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OZET

IN VITRO HIPERTANSIYON MODELLENMESINDE KULLANILACAK
ATARDAMAR BIYOREAKTORU TASARLANMASI VE URETIMI

CELTIKOGLU, M. Mert

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Damigmani: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR

Haziran 2021, 166 sayfa

Damar yapisinin kan ile etkilesen yiiziinii kaplayan endotel hiicreler, kan akisi
sebebiyle siirekli olarak mekanik etkilere maruz kalirlar. Hiicreler bu kuvvetlere
maruz kaldiginda, hiicre ylizeyindeki mekanoreseptorler uyarilir ve bir dizi sinyal
yolag1 aktive edilir. Bu yolaklarin aktivasyonu pek c¢ok farkli gen ve proteinin
ekspresyonunun, hiicre dizilim ve sekillerinin, komsu hiicreler arasi iligkilerin
degismesine yol acar. Bu mekanik uyaranlar arasinda hiicreler tizerinde en ¢ok yanit
olusturan kuvvetler kayma gerilimi ve dairesel germe olarak belirlenmistir. Bu
etkiler kan akismni kontrol etmek ve damar yapisim korumak i¢in, hiicrelerin tepki
olusturmasina neden olur. Mekanotransdiiksiyon adi verilen bu siirecin detayl
olarak incelenebilmesi, gercekci bir in vitro damar modelinin gelistirilmesi ve
hipertansiyon gibi hastaliklarda, degisen mekanik uyaranlarla birlikte viicuttakine

benzer yanitlarin model iizerinde olusturulabilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Mekanotransdiiksiyonun olumlu veya olumsuz etkilerinin incelenebilmesi
i¢in, kullanim kolaylig1 6n planda tutulan, kontrollii in vitro kosullar1 saglarken
modelin takibi ve gdzlenmesine olanak veren bir biyoreaktore ihtiya¢ duyulmustur.
Bu tez calismasiyla, damar doku miihendisligi uygulamalarinda, kan akisinin
pulsatif etkisini taklit eden bir pompa sistemi yardimiyla, doku iskelesini ve
hiicreleri mekanik sinyallerle uyarmaya olanak saglayacak bir biyoreaktor
gelistirilmesi amaglanmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda kayma geriliminin
endotel hiicreler iizerindeki etkisi incelenmis olsa da dairesel germe ile ilgili

yapilmis calisma sayisi olduk¢a azdir. Hipertansiyon modellerinde ise hiicre
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yanitlari, basingli inkiibator icerisinde farkli basinglarda kiiltive edilerek
incelenmigtir. Sisteme etki edecegi diisiiniilen mekanik degiskenlerin incelenmesi
ve biyoreaktoriin tasarimi icin Bilgisayar Destekli Tasarim (Computer Aided
Design - CAD) teknikleri kullanilmistir. Ozgiinliik ve iiretilebilirlik gozetilerek,
kullanmim kolayligin1 amaglayan tasarim, SolidWorks programm ile son haline
getirilmistir. Pargalarin tiretimi icin kullanilacak malzemeler; steril edilebilirlik,
biyouyumluluk ve dayamklilik kriterleri {izerinden se¢ilmistir. Son tasarim
iizerinden ANSYS program ile farkli akis etkileri simiile edilmis, Hesaplamali
Akiskanlar Dinamigi (Compututional Fluid Dynamics - CFD) sayesinde hiicrelerin

maruz kalacagi diistiniilen mekanik etkiler gosterilmistir.

Tez dahilinde tasarlanip {retilen biyoreaktor ile, in vitro atardamar
modelindeki endotel hiicrelerinin, dogala 6zdes fiziksel bir makro ¢evrede
bulunmasini saglamak i¢in doku iskelesi olarak hiicre tutunma verimi bilinen, esnek
ve yliksek mekanik dayanima sahip tiibiiler bakteriyel seliiloz igerisine ekimi
gerceklestirilmis; sistemin damar i¢i akis sirasinda ve hipertansiyon kosullari
altinda maruz kaldig1 mekanik uyaranlara olan tepkisi, farkli akis rejimleri ve
basing etkileri ile incelenmistir. Tez kapsaminda gelistirilen Hipertansiyonda Akis
Sistemi ile yliksek basing ve buna bagli artan dairesel germe etkilerinin, diger
sistemlerle ayn1 kayma gerilimine maruz birakilmis olmasina ragmen endotel
hiicreleri tlizerinde hasar yarattigi gosterilmistir. Bu hasar sonucunda, akut
hipertansiyon etkilerinin, damar gec¢irgenliginde Onemli artisa yol acgtigt

mekanobiyolojik agidan ispatlanmistir.

Bu tez caligmasi sirasinda gelistirilen biyoreaktor ve in vitro damar modeli
sayesinde, damar gecirgenlik ¢aligmalar1 i¢in stabil bir sistem; kontrol edilebilir ve
degistirilebilir ¢evre kosullar1 sayesinde ise hipertansiyon gibi hastalik
caligmalarinda kullanilabilecek bir ara basamak olusturulmustur. Boylece bu
caligmalarda kullanilacak tekniklerin ve ilag adaylarinin, in vivo denemeler 6ncesi
incelenebilmesini miimkiin kilmaya ve hipotezlerin ispati i¢in kullanilacak deney

hayvanlarinin sayisini azaltmaya yonelik bir adim atilmagtir.

Anahtar kelimeler: Biyoreaktor, mekanotransdiiksiyon, hipertansiyon, CFD,

yapay atardamar, tiibiiler bakteriyel seliiloz, damar gecirgenligi.
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ABSTRACT

DESIGN AND PRODUCTION OF AN ARTERY BIOREACTOR FOR IN
VITRO HYPERTENSION MODEL

CELTIKOGLU, M. Mert

MSc in Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin SENDEMIR

June 2021, 166 pages

Endothelial cells that cover the blood interface of the vascular structure,
constantly exposed to mechanical effects due to blood flow. Exposing the cells to
these mechanical effects activates a number of signaling pathways with stimulation
of mechanoreceptors on the cell surface. These pathways cause alterations in the
expressions of various genes and proteins, cell shapes and arrangement, and
intercellular relationships. Among these mechanical stimulants, the most effective
forces on the cells have been identified as shear stress and circumferential stress.
The cells react to these stimuli, to control blood flow and to protect of the vascular
structure. It is crucial to investigate this mechanism called mechanotransduction in
detail, develop a realistic in vitro vascular model, and acquire responses similar to

those in the body with altering mechanical stimuli in hypertension.

In order to examine the positive or negative effects of the
mechanotransduction, there was a need for a bioreactor that allows easy-to-use,
controlled in vitro conditions and allows the follow-up and observation of the
model. This thesis aims to develop a bioreactor that can stimulate the tissue scaffold
and cells with mechanical signals in vascular tissue engineering applications by
imitating the pulsative effect of blood flow via a pumping system. Although the
effect of shear stress on endothelial cells has been examined in previous studies, the
number of studies on circumferential stress is a deficit. Also, in hypertension
models, cells were mostly incubated in at pressurized incubator and cell responses

at different pressures were studied. Computer-Aided Design (CAD) techniques



were used to investigate the mechanical stimuli that possibly affect the cell behavior
and to design the bioreactor. Considering originality and manufacturability, the
design that aims ease of use has been finalized with the SolidWorks software. The
materials to be used for the parts were; chosen based on the criteria of sterilizability,
biocompatibility, and durability. Different flow regimes have been simulated with
the ANSYS program over the last design, and the mechanical effects that the cells
will be exposed to were shown by Computational Fluid Dynamics (CFD).

With the bioreactor developed within this thesis, in order to ensure that the
endothelial cells in the in vitro artery model inhabit a physical environment similar
to the body, they were seeded into tubular bacterial cellulose scaffold, which is
known to show cell attachment efficiency, flexibility, and has high mechanical
strength. With different flow regimes and pressure effects, the response of the
system to mechanical stimuli exposed during intravascular flow and under
hypertension conditions was studied. With the Flow System in Hypertension
developed within the scope of the thesis, it has been shown that high pressure and
the resulting increased circumferential stress effects cause damage to the
endothelial cells even though they are exposed to the same shear stress as other
systems. As a result of this damage, it has been proven mechanobiological that the

effects of acute hypertension cause a significant increase in vascular permeability.

The in vitro vascular model developed during this thesis is a stable sy stem for
vascular permeability studies, and can be used as an intermediate step for disease
studies, such as hypertension, with the help of the controllable and modifiable
environmental conditions provided by the bioreactor. Thus, a step was taken to
enable the drug candidates and techniques to be used in these studies to be screened
before in vivo trials and to reduce the number of experimental animals to be used to

prove hypotheses.

Keywords: Bioreactor, mechanotransduction, hypertension, CFD, tissue

engineered artery, tubular bacterial cellulose, vascular permeability.
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TESEKKUR

“Ad Augusta Per Angusta”

Yaklasik 4 yil siiren bu tez ¢alismasi disinda ekibi biinyesinde gec¢irdigim
lisans ve yiiksek lisans hayatim boyunca, yalnizca bilimsel olarak gelismemi
sagladig1 icin degil; olaylara bakis agimi degistirdigi, zorluklar karsisinda sakin
kalabilme yetenegimi kesinlestirdigi, gorevleri yerine getirmekteki titizligimi
artirdigi, bugiin oldugum kisi ve geldigim noktada ciddi katkilar1 oldugu ig¢in
danismanim Dog. Dr. Aylin SENDEMIR’e tesekkiir ederim. Ayrica tezimin
zenginlesmesinde yaptiklarn yapici yorumlarla katkilar1 biiyilik olan jiiri iiyelerim

Dog. Dr. Suphi S. ONCEL ve Dog. Dr. Ozan KARAMAN’a tesekkiir ederim.

Laboratuvara adim attigim ilk giinden bu yana yeri doldurulmasi miimkiin
olmayan bir arkadas ve mentor olarak; bu tez caligmasini tamamlayabilmek i¢in
ihtiya¢ duydugum biitiin teknikleri ve bilgileri bana &greten; disiplin,
milkemmeliyetgilik, yaratict ¢oziimler gelistirme konusunda rol modelim olan;
zekasi ve kisiligi ile her daim imrendigim; uzun yillar hayatimda yer almaya devam
edecegini bildigim sevgili hocam Dr. Ece BAYIR’a; sabri, yliziimii giildiiren
arkadashigt ve sancilarla dolu gelisim siirecimde baska hi¢c kimsenin

gostermeyecegi destegi gosterdigi, bana kattig1 her sey icin ¢ok tesekkiir ederim.

Basta Mert SAHINLER, Cem TURKAY, Dr. Seyma TASDEMIR, olmak
tizere, lisans donemimden itibaren keyifle bir pargast oldugum EgeREACT ve
EBIOPHASE laboratuvar grubu iiyelerine; birlikte gecirdigimiz uzun saatlerin,
keyifli sohbetlerin yamnda bana ogrettikleri her sey ve ogrenme siirecimdeki
yardimlar1 igin tesekkiir ederim. Ozellikle tezin de bir parcasi olan projenin
sonuclanmasi i¢in katkilarindan 6tiirii Baris GULICLI, Ozgiin Selim GERMIY AN
ve Zehra MORCIMEN e tesekkiir ederim.

Tez calismamin da pargasi oldugu projemizi bitirebilmemiz igin
gosterdigimiz yogun ¢aba sirasinda laboratuvar imkanlarini pandemi kosullarinda
dahi kullanmama izin veren Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (Ege MATAL) miidiirii Prof. Dr.
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Suna TIMUR’a ve c¢alismalarimiz sirasinda destegini esirgemeyen Dr. Raif

ILKTAC a icten tesekkiirii borg bilirim.

Biyoreaktoriin gelistirilme siirecinde birlikte uzun mesailer harcadigimiz;
Ege Universitesi Makine Miihendisligi Boliimii'nden Dr. Ogr. Uyesi Baris Oguz
GURSES ve Mert SENER’e biyoreaktdrii gergege doniistirmemize yardimer olan

emekleri ve katkilar1 i¢in tesekkiir ederim.

Dogdugum giinden beri birey olarak bana saygilarini sunarken, kendim olmak
icin biraktiklar1 alandan biiytlik bir 6zveri ve emekle beni yetistiren, en iyi egitimi
almam i¢in her tiirli fedakarlig1 gosteren, emegin ve bilginin yerini herhangi bir
seyle doldurulmayacagini bana dgreten canim annem Vildan CELTIKOGLU na,
babam Giinhan CELTIKOGLU’na ve ablam A. Asli CELTIKOGLU’na sevgi,

saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimm en uglarini ve diplerini yasadigim siirecte hep ayak ucumda olan,
sorumluluk sahibi, planli ve sabirli olmamda muhtesem karakteri, karsiliksiz
sundugu sevgisi ve vakurlugunun yanida higbir zaman kaybetmedigi zipirligi ile
canmim kizzim Arwen’e sabahin koriinde ¢ikip, gece yarilarina kadar laboratuvarda
gecirdigim bu yillarda 6zlemle beni bekledigi ve hayatima en ¢ok dokunan varlik

oldugu icin tesekkiir ederim.

Tez siirecimin son iki yilinda bir yandan 06zel sektdrde calisirken, tez
bitirmenin zorlugunu bilen, hemen her rica ettifimde sirket imkanlarini dahi
sunarak yardimci olan basta direktoriim O. Riiyam ERDIR ve ofis arkadasim, oyun
arkadasim, simf arkadasim, dostum Ozan UGUR’a, siiregte destegini her daim
hissettigim genel miidiiriim Ogul CIZMECIGIL ve biitiin Katsan Medical Devices

ailesine tesekkiirlerimi sunarim.

Bir yandan yogun laboratuvar temposunda ¢alismalarimi siirdiiriitken, bir
yandan da hayatimi1 kazanmaya ¢alistigim siire zarfinda desteklerini esirgemeyen,
caligma saatlerimi ayarlamamda yardimci olan, laboratuvarda ge¢irdigim uzun
saatlerde mesaime ge¢ kaldigimda her daim anlayis gosteren igverenlerime,

yoneticilerime, hos sohbet miisterilere ve bu zorlu siireci ¢ekilebilir kilan biitlin
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mesai arkadaslarima tesekkiir ederim. Biitiin bu yogunluk sirasinda elinden gelen
destegi gostererek hayati cekilebilir kilan, bu seriivenin cefasini en ¢ok g¢eken
sevgili Evin Kobatan’a 06zel olarak tesekkiir ederim. Biitlin destegi icin

minnettarim.

