fotograflardan

anlasildig: iizere Corning model ile ekilen hiicrelerin yeni transwell adaptor ile ekilen
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hiicrelere kiyasla daha fazla hiicre kaybina neden oldugu, transwell adaptor sistemle
gerceklestirilen ekim yonteminde ise neredeyse hi¢ yiizen hiicrenin olmadigi

anlagilmistir.

4.5.2. Hava-Siv1 Arayiizii (ALI) Kiiltiir Sistemine gore Farkhlastirllan Hiicrelerde
TEER Olciimleri

Ko-kiiltiir ¢alismalarina oncelikli olarak saglikli brons epitel hiicre hattt BEAS-2B ve
saglikli akciger fibroblast hiicreleri olan CCD-16Lu kullanilarak baglanmistir. Transwell
membraninin alt kismina fibroblast hiicreleri ekilerek 3-4 saat sonra ters ¢evrilmistir. Bu
stire sonunda membranin apikal kismina epitel hiicreleri ekilmis ve inkiibasyona
birakilmigtir. Mono-kiiltiir olarak sadece epitel hiicrelerin oldugu grup ise kontrol olarak
kabul edilmis ve membranin apikal kismina sadece BEAS-2B hiicreleri ekilmistir. Ko-
kiiltiir gruplart hem Corning model ekim yOntemine gére hem de yeni 3B transwell-
adaptor model ekim yontemine gore gerceklestirilmistir. Hiicreler dncelikli olarak alttan
ve listten beslenmis, farklilasma adimina geg¢ildiginde ise sadece alttan beslenerek iist
kisim hava ortamina maruz birakilmistir. Farklilagma adimina gegildikten sonra hiicreler
21 giin boyunca kiiltiire edilmislerdir. Bu siire igerisinde 0, 7, 14 ve 21.glinlerde TEER
Olctimleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.24°te Corning model, transwell-adaptér model ve
mono-kiiltir ekim yontemine gore gerceklestirilen hiicrelerin TEER degerlerinin

sonuglar1 paylagilmistir.

1200 -
— Kokiiltiir_transwell-adaptor
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Sekil 4.24. Epitel (BEAS-2B) ve fibroblast (CCD-16Lu) hiicreleri ile ger¢eklestirilen 3B

kiltiir modellerinde TEER sonuglar1

Sekil 4.24’teki TEER grafigi incelendiginde Transwell-adaptdr modelin Corning model

ile gergeklestirilen gruptakine yakin bir profil izledigi goriilmiistiir. Transwell adaptor
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modelde baslangig TEER degeri (0.giin) 376 Q.cm? Corning modelde 457 Q.cm?,
monokiiltiirde ise 241 Q.cm? olarak dl¢iilmiistiir. Devam eden haftalar incelendiginde
7.giin TEER degerleri transwell adaptdr modelde 917 Q.cm?, Corning modelde 666 ve
mono-kiiltiirde ise 447 Q.cm? olarak 6lciilmiistiir. 14.giin TEER degerleri transwell
adaptdr modelde 384 Q.cm?, Corning modelde 268 Q.cm?, mono-kiiltiirde ise 306 Q.cm?
ve 21.giin TEER degerleri transwell adaptor modelde 252 Q.cm?, Corning modelde 221

ve mono-kiiltiirde ise 304 Q.cm? oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde BEAS-2B ile yapilan TEER calismalarinin en fazla 10 giine kadar
stirdiiriildiigiic ve bu hiicrelerin transwell’de farklilagsmalarinin miimkiin olmadigini
belirten ¢aligmalar yer almaktadir [187]. Bu hiicre hattinin brons epitel yapisini ¢aligmak
ve ila¢ metabolize edici enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesini incelemek i¢in ¢alisildigi
yayimnlar mevcuttur [188, 189]. Stewart ve arkadaslarinin yaptig1 caligmalarda BEAS-2B
hiicre hattinin polarize olup TJ'ler olusturmadigi agikga gdsterilmistir ve in vitro’da
sadece 100 Q-cm?nin altinda TEER degerleri elde etmislerdir [190]. Bu hiicre hattinin
polarize olmay1 basaramasa da tiitlin dumani, dizel partikiilleri veya endotoksin ile
muamele sonrasi eslik eden farkli bagisiklik hiicreleri tizerindeki epitel etkisini
degerlendirmek icin bazi ortak kiiltiir c¢aligmalarinda hala kullanilmakta oldugu

belirtilmistir [182, 191, 192].

Akciger alveolar epitel modeli olarak daha sonra galismalara siklikla tercih edilen A549
hiicre hatt1 ile devam edilmistir. A549 hiicreleri, tipik olarak insan akcigeri ATII
hiicrelerinde goriilen ¢ok katmanli sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri igermektedir,
ancak inkliizyon cisimciklerinin artan kiiltlir siiresi ile kayboldugu goriilmiistiir [193].
Bunun disinda A549 hiicrelerinin sik1 baglant1 yapilarinin islevsel olarak eksik oldugu ve
¢ogu arastirma grubu, AS549 hiicre hattinin polarize olamayip fonksiyonel TJ'ler

olusturamadigi sonucuna varmistir [194-196].

Sekil 4.25’teki TEER grafigi incelendiginde Transwell-adaptor modelin 21 giin boyunca
TEER degerlerinde artis oldugu goriilmiistiir. Bu silire boyunca ortalama TEER
degerlerinin 300 Q-cm?’yi gegmedigi goriilmiistiir. Corning model ekim yonteminde
14.giine kadar TEER degerlerinde artis olmus 14.gilinden sonra hafif bir diisiis olmustur.
Mono-kiiltiirlerde ise transwell-adaptor modelinkine benzer sekilde 21 giin boyunca artig
gozlenmis ancak degerler ko-kiiltiir gruplarina gore daha diisik TEER egilimi
gostermistir (Sekil 4.25). Literatiire bakildiginda AS549 hiicre hattinin en biiyiik

elestirilerinden biri, bu hiicrelerin gecirgen destekler iizerinde olusturdugu tek
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tabakalarin,  yalnizca  transepitelyal elektrik  direnci (TEER) temelinde
degerlendirildiginde diger geleneksel hiicre hatlarindan ¢ok daha sizdiran bir yapi
sergilemesidir. Tip II pulmoner epitel hiicrelerinin primer kiiltiirleri icin rapor edilen
TEER degerleri, 2000 Q-cm? kadar yiiksek olarak belirtilmis iken diger ¢calismalar A549
hiicreleri i¢in 300-700 Q-cm? TEER degerleri bildirilmistir [197]. Bununla birlikte, A549

hiicrelerinin, dezmozomlar ve zonula okludens gibi belirli TJ ve yapisma proteinlerini,
ylksek TEER degerleri elde eden 16HBE 140 hiicrelerinden bile daha fazla eksprese ettigi
goriilmistir [196]. A549 hiicrelerinin polarize olamamasi, diger hiicre hatlar1 ile
karsilagtirildiginda 2 kat daha yiiksek oldugu bildirilen protein ve dekstran gegirgenligini
de etkiledigi goriilmiistiir [198]. Papazian ve arkadaslarinin yayinladigi bir raporda A549
hiicre hattinin polarize olabilecegini diislindiiren tek rapor oldugundan ve bildirilen TEER
6lgtimlerinin yaniltict olabileceginden s6z etmislerdir [187] . Bu gruptaki arastirmacilar
hem okludin hem de E-kaderinin A549 hiicreleri tarafindan eksprese edildigini
gostermislerdir; ancak bu ifadenin nispeten diistik oldugunu Calu-3 ve 16HBE140- hiicre

hatlarinda goriildiigii kadar lokalize olmadigini da belirtmislerdir [194, 199].

Sinirlamalarina ragmen, A549 hiicre hattinin hiicre polarizasyonunu kolaylastirdigi ve
siklikla diger epitel hiicre tiplerinin eklenmesiyle birlikte ko-kiiltiir calismalarinda hala

kullanilmakta oldugunu ifade etmislerdir [200].
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Sekil 4.25. Epitel (A549) ve fibroblast (CCD-16Lu) hiicreleri ile gerceklestirilen 3B
kiltiir modellerinde TEER sonuglar1
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4.5.3 Transwell Membranlarin Hematoksilen & Eozin Boyama ile Goriintiilenmesi

ALI kiiltiir yontemi ile Transwell-adaptor modeli kullanilarak cogaltilan hiicrelerin
membran yiizeyine etkin bir sekilde tutunup ¢ogaldigini gostermek i¢in Hematoksilen &

Eozin boyama yapilmistir. Deney sonuglart Sekil 4.26°da paylasiimistir.

Sekil 4.26. Transwell-adaptor modeli kullanilarak farklilastirilan epitel hiicrelerinde
H&E boyama (A) yatay kesit, (B) dikey kesit

Yatay ve dikey kesit alinarak boyama sonrasi elde edilen goriintiilerde hiicrelerin
canliliklarini koruyarak etkin bir sekilde ¢ogaldigi ve epitel tabakalagmanin oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.26).
4.5.4. Transwell Membranlarin immiinositokimya Analizi ile Gériintiillenmesi

ALI kiiltiir yontemi ile Transwell-adaptdr modeli kullanilarak ¢ogaltilan hiicrelerde ZO-
1, E-kaderin, B-Tubulin ve Muc5ac immunositokimya boyamalar1 yapilmistir. Deney

sonuclar1 Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de paylagilmistir.

Sekil 4.27. Farklilastirilan BEAS-2B epitel hiicrelerinin 21.glin ZO-1 goriintiileri. (A, B
ve C: ko-kiiltiir ekim yontemi ile gerceklestirilmistir. B® ve C: B ve C’nin yiiksek

biiyiitmeli goriintiileridir).
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Sekil 4.27°de gosterilen ko-kiiltiir ekimde, epitel tabakanin altinda uzanan ekstraseliiler
matriks icerisine gOémiilii mezensimal hiicrelerin (fibroblastlarin) in-vivo’daki
diizenlenisini daha iyi taklit ettigi ve biyolojide ‘capraz konusma’ (cross-talk) olarak
bilinen duruma sebep olarak epitel-fibroblast etkilesimini kolaylastirdig1 ve daha saglam
bir bariyer olusumuna neden oldugu bilinmektedir [201]. Sonuglarimiz literatiir ile
uyumlu bulunmustur [190]. Calismalar sonucunda BEAS-2B epitel hiicrelerinin ZO-1

proteinini ifade ettigi dogrulanmis ve immiinositokimya boyama ile gosterilmistir.

Sekil 4.28. Farklilastirilan BEAS-2B epitel hiicrelerinin 21.giin B-Tubulin goriintiileri.
(A, B ve C: ko-kiiltiir ekim yontemi ile gergeklestirilmistir. B*ve C: B ve C’nin yiiksek
bliyiitmeli goriintiileridir).

21 giin boyunca ALI kiiltiir yontemi ile farklilagtirilan BEAS-2B hiicrelerinin Transwell-
adaptor modeli kullanilarak fibrablast ekimi sonrasi ko-kiiltiir deneyleri sonucunda epitel

hiicrelerin B-Tubulin proteinini ifade ettigi gosterilmistir.

Ayni deneyler A549 hiicre hatti1 ile tekrar edilerek modelin etkinligi alveolar epitel
hiicreler ile de tespit edilmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).
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Sekil 4.29. ALI kiiltiir yontemi ile Transwell-adaptor modeli kullanilarak A549-fibroblast
ko-kiiltiir’iin 21.giin ZO-1 goriintiileri. (A: DAPI, B: ZO-1 ve C: Merge. B've C*: B ve
C’nin yiiksek biiytitmeli goriintiileridir).

Ko-kiiltiir E-kaderin

Sekil 4.30. ALI kiiltiir yontemi ile Transwell-adaptor modeli kullanilarak A549-fibroblast
ko-kiiltiir’tin 21.giin E-kaderin goriintiileri. (A: DAPI (mavi), B: E-kaderin (yesil), C:
Merge).

Transwell-adaptor modeli kullanilarak fibroblast hiicreleri ile ko-kiiltiir deneyleri
gergeklestirilen A549 hiicrelerinin de BEAS-2B hiicrelerinde tespit edildigi gibi ZO-1 ve
E-kaderin proteinlerini ifade ettigi gosterilmistir (Sekil 4.29 ve 4.30).
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Sekil 4.31. ALI kiiltiir yontemi ile Transwell-adaptér modeli kullanilarak A549-fibroblast
ko-kiiltiir’in 21.giin B-Tubulin goériintiileri. (A: DAPI, B: B-Tubulin ve C: Merge. B've
C": B ve C’nin yiiksek biiyiitmeli goriintiileridir).

21 giin boyunca farklilastirma sonunda A549 hiicrelerinde B-Tubulin ifadesi tespit
edilmistir (Sekil 4.30). BEAS-2B ve A549 hiicreleri ile gerceklestirilen bu deneyler
sonucunda Transwell-adaptor modelin ko-kiiltiir deneyleri igin uygun bir yontem oldugu

sonucuna varilmstir.

Insan alveolar adenokarsinom hiicre hatt1 (A549) ve insan bronsiyal epitel hiicre hatt:
(BEAS-2B) hiicre hatlarina ek olarak, ayni deneyler primer insan brons epitel hiicreleri

ile de tekrar edilmistir.

DAPI Z0-1 B-Tubulin

DAPI + B-Tubulin Z0-1 + B-Tubulin DAPI + B-Tubulin + ZO-1
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Sekil 4.32. Farklilastirilmis astimli primer epitel hiicrelerinin 21.giin ZO-1 ve B-Tubulin
proteinlerinin floresan boyama goriintiileri. (Cekirdek boyamasi (mavi), ZO-1 (yesil), B-

Tubulin (kirmiz1).

Transwell-adaptor modeli kullanilarak gerceklestirilen deneyler sonucunda astimli
primer epitel hiicrelerinin ZO-1 ve B-Tubulin proteinlerini ifade ettigi tespit edilmistir
(Sekil 4.31). Bununla birlikte MucSac ifadesi de incelenip protein varligi

immiinositokimyasal analiz ile gdsterilmistir (Sekil 4.33).

Ko-kiiltiir_Muc5ac

Sekil 4.33. Farklilastirilmis astimli primer epitel hiicrelerinin 21.giin Muc5ac proteini
goriintiileri. (A: Cekirdek boyamasi (mavi), B: Muc5ac boyamasi (yesil), C: Cakistirilmig
goriintii (Merge).

Ayrica ALI kiiltiir yontemi ile farklilastirilan AS549 hiicrelerde ZO-1 (TJP1) ve E-kaderin
(CDH1) genlerinin ifadesi belirlenmistir.

4.5.5. Farkhlastirilan Hiicre Gruplarinda Yer Alan Genlerin ifadesinin Belirlenmesi

Transwell insert’lerde biylitilen ve ALI kiiltiir yontemiyle farklilastirilan A549
hiicrelerinin 14.giinde ifade olan ZO-1(TJP1) ve E-Kaderin (CDH1) genlerinin
ifadelerine Gergek Zamanli PZR ile bakilmstir. Kontrol olarak Peptidilprolil Izomeraz-
A (PPIA) geni kullanilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.34. Transwell adaptor kullanilarak ko-kiiltiire edilen A549 epitel hiicrelerde
A: ZO-1(TJP1) ve B: E-kaderin (CDH1) genlerinin mono-kiiltiir gruplarla

karsilastirilarak ifadelerinin belirlenmesi

Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda A549 hiicrelerinde 14 giin farklilastirma sonrasinda
da sik1 baglanti proteinlerinin olustugu tespit edilmistir [202]. Bu nedenle A549 hiicreleri
icin 14. giinde gen ifade analizine bakilmasina karar verilmistir. Transwell adaptdr modeli
ve mono-kiiltiir ile gergeklestirilen deneyler sonucunda TJP1 ve CDHI1 gen ifadelerinin
Transwell adaptor modeli kullanilan grupta 14. giinde arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.34
A, B). TIP1 gen ifadesi 0. giine kiyasla 14.giinde 5 katlik bir artig gdstermis ve bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. CDH1 gen ifadesi ise 3 katlik artis gdstermesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Mono-kiiltiir yonteminde ise hem

TJP1 hem de CDHI1 gen ifadelerinde 14.glinde azalma tespit edilmistir.

4.6. Olusturulan Ko-kiiltiir Modellerinin Stimiilasyonu ve Validasyonu

ALI kiiltiir'de olusturulmus modellerin hastalik modelini taklit edebilmesi amaciyla,
epitel hiicre siki baglantilarini yiktig1 literatiirde gosterilmis farkli alerjen denemeleri ile
calismalara devam edilmistir. Bu amagla ev tozu akari olarak bilinen ve solunum yolu
alerjik hastaliginin patogenezinde giiglii rol oynayan HDM [203] alerjeni kullanilarak doz

denemeleri gergeklestirilmistir.

4.6.1. Ev Tozu Akar1 (HDM) ile Uyarilan Hiicrelerde Mitokondriyel Aktivite ve
Canly/Olii Hiicre Tespiti

Brons epitel hiicreleri 1, 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda 24 saat boyunca artan
konsantrasyonda HDM ile uyarilmis ve bu siire sonunda hiicrelerde mitokondriyel
aktivite ve canli/0li hiicre analizi gegeklestirilmistir. Mitokondriyel aktivite sonuglari

Sekil 4.35.’te; canli/6lil hiicre analizi deneylerinin sonuglar ise Sekil 4.36°da verilmistir.
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Sekil 4.35. HDM alerjeni ile 24 saat uyarilan brong epitel hiicrelerinde MTT testi

Artan konsantrasyonda HDM ile uyarilan epitel hiicrelerde doz artigina bagli olarak hiicre
canliliginda azalma tespit edilmistir. 100 pyg/ml HDM ile uyarilan hiicrelerde canlilik

%75’e digmiistiir. MTT deneyi sonucu Etbr/Kalsein deneyleri ile dogrulanmistir.

Kontrol 1 ug/ml 10 pg/ml

50 pg/ml 100 pg/ml

Sekil 4.36. Brong epitel hiicrelerinin artan konsantrasyonda HDM ile 24 saat uyarimi

sonrast canl (yesil)/ 6li (kirmizi) hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 125 um).

HDM ile 24 saatlik uyarim sonras1 10 pg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre 6liimiiniin
basladig1 ve hiicre canliliginin doz artisina bagli olarak azaldig: tespit edilmistir (Sekil
4.36). 24 saat uyarim i¢in yapilan mitokondriyel aktivite testinin floresan hiicre

goriintiileriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.35).
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Astimin alt tiplerinden biri olan Th2 tip astim fenotipinde IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokin
tiretiminde artis s6z konusudur [204]. Literatiirde Th2 tip sitokinlerden olan IL-4 ve IL-
13'lin, havayolu epitel hiicrelerinde baglanti kompleksi lizerinde yikici etkiye sahip

oldugu ve bu etkinin JAK yolaklariyla iligkili oldugu gosterilmistir. [205].

Bu nedenle tez caligmasi kapsaminda etkin bir hastalik modeli olusturmak amaciyla

besiyeri ortamina IL-4 ve IL-13 sitokinleri eklenerek deneyler gergeklestirilmistir.

4.6.2. HDM ve Sitokinlerle (IL-4 ve I1L-13) Uyarilan Hiicrelerde Canli/Olii Hiicre
Tespiti

Epitel hiicreleri IL-4 ve IL-13 varliginda HDM alerjeni ile 24 saat uyarildiktan sonra
EtBr/Kalsein AM floresan boyama ile hiicre canliliklar test edilmistir (Sekil 4.37).

Kontrol IL4+IL13 1 ug/ml + IL4+IL13

10 pgll + IL4+IL13 :

& 5

Sekil 4.37. Brons epitel hiicrelerinin artan konsantrasyonlarda HDM+IL-4+IL-13 ile 24
saat uyarimi sonrasi canli (yesil)/ 61l (kirmizi) hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 125
um).

Artan konsantrasyonda HDM ile I1L-4 ve IL-13 sitokinleri ile birlikte uyarilan brons epitel
hiicrelerinde konsantrasyon artisiyla birlikte hiicre canliliginda azalma tespit edilmistir.
En yiiksek doz olan 100 pg/ml HDM ile uyarilan hiicrelerde IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin

varligi ile hiicrelerde biizlisme, yiizeyden kopup ayrilma ve morfolojik degisiklikler tespit

edilmistir (Sekil 4.37).
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46.3. HDM+IL-4+IL-13 ile Uyarilan Hiicrelerde Siki Baglantilarin

Immiinositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi

Epitel hiicreleri siki baglantilarin bozuldugu uygun dozu belirleyebilmek amaciyla (1) 50
ug/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml); (2) 100 pg/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml)
+IL-13 (25 ng/ml); (3) 200 pug/ml HDM + IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak
sekilde uyarilarak siki baglantilarin (ZO-1, E-kaderin) varlig1 floresan mikroskobu ile

analiz edilmistir (Sekil 4.38).

Kontrol

50 pg/ml HDM
IL4+IL13

100 pg/ml HDM
1L4+1113

200 pg/ml HDM
1L4+1L13

A

Sekil 4.38. Farkli konsantrasyonlarda HDM+IL-4+IL-13 ile uyarilan epitel hiicrelerde
sik1 baglantilarin floresan mikroskobu ile goriintiilenmesi (A: Cekirdek boyamasi (mavi),
B: ZO-1 proteini (yesil), C: A ve B resimlerinin ¢akistirilmis goriintiisii (Merge), bar 79
pum).

HDM konsantrasyonu artisiyla birlikte hiicrelerde ZO-1 siki baglanti proteinlerinin
kirilmaya basladigi tespit edilmistir. ALI kiiltiir deneylerine IL-4 ve IL-13 varliginda 100

pg/ml HDM ile devam edilmesine karar verilmistir.

IL-4 ve IL-13 varliginda 100 pg/ml HDM ile uyarilan epitel hiicrelerin yakinlagtirilmis
Z0O-1 boyama goriintiisii Sekil 4.39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.39. Segilen 100 ug/ml HDM+IL-4+1L-13 konsantrasyonunun epitel hiicrelerde
siki baglant1 yapilarint bozdugunun yakindan gosterilmesi (A: Cekirdek boyamasi

(mavi), B: ZO-1 boyamasi (yesil), C: Cakistirilmig goriintii (Merge).

4.6.4. HDM ve Sitokinlerle (IL-4+1L-13) Uyarilan Primer Hiicrelerin Validasyonu
ve TEER Analizi

ALI kiiltiirde biiyiitiilen ve 21 giin boyunca farklilastirilan primer epitel hiicreler IL-4 ve
IL-13 varliginda HDM ile uyarilmistir 21.glinde transwell insert’lerin apikal kismina 100
ug/ml HDM ve bazal kismina da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak sekilde
uyarimlar1 yapildiktan sonra TEER analizleri gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.40°ta

verilmistir.
TEER_Astimli Primer Hiicre
4000
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Sekil 4.40. 100 ug/ml HDM+IL-4+IL-13 konsantrasyonunun epitel hiicrelerde TEER

Ol¢timiine etkisi

Transwell kiiltiirlerde farklilastirilan mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir gruplarinda 7, 14 ve
21.glinlerdeki TEER sonuglar1 degerlendirilmistir. 21.glinde uyarimlar1 gerceklestirilen
ko-kiiltiirlerde 2500-3000 Q.cm? araliginda iken 21.giinde uyarildiktan sonra bu deger
980 Q.cm? seviyesine diismiistiir. Bu durum bize literatiirde hastalik modelini taklit
edebilmek i¢in siklikla kullanilan alerjen ve/veya sitokinlerin bu modelle de calisiyor

oldugunu gostermektedir [205].

4.6.5. HDM+IL-4+IL-13 ile Uyarilan Primer Hiicrelerde Siki Baglantilarin

Immiinositokimya Analizi ile Tespit Edilmesi

ALI kiiltiirde biiyiitiilen ve 21 giin boyunca farklilastirilan primer epitel hiicreler IL-4 ve
IL-13 varliginda HDM ile uyarilmistir. Hastalik modelinin olusup olusmadiginin
anlasilmas1 i¢in siki baglanti yapilar1 (ZO-1) immiinositokimya ydntemiyle analiz
edilmistir. Hem uyarilan hem de uyarilmayan hiicre gruplar karsilagtirilarak verilmis

olup Sekil 4.41°de paylasilmistir.

Sekil 4.41. Farklilastirilarak uyarilmig (alt), uyarilmamis (iist) astimli primer epitel
hiicrelerinin 21.giin ZO-1 goriintiileri. (A: Cekirdek boyamasi (mavi), B: ZO-1 boyamasi
(yesil), C: Cakistirilmis goriintii (Merge) D: Yiiksek biiyiitmeli goriintiilerdir).

Transwell-adaptor modeli kullanilarak gergeklestirilen deneyler sonucunda astimli

primer epitel hiicrelerinin IL-4 ve IL-13 varliginda HDM ile uyarimi sonucu TEER
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degerinde diisiis tespit edilmistir (Sekil 4.40). Ayrica ZO-1 baglant1 proteinin yapisinin
HDM ile uyarim sonucu bozuldugu gosterilmistir (Sekil 4.41).

Elde edilen tiim bu sonuglar Transwell-adaptor modeli kullanilarak gergeklestirilen ko-
kiiltiir deneylerinde havayolu epitel hiicrelerinin basarili bir sekilde farklilastirilarak

hastalik modelini olusturdugunu gostermistir [206].
4.7. Transwell Membranlar Uzerinde Ko-kiiltiire Edilen Epitel Hiicrelerinde SEM

Analizi

Transwell-adaptor model kullanilarak ko-kiiltiir kosullarinda gelistirilen epitel-fibroblast

hiicrelerinin varligi SEM kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.42).