Tezimi yapmak i¢in gerekli maddi destegi saglayan ve lisansiistii egimim
sirasinda ge¢imimi siirdiirebilmek i¢in proje kapsaminda burs aldigim 216M542
No’lu proje ile galismama yapmis olduklan katkilar i¢in TUBITAK’a ve bu COST
projesinin dahil oldugu EuroCellNet’e (CA 15214) calismalarimiz sirasinda
sunduklar1 imkanlar ve bilimsel destek icin tesekkiir ederim. Ozellikle
biyoreaktoriin gelistirilmesi siirecinde fikirsel katkilarinin yaninda, bu alanda
uzman laboratuvarina da gidebilmem i¢in olduk¢a ugrasan, deneyimlerini igtenlikle
bizimle paylasan Prof. Dr. F. Ioannis MISSIRLIS e tesekkiirlerimi ve saygilarimi

sunarim.

03/06/2021

M. Mert Celtikoglu
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ON SOz

Bilim karanliktan beslenir. Bilinmezin aydinlatilmasi i¢in, bizden 6ncekilerin
koydugu tuglalar iizerine insa edilen bilgi dagina, bir ¢akil tas1 koyabilmek ig¢in
¢iktigim bu uzun maceranin sonuna gelirken somut bir fayda saglayabilmis olmanmn

mutlulugunu yastyorum. Tolkien’in de dizeleriyle;
“Yuvamiz geride, diinya oniimiizde,
Ve arsinlanacak nice yol var,
Golgelerin arasindan karanligm sinirina,
Yildizlar 151l 151l oluncaya kadar.”

Uykusuz geceler, maddi kaygilar, stres ve hiisranla basa c¢ikabilmeyi

ogrendigim bu yolculuk, bilimsel diisiince yapisini cebime koyarken ¢ok daha
biitiin bir insan olmami sagladi. Basarisizliklarin ve sonunda basarmalarin hatirina,

okuyan herkesin faydalanabilecegi bir tez ¢alismasi toparladigimi diisiiniiyorum.

Keyifli okumalar.

M. Mert CELTIKOGLU

[zmir, 2021
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1. GIRIS

Giiniimilizde damar benzeri bariyer modelleri, hastaliklarin tedavi denemeleri,
ilag hedefleme ve ilag gelistirme calismalar1 gibi bir¢ok farkli alanda siklikla
kullanilmaktadir. Statik modeller olarak adlandirilan bu yapilarin, viicut igerisinde
gergeklesen yanitlara yakin sonug vermesi dar bir pencereden miimkiin olmakla
birlikte, fizyolojik degisimlere karsi viicut i¢inde gergeklesen yanitlarin bu

modellerde denenmesi mimkiin olamamaktadir.

Gergekei bir atardamar modeli olustururken damar i¢i yapilarin dogru taklit
edilmesi, tedavilerin 6nciil denemelerinde dogru sonuglarin elde edilebilmesi igin
oldukca kritiktir. Bu ihtiyagtan yola ¢ikilan bu tez calismasi kapsaminda,
hiicrelerden, in vitro olarak viicut i¢erisindekine benzer yanitlar elde edebilmek icin

doku miihendisligi yaklasimlarina bagvurulmustur.

Fonksiyonel doku veya organlarin in vitro olarak elde edilebilmesi i¢in, canli
hiicreler ve dokular, diger hiicreler ve hiicre dis1 matris (ECM) araciligiyla
fizyolojik kosullarda kimyasal uyaranlarla birlikte ¢esitli fiziksel uyaranlara maruz
kaldiklarindan, doku ve organlarin yerel mikro ortamlar: taklit edilmelidir (Bayir et
al., 2020). Doku miithendisligi ¢alismalarinin nihai amaci, hiicreler, biyomalzemeler
ve sinyal faktorlerinin kombinasyonunu kullanarak tamamen islevsel ii¢ boyutlu
(3B) yapay doku ve organlar olusturmaktir (Kim et al., 2008; O’Brien, 2011). Bu
sinyal faktorleri arasinda elektromanyetik ortam, mekanaik uyaranlar ve sicaklik
gibi fiziksel olanlarin yani sira, serum proteinleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler
gibi biyokimyasal olanlar, O gerilimi, pH ve CO: konsantrasyonu gibi
fizikokimyasal faktorler de bulunmaktadir. Hiicrelere iletilen sinyallerin tetikledigi
biyokimyasal faaliyetler, ¢esitli yolaklar yoluyla; morfogenez, proliferasyon, goc,
farklilasma, matris tlretimi ve genel olarak protein ekspresyonu gibi hiicre
davranisinin kritik yonlerini kontrol eder (Altman et al., 2002; Burdick & Vunjak-
Novakovic, 2009; Dupont et al., 2011).

Doku miihendisligi laboratuvar ortaminda islevsel, implante edilebilecek
dokular iiretmek amaciyla ortaya atilmis bir terim olsa da, doku miihendisligine kisa

vadede atfedilen rol, ¢esitli hastaliklarin hiicresel mekanizmalarmin yani sira belirli



parametrelerin (stres faktorleri veya cevresel degiskenler gibi) hastaliklarin
ilerlemesi iizerindeki etkilerini daha da 1yi anlamay1 saglayabilecek in vitro hastalik
modellerinin tliretilmesidir (Benam et al., 2015; Griffith & Swartz, 2006; Maltman
& Przyborski, 2010). Bu modeller, yeni terapotik yaklasimlar gelistirmek, yiiksek
verimli klinik Oncesi ilag taramasi yapmak ve tedavi segeneklerini hassas tip
yaklasimi ile kisisellestirmek i¢in son derece kullamshdir (Katt et al., 2016; Skardal
et al., 2016). Bu in vitro hastalik modelleri, 3R: yerine koyma (replacement),
azaltma (reduction), iyilestirme (refinement) prensibi dikkate alinarak hayvan

testlerini azaltma amacima da hizmet eder (de Vries et al., 2015; Russell & Burch,

1960).

Doku miihendisligi prensipleriyle gergek¢i bir in  vitro model
olusturulabilmesi i¢in taklit edilmek istenen hedef dokunun fizyolojik ortaminda
maruz kaldig1 dis ve i¢ etkilerin iyi bilinmesi ve uygulanacak biyosinyallerin buna
gore secilmesi gerekmektedir. Damar g¢eperleri, kalp kasilmasi ile birlikte tiim
vaskiiler aga yayilan pulsatif kan akisi nedeniyle pek ¢ok farkli kimyasal ve
mekanik sinyale maruz kalir. Damar duvari i¢cinde bulunan endotel hiicreleri
iizerinde en Onemli mekanik etkilerin kayma gerilimi (shear stress) ve dairesel
germe (circumferential stress) oldugu bilinmektedir (Davies et al., 2005). Arter ve
venlerde, damar ¢evresinde bulunan diiz kas hiicrelerinin pulsatif akis1 saglamak
icin yaptig1 kasilip gevseme hareketi de endotel hiicreler i¢in bir mekanik sinyaldir.
Endotel hiicreler, tiim bu sinyalleri algilamaya olanak veren mekanoreseptorlere
sahiptir. Bu yapilar sayesinde endotel hiicreler mekanik uyaranlar1 algiladiktan
sonra pek ¢ok sinyal yolagini aktive eder ve ilgili gen ve proteinlerin ekspresyonunu
saglar (Uzarski et al., 2013). BOylece uyarana adapte olabilmek i¢in yeniden
yapilanmaya giderek hem morfolojik hem yapisal hem de fizyolojik tepki
gosterirler. Hizli sonug alabilmek ve siirdiiriilebilirlik agisindan mevcutta kullanilan
in vitro modellerin ¢esitli avantajlar bulunsa da bu modeller makro ve mikro ¢evre
kontroliindeki eksikleri nedeniyle viicut i¢i damar yapilarmin fizyolojik
ozelliklerini tam anlamiyla taklit edememektedirler. Doku miihendisligi yaklasimi
ile olusturulan dinamik modellerle; bu mekanik sinyallerin, dogru biyomalzemeler

iizerindeki hiicreler ile bir araya getirilmesi miimkiin olabilmektedir.



Literatiirde bulunan az sayidaki ¢aligsmalarda, kiiltiir kosullarina 6zel bir
dikkat gosterilmeksizin karigtirmali biyoreaktdrler ve silindir kiiltiir siseleri (roller
bottles) dinamik kiiltiirlerin elde edilmesi i¢in kullanmistir. Dinamik kiiltiirleri elde
etmek icin kullanilabilecek biyoreaktorler basitge bir organizmayi yetistirmek
ve/veya biyolojik bir reaksiyonu gergeklestirmek icin biyolojik olarak aktif
kosullar1 koruyan bir cihaz veya sistem olarak tanimlanir (Wendt et al., 2008). Bu
yaklasim, fermantasyon gibi klasik endiistriyel prosesler i¢in biyoreaktorlerin 1lk
tiretim amacindan esinlenmistir. Doku miihendisligi biyoreaktorleri laboratuvarda
olusturulan doku miihendisligi {irtinlerine (TEC), uygun kiitle tasinimi ve kiiltiir
ortamu igerigi, sicaklik, oksijen, pH ve mekanik sinyaller gibi bir¢ok Onemli
degiskenin siki kontroliiniin saglandigi bir ortam sunarken, bu iriinleri biiyilik
Olcekli, fonksiyonel ve finansal olarak makul dokulara ve organlara ¢evirmenin
anahtaridir (Bayir et al., 2020). Dogru kosullarda bir araya getirilen hiicreler ve
biyosinyaller; hiicre canliligi, proliferasyonu, gogii ve farklilasmasi igin, viicuttaki
yapilarin iyi taklit edilmesini saglayacaktir. Hedef dokuya 6zgli bir ortam elde
etmek i¢in biyoreaktdriin biiylik bir kontrol seviyesi sagladigi g¢esitli mekanik
kuvvetler kullanilarak, hiicresel mekanotrandiiksiyon incelenebilir (Chen & Hu,
2006; Plunkett & O’Brien, 2011). Hidrodinamik ve mekanik yiikler gibi kiiltiir

kosullarinin optimizasyonu i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilen biyoreaktdr ile kontrollii fiziksel
cevrenin saglanarak endotel hiicrelerin farkli sivi akis rejimlerine verdikleri yanitlar
incelenmis, gelistirilen in vitro damar modelinden viicut icerisindekine benzer
yanitlar alinmasi ve hipertansiyon hastaliginin yarattig1 fiziksel degisimlerin, damar
tizerindeki etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu sayede hastalifin daha 1yi
anlasilmas1 ve gelecekteki ila¢ gecis denemelerinde, ger¢ekei bir model {lizerinde
gecirgenlik performansinin denenebilmesine olanak saglanmistir. Bu calisma ile
doku miihendisligi yaklagimlarinin biyoreaktor uygulamalari sayesinde klinik
uygulamalar oncesinde, 3R prensibi ile teknigin/ila¢ adaymnin gergekei
degerlendirilmesi ve basarisiz denemelerin ara basamakta elenerek olasi in vivo
denemelerde sakrifiye edilecek hayvan sayisinin azaltilmasi yolunda onemli bir

adim atilmistir.



2. GENEL BILGILER

Viicut igerisindeki dokulara etki eden mekanik uyaranlarin, hiicre
yiizeyindeki mekanoreseptorler tarafindan algilanarak cesitli sinyal yolaklarini
aktive etmesi ve bu yolaklarla hiicresel yanitlarin olusturulmasina
mekanotransdiiksiyon adi verilir. Viicut i¢erisindeki benzer yanitlarin elde edilmek
istendigi bir damar modeli gelistirirken, hiicresel yanitlarm tam olarak
anlasilabilmesi ve ortaya konulan doku benzeri yapmin viicuttakine benzer
uyaranlara maruz birakilmasi gereklidir. Kalbin kasilmasiyla birlikte, damar
ylizeyine etki eden kayma gerilimi (shear stress) ve dairesel germenin
(circumferential stress) damar igerisindeki endotel hiicrelerin davranislarini

dogrudan etkileyen mekanik sinyaller oldugu bilinmektedir (Davies et al., 2005).

Duvar kayma gerilimi (WSS) bir sivinin yiizey tizerinden akarken birim alan
bagina uyguladig1 siirtinme kuvvetidir. Bu kuvvet ylizeye paraleldir; sivinin
viskozitesi ve hizi ile dogru, kabin yarigapi ile ters orantilidir (Hahn & Schwartz,
2009) (Sekil 2.1). Damar igerisinde endotel hiicreler iizerinde olusan kayma
gerilimi kan akisindan kaynaklanir ve damar ¢eperine paralel olarak kan akisi
yoniinde hiicrelerin apikal yiizeylerine stirtiinme kuvveti ile etki eden tegetsel
kuvvettir (Ballermann et al., 1998; Resnick et al., 2003). Vaskiiler endotel hiicreler
fizyolojik olarak 3 — 20 dyn/cm? arasinda kayma gerilimine maruz kalirlar (Booth
et al., 2014). Kayma gerilimi, morfoloji, sitoiskelet organizasyonu, membran
mekanik Ozellikleri, hiicre i¢i sinyaller, endositoz, hiicre dongiisii, iyon kanallari,

mRNA ve protein sentezi aktivasyonu ile hiicre i¢i Ca'? tasinmasinda etkilidir.
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Sekil 2.1 Damar duvarinda hiicrelere etki eden mekanik kuvvetler: t: kayma gerilmesi, p:dairesel

germe (Hahn & Schwartz, 2009).

Sivi akigini yonlendiren kan basinci hem damar duvarindaki endotel
hiicrelerde hem de arterlerde dairesel germeye neden olur. Kan damarlarindaki
hidrolik basing (alan basina uygulanan dik kuvvet) kalbin pompalama hareketinden
kaynaklanir. Kan basinci aortta en yiiksek degerindedir ve kan kiiglik arterlere,
kilcallara ve venlere dogru hareket ettikge kan basinci diiser. Hidrostatik basing tek
basina hiicre fizyolojisini degistirebilir; ancak dairesel germe ve kayma gerilimi
kadar hiicreler iizerinde etkili degildir (Hahn & Schwartz, 2009). Kan basinc1
sonucu meydana gelen ve damar ¢eperine dik olan kuvvete ise dairesel germe adi
verilir (White & Frangos, 2007). Kayma gerilimi sadece endotel hiicreler tizerinde
etkili olurken, dairesel germe cevre hiicrelerde de etki gostermektedir. Hiicre
yapisina, biiylimesine, yonelimine, tamir mekanizmasina, sitoiskelet yapisina ve
fonksiyonuna etki eden bu mekanik kuvvetlere karsi verilen hiicresel tepkiler,
damar biitlinliiglinii korumak veya kan akisini kontrol etmek amaciyla hemostatik
geri bildirim mekanizmalar1 araciligiyla gerceklestirilmektedir (Fisher et al., 2001;
Jalali et al., 2001). Mekanik germe, normal kabul edilen degerler altinda (%5 — 10)
hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, vaskiiler tonusun diizenlenmesi gibi fizyolojik
olaylarla wvaskiiler bitiinliglin saglanmasmda olumlu etkiler gosterirken,
hipertansiyonun sebep oldugu yiiksek germe degerleri (>%20) hiicre fonksiyonlar1

tizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir (Anwar et al., 2012; Jufti et al., 2015).



Mekanik kuvvetler mekanotransdiiksiyon denilen sistem ile genellikle
proteinlerin konformasyonel degisimi vasitasiyla biyokimyasal sinyallere gevrilir
(Charbonier et al., 2019). Bu sistem siirekli mekanik stres altinda olan kemik, kas,
kikirdak, kan daman gibi dokularm biitiinliigliniin devamhliginda 6nemlidir.
Hiicresel diizeyde mekanotransdiiksiyon, protein sentezi, adhezyon, proliferasyon,
farklilasma, hiicre canlilig1 ve apoptoz gibi pek ¢ok mekanizma iizerinde etkilidir
(Cunningham &  Gotlieb, 2005; Takahashi et al., 1997). Hiicresel
mekanotransdiiksiyon defektleri pek ¢ok hastaliga sebep olabilir ve bu hastaliklarin
ortak noktasi hiicre — hiicre baglantilarinin veya sitoiskelet ile hiicre dis1 matriks
(ECM) arasindaki kuvvet iletiminin bozulmasidir. Hiicreler arasi sik1 baglantilarm
bozulmasiyla 6rnegin, kanda bulunan istenmeyen molekiiller ¢evre dokulara
sizabilir ve bu sebeple inme, pulmoner 6dem gibi ¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikabilir
(Gulino-Debrac, 2013). Mekanotransdiiksiyon adi verilen bu biyokimyasal olaylar
zincirinde hiicrelerin mekanik uyaranlart membran reseptor kinazlar, integrinler, G

proteinleri, Ca™?’

nin hiicreye girisinin degismesi ile tepki veren ve germe ile
aktiflesen iyon kanallar, hiicre i¢i baglanti proteinleri, membran lipidleri ve
sitoiskelet mekanosensorleri ile algiladiklar1 bilinmektedir (Jufri et al., 2015). Bu
yapilar disinda glikokaliksin de mekanosensor olarak rol aldigi belirtilmektedir.
Glikokaliks endotel hiicrelerin apikal ylizeyinde bulunan, proteinler, glikolipidler,
glikoproteinler ve proteoglikanlar gibi pek cok transmembran makromolekiillerden

olusan bir tabakadir. Kan pihtilasmasinda, inflamatuar tepkilerde ve kan akisinin

diizenlenmesinde ¢ok onemli gorevleri vardir (A. R. Pries et al., 2000).

Mekanik uyaranlar endotel hiicrelerin apikal yiizeylerinden diger hiicrelere
veya ECM’ye tutunduklar yiizeylere sitoiskelet ile iletilir. Bu sebeple fokal
adezyonlar (FA), siki baglantilar (TJ) ve adherens baglantilar (AJ)
mekanotransdiiksiyon ile dogrudan iliskilidir. FA’larda integrinler, TJ’lerde
okludin ve AJlerde VE-kaderin, kan akisindan kaynakli mekanik uyaranlar
algilayan mekanoreseptorler olarak kabul edilmektedir (Gulino-Debrac, 2013).
FA’lar hiicrenin ECM’ye tutunmasini saglayan baglardir. Integrinlerden olusan
biiyiik multiprotein kompleksleri ECM proteinleri ile etkilesime girer. Integrinler
RGD gibi spesifik domainlerden ECM ligandlarina baglanan transmembran
proteinleri ve ECM’nin hiicrenin aktomiyozin sitoiskeleti arasindaki iletisimini

saglamak amaciyla uygulanan kuvvetleri algilayan mekanoreseptorlerdir. Tiim bu



mekanoreseptorler uyarildiginda sinyal yolaklar1 aktive olur ve sitoiskelet yapisi
dogrudan etkilenir. Damar i¢indeki laminar kan akist Rho GTPase yolagini aktive
eder ve aktin fiberler akis yonii boyunca uzayarak hiicrelerin akis yoniine paralel
dizilmesi saglanir (Gulino-Debrac, 2013). Aktin fiberlerin konformasyonel
degisimi hem hiicre — hiicre hem de hiicre — ECM etkilesimini degistirir. Diizenli
bir akis rejimi gergin bir sitoiskelet yapisi saglayarak hiicre — hiicre etkilesimini
arttir. Diizensiz bir akis rejimi ise organize olmayan bir sitoiskelet yapisina ve
AJ’lerin dagilmasina neden olur. Laminar olmayan kayma gerilimi ayrica, hiicrede
DNA sentezini uyarir ve nitrik oksit seviyesini degistirir. Pulsatif akis hiicre igi

Ca™? miktarini azaltirken laminar akis artirir (Hillsley & Tarbell, 2002).

- Shear stress
Luminal surface - -

Flow \@
Mechanotransmission signalling \
by cytoskeletol
— 7::::“1—“ Nucleus
Cadherins,
catenins X AGene
Mechanotransduction i La
PECAM-1 expression__
Junction \ f
RaS\T NFxB
. — " Multiple
MAP kinases —
Adhesion site

Extracellular
matrix

Sekil 2.2 Damar i¢i akisla olusan kayma geriliminin, endotel hiicrelerdeki mekanotransdiiksiyonu

(Davies, 2009).

Hemodinamik kayma gerilimindeki degisimler plazma ve hiicrelerin luminal
ylizeyi arasinda karmasik bir kuvvet ortami1 olusturur. Endotel hiicreler akisa maruz
kaldiginda, ilk dakika icerisinde hiicre igi serbest Ca*? konsantrasyonu aniden diiser
(Shen et al., 1992). Aymi anda tiim hiicrenin ve ¢ekirdeginin boyutlar1 yaklasik 1
um azalir (Stamatas & Mclntire, 2001). Hiicre ¢ekirdek boyutlarinin azalmasi hiicre
metabolizmasi ve biiylime hizinin degistirilmesi i¢in akisa kars1 verilen bir tepki
iken, hiire boyutlarinin azalmasi luminal yiizeydeki kayma gerilimi gradientini
diisiirmek amactyla verilen bir tepkidir. ilk bir saat igerisinde, statik kosullarda

endotel hiicre ylizeyinde bulunan karakteristik mikrovillus yapilar kaybolarak



hiicre ylizeyi piiriizstizlesir (Seebach et al., 2000). Endotel hiicre hareketliligi
yaklasik %50 oraninda azalir ve aktin filametleri yeniden diizenlenmeye gider.
Hiicrelerin akisa uzun stireli verdigi tepkiler ise daha farklidir. Akisin dordiincii
saatinde FA’lar yeniden diizenlenir ve hiicre-hiicre arasindaki baglar yeniden
yapilanir (Thi et al., 2004). Bazal kisimda bulunan yogun periferal F-aktin stres
fiber demetleri akis uygulamasindan kisa siire sonra ¢oziiliir ve birkag saat sonra
apikal membranin altinda hiicre aksisi boyunca yapilanacak sekilde tekrar olusur
(Barbee et al., 1995). Bu yapisal degisim hiicrelere uygulanan maksimum kayma
gerilimi etkilerini azaltir. Bir giin sonra ise endotel hiicreler monolayer tabakasi
olarak akis yoniinde dizilir. Kayma gerilimine maruz kalan endotel hiicreler klasik
poligonal sekillerini degistirerek igsi morfolojiye gecerler (Chistiakov et al., 2016;
Yao et al., 2007).

Hiicre iskeleti, yiizeyden gelen gerilim degisiklik sinyallerinin hiicre boyunca
iletilmesinde merkezi bir role sahiptir. Bu iletimlerin ger¢eklesmesinin dort farkl
yolak tizerinden ilerledigi diistiniilmektedir (Hoskins, 2017). Direkt sinyallesme
(Sekil 2.2 — A), muhtemelen glikokaliks yoluyla liimen ylizeyinin deformasyonu
yoluyla gerceklesebilir. Omekler arasinda potasyum (K), sodyum (Na) ve kalsiyum
(Ca) iyon kanallarinin lokalize aktivasyonu, kalsiyum sinyaline yol agan fosfolipaz
aktivitesi, G-protein aktivasyonu ve hiicre membranindaki kavitelerin
degisimlerinden kaynakli sinyallesme yer alir. Mekanotransdiiksiyon ayni
zamanda, baglanti proteinlerinden gelen sinyaller yoluyla da aktive edilir (Sekil 2.2.
— B); kuvvetlerin, kortikal ve/veya filament yapisindaki hiicre iskeleti yoluyla
hiicreler aras1 baglanti protein komplekslerine iletimi olarak 6zetlenebilir. Liimen
ylizeyinde (Sekil 2.2 — A) veya baglanti yakiminda (Sekil 2.2 — B) bulunan
VEGFR2, Akt'yi ve bu konumdaki birincil zar gecis proteinini (PECAM-1)
fosforile etmek i¢in VE-kaderin, B-katenin ve fosfatidilinozitol 3 kinazlarla
birlesebilir. Hiicre iskeleti kuvvetleri ayrica adhezyon bolgelerine de iletilir (Sekil
2.2 — C). Hiicre dis1 matrise bagh transmembran integrinler deformasyon i¢in bir
odak gorevi goriir. Bu deformasyon, fokal adezyonlar1 (FA) fosforile eden MAP
kinazlarin  integrine  bagimli  aktivasyonuna yol acan, FA kinazin
otofosforilasyonuyla sonuclanir. Bdylece birden ¢ok hedef genin promoterlerinin
baglandiklar1 ¢ekirdege translokasyonu saglamr. Ugiincii bir integrin aracili yolak,

aktin olusumunu ve mekanik uyaranlarin iletimini derinden etkileyen RAS



proteinlerinin aktivasyonunu igerir. Cekirdek zarindaki laminler yoluyla mekanik
olarak indiiklenen sinyallesme ile ¢ekirdek deformasyonu ile sonu¢lanma ithtimali
yiiksek olan diger yolak (Sekil 2.2 — D), gen regiilasyonu ile 1lgili makromolekiiler
konformasyon degisikliklerini de igerir. Bu yolaklarin birbirlerini tetikledigi ve
isletim  mekanizmalarinin =~ muhtemelen  birbirleriyle  baglantili  oldugu

diisiiniilmektedir (Davies, 2009).

Dinamik bir atardamar modelinin gerekliligini kavramak i¢in damar i¢i akigin
hiicre dig1 matrise olan etkisini de iyi anlamak gerekir. Damar yapisinin esnekligini
saglayan elastin proteinleri stabil bir destek yapisi olusturan kollajen ile sarilidir.
Hiicrelerin kanin pulsatif akis1 altinda ¢ap artis1 olarak %10’a kadar esneyen, ancak
stabil bir ¢ergeve igerisinde kalmasin saglayan bu yapi, hiicrelerin maruz kaldig
dairesel germeyi minimize eder. Elastin 50 y1l gibi uzun bir yarilanma 6émriine sahip
stabil bir proteinken, damar i¢i ve digim1 saran kollajen yapilarin yar1 émrii 2
haftadir. Kardiyak dongii igerisinde devamli olarak kollajen yapimi ve yikimi
gerceklesir (Bagchi et al., 2019; Hoskins & Hose, 2017). Ozellikle hipertansiyon
gibi hastaliklar, yiiksek dairesel gerilme ve kayma gerilimi yaratir. Bu yiiksek
gerilmeler endotel hiicreleri arasindaki baglarin kopmasina ve yara dokusunun
olusarak damar i¢inde olusan bu mikro ¢atlaklarm bag doku hiicreleri tarafindan
doldurulmasina yol agar. Bu yeni olusan yapilar kollajen temelli olup elastin
icermediklerinden damar esnekliginin geri dondiiriilemez sekilde kaybolmasina,
yara dokusu tizerinde biriken plaklarla skleroz olusumuna neden olur (Riifenacht et
al., 2004) Orijinal dokusu bozulan damarda akis rejimi bozulur ve basing
farkliliklart meydana gelerek damar ceperine olan kuvvetlerde artis goriiliir.
Hipertansiyonun, 6zellikle bu kuvvetlere direkt maruz kalan endotel hiicrelerinde
olusan stres sonucu Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) olusmasi ve enflamasyon
kaynakli yapisal deformasyonlarin siki baglanti proteinlerinin yikim ile damar
biitlinligliniin zedelemesine yol actig1 bilinmektedir (Kaisar et al., 2017; Pires et
al., 2013). Biitiinliigii bozularak heterojen bir yapiya gecen damarlarin mukavemet
zay1flig1 goriilen bolgelerinde, artan bu kuvvetler nedeniyle anevrizmalar olusarak
i¢ kanama meydana gelebilir (Riifenacht et al., 2004). In vitro damar modelleri
gelistirilirken katmanlar arasindaki bu mekanik farklar genellikle g6z ard1 edilerek
damar homojen bir tiipmiis gibi diistintiliir (Hoskins & Hose, 2017) Akisin hiicreler
ve yapiminda/yikiminda rol aldiklar1 degisken ECM vyapilar1 ile gosterecekleri
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etkilesimler ancak mikrogevrenin kontrolii ve viicutta oldugu gibi farkl hiicrelerin

modellerde yer almasi ile gozlemlenebilir.

Hipertansiyonla birlikte olusan yeni kardiyak dongiide, damar yapisinin
sertligi yaklasik %15 artar. Bu sertlesme ile birlikte, kan basmncinin artisina bagh
olarak kanin pulsatif akis hizinda artig goriiliir. Kan basmci artis1 uzun vadede
devam ederse, damar dairesel germe etkilerini normallestirmek i¢in yeniden
yapilanmaya gidecektir. Ancak bu yapilanma, sertlikte, kanin pulsatif akis hizinda
ve kan basincinda uzun vadeli artisa yol agacak olan duvar kalinlasmasi yoluyla
elde edilir. Bu durum disaridan bir miidahale olmadig siirece kendini tekrarlayan
bir yolag: tetikler. ilag, egzersiz veya psikolojik streste azalma yoluyla kan
basincinda orta vadeli bir diisiis, silireci tersine ¢evirmede yardimci olacaktir

(Hoskins & Wilkinson, 2017). Bu siiregler Sekil 2.3’te 6zetlenmistir.