Ko-kiiltiir > b T3
Epitel hiicresi~ #
o —
el
SEM HV: 6.0 kV Det: SE
SEM MAG: 2.00 kx BI: 6.00

Transwell membran-enine kesit

View field: 104 ym Scan spesd: 6
TopOverlaping=102; LeftOveriaping=102

Sekil 4.42. Transwell-adaptor kullanilarak ko-kiiltiire edilen epitel-fibroblast hiicrelerinin

taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi

Transwell membran {izerine ekili epitel hiicre morfolojisini degerlendirmek ve membran
altina ekilen fibroblast hiicrelerinin varligimi gostermek amaciyla SEM analizinden
yararlanilmigtir. Bu amagla membranlar enine Kkesit alinarak 90 derecelik stub’lar
tizerinde incelenmistir. Fibroblast hiicreleri stub’un duvarina temas edecek sekilde

yerlestirildiginden bu yontemde net sekilde gosterilememistir. Ancak bunun yerine
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membran enine kesilip baska bir karbon bandi iizerine dik yerlestirilerek goriintiiler
alinmaya calisilmistir. Sekil 4.44’te membran {izerine tutulan fibroblast hiicreleri net bir
sekilde goriintiilenebilmistir. Epitel ve fibroblast hiicre morfolojilerini net sekilde
gosterebilmek adina membranlar yatay olarak ayri1 ayri karbon bantlarin {izerine
yapistirilmis ve gortintiiler alinmustir. Sekil 4.43’te ko-kiiltiire edilen epitel hiicrelerinin

yatay kesiti gosterilmistir.

Sekil 4.43. Transwell membran iizerinde ko-kiiltiire edilen epitel hiicrelerinin 7.glinde

taramal1 elektron mikroskobunda goriintiillenmesi

Sekil 4.43 ve Sekil 4.44°te transwell membran tizerine ekili epitel hiicreler ve membran
altina ekilen fibroblast hiicrelerinin varligit SEM mikroskobu ile dogrulanmis olup etkili

bir sekilde membran ylizeyine tutundugu tespit edilmistir.
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Date(m/dly): 06/01/21
View field: 208 ym BI: 6.00
SEM MAG: 1.00 kx WD: 4.92 mm

Sekil 4.44. Transwell membranlara ekilen epitel-fibroblast ko-kiiltiir ¢alismasinda
membranin alt kisminin kesitsel goriintiisii. Fibroblast hiicrelerinin 7.giinde taramali

elektron mikroskobunda goriintiilenmesi.

4.8. Biyobozunur Nanofiber Membranlarin Hazirlanmas: ve Uretim Kosullarinin

Optimizasyonu

Elektroegirme teknigi kullanilarak iiretilen PLLA ve PCL nanofiber membranlarin
hazirlanmasinda sistemsel parametrelerin degisimi iizerinden optimizasyon c¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Bu amagla elektroegirme islemine etki eden voltaj degeri, ucus
mesafesi, akis hizi ve igne u¢ capi gibi parametreler degistirilerek en ideal fiberler

iiretilmeye ¢aligilmistir.

PLLA  polimerinin  ¢oziinmesinde  kullanilan  kloroform, tetrahidrofuran,
dimetilformamid,  diklorometan/dimetilformamid ve  kloroform/dimetilformamid
coziiciilerinden Cizelge 4.1°de (-) ile gosterilenlerde polimerin ¢6ziinmedigi; (+) ile
gosterilenlerde ise polimerin ¢oziindiigii goériilmiistir. Bu durumda sonraki
parametrelerin degerlendirilmesi i¢in ¢alismalara kloroform ve DCM/DMF ¢oziiciileri

kullanilarak devam edilmistir.
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Cizelge 4.1. PLLA membranlarmin hazirlanmasinda ¢oziici parametrelerinin

belirlenmesi
Coziicii %4 PLLA
THF -
Kloroform +
DMF -
DCM/DMF (70:30) +
Kloroform/DMF (70:30) -

4.8.1. Poli (L-Laktik Asit) (PLLA) Membranlarin Uretilmesi ve SEM Analizi ile

Morfolojilerinin Belirlenmesi

Sekil 4.45te verilen %4 (a/a) PLLA-Kloroform ¢o6zeltisi igin belirlenen sistem
parametrelerinden akis hizi ve ugus mesafesi degerlerindeki degisimler iizerinden elde
edilen fiberler dncelikli olarak 151k mikroskobunda incelenmistir. Sekil 4.45°te A, B ve
C’de sirasiyla 4 mL/sa akis hizi-10 cm ugus mesafesi; 1 mL/sa akis hizi-10 cm ugus
mesafesi; ImL/sa akis hizi-15 cm ugus mesafesi parametrelerine ait goriintiiler

paylasilmistir.

Sekil 4.45. %4 PLLA-Kloroform ¢ozeltisiyle elde edilen fiberlerin 151k mikroskobu
goriintiileri (20X). A: 0,4 mL/sa akis hiz1 ve 10 cm’lik toplama mesafesi B: 1 mL/sa akis
hizi ve 10 cm’lik toplama mesafesi C: 1mL/sa akis hiz1 ve 15 cm’lik toplama mesafesi

parametrelerine ait goriintiilerdir. Oklar, boncuk yapilarini gostermektedir.

%4 PLLA-Kloroform ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen fiberlerin 151k mikroskobunda
incelenmesi sonucu fiberlerde ¢ok sayida boncuk (bead) yapilarinin olustugu
gbzlenmistir. Bu parametrelerle liretilen fiberlere ait goriintiiler Sekil 4.45°te 151k
mikroskobu kullanilarak (Leica, Almanya) verilmistir. Bu goriintiiler incelendiginde

fiberlerin olusumunda istenmeyen boncuk yapilarinin giderilmesi gerektigi; bunun i¢in
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de farkli ¢oziicli/¢oziicli gruplart kullanilarak yeniden fiber optimizasyon g¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.46°da verilen %4 (a/a) PLLA-(DCM/DMEF) ¢ozeltisi i¢in belirlenen sistem
parametrelerinden yine akis hizi degisimi {izerinden elde edilen fiberler 151k
mikroskobunda incelendikten sonra daha detayli analiz i¢in elektron mikroskobunda

incelenmistir.

2000 X 10000 X

0,4mL/sa, 10 cn, 21G

1mL/sa, 10 cm, 21G

Sekil 4.46. PLLA membranlarinin iiretilmesinde akis hiz1 parametresinin fiber olusumuna

etkisi

Sekil 4.46°da verilen %4 (a/a) PLLA-Kloroform ve PLLA-(DCM/DMF) ¢ozeltileri ile elde
edilen fiberler incelendiginde kloroform ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan parametrelerden
DCM/DMF ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan parametrelere gegildiginde boncuk igerikli fiber
olusumunun kismen oniine ge¢ildigi goriilmiistiir. Bu durum iletkenligi artirmak adina
dimetilformamid ¢oziiciistinlin diklorometan ¢oziiciisii ile birlikte kullanimiyla saglanmis
olabilecegi yorumu yapilmistir [207]. Ramakrishna ve ekibinin elektrospun fiberlerin
caplarim1 incelemek i¢in soliisyonlarin elektriksel iletkenligi ile karsilagtirildigir bir
calismada; ¢ozeltinin elektriksel iletkenligi arttirildiginda elektrospun polimer fiberlerin
capinda 6nemli bir diisiis oldugunu goézlemlemislerdir. Ayn1 zamanda fiberler iizerinde
olusan boncuk yapilarinin ¢6zeltinin diisiik iletkenliginden kaynaklaniyor olabilecegi ile

ilgili gorlis bildirmislerdir. Calismada en kiiclik fiber ¢apina sahip elektrospun polimer
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nanofiberlerin, en yliksek elektriksel iletkenlige sahip soliisyonun kullanildigi gruptan

ciktigin1 dogrulamislardir [207].
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Sekil 4.47. PLLA membranlarinin tiretilmesinde akis hizi (0,4 mL/sa) parametresinin

fiber cap1 dagilimina etkisi
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Sekil 4.48. PLLA membranlarinin tiretilmesinde akis hiz1 (1 mL/sa) parametresinin fiber

cap1 dagilimina etkisi

Sekil 4.47°de verilen 0,4 mL/sa akis hizinda ve 10 cm’lik toplama mesafesinde
gerceklestirilen PLLA fiber ¢aplarinin 50 nm ile 500 nm arasinda dagilim gdsterdigi
kaydedilmistir ve ortalama fiber ¢ap1 264,18+86 nm olarak hesaplanmistir. Sekil 4.48de
verilen 1 mL/sa akis hizinda ve 10 cm’lik toplama mesafesinde gergeklestirilen PLLA

fiber caplarimin 50 nm ile 400 nm arasinda dagilim gosterdigi kaydedilmistir ve ortalama
95



fiber ¢ap1 255,62+76 nm olarak hesaplanmistir. Buna gére SEM goriintiileri incelenen
PLLA membranlarinda fiber igerikli boncuk yapilarinin tamamen giderilemedigi ve fiber
caplarinin biraz daha kiicliltilmesi gerektigi Ongoriilmiistiir. PLLA membranlarin
karakterizasyonunda gézlemlenen fiber icerikli boncuk yapilariin giderilmesi ve fiber
caplarinin 200 nm’den daha kiigiik sentezlenip homojen dagilim sergileyebilmesi i¢in
elektroegirme sirasinda kullanilan igne ug ¢aplarinda degisiklige gidilmistir. 0,51 mm (21
G) igne i¢ capa sahip siringa, 0,26 mm (26 G) i¢ capa sahip siringayla degistirilerek

deneyler tekrarlanmistir. Bu amagla ti¢ farkli kosulda membranlar hazirlanmustir.

Birinci membran: 10 cm ugus mesafesi, 26 G igne ug ¢apina sahip siringa ve 0,4 mL/sa’lik
akis hizi ile tretilen %4’ liikk PLLA fiberler.

Ikinci membran: 10 cm ugus mesafesi, 26 G igne ug capina sahip siringa ve 1 mL/sa’lik akis

hizi ile tretilen %4’°liik PLLA fiberler.

Ucgiincii membran: 15 cm ugus mesafesi, 26 G igne ug capina sahip sirga ve 1 mL/sa’lik
akis hizi ile Uretilen %4’ liikk PLLA fiberler.

Hazirlanan ti¢ membranin morfolojik karakterizasyonunun yapilabilmesi amaciyla SEM

analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.49).

Sekil 4.49°da PLLA membranlariin iiretilmesinde akis hiz1 ve ugus mesafesi parametreleri
birbiri i¢inde ayr1 ayr1 degerlendirilerek fiber capr dagilimina etkileri incelenmistir.
Literatiirdeki ¢alismalar referans alinarak 0,4 mL/sa’lik akis hizindan baslanarak 2 mL/sa’lik
akis hizina kadar farkli denemeler gergeklestirilmis ve en ideal akis hizi belirlenmeye
calisilmistir. Zargham ve ekibinin akis hizinin elektrospun fiber dagilimina olan etkilerini
arastirdiklar1 ¢aligmada, fiber ¢apr dagiliminin akis hizi degisimlerinden etkilendiginin
acikca gorildiiglint, akis hizi arttirildiginda fiber ¢ap dagilimimin daha genis aralikta
oldugunu belirtmislerdir [208]. Bununla birlikte baska bir g¢alismada nanofiberlerin
capindaki artigin, igne ucundan toplayiciya kadar olan mesafenin artisi ile iliskili olduklarim
vurgulamiglardir [209]. Optimizasyon ¢alismalarimiz kapsaminda literatiirle benzer bulgular
elde edilmistir (Sekil 4.50).
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0,4mL/sa, 10 cm, 26G
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Sekil 4.49. PLLA membranlarinin iiretilmesinde akis hizi ve wugus mesafesi

parametrelerinin fiber ¢ap1 dagilimina etkisi

97



Fiber Capi Dagilimi

Ln ||Ill

Fiber Capi (nm])

Fiber Sayisi

Sekil 4.50. Optimize edilen PLLA membranlarina ait fiber ¢ap1 dagilimi

Birinci membran: 10 cm toplama mesafesinde 26 G igne u¢ ¢apina sahip siringa
kullanilarak ve 0,4 mL/sa’lik akis hiz1 ile tiretilen %4’ liik PLLA membranlarinin ortalama

fiber ¢cap1 281+£113 nm olarak hesaplanmistir

fkinci membran: 10 cm toplama mesafesinde 26 G igne ug¢ ¢apina sahip siringa
kullanilarak ve 1 mL/sa’lik akis hiz1 ile tiretilen %4’lik PLLA membranlarinin ortalama

fiber ¢ap1 192449 nm olarak hesaplanmustir.

Uciincii membran: 15 cm toplama mesafesinde 26 G igne u¢ ¢apina sahip siringa
kullanilarak ve 1 mL/sa’lik akis hiz1 ile tiretilen %4’°liik PLLA membranlarinin ortalama

fiber ¢ap1 251+79 nm olarak hesaplanmuigtir.

Yapilan SEM degerlendirmesinde ikinci membranin hedeflenen fiber ¢ap boyutu ve
dagilimina uygun oldugu; ayrica bu membran iizerindeki istenmeyen boncuk yapilarinin
giderildigi gorilmiistiir.

4.8.2. Poli (e-Kaprolakton) (PCL) Membranlarin Uretilmesi ve SEM Analizi ile

Morfolojilerinin Belirlenmesi

PCL membranlarin optimizasyonu ile ilgili yapilan c¢alismalar neticesinde iki kosul

belirlenmistir.

Kosul 1- %17,5 PCL; 17 kV’lik potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 0,07 mL/sa’lik
akis hizi uygulanmistir (21 G’lik igne ug cap ile).
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Kosul 2- %17,5 PCL; 17 kV’lik potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 1,5 mL/sa’lik
akis hiz1 uygulanmistir (26 G’lik igne ug capi ile).