Yiiksek kan basinci

Kanin pulsatif akis
hizinda artig

Dairesel germede Damar sertliginde
artis artis

KISA VADELI ETKILER!

Damarin yeniden
yapilanmasi

Damar kalinhginda Dairesel germenin
artis normalize edilmesi
\ 4
R
Damar sertliginde
artis
Af
Kanin pulsatif akis
hizinda artis

Yiiksek kan basinci

Sekil 2.3 Kan basincindaki artisla birlikte damarda meydana gelen kisa ve uzun vadeli degisimler

(Hoskins & Wilkinson, 2017 'den adapte edilmistir).
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Kan damar1 duvarlarini ¢evreleyen endotel hiicreleri hem dongiisel gerilmeye
(Sekil 2.4 —1ist) hem de statik gerilmeye (Sekil 2.4 — alt) maruz kalir. Sinyal siddeti
dengelendiginde bile, dinamik olarak farkli mekanik uyaranlar, proteinlerin giicline
(6zellikle konformasyonel degisikliklere karsi direng) ve yiik tasiyan yapilarin
dinamik dogasmma dayali olarak ortak veya benzersiz sinyal yolaklarim
etkinlestirebilir. Yeni olusan adezyonlar gibi dinamik yapilarda ve olgun
adezyonlar ve gerilme lifleri gibi kararli yapilarda dairesel germe, giicli
proteinlerde konformasyonel degisiklikleri indiiklemek igin yeterli siire boyunca
kuvvet uygulamaz; ancak zayif proteinlerden sinyal olusumu gerceklesecektir
(Sekil 2.4 —sar1 yildiz). Statik gerilmeye dinamik yapilar kolaylikla adapte olabilir.
Stabil yapilarda, uzun siireli kuvvet uygulamasi hem zayif hem de giicli
proteinlerde konformasyonel degisikliklere neden olur. Bunedenle, dairesel germe
tarafindan etkinlestirilen sinyal yolaklari, muhtemelen yalnizca dinamik yapilara
lokalize olan zayif proteinler tarafindan indiiklenir. Statik gerilme ile se¢ici olarak
etkinlestirilen yolaklar, muhtemelen kararl1 yapilarda giiglii proteinler olan
mekanosensorler araciligiyla gergeklesir. Her iki mekanosinyal tiirii tarafindan
etkinlestirilen yolaklar, muhtemelen hem dinamik hem de kararli yapilarda lokalize

olan zayif proteinleri igerir (Hoffman et al., 2011).
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Sekil 2.4 Damar icindeki dairesel germe etkileri (Hoffman et al., 2011).
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Sistolik ve diyastolik kan basincinin normal degerler lizerine ¢ikmasi kalp-
damar hastaliklarinin riskini olduk¢a artirmaktadir ve kan basincinin normal
degerler arasinda kontrol altinda tutulmasi 6zellikle inme ve akut koroner sendrom
riskini azaltmaktadir (Cengiz et al., 2015). Hipertansiyon kiiresel anlamda halk
sagligl sorunu olmaya devam etmektedir; ABD yetiskinlerinin {igte birini inme,
kalp krizi ve kronik bobrek hastaligi gibi hastaliklarin temel sebebi olarak

etkilemektedir.

Hipertansiyon, yiiksek basingla akan kanin damar ¢eperini genisleterek sebep
oldugu dairesel germe ile endotel hiicreler lizerinde stres faktorii olusturur. Diinya
Saghk Orgiitii 140/90 mmHg’nin iizerindeki kan basincini hipertansiyon olarak
adlandirmaktadir; ancak bu degerler bireylere ve yasa gore degisiklik
gosterebilmektedir. Hipertansiyonun damar yapisi iizerindeki etkisinin incelendigi
in vivo ¢alismalar ile akut hipertansiyonun damar yapisini bozdugunu gosterilmistir
(Ito et al., 1980; Johansson et al., 1970; Mohammadi & Dehghani, 2014; Mueller
& Heistad, 1980). Hipertansiyonun, damar yapisindaki siki baglantilar1 bozarak kan
dolastmindaki zararl1 molekiillerin dokulara gegmesine neden oldugu ve buna bagli
hastaliklarm ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Akut hipertansiyona
bagl olarak viicudun antioksidan savunma sisteminin ¢okerek, dokularda reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) birikmesine neden olarak oksidatif strese yol agtig1 6ne
siriilmiistir (Mohammadi & Dehghani, 2014). ROS ve nitrik oksit (NO)
birikiminin peroksinitrit lretimine sebep olarak damar yapisinin bozulmasimna

neden oldugu diisiiniilmektedir (Tan et al., 2004).

Bu etkilerin dikkate alinmas1 gercekei bir in vitro damar modeli olustururken
ve damar modelinin etkinliginin ispatlanmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Viicut
icerisinde kan akisiyla birlikte dogal mekanizmalarla gerceklesen bu etkilerin
kontrollii bir sekilde laboratuvar ortaminda sisteme uygulanmasi, mekanizmasi tam
olarak ortaya konulamamis bazi yolaklarin kesfedilmesi ve etkin bir in vitro model

olusturmak i¢in muhtemel sistem adaptasyonlarmin yapilabilmesi i¢in kritiktir.
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3. MATERYAL VE METOT

Doku miihendisligi prensipleri gozetilerek gerceklestirilen bu tez ¢alismasi

boyunca;

e Modelin gorevini yerine getirmesini saglayan, damar i¢i fonksiyonlarin
onciisii endotel hiicrelerinin kiiltliri,

e Hiicrelerin viicut i¢i yapiya benzer bir mikro ¢evrede yer alabilmesi igin
secilen doku iskelesinin (tiibiiler bakteriyel seliiloz) tiretimi,

e Biyosinyallerin kontrollii bir makro ¢gevrede hiicrelere iletilebilmesi i¢in

biyoreaktor tasarimi ve liretimi gergeklestirilmistir.

Boylece doku miihendisliginin bu {i¢ ana bileseni (hiicreler, biyomalzemeler
ve biyosinyaller) bir araya getirilerek hiicre yanitlarinin incelenebilmesi miimkiin
olmustur. Tez calismas1 boyunca gerceklestirilen bu dort ana islemi 6zetleyen

etkilesim diyagrami Sekil 3.1°de gosterilmektedir:

TBS Uretimi ve
Karakterizasyonu

Hucre Yanitlarinin
Modelde
Incelenmesi

Sekil 3.1 Tez etkilesim diyagramu.
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3.1. Doku Iskelesi Uretimi ve Karakterizasyonu

Doku miihendisligi yaklasiminda, hiicrelerin organizma igindeki mikro
cevrelerine en yakin ortami saglamak temel gerekliliklerdendir. Bu nedenle dogru
doku iskelesinin secilmesi olduk¢a onemlidir. Daha onceki ¢alismalarda farkl
hiicreler lizerinde denemeleri gerceklestirilen bakteriyel seliiloz (BS) (Bayir et al.,
2018; Bilgi et al., 2016) esnek ama saglam ve hiicrelerin tutunup ¢ogalmasina
yardimc1 olan fibréz yapist nedeniyle (Bayir et al., 2019) bu c¢alisma igin
kullanilacak doku iskelesi olarak se¢ilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda tabaka
halinde iiretimi ve denemeleri gercgeklestirilen BS’nin damar i¢i yapilari dogru

modelleyebilmek i¢in tiibiiler olarak tiretilmesi saglanmistir.

3.1.1. TBS iiretimi

Tibiiler bakteriyel seliilloz (TBS) iiretiminde kullanilan Glucanoacetobacter
xylinus (ATCC 700178, VA, ABD) susunun iiremesi i¢in Hestrin&Shramm (HS)

besi ortami kullanilmistir;

o 20 g Glukoz (102415, Merck Millipore, Almanya),

e 2.7 gNa2HPO4.2H20 (106580, Merck Millipore, Almanya),

e 1.15 gsitrik asit (100243, Merck Millipore, Almanya),

e 5 g bakteriyolojik pepton (LP0037B, Oxoid, Thermo Fisher
Scientific, ABD),

e 5 gmaya 6ziitii (MCO001, Lab M, Ingiltere)

Bilesenler 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra asidite kontrolii
yapilmis (pH 5 — 6), otoklavda/buharl sterilizatérde (Hirayama, HG-50, Japonya)
121 °C’de 15 dk. boyunca steril edilmistir.

Steril HS besi ortami igerisine, Glucanoacetobacter xylinus susu -20 °C’de
bulunan stoktan alinarak eklenmis ve aktivasyonu ic¢in 2 giin boyunca, 30 °C’de

150 rpm hizda calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Aktive edilen bakterilerin sivi hava ara ylizeyinde seliiloz olusturdugu

bilindiginden (Bayir, 2018), tiibiiler yapinin olusturulabilmesi i¢in taze hazirlanan
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steril HS besi ortami igerisine %3 (v/v) oraninda aktif kiiltiir inokiiliimii yapilmus,
4 mm i¢ capindaki hava gegirgen steril silikon hortumlar igerisine eklenerek
hortumun uglar1 plastik kelepgeler yardimi ile kapatilmistir. 5 giin boyunca 30
°C’de statik kosullar altinda inkiibe edilerek bakterilerin hava gecirgen silikon

hortumlarin i¢ ¢eperinde seliiloz tiretmesi ile TBS elde edilmistir.

3.1.2. TBS’nin saflastirilmasi

Uretimi gergeklestirilen TBS’nin saflastirilmas1 ve doku iskelesi olarak
kullanima hazirlanabilmesi igin; TBS’ler hortumlarin igerisinden g¢ikarildiktan
sonra (Sekil 3.2 — A), distile su ile yikanarak 0.1 M NaOH (106462, Merck
Millipore, Almanya) igerisinde 80 °C’de 1 giin bekletilmistir. Uygulanan alkali
islem ile TBS’lerin tizerindeki bakterilerin ve bakteri kalintilarinin uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Daha sonra, TBS’ler, yeni hazirlanan 0.1 M NaOH igerisinde 20
dakika kaynatilmistir. Ardindan NaOH uzaklastirilarak, distile su ile 20 dakika
boyunca kaynatma islemlerine gec¢ilmistir. TBS’ler agarana kadar distile su ile
kaynatma islemi tekrarlanmistir. TBS’ler agardiginda, saflastirma islemi

tamamlanmistir. Son olarak, TBS’ler otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek

doku iskelesi olarak kullanilmaya hazir hale getirilmistir (Sekil 3.2 — B).

Sekil 3.2 Tiibiiler Bakteriyel Seliiloz (TBS) iiretimi (A) ve saflastirilmasi (B).
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3.1.3. TBS’nin modifikasyonu

Deneme siirecinde hiicrelerin maruz kalacaklari devamli ve pulsatif akis
etkisiyle TBS iizerinden siipiiriilmelerinin oniine ge¢mek igin, TBS ylizeyinin
modifiye edilmesi amaglanmistir. Bu sayede hiicrelerin yiizeye tutunma veriminin

artacagi diistiniilmiistiir.

Yiizey modifikasyonu denemelerinde ilk olarak dogal polimerler olan ve
hiicre tutunmasmi artirma ¢alismalarinda siklikla kullanilan jelatin (10478, Merck
Millipore, Almanya) ve tip 1 kolajen (Santa Cruz Biotechnology, SC-136157) ile
kaplama yapilmaya ¢alisilmistir. Bunun yani sira iki farkli yontem kullanilarak
Glycidyltrimethylammonium Chloride (GTMAC, 50053, Sigma Aldrich, ABD) ile
selilloz ylizeyi katyoniklestirilmeye calisilarak hiicre tutunmasinin artirilmasi

hedeflenmistir (Courtenay et al., 2017; Zaman et al., 2012).

3.1.3.1. Jelatin ile viizey kaplama

Toz haldeki jelatin ultra saf su icinde karistirilarak %?2’lik (w/v) jelatin
¢Ozeltisi olusturulmustur. Elde edilen ¢6zelti otoklavda, 121 °C sicaklikta 15 dakika
steril edilmistir. TBS iskelenin endotel hiicre ekimi yapilacak i¢ (luminal) yiizeyine
200 pL’lik jelatin ¢ozeltisi eklenmis ve bu sekilde bir gece 37° C inkiibatorde
kaplanmaya birakilmistir. Ertesi giin TBS yiizeyinden jelatin ¢ekilip PBS ile

yikanarak TBS yiizeyi hiicre ekimi i¢in hazir hale getirilmistir.

3.1.3.2. Kolajen ile viizey kaplama

Kolajen miktar1 8 pg/cm? olacak sekilde, steril Tip 1 Kolajen soliisyonu TBS
iskelenin luminal yiizeyine eklenmis ve 4 °C’de bir gece bekletilerek TBS, kolajen
ile kaplanmaya birakilmistir. Ertesi giin PBS ile yikanarak TBS’nin hiicre ekimine

uygun hale gelmesi saglanmistir.

3.1.3.3. GTMAC ile viizey modifikasyonu

GTMAC ile toz halindeki nano-kristal seliilozun eterifikasyon ile modifiye
edildigi ve bu sekilde katyoniklesen seliiloz yiizeyinde hiicre tutunma veriminin

artirildig1 bilinmektedir (Courtenay et al., 2017; Zaman et al., 2012).



Literatiirdeki calismalarin aksine, TBS 1slak bir tiip halinde oldugundan,

literatiirde  tanimlanan modifikasyon protokolleri, tez ¢aligmasina
uyarlanmistir.
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Sekil 3.3 Seliilozun NaOH varliginda GTMAC ile modifikasyonu (Courtenay et al., 2017).

GTMAC ile katyoniklestirme islemi, Sekil 3.3’te mekanizmasi gosterilen
reaksiyona gore, BS’nin OH gruplarindan Hidrojen koparilarak GTMAC
igerisindeki radikal grubun (trimetil amonyum) baglanmasi ile gerceklestirilmistir.
Bu kimyasal modifikasyon islemi sirasinda ortamda H>O miktarinin fazla olmasi
kompetitif reaksiyonlarin gergeklesmesine neden olmaktadir (Zaman et al., 2012).
Bu reaksiyonlar Sekil 3.4’te verildigi gibi sirastyla GTMAC hidrolizi (Sekil 3.4 —
A) ve katyonik BS degredasyonu (Sekil 3.4 — B) seklinde gergeklesebilmektedir.

CH;, OH CHs
WT*—CH;CI“ + H0 %— HO Nt——CH;CI
0 CH, CH,
OH TH; OH (|‘H;
0 \)VW_CH}(T + H,0 LOH» BS —OH -+ HO\A/NJ'—(‘H{Y
BS / | |
CH; CHy

Sekil 3.4 GTMAC ile BS modifikasyonu sirasinda meydana gelen kompetitif reaksiyonlar. A:
GTMAC hidrolizi, B: katyonik BS degredasyonu (Zaman et al., 2012).