Belirlenen kosullarda sentezlenen PCL membranlarinin morfolojik degerlendirilmesi
SEM analizi ile gergeklestirilmistir. Kosul-1 ve Kosul-2’ye ait goriintiiler sirasiyla Sekil
4.51 ve 4.52°de sunulmustur.

M ANALY SIS o 1 GAIAS TESCAN superviser GAIA TESCAN
View flekd: 104 gm 0 D m 'E‘
SEM MAO: 2.00 kx rvis 0.0 kx wperviser Hunme |

Sekil 4.51. Elektroegirilmis PCL membranlarina ait SEM goriintiileri (Kosul-1)

2000X biiyiitme (sol); 10000X biiyiitme (sag)

s ey > . !
LYSIS | SM: DEPTH Supecyes GAIAI TESCAN
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View fiald: 104 pm B 5.00 2 2 View feid: 20.8 pm
SEM MAG! 2,00 kx SuUpeIViser ! SEM MAG: 10.0 kx wunimex |

Sekil 4.52. Elektroegirilmis PCL membranlarina ait SEM goriintiileri (Kosul-2)

2000X biiytitme (sol); 10000X biiyiitme (sag)
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Yapilan SEM degerlendirmesinde Kosul-1’e ait fiber organizasyonunun yonlii/hizal
(aligned); Kosul-2’ye ait fiber organizasyonunun ise yonsiiz/rastgele (random) dagilim
gosterdigi anlasilmistir. Akciger bazal membrana ait ekstraseliiler matriks fiberlerinin
rastgele dagilim gosterdigi [210] dikkate alinarak daha sonraki ¢alismalarda Kosul-2’den

devam edilmistir.

Kosul-2’ye ait PCL fiber ¢aplarinin 50 nm ile 275 nm arasinda dagilim gosterdigi
kaydedilmistir (Sekil 4.53). PCL membranlarina ait ortalama fiber ¢ap1 153,33 + 27 nm

olarak hesaplanmustir.

Bu degerlendirmeler neticesinde PCL membranlarinin hedeflenen fiber ¢cap boyutu ve
dagilimma uygun oldugu; ayrica bu membran iizerinde istenmeyen boncuk (bead)

yapilarinin hemen hemen olugmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.53. Optimize edilen PCL membranlarina ait fiber ¢ap1 dagilimi

SEM analizi ile PLLA ve PCL membranlarin fiber caplari hesaplanmis ve istenen
ozellikte boncuksuz ve yonsiiz (random) fiberler olusturularak hiicre kiiltiir galismalarina
hazir hale getirilmistir. 50 nm ile 275 nm arasinda dagilim gosteren PCL fiber ¢aplarinin
akciger matrikslerinde yer alan kollajen ve elastin fiberlerinin ¢aplar1 dikkate alindiginda

benzer ebatlarda oldugu anlasilmistir [211].

Cizelge 4.2°de PLLA ve PCL membranlarinin karakterize edildikten sonra belirlenen
nihai voltaj, derisim, toplama mesafesi, akis hizi, igne ug ¢ap1 ve hesaplanan ortalama

fiber caplarina ait degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.2. Optimize edilen PLLA ve PCL membranlarinin karakterize edilmis degerleri

POLIMER PLLA PCL
Voltaj (kV) 17 17
Derisim (a/h) % 4 %17,5
Toplama mesafesi (cm) 10 Tigs:
Akis hizi (mL/sa) 1 1,5

igne uc capi (G) 26 26
Ortalama fiber ¢api (nm) 192 +49 153 +27

4.8.3. PLLA ve PCL Membranlarin Kalinhklarinin Tayini

Optimize edilmis PLLA ve PCL membranlar toplayici ylizeyinden kaldirildiktan sonra
dijital kumpas yardimiyla kalinlik dl¢timii yapilmaistir.

2 saatlik elektroegirme islemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalinlik 77 £12 um;

4 saatlik elektroegirme islemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalinlik 131+10 pm;
6 saatlik elektroegirme iglemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalinlik 242 £14 um

olarak olctiliirken;

2 saatlik elektroegirme islemine tabi tutulan PCL membranlarda kalinlik 144 +16 pum;
4 saatlik elektroegirme iglemine tabi tutulan PCL membranlarda kalinlik 398 £11 um;
6 saatlik elektroegirme islemine tabi tutulan PCL membranlarda kalinlik 405 +£9 um

olarak olgtlmiistiir.
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Sekil 4.54. Elektroegirme sistemiyle tretilen PLLA (sol) ve PCL (sag) nanofiber

membranlarin toplanmasi

48.4. Toplam Reflektans1 Azaltlmis Fourier Doniisiim  Kizilotesi

Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi

PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yap1 analizi ve iiretim metodundan kaynakli
herhangi bir safsizlik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla ATR-FTIR Analizi

gerceklestirilmis ve Sekil 4.55’te sunulmustur.
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Sekil 4.55. Elektroegirilmis PLLA membranlara ait FTIR spektrumu. PLLA polimer
(iist); PLLA membran (alt)
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Sekil 4.56. Elektroegirilmis PCL membranlara ait FTIR spektrumu. PCL polimer (iist);
PCL membran (alt)

PLLA FTIR analiz sonuglarn literatiirle karsilastirilarak pik karakteristigi

degerlendirilmistir.

Grafikte goriilen 2996 cm™ asimetrik, 2944 cm™ ise simetrik CHs geriliminden
kaynaklanan piklerdir. 1755 cm™ C=0 gerilimi; 1457 cm™ CHs asimetrik gerilimi; 1360
cm-1 C-H bandi; 1304 C-H gerilimi; 1088 C-O-C simetrik gerilimi; 755 cm-1 C=0
bantlarma ait piklerdir. Bu pikler referanslariyla birlikte Cizelge 4.3’te agikca

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. FTIR spektrumunda PLLA polimerine iligskin dalga boyu ve bag yapilari

PLLA

Dalga Sayisi ( cm_l) Bag Yapisi Kaynak
2996,8 Asimetrik CH, gerilimi [212, 213]
29483 Simetrik CH, gerilimi [212]
1755,6 C=0 gerilimi [214]
1453,7 CH, asimetrik gerilimi [214, 215]
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1360,5 C-H bandi [213, 214]

1300,8 C-H gerilimi [212]
1088,4 C-O-C simetrik gerilimi [216]
756,6 C=0 band1 [217]

PCL FTIR analiz sonuglar1 literatiirle karsilastirilarak pik  karakteristigi
degerlendirilmistir. Grafikte goriilen 2940 cm™ asimetrik ve 2860 cm™ simetrik CH>
gerilimi; 1722 cm™ ester karbonil grubunun C=0 gerilimi; 1468 cm™ C-C band1; 1237
cmasimetrik C-O-C gerilimi ve 1166 cm™ ve 1047 cm™ simetrik C-O-C gerilimi; 1364
cm™ CHa biikiilmesi; 1293 cm™ C-C gerilimine ait piklerdir.

Cizelge 4.4. FTIR spektrumunda PCL polimerine iliskin dalga boyu ve bag yapilari

PCL
Dalga Sayis1 (cm™) | Bag Yapisi Kaynak
2940,9 Asimetrik CH2 gerilimi [218]
2863,3 Simetrik CH> gerilimi [219, 220]
1722,0 Ester karbonil grubunun C=0 [221-223]
gerilimi
1468,6 C-C band1 [224, 225]
1364,2 CH. biikiilmesi [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 ayrintili incelenerek daha Onceki literatiir bulgularn ile
karsilastirilmistir. Buna gére hem PLLA hem de PCL fiber molekiillerinin yapisindaki
baglar tanimlanmis ve literatiirde gosterilen karakteristik pikler ile uyumlu sonuglar elde

edilmistir (Cizelge 4.3, 4.4).
4.8.5. Kapiler Akis Porometresi ile Gozenek Boyutunun Belirlenmesi

Fiber ¢ap boyutlar1 uygun bulunan PLLA ve PCL membranlarinin ortalama gézenek ¢ap1
ve dagilimmin hesaplanabilmesi amaciyla Porometre cihazindan (Capillary Flow

Porometry/Quantachrome 3G) yararlanilmistir ITU/MEMTEK).

Elektroegirme teknigi ile iiretilen membranlar 6rnek haznesinin igini kaplayacak
boyutlarda (18 mm) kesilerek porometre cihazina yerlestirilmistir. Ve belirlenen basing

altinda porometre analizi gergeklestirilmistir.

Buna gore PLLA membranlarinin gozenek boyutlarimin dagilimi Sekil 4.57°de; PCL

membranlarinin gdzenek boyut dagilimlari ise Sekil 4.58’de gosterilmistir.
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Sekil 4.58. PCL membranina ait gézenek boyut dagilimi sonuglari

2 saat spinlenen PLLA ve PCL membranlarina ait ortalama gézenek ¢ap1 ve dagilimlari

baz alinarak yapilan degerlendirmede;

PLLA membranlarina ait maksimum goézenek boyutu 0,5310 pm ile minimum gézenek

boyutu 0,3546 um boyut araliginda kaydedilmis olup ortalama gozenek ¢api 0,3988 um
olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.57).

PCL membranlarina ait maksimum gbézenek boyutu ise 0,5359 um ile minimum gézenek

boyutu 0,3580 um boyut araliginda kaydedilmis ve ortalama gozenek ¢api1 0,4000 um
olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.58).

Bu sonuglara gore analizi gerceklestirilen hem PLLA hem de PCL membranlarinin
ortalama gbzenek caplarinin 0,4 pm oldugu ve ticari olarak kullanilan biyobozunur
olmayan Corning transwell membranlariyla benzer gézenek caplarina sahip olduklar

tespit edilmistir [228].
4.8.6. Cekme Testi ile Mekanik Dayanim Tayini

Mekanik 6zellikler maddelerin ¢ekme, sikistirma, kopma gibi kuvvetlere gosterdikleri
tepkilerin tamamidir ve malzemelerin kullanim alanlarini, performanslarini belirleyen

ana kriterlerden biridir.

Malzemelerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir yontem
olan ‘Cekme Deneyi’ membranlar {izerine uygulanan 50 N’luk yiik altinda evrensel test
cithazinda (Zwick / Roell Z250, Almanya) gerceklestirilmistir. Serit formunda 2, 4 ve 6
saatlik spinlenmis membranlar 1x1 cm olacak sekilde kesilerek hazirlanmis ve cihazin
kulplar arasina yerlestirilmistir (Sekil 4.61 ve 4.62). Germe hiz1 10 mm dk* ayarlanarak
uzaylp kopmalar1 saglanmistir (n=3). PLLA ve PCL elektroegirilmis membranlarin

mekanik 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla Cekme Deneyleri gerceklestirilmistir.

PLLA ve PCL membranlarina uygulanan 50 N’luk yiik altinda malzemelerin maksimum
tastyabilecegi yik ve Cekme Testi sonucu elde edilen gerilim-gerinim grafigi
olusturulmustur (Sekil 4.59 ve 4.60).
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Sekil 4.59. Elektroegirilmis PLLA membranlarin ¢gekme testi ile mekanik dayanimlariin

belirlenmesi

Gerilim-gerinim grafigi tizerinden PLLA membranlarinin ortalama elastik modiilleri her

bir 6rnek i¢in asagidaki gibi hesaplanmistir:

e 2 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiili= 6,824+0,57 MPa
e 4 saatlik ornek i¢in Elastik Modiilii= 10,57+1,95 MPa
e 6 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiili= 42,95+1,95 MPa
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Sekil 4.60. Elektroegirilmis PCL membranlarin ¢ekme testi ile mekanik dayanimlarinin

belirlenmesi
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Gerilim-gerinim grafigi iizerinden PCL membranlarinin ortalama elastik modiilleri her

bir 6rnek i¢in asagidaki gibi hesaplanmistir:

e 2 saatlik 6rnek ic¢in Elastik Modiili= 5,60+1,54 MPa
e 4 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiilii= 1,17+0,70 MPa
e 0 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiilii= 4,32+0,11 MPa

Akciger dokusu, kiginin yasami boyunca milyonlarca solunum déngiisii boyunca oldukga
elastik ve mekanik olarak saglam olan; soluk alip vermeler sirasinda akciger
genislemelerine izin vermek i¢in gii¢ ve elastikiyet arasinda ince bir denge gerektiren bir
dokudur [132]. Akcigerlerin uyung (kompliyans) gibi mekanik 6zellikleri bu organin
biyolojik islevlerinin ayrilmaz bir parcasidir. Bununla birlikte, akciger, kapsamli bir
sekilde yakalanmasi zor olan yiiksek ve diislik sertlik ve gozenekli bolgelere sahip,
yapisal ve mekanik olarak heterojen bir dokudur. Bu karmasiklig1 tam olarak kavramak
ve akciger yapist ile organ, doku ve hiicre Olcegindeki davranislarla uyumu
iligkilendirmek amaciyla akciger mekanigini anlamak i¢in 6nemli arastirmalar yapilmigtir

[229].

Akciger parankiminin hiicre dig1 matrisi baslica kolajen, elastin ve laminadan olugmakta;
bu yapisal proteinlerin akcigerlerin mekanik o6zellikleri lizerinde Onemli bir etkisi
bulunmaktadir. Iskele ve/veya membranlarin mekanik &zellikleri, farkli organlar ve
uygulamalar i¢in degistirilebilen isleme parametrelerine baghdir. Elastik modiil, fiber
c¢ap1 ve oryantasyonu tarafindan diizenlenmekte ve bu nedenle, iskele mimarisi, iskelenin

genel performansinda biitiinleyici bir rol oynamaktadir. [132].

Normal akciger dokusu i¢in elastik modiiliin dl¢iilen bolgeye bagli olarak 0,44 ile 7,5 kPa
arasinda degismekte oldugunu gosteren in-vitro ve in-vivo karsilastirmali ¢aligmalar
yapilmustir [73, 81, 230].
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Sekil 4.61. PLLA membranlarina uygulanan Cekme Testi ve tam kopma aninin

gosterilmesi

Sekil 4.62. PCL membranlarina uygulanan Cekme Testi ve tam kopma aninin

gosterilmesi

Malzemenin kirilmadan dayanabilecegi maksimum yiik ‘Cekme Mukavemeti’ olarak
adlandirilir. Gergeklestirilen Cekme Testi neticesinde olusturulan PLLA ve PCL
membranlarina ait ¢ekme mukavemetlerinin ortalamasi sirasiyla 1,18+0,57 MPa ve

1,46+0,58 MPa olarak belirlenmistir.

Literatiirde elektroegirilmis membranlarin mekanik o6zellikleri incelendiginde, fiber
yapilariin (¢ap boyutu, amorf veya kristal fazlarin dagilimi, fiber yonlenmesi gibi)
malzemenin mekanik Ozellikleri {izerine etkilerinin daha o©nce rapor edildigi
goriilmektedir [231]. Polimerik nanofiberlerin fiziksel o6zelliklerinin ¢alisildigi bir
yayinda 350 nm’den daha kii¢iik ¢apli PLLA nanofiberlerin elastik modiil degerinin
1.0+£0.2 GPa oldugu rapor edilmistir. Caligmada nanofiberlerin ¢aplar arttik¢a da elastik

modiil degerlerinin anlaml sekilde diistiiglinti gostermislerdir [232].

Literatiirde transwell membran olarak yapistirilip denenen ve mekanik 6zelligi test edilen
sadece bir ¢aligmaya rastlanmistir. Polikaprolakton polimerinin elektroegirme teknigi ile
iretilmesine dayali bu calismada membranlarin Young Modiiliis degeri 9 + 1,3 MPa
olarak bulunmustur [233]. Ancak bu deger de normal akciger dokusunun yaklagik 1 kPa
oldugu diisiintildiigiinde oldukga sert bir malzeme olarak kalmaktadir [71, 73, 233].

Yapilan caligmalar elektroegirme isleminde kullanilan polimerlerin molekiiler agirliginin
ve tercih edilen ¢Oziiciiler arasindaki farkliliklarin malzemelerin mekanik o6zelliklerini
etkiledigine iliskin raporlar mevcuttur ve bu durumun literatiir bulgularindaki farkli

sonuglarin sebebi oldugu diisiiniilmistiir [234, 235].
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Su ana kadar gelistirilmeye calisilan akciger doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan ¢ok ¢esitli sentetik veya dogal matrisler, modifiye edilebilen 2 boyutlu veya 3
boyutlu modeller in-vitro ESM model sistemler olarak yaygin sekilde kullanilsa da bunlar
pulmoner dokunun benzersiz uzamsal geometrisini tam olarak taklit etmekte yetersiz
kalmaktadir [49].

4.8.7. Elektroegirilmis PLLA ve PCL Membranlarin Bozunma Davranislarinin

Belirlenmesi

Doku miihendisligi amaglar1 igin kullanilacak malzeme oOzelliklerinden biri de
biyobozunurluktur. Biyobozunur yap1 iskeleleri, dogal hiicre dis1 matrise benzer belirli
mekanik ve biyolojik 0Ozelliklere sahip gegici yapilar olarak kullanildiklarindan,
genellikle canli doku mithendisligi i¢in vazgegilmez unsurlar olarak kabul edilmektedirler
[236, 237]. Kabul edilen bu eslenik dokular zamanla bozulabilmeli ve yeni rejenere
dokularla yer degistirilebilir 6zellikte olmalidirlar. Biyolojik olarak islevsel doku veya
dogal ESM'nin rejenerasyonundan once hiicre yapigmasini, gociinli, cogalmasini ve

farklilasmasini destekler nitelikte olmalidirlar [237].

Biyolojik olarak parcalanabilen sentetik polimerler ailesinde PLLA ve PCL, kolay
bulunabilirlikleri, degisen oranda biyolojik bozunabilirlikleri ve iyi mekanik 6zellikleri
nedeniyle siklikla tercih edilen FDA onayli biyomedikal polimerlerdendir. PLLA
membranlarinin in vitro bozunma testleri, membranlar 1x1 c¢cm? lik kare pargaciklar
seklinde kesilerek, 1 mL Proteinaz-K (2 mg/ml) enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir
(Sekil 4.63). Calkalamali inkiibator igerisinde 37°C sicaklikta 28 giin boyunca tutularak

kuru membran agirliklar1 7, 14, 21 ve 28. giinlerde dl¢lilmiistiir
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Sekil 4.63. PLLA membranlarinda enzimatik bozunmanin mg kiitle kayb1 cinsinden

ifadesi

Hidrolitik bozunmanin yani sira literatirde PLLA membranlarinin enzimatik
degradasyonuna siklikla atifta bulunulan Proteinaz-K ile ilgili ¢alismalar da yer
almaktadir [238]. Proteinaz K’nin, PLLA polimerindeki L-laktil birimlerini baglayan
ester baglarmi hidrolize ettigi pek c¢ok raporla bildirilmistir [239-241]. Enzimatik
bozunma deneylerine ilaveten hiicre kiiltiir kosullarin1 birebir yansitacak sekilde PLLA
ve PCL membranlar besiyeri ortaminda bekletilerek ve ayn1 zamanda PBS’e gore daha
fizyolojik kosullar1 yansitan bir ¢ozelti olan Ringer ¢ozeltisi igerisinde tutularak ek

bozunma testleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.64).

PLLA membranlarinda gergeklestirilen enzimatik bozunma deneylerinde 28. giiniin
sonunda 2 ve 4 saatlik parametrelerdeki membranlarin %90’1n iizerinde enzimatik
bozunmaya ugradigi goézlemlenmistir (Sekil 4.63). Bulgular literatiirle uyumlu

bulunmustur [240].

PLLA ve PCL membranlarinin besiyeri ve Ringer ¢o6zeltisi ortamlarinda 28 giin siiren
bozunma ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Literatiirde bu biyobozunur membranlarin in
vitro kosullarda 37°C’de gergeklestirilen degradasyon profilleri incelendiginde,
membranlarin optimal yapisal biitiinliigiinii ne kadar zaman korudugu ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalarda in vitro degradasyon kosullarinin minimum 4 ile 6 ay arasinda
gergeklestigi bilinmektedir [242, 243]. 28 giinlik degradasyon calismalarina ek olarak
membranlar ayrica besiyeri ve Ringer ¢6zeltisi igerisinde 6 aya kadar devam ettirilmistir

(Sekil 4.64).

Doku miihendisligi caligmalarinda bir membran ya da doku iskelesinin optimal
degradasyon oraninin yeni dokunun olusum oranina bagli oldugu bilinmektedir (havayolu
re-epitelizasyon veya kondrogenezis gibi) [243, 244]. Yapilan ¢alismalarda in vivo
degradasyon hizinin in vitro ile karsilastirildiginda ¢ok daha hizli oldugu gosterilmistir
[245].

Sekil 4.64’te PLLA ve PCL membranlarin besiyeri ve sentetik viicut sivisi (Ringer
cozeltisi) ortaminda 6 ay siireyle tutularak gerceklestirilen degradasyon deneylerinin
sonuglari paylasilmistir. Deney sonuglarina gore ne PLLA ne de PCL membranlarda 6 ay
boyunca anlamli bir bozulmanin heniiz baslamadig: anlasilmistir. PLLA membranlar

besiyeri ortaminda %0,5; PCL membranlar %1,02 bozunma gosterirken; Ringer ¢ozeltisi
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ortaminda PLLA membranlar %0,8; PCL membranlar ise %1,5 bozunmaya ugramislardir
(Sekil 4.64). PLLA ve PCL membranlarin 6 aya kadar anlamli bir bozunma davranist
sergilemeyip stabil kalmalari havayolu in-vitro modellemesi deneyleri agisindan bir
avantaj teskil etmektedir. Membranlarin bu anlamda in-vitro bozunma direnci
sergilemeleri trake, brons gibi yapilarin onarilmasini uzun siire destekleyebilir olmasi
bakimindan 6nem tasimaktadir ve doku miihendisligi ¢aligmalarinda iyi birer arag¢ olarak

degerlendirilebilir olduklarini diisiindiirmektedir [246].

Besiyeri ortami
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Sekil 4.64. PLLA ve PCL membranlarinin besiyeri ve Ringer ¢ozeltisi ortaminda
bozunma profillerinin mg kiitle kayb1 cinsinden ifadesi (deney statik kosullarda 6 ay

boyunca stirdiirilmiistiir).

4.8.8. PLLA ve PCL Membranlarinin Sitotoksisite Analizi

PLLA ve PCL membranlarinin hiicre kiiltiir sistemlerinde degerlendirilmesi ve in vitro
sitotoksisite etkilerinin arastirilmasi igin TS EN ISO 10993-5 ve TS EN ISO 10993-12

standartlar1 esas alinarak gerceklestirilen sitotoksisite deneylerinin sonuglart Sekil 4.65°te

paylasilmistir.
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Sekil 4.65. PLLA ve PCL membranlarda gerceklestirilen sitotoksisite analizi

PLLA ve PCL membranlarda gerceklestirilen 6ziit analizi verilerine gore; en yiiksek
derisime sahip %100 PLLA ve %100 PCL membranlarinda canlilik degeri %91 olarak
kaydedilmis ve derigim oranlar1 azalirken de yine kontrole yakin canlilik gostermislerdir
(Sekil 4.65). Buna gore ISO 10993-5 standardi referans alinarak yapilan degerlendirmeye
gore deney numunelerinin hem PLLA hem de PCL membranlarinin sitotoksik olmadigi

anlasilmigstir.

4.9. PLLA ve PCL Membranlarda Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

PLLA ve PCL biyobozunur membranlar {lizerinde hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 oncelikli
olarak proliferasyon analizi ile baslamistir. Proliferasyon deneyinin ardindan mono-
kiiltiir ve ko-kiiltiir deneyleri gerceklestirilmis ve TEER o6l¢iimleri yapilmistir. Daha
sonra membranlar ilizerinde epitel hiicrelerin varligini ve tabakalagmis bariyer olusumunu
gostermek adina hematoksilen&eozin boyamalar1 ve hiicrelerde yer alan proteinleri

boyamak igin de immiinositokimya ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
4.9.1. Biyobozunur Transwell Insert'lerin Hazirlanmasi

PLLA ve PCL nanofiber membranlar yeniden yapilandirilmis transwell insert’lerin altina
tutturulmasi amaciyla biyouyumlu, yari-saydam ve silikon elastomeri olan ‘Kwik-Sil’
adli cerrahi yapistirict kullanilarak yapistirilmistir. PLLA ve PCL membranlar, gézenekli

yapiy1 olusturan fiberli kisminin hiicre baglanmasi ve infiltrasyonuna uygun olmasi igin,
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yalnizca insert parcanin kesik olan kenarina yapistirilmistir. Numuneler, en az 2 saat
boyunca %70 etanol i¢inde inkiibe edilmis ve 24 kuyucuklu plakalarda sterilize edildikten
sonra 1X steril PBS sollisyonu ile yikanmustir. Hiicre kiiltiiri calismalarina hazir hale
getirilmesi i¢in membranlar Dulbecco Modifiye Eagle's Medium (DMEM) besiyeri ile
yikanmis ve ardindan aspire edilmistir. Son asamada modifiye edilen membranh
insert’ler, etkili bir hiicre tutunmasiin gergeklestirilmesi adina 12 saat boyunca Fetal

Bovin Serum (FBS) igeren ortamda inkiibe edilmistir.

Ertesi giin membranlarin iizerlerindeki FBS uzaklastirilmistir. Kurumaya birakildiktan
sonra kontrol edilen membranlarin arasindan yapismamis olanlar varsa deneye dahil
edilmemistir. Diizglin bir sekilde %100 membran-insert birlesiminin saglandigi

membranlarla ¢alismalara devam edilmistir.

Membranlarin yapistirilmast asamasinda dikkat edilmesi gereken noktalardan biri de
yapistiricinin miimkiin oldugunca insert’in sadece kesik kisminin kenarma tagirmadan
konulmasidir. Yapistiricinin  fazla dokiilmesi membranlar tarafindan emilerek
gozeneklerinin tikanmasina sebebiyet vermektedir. Bu durumda membranlar 1slak
gbriinlimlii bir hale ge¢mistir. Boyle bir durumla karsilasildiginda yine membranlar
kullanilmayarak ayrilmis ve diizgiin yapistigindan emin oldugumuz membranlarla devam

edilmistir.
4.9.2 PLLA ve PCL Membranlarda Hiicre Proliferasyonu Analizi

PLLA ve PCL membranlar tizerinde epitel hiicrelerinin prolifere olup olmadigi ilk 4 giine
kadar test edilmistir. 4 giinden sonra havayolu epitel hiicreleri havaya maruz birakilip
farklilagmaya alindigindan hiicrelerin proliferasyonu durdurup farklilagsma proteinlerini
aktive ettigi bilinmektedir [247].