Kompetitif reaksiyonlarin olusmasini engellemek ve TBS nin GTMAC ile

etkili bir sekilde katyoniklestirilmesini saglamak i¢in ortamdaki su miktarim
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uzaklastirmak kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle modifikasyon hem liyofilize TBS

hem de susuzlastirilmis TBS iizerinde gergeklestirilmistir.

TBS’nin susuzlastirilmast igin iki farkl yéntem denenmistir. 11k olarak TBS,
icerisinden kuru hava gegcirilmek tizere peristaltik pompaya (YZ1515x, Longer
Pump, Ingiltere) baglanmis, bu sayede kurutma islemi sirasinda tiibiiler yapinin
yapisarak, 3B geometrinin bozulmasinin oniine gegilmistir. TBS kurutma islemi
sirasinda tart1 lizerine almmis, bu sayede agirlik degisimi diizenli olarak takip
edilebilmistir. Literatiirde raporlandigi iizere; reaksiyonun optimal gerceklestigi
bilinen %35 sululuk oranina ulasincaya kadar kurutma islemine devam edilmistir

(Zaman et al., 2012).

Ikinci bir susuzlastirma sekli olarak DMSO ile suyun uzaklastirilmasi
denenmis, TBS nin sululuk oran1 %65’e gelene kadar kuru hava ile igerigindeki su
uzaklastirilmis ve kaybedilen su miktarinin 2 kat1 kadar DMSO TBS’ye aktarilarak
bir gece 4 °C’de bekletilmistir (Courtenay et al., 2017).

Susuzlastirma igleminin ardindan liyofilize TBS, sadece susuzlastirilmis TBS
ve DMSO ile susuzlastirilmis TBS i¢in katyoniklestirme reaksiyonu baglatiimistir.
Bunun i¢in ultra saf suda hazirlanan %35’°lik (w/v) NaOH c¢ozeltisinin asiditesi
kontrol edilmis, reaksiyon igin 10-13 aralifinda istenilen pH 11 olarak 6l¢iilmiistiir.
Eterifikasyon isleminin maksimum verimle gergeklesmesi adina, aktif iic —OH
grubuna baglanmak iizere GTMAC molekiilii, molar olarak TBS’nin kuru
agirligimdan 30 kat daha fazla olacak sekilde hesaplanarak, sisteme damla damla

eklenmistir (3 mL).

Hiicreler tiibiiler yapinin luminal yiizeyine tutunacagindan, modifikasyonun
TBS’nin i¢ ylizeyinde gerceklestiginden emin olmak adina; reaksiyon karigimi 65
°C’deki su banyosuna aliarak, yine peristaltik pompa yardimi ile TBS i¢erisinden

gecirilmistir (Sekil 3.5).



Sekil 3.5 TBS’nin GTMAC ile modifikasyonu.

5 saat boyunca 10 rpm’lik akis ile reaksiyonun gerceklesmesi beklenmis,
ardindan reaksiyon sivisi sistemden uzaklagtirilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin
%95 safliktaki etanol (EtOH) sisteme eklenmis (70 mL) ve 10 dakika boyunca
sirkiilasyon saglanmistir. Ardindan sistemdeki sivi uzaklastirilmig, taze etanol

eklenerek bu yikama igslemi 10’ar dakika siire ile toplam 3 kez tekrarlanmustir.

Reaksiyon artiklarinin uzaklastirilmasi igin sistem bosaltilarak ultra saf su
(UPW) ile yikama islemi gergeklestirilmis, bu islem 2’ser dakikadan toplam 15 kez

tekrarlanmistir. Boylece TBS yiizeyi hiicre ekimi igin hazir hale getirilmistir.

3.1.3.4. ATR-FTIR ile yiizey modifikasyon basarisinin incelenmesi

Kontrol grubu, GTMAC molekiilii ve modifiye edildigi diisiiniilen GTMAC-
TBS gruplarinin analize hazir hale gelmesi i¢in TBS’ler kesilip agilarak bir gece
kurumaya birakilmig, tamamen susuzlastirilmis ve analize hazirlanmistir.
Modifikasyonun basarist Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’ndeki (Ege MATAL), ATR-FTIR
cihazt (Perkin Elmer Spectrum Two, ABD) tarafindan saglanan transmisyon

spektrumlari yardimi ile incelenmistir.

3.2. Biyoreaktér Tasarim ve Uretimi

Islevli bir 3B atardamar modeli olusturabilmek i¢in; TBS’nin sabitlenerek ic

kismindan, farkli basinglarda besi ortaminin sirkiilasyonuna imkan verebilecek ve
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bu siirekli akisla, hiicre ylizey reseptorlerinin uyarilmasmi saglayabilecek bir
biyoreaktdr tasarlanmis ve iiretilmistir. On tasarimlar i¢in benzer islev gdsteren
piyasadaki mevcut biyoreaktorler incelenmis (3DCulturePro™, TA Instruments,
ABD) ve daha onceki c¢aligmalarda gelistirilen basit tasarimlar ilizerinden yola

cikilmistir (Sekil 3.6) (Bayir, 2018).

Tasarimlarin istenilen islevleri yerine getirdiginden emin olmak adina,
bilgisayar destekli modelleme (CAD) ile olusturulan biyoreaktdr parcalar1 ve TBS,
hesaplamali akigkanlar dinamigi (CFD) ile in silico olarak denenmistir. Nihai model

bu denemelerin ardindan ortaya ¢ikarilmis ve tiretilmistir.

3.2.1. Malzeme secimi

Biyoreaktorde  kullamilacak  parcalarm  tasarrm  ve  modellemesi
tamamlandiktan sonra; steril edilebilirlik, paslanmazlik ve biyouyumluluk

kriterlerine gore malzemeler secilmistir.

Govde malzemesi olarak sistemi gozlemlemeyi kolaylastirabilmek adina
seffaf malzemelerin kullanilmasina karar verilmis, borosilikatli cam ve polimetil-
2-metilpropenoat (pleksiglas) tiipler, farkli uzunluklarda TBS parcalarinin
takilabilmesi i¢in istenilen uzunluklarda kestirilmistir (5 cm, 7 cm, 10 cm). Govde

parcalart 121 °C’de 15 dk. steril edilerek malzeme deformasyonu gozlenmistir.

Biyoreaktor govde konnektorii, konnektor tiineli, baglanti rakoru ve mangon
icin 316L c¢elik malzeme kullanilmis, korozyon direncine ASTM F1089 uyarinca
bakir siilfat testi ile bakilmigtir. Bu test i¢in kullanilan metot, 3.2.1.1 Bakar siilfat
testi ile korozyon direncinin gozlenmesi bashgi altinda anlatilmistir. Yiiksek 1sil
dayanimi, paslanmamasi ve saglamligi diisliniildiigiinde biyoreaktorlerde sik

kullanilan bu paslanmaz celik tipi tercih edilmistir.

S1zdirmazhig1 saglayabilmek amaciyla ¢elik govde konnektorii igine agilan
conta kanallarinda ve konnektor tiinelini konnektore sabitlemek i¢in manson ile
konnektor tiineli arasinda gida uyumlu silikon contalar kullanilmistir. 2 farkli conta

tipi temin edilerek sizdirmazlik ve biyouyumluluk performanslar: incelenmistir.
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Baglantida kullanilacak hortumlar i¢in hava gegirgen ve esnek silikon
hortumlar tercih edilmis, peristaltik pompa tarafindan sikistirilirken deforme
olmamasi, otoklav dayanim ve biyouyumluluk performanslar1 degerlendirilmistir.
Si1zdirmazlig1 saglayabilmek i¢in i¢ ¢ap ve et kalinligi farkli hortumlar denenerek,

tasarlanan pargalarla uyumlu optimal hortum ¢ap ve kalinliklar1 bulunmustur.

Biitiin malzemelerin hiicreler iizerinde olumsuz bir sag kalim etkisi
yaratmadigindan emin olmak icin malzemelerin sitotoksisitesine ISO 10993-
5:2009 uyarmca bakilmistir. Biyoreaktorde kullanilmasi planlanan biitiin
malzemeler tartilarak, ISO 10993-12:2009 uyarinca 0.2 g/mL oranla ekstraksiyon
icin serumsuz besi ortami ile 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan, 1x10*
hiicre/mL oranla 3 tekrarli olarak 96 g6zl hiicre kiiltiirli kabina ekilen hiicrelerin
tizerine ekstraksiyon sivilari eklenmistir. 3 giin boyunca ekstraksiyon sivisi ile
inkiibe edilen hiicrelerin, ekstraksiyon sivisi eklenmemis kontrol grubu ile
karsilastirilmast igin MTT canliik analizi yapilmistir. Canlilik analizinde
kullanilan bu yontem, 3.2.1.2. Kiiltiir kabinda hiicre canlhihiginin belirlenmesi

baslig1 altinda agiklanmustir.

3.2.1.1. Bakur siilfat testi ile korozyon direncinin gozlenmesi

Tibbi cihazlarda kullanilacak paslanmaz celik malzemelerin korozyon
direncinin Ol¢lilmesi i¢in kullanilan ASTM F1089 test metodu uyarinca,
biyoreaktorde kullanilacak biitiin paslanmaz ¢elik malzemelerin paslanmazlik
Ozellikleri test edilmistir. Testi ger¢eklestirmek icin Oncelikle bakir siilfat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in 4 gr Bakir Siilfat Pentahidrat (C8027, Sigma Aldrich,
ABD) tartilarak 249 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis, tizerine % 96’11k siilfirik
asit (30743, Honeywell Riedel de-Haen, ABD) 1 mL eklenmis ve soliisyon iyice
karistirilmistir. Ardindan ¢elik malzemelerin yiizeyi %70’lik etanol ile silinerek
temizlenmis ve distile su ile yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir. Malzemeler
kuruduktan sonra bakir siilfat soliisyonu igerisinde en az 6 dakika bekletilmistir.
Reaksiyonun ardindan malzemeler distile su ile yikanmis ve herhangi bir kirmizi

leke olusumu olup olmadig1 gézlenmistir.
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3.2.1.2. Kiiltiir kabinda hiicre canlihiginin belirlenmesi

Hiicre canlihgmin belirlenmesi i¢in metabolik aktivite temelli bir test olan
MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)  (M5655,
Sigma Aldrich, ABD) sitotoksisite testi ISO 10993-5:2009 Ek C uyarinca
gergeklestirilmistir. Hiicreler tarafindan metabolize edilen boyamn, hiicre sayisi
karsiligin1 gozlemlemek i¢in denemeler yapilmadan 6nce, biiyiime egrisi ¢ikarmak
gerekmektedir. Bunu saglamak icin hiicreler 1x10* hiicre/mL konsantrasyondan
baglayip, her seferinde 2 kat daha fazla hiicre olacak sekilde 2,4x10° hiicre/mL
konsantrasyona kadar, 4 tekrarli olarak 96 gozlIi hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir.
Olas1 sitotoksik etkiler calismada kullanmilmasi planlanan hiicreler {izerinde
gozlemlenmek istendigi icin, standartta belirtilen hiicre tipleri yerine, ¢alismada
kullanilacak hiicrelerin ekimi yapilmistir. Hiicre sayim ve ekim islemlerinin nasil
gerceklestirildigi 3.3 Hiicre Kiiltiirii boliimiinde agiklanmistir. Hiicrelerin 96 gozli
kiltiir kab1 tabanina tutunmasi i¢in en az 3 saat beklendikten sonra MTT testine

baslanmustir.

MTT soliisyonu hazirlamak i¢in kabin igerisinde ve 1siksiz ortamda toz
halindeki MTT kimyasali UPW igerisinde 5 mg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. Oda sicakligindaki MTT soliisyonu serumsuz besi ortami
ile seyreltilerek %10’luk (v/v) taze MTT boyama soliisyonu hazirlanmigstir.
Ardindan hiicreler iizerindeki besi ortamu uzaklastirilmis ve hazirlanan MTT
boyama soliisyonu hiicrelerin lizerine eklenerek, %5 CO» ve %95-98 nem iceren 37
°C’deki inkiibator icerisine 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilarak
kaldirilmigtir. 4 saat siiren inkiibasyonun ardindan tiim ortam c¢ekilerek, MTT
boyasinin hiicreler tarafindan metabolize edilmesi ile olusan formazan kristallerinin
¢oziilmesi icin hiicrelerin tizerine DMSO (802912, Merck, Almanya) eklenmistir.
(Coziinen kristallerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda, mikroplaka
okuyucuda (Synergy HT X, BioTek, ABD) okutularak kaydedilmistir. Bu sekilde
her hiicre tipi i¢in hiicre sayisi/absorbans egrileri elde edilmis ve denemeler

sirasinda okutulan degerlerin hiicre sayisi karsiligmi belirlemek i¢in kullanilmistir.
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3.2.2. TBS’nin CAD modelinin olusturulmasi

TBS’nin farkli akis etkileri altinda davramislariin simiile edilebilmesi i¢in
tiretimi gergeklestirilen TBS’lerin i¢ ¢ap1 ve et kalinliklar1 olgiilmiis, basit bir
tiibliler yapt olarak SolidWorks 2019 SP 5.0 (Dassault Systemes, ABD) programi
ile bilgisayar destekli modellemesi (CAD) gerceklestirilmistir. TBS’ye ait teknik

resim ekte verilmistir (Ek 1).

3.2.3. Biyoreaktor parc¢alarimin tasarimi ve modellenmesi

Reaktor pargalari tasarlanirken kullanim ve izleme kolayligi gézetilmis, parga
geometrileri bu dogrultuda olusturulmustur. On ¢alismalar sirasinda kullanilan 50
mL’lik santrifiij tiipliniin 6l¢iilerinin ideal oldugu (Sekil 3.6 — A), baglant1 pargalari

igin ise piyasadan temin edilen biyoreaktor parcalarimin ergonomik oldugu (Sekil

3.6 — B) goriilmiis tasarimlar bu temeller tizerine insa edilmistir.

Sekil 3.6 On tasarimda kullanilan biyoreaktorler. A:Santrifiij tiipiinden elle yapilan biyoreaktor.
B:Piyasadan temin edilen benzer amagli biyoreaktor (3DCulturePro™, TA Instruments, ABD).