PLLA ve PCL membranlarda proliferasyon deneyleri, hiicre proliferasyonunu DNA
miktar artis1 (ng/ml) lizerinden tayin edebilen ‘‘CyQUANT® Cell Proliferation Assay
Kit”” (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir.

Deney 1., 2., 3. ve 4. giinlerdeki hiicre proliferasyonunu test edecek sekilde tasarlanmig

ve CyQuant Cell Proliferation Assay kitine uygun olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.66. CyQuant Hiicre Proliferasyon kit protokoliine gore gerceklestirilen DNA

standart egrisi
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Sekil 4.67. PLLA ve PCL membranlara ait hiicre proliferasyon grafigi

CyQuant hiicre proliferasyon kitinde yer alan protokol dlciitlerine gore DNA standart
egrisi olusturulmustur. Grafik lizerinde y=mx-+n denklemi belirtilmistir; burada X ng/ml
olarak DNA konsantrasyonunu, y ise ex:480 nm ve em:520 nm’deki absorbans degerini
gostermektedir (Sekil 4.66).

Sekil 4.67°de yer alan PLLA ve PCL membranlara ait hiicre proliferasyon grafigi Sekil
4.66°daki DNA standart grafigi baz alinarak ng/ml olarak hesaplanmistir. PLLA ve PCL
membranlar iizerinde yetistirilen hiicrelerin farklilasma oncesi 4 giinliik proliferasyonlari
degerlendirilmis ve birinci giinden son giine %351 oraninda bir proliferasyon artis

kaydedilmistir.
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4.9.3. PLLA ve PCL membranlarda mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir deneyleri

PLLA ve PCL membranlarin karakterizasyon islemleri tamamlandiktan sonra hiicre
kiiltiiri deneylerine gecilmistir. Transwell’ler {izerine yapistirilan membranlar 24
kuyucuklu plakalara aktarilmig ve mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir deneyleri ayr setler halinde
gerceklestirilmistir. PLLA ve PCL membranlarda ko-kiiltiir deneyinin yapilisi Sekil
4.68’te gosterilmistir.

Sekil 4.68. PLLA ve PCL membranlarda ko-kiiltiir deneyinin yapilisi (ters ekim).

Membranlarda mono-kiiltir ve ko-kiltiir ¢alismalar1 Bolim 3.7°1 de transwell-

membranlarda anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
49.4. PLLA ve PCL Membranlarina Ekilen Brons Epitel Hiicrelerin TEER

Ol¢iimleri

PLLA ve PCL membranlarda gergeklestirilen mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir ¢alismalari
boyunca membranlar iizerinde 0, 7, 14 ve 21. giinlerde brons epitel hiicrelerde TEER

Olctimleri gergeklestirilmistir.

PLLA ve PCL membranlara ait TEER degerlerinin sonuglari Sekil 4.69°da paylasilmistir.
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Sekil 4.69. PLLA ve PCL membranlarda gerceklestirilen TEER analizi sonuglari

Sekil 4.69’daki grafik incelendiginde PLLA mono-kiiltiirde gerceklestirilen deneyde
TEER degerleri sifirinct giinden itibaren 21.giine kadar artis gostermistir. PLLA ko-
kiiltiirlerin oldugu grup ise zaman igerisinde azalma egilimi gdstermistir. 600 Q.cm?
olarak baslayan TEER degeri 21.giiniin sonunda yaklasik 400 Q.cm? ye kadar diigmiistiir.
PCL mono-kiiltiir gruplarinda TEER degeri 0.giinde 201 Q.cm?; 7.giinde 235 Q.cm?;
14.giinde 201 Q.cm?ve 21. giinde 191 Q.cm? olarak 6l¢iilmiistiir. PCL ko-kiiltiir gruplar:
incelendiginde 0.giinde 236 Q.cm?; 7.giinde 189 Q.cm?; 14.giinde 186 Q.cm? ve 21.
giinde 170 Q.cm? olarak &lgiilmiistiir. TEER degerleri sonucuna gére sadece PLLA
membranlarin  mono-kiiltiir gruplarinda diizenli sekilde TEER degerlerinin artigi
gbozlenmistir. Bu da bize PLLA membranlarinin diizgiin sekilde hiicresel bariyer

olusturdugunu ve 21 giin boyunca siirdiiriilebirilir oldugunu géstermistir.

495. PLLA ve PCL Membranlarina Ekilen Brons Epitel Hiicrelerin

Hematoksilen&Eozin Boyama ile Goriintiillenmesi

PLLA ve PCL membranlarmna ekilerek ALI kiiltiir yontemi ile ¢ogaltilan brong epitel
hiicrelerin membran yiizeyine etkin bir sekilde tutunup c¢ogaldigini gdstermek igin
Hematoksilen & Eozin boyama yapilmistir. Boyama sonuglar1 Sekil 4.70 ve Sekil 4.71°de
paylasilmigstir.
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Sekil 4.70. PLLA membranlarina ekilen epitel hiicrelerinin hematoksilen&eozin boyama
ile goriintiilenmesi. Hiicre ¢ekirdegi: mor; sitoplazma: pembe. (Oklar PLLA membranini

gostermektedir).

Sekil 4.71. PCL membranlarina ekilen epitel hiicrelerinin hematoksilen&eozin boyama
ile goriintiilenmesi. Hiicre ¢ekirdegi: mor; sitoplazma: pembe. (Oklar PCL membranini

gostermektedir).

Kriyostat kullanarak dikey kesit alinan PLLA ve PCL membranlarin boyama sonrasi elde
edilen goriintiilerde hiicrelerin canliliklarini koruyarak etkin bir sekilde membranlar

tizerinde ¢ogaldig1 ve epitel tabakalasmanin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.70 ve 4.71).

49.6. PLLA ve PCL Membranlarina Ekilen Brons Epitel Hiicrelerin

Immiinositokimyasal Analiz ile Goriintiilenmesi

PLLA ve PCL membranlaria ekilerek ALI kiiltiir yontemi ile ¢ogaltilan hiicrelerin

membran yiizeyine etkin bir sekilde tutundugu gosterildikten sonra membranlarda ifade
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olan proteinlerin gdsterilebilmesi i¢in immiinositokimya analizleri gergeklestirilmistir.

Immiinositokimya boyama sonuglar1 Sekil 4.72 ve Sekil 4.73’te paylasiimistir.

A '

Sekil 4.72. PLLA membranlarina ekilen epitel hiicrelerde B-Tubulin proteininin

immiinositokimya analizi ile goriintiilenmesi. (A: Cekirdek boyamasi (mavi), B: -
Tubulin boyama (kirmizi), C: A ve B’nin ¢akistirilmis goriintisii). (B*ve C: B ve C’nin

yiiksek biiytlitmeli goriintiileridir).

Sekil 4.73. PCL membranlarina ekilen epitel hiicrelerde B-Tubulin proteininin
immiinositokimya analizi ile gorilintiilenmesi. (A: Cekirdek boyamasi (mavi), B: -
Tubulin boyama (kirmizi), C: A ve B’nin ¢akistirilmis goriintiisii (B*ve C: B ve C’nin
yuksek biiyiitmeli goriintiileridir).

PLLA ve PCL membranlarina ekilip farklilagtirmaya alinan brons epitel hiicrelerinin
immiinositokimyasal analiz ile goriintiilenmesi caligmalarinda hiicrelerde B-Tubulin

proteininin varlig1 gosterilmistir.
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4.9.7. PLLA ve PCL Membranlar Uzerine Ekilen Epitel Hiicrelerinde SEM Analizi

PLLA ve PCL nanofiber membranlarinin hiicresel uyumlulugunu ayr1 ayn
degerlendirmek amaciyla, nanofiberli membranlar iizerinde hiicre yapismasi ve yayilma
durumlar1 SEM kullanilarak gézlemlenmistir. Sekil 4.74, hiicre kiiltliriinde 21 giin sonra
PLLA ve PCL membranlar iizerinde biiyiitiilen hiicrelerin SEM goriintiilerini

gostermektedir.

: g
SEM HV: 6.0 kV Det: SE L GAIA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx BI: 4.00

View fieid: 104 ym Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.74. PLLA ve PCL membranlar iizerinde ko-kiiltiire edilen epitel hiicrelerinin SEM
goriintiileri (A: PLLA membran-1000X biiyiitme; B: PCL membran 2000X biiyiitme).

Sekil 4.74’te PLLA ve PCL membranlar tizerinde ko-kiiltiire edilmis hiicrelerin sadece
iist ylizeyden ¢ekilmis goriintiileri incelendiginde, her iki membran yiizeyinde de sferoid
tipi morfolojilerin varligi, hiicrelerin membranlara tutunmus oldugunun bir kabulii olarak
goriilmektedir [233, 248]. Hiicreler nanofiber topografyasi boyunca membranlara

tutunmus ve 1yi bir sekilde membranlarla hiicre kiimeleri olusturmustur.

4.9.8. HDM ve Sitokinlerle (IL-4+1L-13) Uyarilan PLLA ve PCL Membranlara EKili
Hiicrelerde TEER Analizi

ALI kiiltiirde farklilagtirmaya alinarak biiylitiilen epitel hiicreleri, PLLA ve PCL
membranlarda da hastalik modelini taklit edebilmesi amaciyla, epitel hiicre siki
baglantilarini yiktig1 literatiirde gosterilmis alerjen ve sitokinler varhiginda uyarilmistir
[205, 249]. PLLA ve PCL membranlara ekili epitel hiicreler 1L-4 ve IL-13 varliginda
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HDM alerjeni ile 24 saat uyarildiktan sonra TEER degerleri karsilagtirilmistir.

Gergeklestirilen TEER degerlerine iliskin sonuglar Sekil 4.75 ve Sekil 4.76’da
paylasiimistir.
PLLA_TEER OLCUMLERI
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0
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Giinler
== PLLA Ko-kiiltir == PLLA Ko-kiiltir-UYARIM
PLLA Mono-kiilttr PLLA Mono-kiiltlr- UYARIM

Sekil 4.75. PLLA membranlarda kiiltiire edilen A549 epitel hiicrelerinin 14.giin uyarimi

ve TEER ol¢timleri
PCL_TEER OLCUMLERI
300
250 i _
NE 200 = . F _
S 1 ‘! ~———
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100 T L
1
50
0
0 7 14 21
Giinler
== PCL Ko-kltiir == PCL Ko-kiiltiir-UYARIM
PCL Mono-kultir PCL Mono-kiltir- UYARIM

Sekil 4.76. PCL membranlarda kiiltiire edilen A549 epitel hiicrelerinin 14.giin uyarimi ve

TEER olgiimleri

ALI kiltirde farklilagtirilan A549 hiicrelerine 14.glinde apikalden HDM alerjeni,

bazalden ise IL-4 ve IL-13 sitokinleri verilerek farklilagsma ve uyarim Oncesi-sonrasi
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TEER degerleri karsilagtirilmistir. Uyarim yapildigi giin olan 14. giinden sonra ALI
kiiltiirde hiicreler 1 hafta daha devam ettirilerek sik1 baglant1 yapilarinda bir farklilik olup
olmadig1 arastirilmaya ¢alisilmistir. Bu siirec igerisinde 14.giinden 21.giine kadar TEER
degerlerinde artis kaydedilmistir. Bu da bize hiicre etkinliginin uyarim sonrasi da devam
ettiginin ve havayolu yeniden modellemesinde (remodelling) hastalik modelinin in-vivo
ortamdaki gibi taklit edilebilir olmas1 bakimindan kullanilabilir malzemeler oldugunun

ontinti agmustir [206].