Biyoreaktor kurulum ve hiicre ekim islemleri aseptik kosullar altinda, steril
kabin igerisinde yapilmak zorunda oldugundan, pargalarin tasariminda ana kriter

ergonomi ve modiilerlik olmustur. Kompleks bir geometri sizdirmazlik gibi
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kriterlerde avantaj saglayabiliyorsa da kabin igerisinde kontaminasyonun Oniine

gecebilmek i¢in, biyoreaktoriin kolay montajlanabiliyor olmasi gerekmektedir

(Bayir et al., 2020). Bu kriterler gozetilerek gelistirilen ve 7 ana pargcadan olusan

tasarim Tablo 3-1’de 6zetlenmistir. Parcalara ait spesifik dl¢iilerin yer aldig1 teknik

resimler ekte verilmistir.

Teknik

Resim

Ek 2

Tablo 3-1 Biyoreaktdr pargalari

Parca Adi Parca Gorseli

Baglant1 Rakoru

Ek 3

Govde

Konnektori
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Ek 4 Govde
Ek 5 Manson
Konnektor
Ek 6
Tuneli
Sizdirmazlik
Ek 7
Contalar1
Baglant1
Ek 8
Hortumlan
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Sabitleme
Ek 9
Destekleri

Par¢a SolidWorks programi iizerinde montajlanarak olgiiler dogrulanmis
(Sekil 3.7), teknik resimler program iizerinde olusturularak islenmeye hazir hale

getirilmistir.

Sekil 3.7 Biyoreaktdriin in silico montaji.

3.2.4. CFD analizi ile akis etkilerinin incelenmesi

Biyoreaktor pargalarinin ve TBS’nin CAD modellemeleri tamamlandiktan
sonra in silico denemeler i¢in modeller ANSYS 2020 Fluent R1 (ANSYS, Inc.,
ABD) programinda basitlestirilmis (Sekil 3.8), yalnizca akiskanin etkilerinin
goriilecegi govde ve TBS modelleri iizerinden aglama (meshleme) ad1 verilen iglem

yapilmistir.
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Solid Domain
(TBS) O S

Fluid Domain
(Besi Ortami)

Sekil 3.8 CFD analizi i¢in basitlestirilmis model

Meshleme; gorece biiyiik bir objeyi daha kiigiik elemanlara parcalama islemi
olarak tanimlanabilir. Bu islemdeki amag bir diferansiyel denklemin ¢oziimiinii
kolaylastirmaktir. Diferansiyel denklemin in silico ¢6ziilmesinde kullanilan sonlu
elemanlar yonteminde, ger¢ege yakin sonuglar elde etmenin yolu, optimize bir
meshleme yapilmasina baghdir. Basitlestirilmis model i¢in kat1 ve s1vi ortamlarin
fiziksel ozellikleri programa tanimlanmis, ¢cevresel kosullar belirlenerek meshleme
islemine baglanmistir. ANSYS'de en yaygin iki meshleme secenegi vardir. Biri alt1
ylizlii (hexahedral), digeri ise dort yiizlidiir (tetrahedron). Hexahedral mesh,
tetrahedron'dan daha dogru sonuglar verdigi i¢in bu ¢alisma icin tetrahedron yerine
hexahedral mesh yapilmistir (Moaveni, 2007). Ayrica, ag boyutunun sonuglardan
bagimsiz oldugundan emin olmak i¢in bir ag yakinsama caligmasi yapilir. Akis
simiilasyonu i¢in mevcut model, simiilasyon siiresini kisaltirken sonug
dogrulugunu elde etmek i¢in 33,409 noktanin birlesiminden olusan 27,719 pargaya
boltinmistiir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Akis simiilasyonu i¢in meshlenmis model

Meshleme isleminin ardindan, modelin in vitro denemeleri sirasinda TBS nin
maruz kalacagi diisliniilen etkiler, sabit hizl1 iki farkli akis rejimi (sabit ve pulsatif)
ve l¢ farkli basing etkisi altinda simiile edilmistir. ANSYS yaziliminin basing
profili olusturmak ve farkli basinglar {izerinden sisteme olusan etkileri hesaplamak

icin kullandig1 formdiller:
Sireklilik denklemi
Ju av aw\ _
p(5+ ay T o) =0
Momentum denklemleri

u ou ou d u 7] ou 7] ow, dp
—_— —_ —_) = — —) + — - —_ —)_. =
p(uax+vay+waz) ax(uax ay(uay)+az uaz ox

u ou ou a u 7] ou a ow, Jdp
- - - —_ — — )+ — - —_ ) . =
p(uax+v6y+waz) ax(uax ay(uay)+az uaz ay

ou ou ou ) ou ) u ) ow, dp
— — — — — + — — — —_—) - —
P (u tv y tw z) dax u ax) ady (u ay) + 0z (u az) 0z
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TBS {izerindeki basing dagilimi, akigkanin hiz degisimi, duvar kayma
gerilimi (WSS) ve dairesel gerilme etkileri bu 3 farkli senaryo i¢in analiz edilmistir.

Bu etkilerin analizi i¢in kullanilan formiil ise altta verilmistir:

o=D x &¢

L1 . T
o = gerilim vektori = [ax X 0y, X 0; X Oxyy X Oy, X sz]

D = elastisit veya elastik sertlik matrisi veya gerilme — sekil degistirme egri matrisi

el

e® = ¢ x ¢ = elastik sekil degistirme vektorii

T
& = toplam sekil degistirme vektori = [ex X &y X &5 X Exy X €y X exz]
et = termal sekil degistirme vektorii

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Modelde kullanilacak hiicrelerin belirlenmesi ve uygun yapinin kurulabilmesi

i¢in damar modelinde kullanilabilecek 4 farkli endotel hiicresi denenmistir:

e Primer Insan Beyin Mikrovaskiiler Endotel Hiicreleri (HBMEC) (HEC02,
Neuromics, ABD)

e insan Endotel Progenitér Hiicre Hatt1 (EPC) (36053-05, Celprogen, ABD

e insan Umbikal Ven Endotel Hiicre Hatt1 (HUVEC) (Sap Enstitiisii Hiicre
Kiiltiirii Koleksiyonu (HUKUK), Tiirkiye)

e Insan Beyin Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Hatt: (HBEC-5i) (CRL-3245,
ATCC, ABD)

Soguk zincir bozulmadan, dondurulmus sekilde temin edilen hiicreler,
proliferasyon icin ¢oziindiiriilmiis ve g¢ogaltilarak pasajlanmus, yeterli stok elde
etmek i¢in ise dondurulmustur. Hiicreler lizerinde uygulanan bu islemlere ait

protokoller (¢ozdiirme, pasajlama ve dondurma) asagida belirtilmistir.
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3.3.1. Besi ortami (GFM) hazirlanmasi

Hiicrelere kiiltiir boyunca gerekli besin 6gelerini ve farklilasmalar1 igin
ihtiya¢ duyduklar1 kimyasallar1 saglamak icin besi ortami ad1 verilen bir karisim
hazirlanmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan hiicrelerin, viicut i¢i endotellerinin
Ozelliklerini gosterecek sekilde fonksiyonellesmeleri icin Ozellestirilmis bir besi
ortami igerigi hazirlanmis (Bayir et al., 2018), biitiin kiiltiir islemleri bu besi ortami1

(Growth Factor Medium - GFM) ile gerceklestirilmistir;

* %385.88 (v/v) DMEM HG (45965-039, Gibco, ABD)

e %10 (v/v) Fétal Sigir Serumu (FBS, S181G-100, Biowest, Fransa)

e %I (v/v) L-Glutamin (K0283, Sigma Aldrich, ABD)

e %1 (v/v) Sodyum Piriivat (S8636, Sigma Aldrich, ABD)

e %1 (v/v) Gentamisin (345814, Merck Millipore, Almanya)

e %1 (v/v) Putrescine (P5780, Sigma Aldrich, ABD) (18.50 pg/mL)

e %0.0557 (v/v) Insulin (19278, Sigma Aldrich, ABD) (5.57 pg/mL)

e %0.02 (v/v) Heparin (H1020, Sigma Aldrich, ABD) (2.00 pug/mL)

e %0.02 (v/v) Sigir Derum Slbumini (BSA, A9647, Sigma Aldrich, ABD)
(1.95 pg/mL)

e %0.01 (v/v) Hidrokortizon (H4001, Sigma Aldrich, ABD) (0.50 pg/mL)

e 9%0.005 (v/v) Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF, 13256029, Gibco,
ABD) (5.00 ng/mL)

e %0.004 (v/v) Sodyum Delenit (214485, Sigma Aldrich, ABD) (5.20
ng/mL)

e 9%0.003 (v/v) Progesteron (P0130, Sigma Aldrich, ABD) (6.30 ng/mL)

e %0.003 (v/v) Epidermal Biiylime Faktorii (EGF, SRP3238, Sigma
Aldrich, ABD) (30.00 ng/mL)

3.3.2. Hiicre ¢ozdiirme ve cogaltma

Kuru buz igerisinde kriyotiiplerde teslim alinan hiicreler, sivi azot tankina
(Locator, Thermo Scientific, ABD) (-196 °C) aktarilmistir. Cozdiirme islemi igin
hiicreler s1vi azot tankindan ¢ikarilarak kriyotiipler su banyosunda (37 °C) eritilmis,

hiicrelerin zarar gdrmemesi i¢in ise kriyotiip igerisinde ufak bir par¢a buz kalmasi
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saglanmistir. Dondurma ¢ozeltisi sivilagtiinda kriyotiipler Smif II biyogiivenlik
kabini (LP2-4S1/3, ESCO, ABD) igerisinde besi ortami ile seyreltilerek santrifiij
tiiptine (188271, Greiner Bio-One, Almanya) aktarilmistir. Hiicreler 4 °C, 1000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendikten (5810 R, Eppendorf, Almanya) sonra
stipernatant uzaklastirilmis, santrifiij tiipline yapisan hiicre pelleti hafif¢e vurularak
tiipten ayrilmis ve besi ortamui ile siispanse edilmistir. Stispanse haldeki hiicreler,
hiicre kiiltiir kaplarma (690175, Greiner Bio-One, Avusturya) alinmis ve ekim
tarihi, ekim yapan kisi, hiicre adi1 ve pasaj numarast gibi tanimlayici bilgiler
yazilarak etiketleme yapilmistir. Ardindan kiiltiir kaplari, hiicrelerin ¢ogalabilmesi
icin inkiibasyona alinmistir. Viicut i¢i kosullar1 yakalamak adina; %5 CO» ve %95-
98 nem igeren inkiibatér (HERA Cell 1501, Heraeus, Almanya) 37 °C’ye ayarlanmis
ve hiicreler diizenli kontrol edilerek proliferasyonlar1 takip edilmistir. Ug giinde bir
besi ortami ¢ekilerek taze besi ortami eklenmis, kiiltiir kabi ylizeyi ¢ogalan hiicreler
tarafindan %80 oraninda kaplandiginda (konfluensi) pasajlama islemine

gecilmistir.

3.3.3. Hiicre pasajlama

Hiicreler konfluensiye yaklastikca kisith bir ylizeyde ¢ogaldiklar1 i¢in alan
bulamamaya ve strese girerek 6lmeye baslarlar. Bu nedenle hiicrelerin yiizeyden
kaldirilarak yeni yiizeylere aktarilmasi veya dondurulmasi gerekmektedir.
Pasajlama ad1 verilen bu islemde; hiicrelerin birbirleri ve yiizeyle yaptiklari protein
baglarinin par¢alanmasi gerekmektedir. Protein yikimini saglamak i¢in pankreatik
bir proteaz olan tripsin enziminden faydalanilir. Besi ortami igerisinde bulunan Ca*?
ve Mg*? iyonlar1 hiicrelerin yiizey proteinlerinin fokal adezyonlarla yiizeye daha
sik1 baglanmasini saglayarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini zorlastirdigindan ve
serum tripsini inhibe ettiginden, pasajlama islemine baslamadan 6nce hiicrelerin
tizerindeki besi ortami uzaklastirilmalidir (Freshney, 2010). Bunun i¢in; besi ortami
kiiltiir kabindan cekilip, besi ortamu artiklar1 da Ca*?, Mg*? icermeyecek sekilde
hazirlanmig ve dnceden 37 °C’ye 1sitilmis steril fosfat tuz soliisyonu (PBS) ile

yikanmuistir.
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PBS Hazirlanis1 (pH 7.4):

e (.2 g/L KCI (Potassium Chloride, 12636, Sigma Aldrich, ABD)

e 0.2 g/L KH2PO4 (Potassium dihydrogen phosphate, 104871, Merck
Millipore, Almanya)

e 1.46 g/L Na;HPO4.2H20 (Sodium phosphate dibasic dihydrate, 106580,
Merck Millipore, Almanya)

e 8 g/L NaCl (Sodium Chloride, 31434, Sigma Aldrich, ABD)

Yikama isleminin ardindan, hiicrelerin iizerini kaplayacak kadar tripsin
(%0.25)/EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) soliisyonu (SH30042.01, HyClone
Cytiva, ABD) eklenerek, protein yikiminim etkin bir sekilde gerceklesebilmesi igin,
kiiltiir kab1 37 °C’deki inkiibatorde 4 — 5 dakika bekletilmistir. Fazla bekletme
sonucunda hiicre membran proteinleri de yikilmaya baslayarak hiicreler
Oleceginden, siire¢ boyunca ters-faz 1s1k mikroskobu ile kiiltlir kab1 gézlemlenmis
ve hiicreler kalktiktan sonra serum igeren besi ortami ile tripsin inhibe edilerek
hiicreler santrifiij tiipiine toplanmistir. Hiicreler 4 °C, 1000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilmis, santrifiij tiipiine
yapisan hiicre pelleti hafifce vurularak tiipten ayrilmis ve besi ortamai ile siispanse
edilmistir. Bu siispansiyon igerisindeki hiicre sayisinin nasil hesaplandigi 3.3.3.1
Hiicre sayimi baglig1 altinda anlatilmistir. Hiicre siispansiyonu 3 yeni kiiltiir kabina
paylastirilmig, hiicreler istenilen sayilarda g¢ogaltilincaya kadar bu islemler
tekrarlanmustir. Biitlin hiicreler ayn1 anda kullanilamadig1 ve sonraki ¢aligmalarda
kullanabilmek i¢in stok tutulmasi gerektiginden, pasajlama sirasinda hiicrelerin

dondurularak saklanmasi da gerekmektedir.