PLLA ve PCL membranlar hava yolu epitelinin hiicresel ve yapisal temsiline uygun olup
akciger biyolojisi, hastalik modellemesi ve ila¢ kesfi alanlarinda akademik ve farmasotik
aragtirmalar i¢in de 6nemli bir arag sunmakta ve bu alanda bazi hayvan deneylerine olan

ithtiyaci azaltma potansiyeline sahip oldugu diistintilmektedir.
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5. YORUM

Tez calismasi kapsaminda piyasada ticari olarak satilan ve hava-sivi arayiizii kiiltiir
sistemlerinde kullanilan transwell membranlarin kullanim potansiyellerini artiracak, ko-
kiiltiir ¢alismalarini kolaylastiracak yeni 3 boyutlu transwell-adaptor model sistemler
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla tezin ilk hedefi olarak, farkli tasarimlara sahip
transwell-adaptér modellerin baskisi alinarak hiicre kiiltiir sistemlerine entegre edilmistir.
Uygun bulunan biyouyumlu adaptér modelin sitotoksisite (MTT) ¢alismalari
gergeklestirilmis ve ko-kiiltiir calismalarinda kullanilmistir. Farkli hiicre hatlarinda
modelin etkinligi test edilip TEER analizleri gergeklestirilmistir. Havayolu epitel
hiicrelerinin akciger fibroblastlari ile olan hiicre-hiicre etkilesimlerinin gerceklestirildigi
ko-kiiltiir caligmalar1 yapilip Hematoksilen&Eozin boyama, Taramali Elektron
Mikroskobu ile goriintiileme c¢aligmalari, immiinositokimyasal analiz ile epitele 6zgii
farklilasma proteinlerinin boyamalar1 gergeklestirilmistir. Havayolu epitel hiicrelerinde
ifade olan genlerin belirlenmesi amaciyla Gergek Zamanli PZR ¢alismalari yapilmistir.
Etkinlikleri belirlenen modeller iizerinde astim hastaligini modelleyebilmek ve
dogrulayabilmek amaciyla havayolu epitel bariyerlerini bozdugu literatiirde bilinen
alerjen ve sitokinlerle uyarilarak validasyon ¢alismalari yapilmigtir. Tezin ikinci hedefi
olan ve piyasada bulunan biyobozunur o6zellikte olmayan membranlarin yerine
biyobozunur 6zellikte membranlar (PLLA ve PCL) tasarlanarak yeni membran sistemler
gelistirilmistir. Sentezlenen biyobozunur membranlarin karakterizasyonlar1 yapilarak
fiber c¢aplari, kalinlik, kimyasal yap1 analizi, gozeneklilik, mekanik dayanim,
biyobozunurluluk ve sitotoksisite analizleri gercgeklestirilmistir. Hava-sivi arayiizii
sistemlerinde kullanilmak iizere gelistirilen yeni biyobozunur membran sistemlerinde de
tezin ilk hedefinde oldugu gibi ko-kiiltiir caligmalar1 gerceklestirilmis ve H&E,
Immiinositokimya ve TEER o&l¢iim calismalar1 yapilmistir. Hastalik modellemesi igin
yine ayni alerjen ve sitokinlerle havayolu epitel hiicrelerinin uyarimlar1 gergeklestirilip

validasyonlar1 yapilmistir.

Tez calismalar1 kapsaminda elde edilen sonuclar asagidaki gibi yorumlanmaistir.
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Calismanin ilk hedefi olan ve piyasada ticari olarak satilan epitel hiicre
farklilasmasinda siklikla kullanilan transwell insertlerin her iki yiiziine de

kolaylikla hiicre ekiminin yapilabilecegi bir adaptor tasarimi gelistirilmistir.

8 farkli transwell-adaptor modelin baskisi alinip hiicre kiiltiiri sistemlerine
entegre edilerek on denemeler yapilmistir. Gergeklestirilen 6n denemelerde ilk 7
model basarisiz olmustur. Sizint1 ¢alismalarinin neticesinde basarili olarak kabul

edilen biyouyumlu medikal regineden iiretilen Adaptor Model-8 secilmistir.

Yeni 3B adaptér modellere uyacak sekilde olgiileri belirlenen 24 kuyucuklu
plakaya ek parcgalar getirilerek yeni kapak tasarimi olusturulmus ve kapagin
yapilandirilmasinda ‘fotopolimer regine’ kullanilmistir. Modelin baskis1 Solid
Works programi kullanilarak alinmistir. Yeni tasarlanan bu parca deneyler

sirasinda herhangi bir kontaminasyona sebep olmamuistir.

Adaptor Model-8’in hiicre kiiltiirlerinde uygunlugunun test edilmesi amaciyla
sitotoksisite (MTT) calismalar1 gergeklestirilmistir. Buna gore test ettigimiz
numunenin (adaptér model 0ziitii) %100 Oziitiiniin canlihi@ %94,8 olarak
hesaplanmis olup sitotoksisite potansiyeli olmadigi yorumu yapilmistir. %50,
%25, %12,5 ve %6,25 06ziit degerlerinde ise bu canlilik oran1 %94,8’in {izerinde
oldugu icin malzememizin biyouyumlu ve sitotoksik oOzellikte olmadigi

anlagilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinde etkinligi test edilen yeni transwell-adaptor model kullanilarak
ko-kiiltiir ¢alismalarina gegilmistir. Ko-kiiltiir caligmalar1 hem Corning firmasinin

onerdigi hem de yeni 3B adaptor model sistemler ile yapilmistir.
Ko-kiiltiir deneyleri, BEAS-2B saglikli brong epitel ve A549 kanserli alveolar

epitel hiicre hatlarinin kullanilmasinin yanisira astimli bireylerin bronglarindan

izole edilen primer hiicrelerle de gerceklestirilmistir.
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Ko-kiiltiir siiresince hiicrelerin gelisimi takip edilmis ve farklilagmaya alindiktan
sonra transwell membraninin apikal yiizeyinde hi¢bir s1zint1 meydana gelmedigi
gozlemlenmistir. Bu durum hiicrelerin birbirleriyle baglantida olduklarini ve siki

baglanti1 yapilarinin diizgiin sekilde olusturduklarini géstermektedir.

Corning model ile ekilen hiicrelerin yeni transwell adaptor ile ekilen hiicrelere
kiyasla daha fazla hiicre kaybina neden oldugu, (ko-kiiltiir ekiminde membranin
bazal kismina ekilen ve tutunamayan hiicrelerin dokiilmesi), transwell adaptor
sistemle gerceklestirilen ekim yonteminde ise neredeyse hi¢ yiizen hiicrenin

olmadig1 anlasilmistir.

Hava-sivi arayiizii (ALI) kiiltiir sistemine gore farklilastirilan hiicrelerde TEER
Ol¢timleri hem saglikli bronsial epitel BEAS-2B, hem de akciger alveolar epiteli
A549 hiicre hatlariyla gerceklestirilmis ve literatiir ile uyumlu sonuglar elde
edilmistir. Bu hiicrelerin diginda primer epitel hiicreleriyle de TEER analizleri

gerceklestirilmis ve literatiirle desteklenmistir.

Transwell membranlar {izerinde ekimi gerceklestirilen epitel hiicreler
Hematoksilen & Eozin ile boyanmis ve hiicrelerin canliliklarin1 koruyarak etkin

bir sekilde ¢ogaldig1 ve epitel tabakalasmanin oldugu tespit edilmistir.

ALI Kkiltir yontemi ile transwell-adaptor modeli kullanilarak c¢ogaltilan
hiicrelerde ZO-1, B-Tubulin, E-kaderin ve Muc5ac proteinlerinin ifadesini tespit
edebilmek i¢in immunositokimya boyamalar1 gerceklestirilmis ve calismalar
neticesinde BEAS2B, A549 ve primer epitel hiicrelerde bu proteinlerin varligi

dogrulanmistir.

ALI kiiltiir yontemi ile farklilagtirilan A549 hiicrelerde ZO-1(TJP1) ve E-kaderin
(CDH1) genlerinin ifadesinin belirlenmesi amaciyla gercek zamanli PZR analizi
gerceklestirilmistir. Buna gore transwell adaptor modeli ve mono-kiiltiir ile
gerceklestirilen deneyler sonucunda TJP-1 ve CDH1 gen ifadelerinin Transwell

adaptor modeli kullanilan grupta 14. giinde arttig1 tespit edilmistir. TJIP-1 gen
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ifadesi 0. giine kiyasla 14.giinde 5 katlik bir artig gostermis ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. CDH1 gen ifadesi ise 3 katlik artis gostermesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Mono-kiiltiir yonteminde ise

hem TJP-1 hem de CDH1 gen ifadelerinde 14.glinde azalma tespit edilmistir.

ALI kiltir’de olusturulmus modellerin hastalik modelini taklit edebilmesi
amaciyla, epitel hiicre siki baglantilarin1 yiktig1 literatiirde gosterilmis farkli
alerjen denemeleri ile calismalara devam edilmistir. Bu amagla ev tozu akari
olarak bilinen ve solunum yolu alerjik hastalifinin patogenezinde giiclii rol

oynayan HDM alerjeni kullanilarak doz denemeleri gerceklestirilmistir.

Artan konsantrasyonda HDM ile uyarilan epitel hiicrelerde doz artisina bagh
olarak hiicre canlilifinda azalma tespit edilmistir. 100 pg/ml HDM ile uyarilan
hiicrelerde canlilik %75’e diismiistiir. MTT deneyi sonucu Etbr/Calcein deneyleri

ile dogrulanmustir.

HDM ile 24 saatlik uyarim sonrasi 10 pg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre
6liimiiniin bagladig1 ve hiicre canliliginin doz artigina bagl olarak azaldig: tespit
edilmistir. 24 saat uyarim i¢in yapilan mitokondriyel aktivite testinin floresan

hiicre goriintiileriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Tez galigmas1 kapsaminda etkin bir hastalik modeli olusturmak amaciyla besiyeri

ortamina IL-4 ve IL-13 sitokinleri eklenerek deneyler gergeklestirilmistir.

Epitel hiicreleri IL-4 ve IL-13 varliginda HDM alerjeni ile 24 saat uyarildiktan
sonra EtBr/Kalsein AM floresan boyama ile hiicre canliliklar: test edilmistir.
Artan konsantrasyonda HDM ile IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile uyarilan brons epitel
hiicrelerinde konsantrasyon artisin ile hiicre canliliginda azalma tespit edilmistir.
En yiiksek doz olan 100 pg/ml HDM ile uyarilan hiicrelerde IL-4 ve IL-13
sitokinlerinin varlig1 ile hiicrelerde biiziisme, ylizeyden kopup ayrilma ve

morfolojik degisiklikler tespit edilmistir.
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HDM konsantrasyonu artig1 ile hiicrelerde ZO-1 siki baglanti proteinlerinin
kirilmaya basladigi tespit edilmistir. ALI kiiltiir deneylerine 1L-4 ve IL-13

varliginda 100 pg/ml HDM ile devam edilmesine karar verilmistir.

HDM ve sitokinlerle (IL-4 + IL-13) uyarilan primer hiicrelerin validasyonu ve
TEER analizi gergeklestirilmistir. 21.giinde transwell insert’lerin apikal kismina
100 pg/ml HDM ve bazal kismina da IL-4 (25 ng/ml) +IL-13 (25 ng/ml) olacak
sekilde uyarimlar1 yapildiktan sonra TEER o6l¢timleri yapilmastir.

Transwell kiiltiirlerde farklilagtirilan mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir gruplarinda 7, 14
ve 2l.glinlerdeki TEER sonuglar1 degerlendirilmistir. 21.giinde uyarimlari
gerceklestirilen ko-kiiltiirlerde 2500-3000 Q.cm? araliginda iken uyarildiktan 24
saat sonra bu deger 980 Q.cm? seviyesine diismiistiir. Bu durum bize literatiirde
hastalik modelini taklit edebilmek icin siklikla kullanilan alerjen ve/veya

sitokinlerin bu modelle de calistyor oldugunu géstermektedir.

Transwell-adaptor modeli kullanilarak gergeklestirilen deneyler sonucunda
astimli primer epitel hiicrelerinin IL-4 ve IL-13 varliginda HDM ile uyarimi
sonucu TEER degerinde diisiis tespit edilmistir. Ayrica ZO-1 baglant1 proteinin
yapisinin HDM ile uyarim sonucu bozuldugu gosterilmistir. Elde edilen tiim bu
sonuglar Transwell-adaptor modeli kullanilarak gergeklestirilen ko-kiiltiir
deneylerinde havayolu epitel hiicrelerinin basarili bir sekilde farklilastirilarak

hastalik modelini olusturdugunu géstermistir.

Transwell-adaptor model kullanilarak ko-kiiltiir kosullarinda gelistirilen epitel-
fibroblast hiicrelerinin varligit SEM kullanilarak analiz edilmistir. Transwell
membran iizerine ekili epitel hiicreler ve membran altina ekilen fibroblast
hiicrelerinin varligi SEM mikroskobu ile dogrulanmis olup etkili bir sekilde

membran yiizeyine tutundugu tespit edilmistir.

Elektroegirme teknigi kullanilarak iretilen PLLA ve PCL nanofiber
membranlarin hazirlanmasinda %4 PLLA-Kloroform ¢ozeltisi kullanilarak elde
edilen fiberlerin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucu fiberlerde ¢ok sayida
boncuk (bead) yapilarinin olustugu gozlenmistir. Bu goriintiiler incelendiginde

fiberlerin olusumunda istenmeyen boncuk yapilarinin giderilmesi gerektigi;
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bunun i¢in de farkli ¢oziicli/¢oziicli gruplart kullanilarak fiber optimizasyon

calismalar1 gerceklestirilmistir.

%4 (a/a) PLLA-Kloroform ve PLLA-(DCM/DMF) g¢ozeltileri ile elde edilen
fiberler incelendiginde  kloroform  ¢dzeltisi  kullanilarak  hazirlanan
parametrelerden DCM/DMF ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan parametrelere
gecildiginde boncuk igerikli fiber olusumunun kismen Oniine gegildigi
goriilmiistiir. Bu durum iletkenligi artirmak adina dimetilformamid ¢6ziiciisiiniin
diklorometan ¢oziiclisii ile kullanimiyla saglanmis olabilecegi yorumu

yapilmaistir.

PLLA membranlarin karakterizasyonunda gozlemlenen fiber igerikli boncuk
yapilariin giderilmesi ve fiber ¢aplarinin 200 nm’den daha kii¢lik sentezlenip
homojen dagilim sergileyebilmesi i¢in elektroegirme sirasinda kullanilan igne ug
caplarinda degisiklige gidilmistir. 0,51 mm (21 G) igne i¢ ¢apa sahip siringa, 0,26
mm (26 G) i¢ capa sahip siringayla degistirilerek deneyler tekrarlanmigtir. Bu

amagla ii¢ farkli kosulda membranlar hazirlanmastir.

Yapilan SEM degerlendirmesinde; 10 cm toplama mesafesinde 26 G igne ug
capina sahip siringa kullanilarak ve 1 mL/sa’lik akis hizi ile iiretilen %4’ liitk PLLA

membranlarinin ortalama fiber ¢ap1 192449 nm olarak hesaplanmustir.

Poli (e-kaprolakton) (PCL) membranlarin iretilmesi ve SEM analizi ile
morfolojilerinin  belirlenmesi ¢alismalarina geg¢ilmistir. PCL membranlarin
optimizasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalar neticesinde iki kosul belirlenmistir.
Kosul 1: %17,5 PCL; 17 kV’lik potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 0,07
mL/sa’lik akis hiz1 (21 G’lik igne ug cap1). Kosul 2: %17,5 PCL; 17 kV’hik
potansiyel fark, 7,5 cm toplama mesafesi, 1,5 mL/sa’lik akis hiz1 uygulanmigtir

(26 G’lik igne ug ¢ap1).

Yapilan SEM degerlendirmesinde Kosul-1’e ait fiber organizasyonunun
yonlii/hizali (aligned); Kosul-2’ye ait fiber organizasyonunun ise yonsiiz/rastgele
(random) dagilim gosterdigi anlasilmistir. Akciger bazal membrana ait
ekstraseliiler matriks fiberlerinin rastgele dagilim gosterdigi dikkate alinarak daha

sonraki ¢alismalarda Kosul-2’den devam edilmistir.
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Kosul-2’ye ait PCL fiber caplarinin 50 nm ile 275 nm arasinda dagilim gosterdigi
kaydedilmistir. PCL membranlarina ait ortalama fiber ¢ap1 153,33 + 27 nm olarak
hesaplanmistir. Bu degerlendirmeler neticesinde PCL membranlarinin hedeflenen
fiber cap boyutu ve dagilimma uygun oldugu; ayrica bu membran {iizerinde

istenmeyen boncuk (bead) yapilarinin hemen hemen olusmadigi goriilmiistiir.

SEM analizi ile PLLA ve PCL membranlarin fiber ¢aplart hesaplanmis ve istenen
ozellikte boncuksuz ve yonsiiz (random) fiberler olusturularak hiicre kiiltiir
caligmalarina hazir hale getirilmistir. 50 nm ile 275 nm arasinda dagilim gosteren
PLLA ve PCL fiber caplarinin akciger matrikslerinde yer alan kollajen ve elastin

fiberlerinin ¢aplar1 dikkate alindiginda benzer ebatlarda oldugu anlagilmistir.

Optimize edilmis PLLA ve PCL membranlar toplayici ylizeyinden kaldirildiktan
sonra dijital kumpas yardimiyla kalinlik Sl¢limii yapilmistir. 2 saat boyunca
elektroegirme islemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalinlik 77 £12 pm; 4
saat boyunca elektroegirme islemine tabi tutulan PLLA membranlarda kalinlik
131410 pm; 6 saat boyunca elektroegirme islemine tabi tutulan PLLA

membranlarda kalinlik 242 +14 pum olarak o6lgiiliirken;

2 saat boyunca elektroegirme igslemine tabi tutulan PCL membranlarda kalinlik
144 £16 um; 4 saat boyunca elektroegirme islemine tabi tutulan PCL
membranlarda kalinlik 398 +£11 um; 6 saat boyunca elektroegirme islemine tabi

tutulan PCL membranlarda kalinlik 405 £9 pm olarak dl¢tilmiistiir.

PLLA ve PCL membranlara ait kimyasal yap1 analizi ve liretim metodundan
kaynakli herhangi bir safsizlik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla ATR-
FTIR Analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen pikler ayrintili incelenerek daha
onceki literatiir bulgular ile karsilastirilmigtir. Buna gére hem PLLA hem de PCL
fiber molekiillerinin yapisindaki baglar tanimlanmis ve literatiirde gosterilen

karakteristik pikler ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.

2 saat spinlenen PLLA ve PCL membranlarina ait ortalama gozenek capi ve
dagilimlar1 baz almnarak yapilan degerlendirmede; PLLA membranlarina ait

maksimum gézenek boyutu 0,5310 pm ile minimum goézenek boyutu 0,3546 um
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boyut araliginda kaydedilmis olup ortalama gdézenek g¢api 0,3988 pum olarak

Olciilmiistiir. PCL membranlarina ait maksimum gézenek boyutu ise 0,5359 pm

ile minimum gdzenek boyutu 0,3580 um boyut araliginda kaydedilmis ve

ortalama gozenek cap1 0,4000 um olarak dl¢tilmiistiir.

Bu sonuglara gore analizi gergeklestirilen hem PLLA hem de PCL
membranlarinin ortalama gozenek caplarinin 0,4 pum oldugu ve ticari olarak
kullanilan biyobozunur olmayan Corning transwell membranlartyla benzer

gozenek caplarina sahip olduklari tespit edilmistir.

PLLA ve PCL eclektroegirilmis membranlarin mekanik 06zelliklerinin
belirlenebilmesi amaciyla 50 N’luk yiik altinda malzemelerin maksimum

tagiyabilecegi yiik ve Cekme Testi deneyleri gergeklestirilmistir.

Gerilim-gerinim grafigi tlizerinden PLLA membranlarinin ortalama elastik
modiilleri her bir 6rnek icin asagidaki gibi hesaplanmistir. 2 saatlik 6rnek icin
Elastik Modiili= 6,82+0,57 MPa; 4 saatlik Ornek i¢in Elastik Modiilii=
10,57+1,95 MPa; 6 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiili= 42,95+1,95 MPa;

Gerilim-gerinim grafigi lizerinden PCL membranlarinin ortalama elastik
modiilleri her bir 6rnek i¢in asagidaki gibi hesaplanmistir. 2 saatlik 6rnek i¢in
Elastik Modiili= 5,60+1,54 MPa; 4 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiilii= 1,17+0,70
MPa; 6 saatlik 6rnek i¢in Elastik Modiilii= 4,324+0,11 MPa;

Malzemenin kirilmadan dayanabilecegi maksimum yiik ‘Cekme Mukavemeti’
olarak adlandirilir. Gergeklestirilen Cekme Testi neticesinde olusturulan PLLA ve
PCL membranlarina ait gekme mukavemetlerinin ortalamasi sirasiyla 1,18+0,57
MPa vel,46+0,58 MPa olarak belirlenmistir.

PLLA membranlarinin in vitro bozunma testleri 1 mL Proteinaz-K (2 mg/ml)
enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Enzimatik bozunma deneylerine ilaveten
hiicre kiiltiir kosullarin1 birebir yansitacak sekilde PLLA ve PCL membranlari
besiyeri ortaminda bekletilerek ve ayni zamanda PBS’e gore daha fizyolojik
kosullar1 yansitan bir ¢ozelti olan Ringer ¢6zeltisi igerisinde tutularak ek bozunma

testleri gergeklestirilmistir.
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PLLA membranlarinda gerceklestirilen enzimatik bozunma deneylerinde 28.
giinlin sonunda membranlarin %90’1n {lizerinde enzimatik bozunmaya ugradigi

gbzlemlenmistir.

28 giinliik degradasyon caligmalarina ek olarak membranlar ayrica besiyeri ve
Ringer ¢Ozeltisi igerisinde 6 aya kadar devam ettirilmistir. Deney sonuglarina gore
ne PLLA ne de PCL membranlarda anlamli bir bozulmanin heniiz baglamadig:
anlagilmistir. PLLA membranlar besiyeri ortaminda %0,5; PCL membranlar
%1,02 bozunma gosterirken; Ringer ¢zeltisi ortaminda PLLA membranlar %0,8;

PCL membranlar ise %1,5 bozunmaya ugramislardir.

PLLA ve PCL membranlarin 6 aya kadar anlamli bir bozunma davranisi
sergilemeyip stabil kalmalar1 havayolu in-vitro modellemesi deneyleri agisindan
bir avantaj teskil etmektedir. Membranlarin bu anlamda in-vitro bozunma direnci
sergilemeleri trake, brons gibi yapilarin onarilmasini uzun siire destekleyebilir
olmasi bakimindan 6nem tasimaktadir ve doku miihendisligi caligmalarinda iyi

birer ara¢ olarak degerlendirilebilir olduklarini diigiindiirmektedir.

PLLA ve PCL membranlarda gerceklestirilen sitotoksisite analizi verilerine gore;
en yuksek derisime sahip %100 PLLA ve %100 PCL membranlarinda canlilik
degeri %91 olarak kaydedilmis ve derisim oranlar1 azalirken de yine kontrole
yakin canlilik gostermislerdir. Buna gore 1SO 10993-5 standard: referans alinarak
yapilan degerlendirmeye gore hem PLLA hem de PCL membranlarinin sitotoksik

olmadig1 anlasiimistir.

PLLA ve PCL membranlar iizerinde yetistirilen hiicrelerin farklilasma 6ncesi 4
giinliik proliferasyonlar1 degerlendirilmis ve birinci giinden son giine %351

oraninda bir proliferasyon artis1 kaydedilmistir.
PLLA ve PCL membranlarda gergeklestirilen mono-kiiltir ve ko-kiiltiir

caligmalar1 boyunca membranlar {lizerinde 0, 7, 14 ve 21. giinlerde TEER

Olctimleri gerceklestirilmistir.
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PLLA mono-kiiltiirde gerceklestirilen deneyde TEER degerleri sifirinct giinden
itibaren 21.giline kadar artis gostermistir. PLLA ko-kiiltiirlerin oldugu grup ise
zaman igerisinde azalma egilimi gostermistir. TEER degerleri sonucuna gore
sadece PLLA membranlarin mono-kiiltiir gruplarinda diizenli sekilde TEER
degerlerinin artis1 gozlenmistir. Bu da bize PLLA membranlariin diizgiin sekilde
hiicresel bariyer olusturdugunu ve 21 giin boyunca siirdiiriilebilir oldugunu

gostermistir.

PLLA ve PCL membranlarina ekilerek ALI kiiltiir yontemi ile g¢ogaltilan
hiicrelerin membran ylizeyine etkin bir sekilde tutunup ¢ogaldigini géstermek igin
Hematoksilen & Eozin boyama yapilmis ve hiicrelerin canliliklarini koruyarak
etkin bir sekilde membranlar iizerinde ¢ogaldig1 ve epitel tabakalasmanin oldugu

tespit edilmistir.

PLLA ve PCL membranlarin immiinositokimyasal analiz ile goriintiilenmesi

calismalarinda hiicrelerde B-Tubulin proteininin varligi gosterilmistir.

PLLA ve PCL nanofiber membranlarinin hiicresel uyumlulugunu ayri ayri
degerlendirmek amaciyla, nanofiberli membranlar iizerinde hiicre yapigmasi ve
yayilma durumlar1 SEM kullanilarak gézlemlenmistir. PLLA ve PCL membranlar
tizerinde ko-kiiltiire edilmis hiicrelerin sadece iist ylizeyden ¢ekilmis goriintiileri
incelendiginde, her iki membran yiizeyinde de sferoid tipi morfolojilerin varligi,
hiicrelerin membranlara tutunmus oldugunun bir kabulii olarak goriilmektedir.
Hiicreler nanofiber topografyasi boyunca membranlara tutunmus ve iyi bir sekilde

membranlarla hiicre kiimeleri olusturmustur.

ALI kiiltiir’de farklilagtirmaya alinarak biiyiitiilen epitel hiicreleri, PLLA ve PCL
membranlarda da hastalik modelini taklit edebilmesi amaciyla, epitel hiicre siki
baglantilarin1 yiktig1 literatiirde gosterilmis alerjen ve sitokinler varliginda

uyarilmastir.

ALI kiiltir’de farklilagtirilan hiicrelere 14.glinde apikalden HDM alerjeni,

bazalden ise IL-4 ve IL-13 sitokinleri verilerek farklilasma ve uyarim Oncesi-
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sonrast TEER degerleri karsilastirilmistir. Uyarim yapildig1 giin olan 14. glinden
sonra ALI kiiltiirde hiicreler 1 hafta daha devam ettirilerek siki baglanti
yapilarinda bir farklilik olup olmadigi arastinlmistir. Bu siire¢ igerisinde
14.glinden 24 saat sonra diisiis yasanmis; ancak sonraki giinlerde yeniden TEER
degerlerinde artis kaydedilmistir. Bu da bize hiicre etkinliginin uyarim sonrasi da
devam ettiginin ve havayolu yeniden modellemesinde (remodelling) hastalik
modelinin in-vivo ortamdaki gibi taklit edilebilir olmas1 bakimindan kullanilabilir

malzemeler oldugunun 6niinli agmustir.

PLLA ve PCL membranlar hava yolu epitelinin hiicresel ve yapisal temsiline
uygun olup akciger biyolojisi, hastalik modellemesi ve ilag kesfi alanlarinda
akademik ve farmasotik arastirmalar i¢in de Onemli bir ara¢ sunmakta ve bu
alanda baz1 hayvan deneylerine olan ihtiyaci azaltma potansiyeline sahip oldugu

diistiniilmektedir.
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