3.3.3.1. Hiicre sayimi

Hiicre sayisinin hesaplanmasi i¢in hemositometre lizerinde tripan mavisi ile
hiicre boyanmasi teknigi kullanilmistir. Pasajlama sirasinda yiizeyden kaldirilarak
siispanse edilen hiicrelerin yogunluguna bagli olarak, homojenize edilmis
siispansiyondan alinan en az 20 pL hiicre, boya ve/veya PBS ile seyreltilerek tekrar
homojenize edilir. Bu islem yapilirken son hacmin ilk hacme orani ile seyreltme

faktorii belirlenir. Boyar malzeme olarak %0.4’liik tripan mavisi (T8154, Sigma
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Aldrich, ABD) soliisyonu kullanilmistir. Tripan mavisi, hemositometre tizerinde
koyu bir arka plan olustururken, saglikli hiicrelerin membranindan gegemedigi igin
canli hiicrelerin parlak sar1 goriinmesini saglar, ayni sekilde 6lii hiicreleri de koyu
mavi renkle boyadigi i¢in canli hiicre sayisini belirlemek i¢in de kullanilabilir.
Homojenize edilen hiicre-boya siispansiyonu Neubauer Hemositometresi’ne
(075.03.002, ISOLAB, Almanya) aktarilir ve hemositometre kareleri igerisinde
goriilen hiicre sayilart not edilir. Sayilan hiicrelerin, pasaji yapilan hiicre

stispansiyonundaki hiicrelere gelen karsilig1 asagidaki formiile gore hesaplanir;

Hemasitometrede
saytlan hiicre
Sayim yapilan
kare sayist

Hiicre sayist (ml' de) = x 10* X (seyreltme faktorii)

3.3.4. Hiicre dondurma

Pasajlama isleminin devami olan hiicre dondurma isleminde, pasajlama
basamaklar1 tekrar edilerek konfluensiye ulasan hiicreler tripsin yardimi ile
kaldirilir ve santrifiijlenir. Ancak bu kez amag hiicrelerin ¢ogaltilmasi degil,
saklanmasi oldugu i¢in slipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti dondurma
ortami ile (%90 FBS + %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) (276855, Sigma-Aldrich,
ABD) siispanse edilir. DMSO’nun hiicrelere zarar vermesini engellemek igin
homojenize edilen hiicre siispansiyonu 1s1ksiz ortamda hizlica dondurma tiiplerine
(kriyotiip) (123278, Greiner Bio-one, Almanya) aktarilmistir. Ani 1s1 degisiminin
oniline gegme amactyla asamali dondurma islemi yapilmis, kriyotiipler 6nce kopiik
kutu icerisine konularak derin dondurucuya (-86 °C) konulmus (MDF-U52V,
Sanyo, Japonya), bOylece hiicrelerin kontrollii olarak sogumasi saglanmistir.
Kriyotiipler derin dondurucuda bir gece bekletildikten sonra s1vi azot tankina (-196
°C) kaldirilmistir. Calisma boyunca hiicre ¢ézdiirme, pasajlama ve dondurma

islemleri araliklarla tekrarlanmaistir.

3.3.5. TBS iizerinde hiicre davranislarinin incelenmesi

Hiicrelerin gercek denemelerin yapilacagi 3B ¢evreye aligmalari icin, kiiltiir
sirasinda kullanilan flasklar yerine, ¢alismada kullanilacak doku iskelesi olan BS

tizerindeki davraniglar1 incelenmistir.
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3.3.5.1. TBS’ve hiicre ekimi

Hiicrelerin TBS ylizeyine tutunmalarin1 saglamak igin statik ve dinamik

yontemler denenmis, hiicre tutunma verimi belirlenmeye ¢alisilmistir.

TBS’lerin ekime hazir hale getirilmesi i¢in; TBS’ler baglanti rakorlarina dis
ipi yardimiyla sabitlenerek (Sekil 3.10 — A) istenilen boylarda kesilmis ve herhangi
bir sizinti/tikaniklik olup olmadig1 pastor pipeti yardimiyla TBS igerisinden distile
su gecirilerek kontrol edilmistir. Ardindan cam petri icerisine alinarak {izerini
kaplayacak kadar distile su eklenmis ve otoklavlanarak steril edilmistir (121 °C, 15
dakika). Hiicre ekimine bagslanmadan 6nce TBS’lerin ekim sicakligina getirilmesi
(37 °C) gerekmektedir. Hiicrelerin yiizeye daha iyi tutunmalarmi saglayabilmek
icin TBS yiizeyinin sartlandirilmasi gerekmistir. Bunun igin petri igerisindeki
distile su steril kabin igerisinde uzaklastirilmis, TBS’ler besi ortami1 ile (GFM) en
azindan 1 saat siire ile 37 °C’de %5 COz ve %95-98 nem igeren inkiibator igerisinde

sartlanmaya birakilmistir.

Statik yontemle hiicrelerin TBS doku iskelesine tutunma zamanlarini
belirleyebilmek i¢in; hiicrelerin TBS disinda bir yiizeye tutunmadigindan emin
olmak istenmistir. Bu nedenle %4 (w/v) agar (A9915, Sigma Aldrich, ABD)
sollisyonu hazirlanip steril edilmis, soliisyon sicakken petri kabinin tabanina kabin
icerisinde  dokiilerek petri  yiizeyi kaplanmustir. Ik katmamin  soguyup
katilasmasmin ardindan, tabana dokiilen agarin tizerine TBS’nin biiyilikliglinde
steril bir engel koyularak ikinci kat agar dokiilmiis, bu ikinci katmamn soguyup
katilagmasi ile, engel steril pens yardimi ile uzaklastirnnlmistir. Boylece TBS’ nin
icine girebilecegi ve hiicrelerin TBS yiizeyi disinda herhangi bir yere
tutunamayacagi bir kiivet elde edilmistir (Sekil 3.10 — B). Bu agar kiivetine
yerlestirilen TBS iskelelerin igerisinden taze besi ortami ge¢irilmis, en az 1 saat
bekletilerek sartlandirilmaya birakilmistir. Ardmndan besi ortami mikropipet
yardimi ile uzaklastirilmis, 1x10° hiicre/mL konsantrasyonunda 300 pL hiicre
stispansiyonu TBS igerisine aktarilmistir. Daha sonra petrinin kapagi kapatilarak,
hiicreler 12 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2 ve %95-98 nem iceren inkiibatdrde
bekletilmistir.  Yercekimi  etkisiyle  hiicrelerin  tek  tarafa  tutunacagi

diisiiniildiigiinden 12 saat sonra TBS cevrilmis, yine 1x10° hiicre/mL
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konsantrasyonunda 300 pL hiicre siispansiyonu TBS igerisine aktarilmustir. Ikincil
yiizeye de hiicrelerin tutunmasi i¢in 12 saat inkiibatorde bekletilmistir. Toplam 24
saatlik siirenin 2x10° hiicre/mL konsantrasyonundaki hiicrelerin tutunmasi igin
yeterli oldugu, daha 6nce yapilan calismalarda goriilmiistiir (~4 saatte %99’luk
tutunma) (Bayir, 2018). Bu sekilde hiicre ekimi gergeklestirilen TBS hiicreli tiibiiler
bakteriyel seliiloz (HTBS) olarak adlandirilmistir.

Sekil 3.10 TBS’ye hiicre ekimi. A:Baglanti rakorlarina TBS’nin tutturulmasi. B: Agar kiivet

igerisine yerlestirilen TBS’ye statik hiicre ekimi. C:Biyoreaktdrde dinamik hiicre ekimi.

Denenen diger hiicre ekim ydntemi olan dinamik ekim igin ise, 2x10°
hiicre/mL konsantrasyonda hazirlanan hiicre slispansiyonu, 72 saat boyunca 10

rpm’lik hizla 37 °C’de %5 CO2 ve %95-98 nem igeren inkiibatorde TBS igerisinden
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peristaltik pompa yardimiyla (YZ1515x, Longer Pump, Ingiltere) gecirilmistir
(Sekil 3.10 — C).

Hiicrelerin tutunma veriminin ve selilloza dagilimlarinin gézlenmesi igin
Live&Dead boyama protokolii uygulanmistir. Soguk zincirle temin edilen boya kiti
(L3224, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullammm 0&ncesi oda
sicakligina getirilmistir. Kit igerigindeki boyalardan Calcein AM, polianyonik bir
boyadir. Bu 6zelligi sayesinde membran icerisinden kolaylikla gegerek canli
hiicreler tarafindan tutulur ve hiicre igerisinde yogun yesil floresans iiretir. 4
mM’lik Calcein AM soliisyonundan, konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde alinarak,
PBS igerisinde seyreltilmistir. Kit i¢erigindeki diger boya olan ve canli hiicrelerin
saglam membranlarindan gecemeyen Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) ise oli
hiicrelerin hasarli membranlarindan gecerek niikleik asitlere baglanir ve parlak
kirmizi floresans tiretir. Boyama soliisyonu hazirlamak i¢in; PBS i¢inde hazirlanan
2 uM’lik Calcein AM soliisyonuna, konsantrasyonu 4 uM olacak sekilde EthD-1
eklenmistir. Hiicre ekim etkinligini gozlemlemek igin inkiibasyon siiresi
tamamlanan HTBS’lerden besi ortamlari uzaklastirilmis ve PBS ile yikama islemi
gergeklestirilmistir. Ardindan HTBS’ler steril bistiirii ile kesilerek diizgiince
actlmig (Sekil 3.11), HTBS’nin hiicreli i¢ ylizeylerini kaplayacak sekilde

Live&Dead boya soliisyonu eklenmistir.

Sekil 3.11 Analizlerin gergeklestirilmesi i¢in inkiibasyon sonrasi kesilerek agilan HTBS.
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Ardindan hiicreler oda sicakligindaki 151ksiz ortamda 30 dakika bekletilmistir.
Boyama isleminin tamamlanmasiyla HTBS’ler boya kalintilarinin yanlis 151ma
yapmasint engellemek i¢in yeniden PBS ile yikanmis ve hiicreler floresans
mikroskop (DFC 3000G, Leica, Almanya) altinda incelenmistir. Canli hiicreler
(Calcein AM) ~495 — 515 nm araliginda, 6lii hiicreler (EthD-1) ise ~495 — 635 nm
aralifinda floresans 1s1ma vermektedir. Hiicreleri gozlemlemek i¢in Live&Dead

boyama protokolii ¢aligmanin bircok asamasinda kullanilmistir.

3.3.5.2. HTBS iizerinde hiicre canliliginin belirlen mesi

Bu calisma sirasinda malzemelerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisinin
Olciilmesi ve hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan MTT testi, Onceki
boliimlerde bahsedildigi gibi hiicrelerin boyayr metabolize ederken olusturdugu
formazan kristallerinin DMSO eklenerek ¢oziinmesi prensibine dayanmaktadir.
Kiiltiir kabiigerisinde bu kristallerin ¢oziinmesi ve absorbansinin 6l¢iilmesi olduk¢a
kolay ve pratik olmakla birlikte, TBS’nin yapist geregi, kristallerin HTBS
ylizeyinden c¢oOzdiiriilmesi ve saf bir absorbans oOl¢iimii yapilmasi miimkiin
olmamaktadir. Bunun 6niine geg¢ebilmek ve MT T nin aksine, canlilig1 tayin etmeye
calisirken hiicreleri 6ldiirmemek adina, HTBS iizerinde hiicre canlilig
Olciimlerinde Alamar Blue (30025-1, Biotium, ABD) boyas1 kullanilmistir. Bu test;
hiicrelerin, boya igerigindeki Resazurin kimyasalini metabolize edip, metabolizma
artig1 olarak hiicre dismna verdikleri resafurin adli, absorbans Ol¢iimiine olanak
saglayan bir kimyasala doniistiirmesi prensibi ile ¢aligmaktadir. Bu siiregte hiicre
kayb1 yasanmadigi ve boyali besi ortamimin uzaklastirilip taze besi ortami
eklenmesi ile hiicreler kiiltiire devam edebildigi icin (Bonnier et al., 2015) HTBS
tizerinde hiicre canhiliginin 6l¢lilmesi adina kolorimetrik Alamar Blue

boyamasindan kinetik olarak faydalanilmistir.

MTT testine benzer sekilde, 3.2.1.2.  Kiiltiir kabinda hiicre canliliginin
belirlenmesi bash@inda aciklandigi gibi, Alamar Blue i¢in de Oncelikle hiicre
sayisi/absorbans egrisi elde edilmis, boyama isleminin sonuglart bu egri

kullanilarak hesaplanmistir.
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Boyama islemi i¢in ortamdaki besi ortami uzaklastirilarak, %10 boya igeren
serumsuz besi ortam1 eklenmistir. Boya soliisyonu en az 2 saat boyunca HTBS ile
muamele edilerek ortamdan uzaklastirilmis ve taze besi ortami eklenerek kiiltiire
devam edilmistir. Hiicreler tarafindan metabolize edilen boya soliisyonu en az 5
tekrarli olacak sekilde 96 gozlii kiiltiir kabina, her géze 100 uL gelecek sekilde
aktarilmistir. Metabolize olmayan resazurinin tespiti i¢in spektrofotometrede
(Synergy HT X, BioTek Instruments, ABD) dnce 600 nm dalga boyunda absorbans
Olglimii yapilmis, ardindan resafurinin tespiti i¢cin 570 nm’de tekrar absorbans
Olgtimii yapilmustir. Elde edilen resafurin absorbansindan (570 nm), resazurinin

absorbans degeri (600 nm) ¢ikarilarak hiicre canlihigi tespit edilmistir.

3.3.5.3. TEER olciimii

Hiicrelerin TBS yiizeyine tutunma ve viicut i¢i yapilara benzer olarak hiicreler
aras1 siki baglanti yapma verimi gozlemlemek i¢in Trans Endotelyal Elektrik
Direnci (TEER) degerleri dlgiilmiistiir. Bu 6lgiim igin kabin igerisine alinan
HTBS’ler dikkatlice kesilerek CellCrown™ (Z742380-12EA, Scaffdex,
Finlandiya) adi verilen insertler arasma sikistirlmis ve 24 gozlii kiiltiir kabina
almmigtir (Sekil 3.12 — A). CellCrown™’m i¢ine (luminal kisim) ve disina
(abluminal kistm) besi ortami eklenerek 37 °C’de %5 CO2 ve %95-98 nem igeren
inkiibatore kaldirilmis, bu sayede pH, sicaklik gibi 6l¢limii etkileyen parametrelerin
her Slgiimde sabit kalmas1 amaglanmistir. Inkiibasyonun ardindan kiiltiir kabi kabin
icerisine alinmis ve Ol¢lime baslanmistir. TEER 6l¢limiiniin yapilmasini saglayan
Ag/AgCl elektrotlar (STX2, WPI, ABD) islem 6ncesinde 15 dakika %70’lik etanol
icerisinde bekletilerek dezenfekte edilmis, Ol¢lim kalibrasyonunu saglamak igin
volt/ohm metre cihazi lizerinde (EVOM2, WPI, ABD) 0 degeri goriinene kadar besi
ortam igerisinde bekletilmistir. Olciim icin STX2 elektrotlarin kisa ucu hiicrelere
temas etmeyecek sekilde HTBS’li kisimdaki besi ortamina (luminal kisim), uzun
ucu ise kiiltiir kab1 zeminine degecek sekilde distaki besi ortamina (abluminal
kisim) daldirilmistir (Sekil 3.12 — B). Elektrotlarn bagli oldugu volt/ohm metre
cithaz1 lizerinde degerler sabitlenene kadar elektrotlar dik ve sabit bir sekilde
tutulmus, CellCrown™’a tutturulmus her HTBS’nin 3 farkhi noktasindan TEER
degerleri Olgiilmiistiir. Farkli gruplar arasinda gecis yaparken elektrotlar besi

ortamina birakilarak tekrar sifirlanmasi beklenmistir, béylece hatali dl¢timlerin
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oniline gecilmistir. Hiicre ekimi yapilmamis TBS yiizeyinden de ayni sekilde
Olciimler alinmig, bu Olgiimler arka plan 6l¢iimii olarak kullanilmigtir. Deney
gruplarinin 6l¢timlerinden arka plan degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar, kontrol

grubu ile karsilastirilmistir.

Sekil 3.12 HTBS’lerde TEER 6l¢iimii. A:HTBS’lerin kesilerek CellCrown™ lara tutturulmasi.
B:STX2 elektrotlarla birlikte 24 gozli kiiltiir kabi i¢inde ol¢iimiin gergeklestirilmesi (Bayir et al.,
2018).

3.3.5.4. SEM ile goriintiileme

Hiicrelerin TBS yiizeyiyle olan etkilesimi gozlemlemek amaciyla hiicreler,
Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (EGE-MATAL) Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
goriintiilenmistir. Bu goriintiileme 6ncesi SEM takibi adi verilen hazirlik protokolii
izlenmistir. Goriintiileme yapilmak istenen HTBS’ler kiiltiirden alinmis ve
kesilerek PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasinda, HTBS’lerin ilizerine 0.1 M
sodyumkakodilat (BP293225, Fisher Scientific, ABD) icerisinde hazirlanan %5 ’lik
(v/v) gluteraldehit (G5882, Sigma Aldrich, ABD) c¢ozeltisi eklenmis, 30 dakika
boyunca beklenmistir. 30 dakikanin sonunda HTBC’lerin iizerine 1 M
sodyumkakodilat icerisinde hazirlanan %7 siikroz (1.07651, Merck, Almanya)
¢Ozeltisi eklenmis ve 30 dakika bekletilmistir. Ardindan siikroz c¢ozeltisi
uzaklastirilmis, %2’lik ozmiyum tetroksit (201030, Sigma-Aldrich, ABD) ¢ozeltisi,
1 M sodyumkakodilat i¢cinde hazirlanarak HTBC’lerin iizerine eklenmistir. 30 dk.
Bekletildikten sonra, 6rnekler 2 kez distile su ile 5 dakika yikanmistir. Fiksasyon
adimlarinin ardindan susuzlastirma basamagina gecilmistir. Bunun i¢in her bir alkol
serisinde 5 dakika olacak sekilde, 6rnekler sirayla %35-%50-%70-%85-%95 ve 2

kez %100’likk etanol icerisinde bekletilmistir. Susuzlastirmanin son basamagi
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olarak, oOrnekler heksametildisilazan (HMDS, 440191, Sigma Aldrich, ABD)
icerisinde bekletilmis ve 15 dakika sonrasinda HDMS uzaklastirilmistir.
Goriintiileme 6ncesi HTBC’ler tamamen kurumalari i¢in 6nce ¢eker ocak igerisinde
bekletilmis, ardindan nemlenmeleri i¢in desikator igerisinde goriintiileme giiniine
kadar tutulmustur. Goriintiilemenin dogru yapilabilmesi i¢in 6rneklerin iletken bir
ylizeye sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle SEM goriintiilleme yapilmadan
once 15 nm kalinlikta Au-Pd kaplamayla iletken hale getirilmistir. Biitiin bu
islemlerin ardindan orneklerin {izerine gonderilen elektronlarin geri yansimalari
SEM cihazi (Apreo S, Thermo Scientific, ABD) tarafindan kaydedilmis, 6rneklerin

ylizey yapisi farkli bliylitmelerle incelenmistir.

3.4. Hiicre Yamtlarimn In Vitro Modelde incelenmesi

Doku miihendisligi kapsaminda gerceklestirilen bu c¢alismada, hiicrelerin
olusturulan mikrogevre ve biyosinyallere verdikleri yanitin goriilebilmesi igin
gelistirilen biyoreaktore hiicreler aktarilmis, mekanotransdiiksiyon ile verecekleri

yanitlar incelenmistir.

Bu denemeler planlanirken viicut igerisindeki damar sisteminin maruz kaldig:
etkiler gozetilmis, insan atar damarma benzer fiziksel uyaranlar ile biyoreaktor
icinde sistemin kiiltive edilmesi ve damara tesir eden bas etkenlerin (duvar kayma
gerilimi ve dairesel germe) sistemde yarattigl yanitlarin dogru gozlenebilmesi i¢in

denemeler ii¢ farkli kurgu ile gergeklestirilmistir.

Damar i¢i akista, endotel hiicrelerinin mekanoreseptorlerine etki eden fiziksel
etkenlerin baginda gelen duvar kayma gerilimi (WSS), calismada sabit tutulacak
parametre olarak belirlenmistir. Viicut igerisinde endotel hiicrelere etki eden
WSS nin 1 — 20 dyne/cm? oldugu bilindiginden (Booth et al., 2014; Cucullo et al.,
2002, 2011; DeStefano et al., 2017; Kadry et al., 2020), sistemin sinirlayici etkileri
degerlendirilmis; TBS’nin optimal iiretildigi en kii¢iik ¢cap 4 mm {izerinden
hesaplamalar gergeklestirilmis, kalan parametreler fiziksel imkanlar ve eldeki cihaz

kapasiteleri diisiiniilerek Tablo 3-2’de verilen formiiller tizerinden hesaplanmistir.
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Tablo 3-2 TBS iizerindeki fiziksel etkilerin hesaplanmasinda kullanilan formiiller (Humphrey,
2008).

A — Duvar Kayma Gerilimi B — Dairesel Germe

T = Kayma gerilimi o = Dairesel germe
p = Akiskanin viskozitesi P = Akiskamin duvara uyguladigi
basing

Q = Akiskamn debisi
a = Tiiplin luminal kesit alani

7 = Pi sayis1
h = Tiiplin duvar kalinlig1

d = TBS’nin luminal ¢ap1

Hesaplamalar yapildiktan sonra; ger¢ekei bir in vitro model elde edebilmek
icin ulasilmas1 gereken WSS degerinin 4 dyne/cm? olmasina karar verilmis, ii¢
farklt sistem kurgusunda da WSS degerini sabit tutarak diger parametrelerde
degisiklik yapilmustir.

Sabit Akis

===

e e

u=urt), v=0

v

K

Pulsatif Akis

-‘?Vl—’
B " %

u=uxnrt), v=vxrt

Sekil 3.13 Sabit (A) ve Pulsatif (B) akis rejiminde kayma gerilimi ve dairesel germe etkileri
(Zamir, 2016).
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Istenilen duvar kayma gerilimi degerlerini elde etmek icin gerekli debi,
TBS’nin ic¢inden gecen akiskan {izerinden Haagen-Pouisseuille formiili ile
hesaplanmistir (Tablo 3-2 — A). Akis hizi, dolayisiyla WSS sabit tutularak, dairesel
germedeki farklihigin sisteme etkisi incelenmek istenmistir. Sabit akis rejiminde
sadece kayma geriliminin hiicreler iizerine etki gostermesi beklenirken (Sekil 3.13
— A), pulsatif akista hem kayma gerilimi hem de farkli basing denemeleriyle birlikte

dairesel germe etkilerinin goriilmesi beklenmistir (Sekil 3.13 — B).

Buna gore kurgulanan ti¢ farkli akis rejiminin; sabit dairesel germe etkisinde
(sabit akis), saglikli kan akis basincindaki pulsatif dairesel germe ile (sistolik) ve
hipertansiyon basincindaki pulsatif dairesel germeye karsilik gelmesi igin gereken
hesaplamalar yapilmis, hesaplama sonuglari Tablo 3-3’te verilmistir. TBS’nin
Olciileri bilindiginden (Ek 1), hesaplamalar i¢in gerekli olan diger parametrelere ait

bilgiler literatiirden bulunarak hesaplamalara dahil edilmis, tabloda belirtilmistir.

Tablo 3-3 Farkli akis etkilerinde sistemin maruz kalacagi kuvvetlerin hesaplanmasi.

Hesaplama Sonuclari

Akis Kurgusu

Max. Basing = 45 mmHg

Sabit Akis
~95,000 dyne/cm?
Besi ortami1 (9.5kPa)
viskozitesi p=0,00095
Max. Basing = 120 mmHg
Pa.s (Poon, 2020)
Sistolik Akis ~ 256,000 dyne/cm?
4 dyne/cm?
(25.6 kPa)
(0.4 Pa)
Max. Basing = 180 mmHg
Hipertansiyonda
. 2
Akis 385,000 dyne/cm

(38.5 kPa)
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Hesaplama sonuglar: literatiir verileri ile kiyaslandiginda viicut igerisindeki
deger araliginda sonuglarin elde edilebildigi goriilmiistiir (Humphrey, 2008; Axel
R. Pries et al., 2005; Whittaker et al., 2009). Bu hesaplamalar sonucunda sistem
kurgular1 kesinlestirilmis, calisma parametreleri belirlenmistir. Bundan sonraki
asamalarda in vifro modeldeki yanitlarin incelenmesi i¢in bu parametreler

kullanilmistir.

Sabit akis rejimini saglayabilmek ig¢in, genis i¢ haznesine peristaltik
pompadan gelen pulsatif akisi alarak, sabit akis olarak c¢ikmasini saglayan
dampener isimli bir akis doniistiirticii kullanilmistir (Masterflex Pulse Dampener,

EW-07596-20, Cole Parmer, ABD) (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Pulsatif akis1 sabit akisa doniistiiren dampener (Masterflex Pulse Dampener, EW-
07596-20, Cole Parmer, ABD).

Istenilen basing degerlerinin sisteme adapte edilmesi, silikon hortum
caplariin ve baglanti parcalarmin degistirilmesi sayesinde gergeklestirilmis, temin
edilen vana (Sekil 3.15), akis hiz1 ve basing ilizerindeki kontroliin tekrarlanabilir

olarak saglanmasint miimkiin kilmstir.



44

Sekil 3.15 Sitemde basing kontroliinii saglayabilmek i¢in kullanilan vana.

Biyoreaktor denemeleri; sistemin viicut igerisindekine benzer performans
gergeklestirdigini gormek ve farkli akis profillerinde olast degisimleri takip
edebilmek i¢in dort ana kategoride gergeklestirilmistir:

o Endotel hiicrelerinin, hiicre iginde salgiladiklart  proteinlerle
sitoiskeletlerle saglamlastirdigi yapinin sertligini tayin etmek igin;
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilmas,

o Hiicrelerin damar iginde birbirleri arasinda ve yiizey ile olusturduklar
protein baglantilarin1 sistemde de yapabildiklerini gérmek i¢in;
Immiinofloresans (IF) boyama ve Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (q-PCR) ile genetik ekspresyona bakilmus,

. Olumsuz etkilerin goriilmesi icin; akis etkisinin hiicreler {izerinde
yarattig1 bilinen oksidatif stres etkilerinin (Charbonier et al., 2019;
Cunningham & Gotlieb, 2005; Pires et al., 2013) incelenmesi ROS ve
NO ftiirlerinin tayini ile gerceklestirilmis,

o Sistem performansinin degerlendirilmesi igin; ylizey goriintiilemelerin
yaninda, gecirgenlik (permeabilte) testi sonuclar1 Yiiksek Performanslh

S1vi Kromatografisi (HPLC) ile analiz edilmistir.

Elde edilen verilerin yorumlanmasi bilimsel gegerlilik agisindan istatistiksel

olarak degerlendirilmis ve raporlanmustir.
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3.4.1. Biyoreaktoriin kurulumu

Uretimi gergeklestirilen biyoreaktdr parcalarinin galismaya baslamadan nce
steril edilmesi gerekmektedir. Kabin igerisinde rahat ¢alisabilmek adina biyoreaktor
Oon montajlanarak (parcalar aliiminyum folyoya sarilmis, 15 dakika boyunca
otoklavda yiiksek sicaklikta buharla (121 °C) steril edilmistir. On montaj
basamaklar1 gorsellerle birlikte Tablo 3-4’te detaylandirilmigtir.

Tablo 3-4 Biyoreaktoriin 6n montaj basamaklari.

Islem No Islem Aciklamasi Islem Gorseli

Konnektor contasi, govde
konnektorii icerisindeki
yuvasina yerlestirilmis ve

sabitlenmistir.

Manson contasi, konnektor

tiineline gecirilmistir.

Konnektor tiineli, goévde
konnektorii igerisinden vida
3 adimli tarafi iceriye
bakacak sekilde

gecirilmistir.




Manson, vida adimli kismi
ice bakacak sekilde
konnektor tiinelinin  diiz

tarafindan gegcirilmistir.

Manson ile govde
konnektorii, konnektor
tiinelininn hareket
edebilmesi icin yari
sikilarak, govde
konnektdriiniin 6n montaj1

tamamlanmustir.

Biyoreaktoriin  pompa ile
baglantisim1  yapabilmek
icin gaz gecirgen silikon
Baglanti Hortum’u
kullanilmus, konnektor
tinelinin  diiz  tarafina
yaklasik 4 cm uzunlugunda
Baglanti Hortum’u
gecirilerek konnektor tiineli
dis baglantiya hazir hale

getirilmistir.

Biyoreaktor —  pompa
baglantisim1 saglayan gaz
gecirgen Iletim Hortum’u
2.5 ve 0.5 metrelik iki parga
halinde kesilip*, cam gévde
ve  ¢elik  biyoreaktor
malzemeleri ile Dbirlikte

aliminyum folyoya
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sarilarak sterilizasyona

hazir hale getirilmistir.

*Hipertansiyonda Akis Sistemi
icin 2.5 metre Iletim Hortum'u,
0.5 metre Hipertansiyon

Hortum’u kullanilmigtir.

Otoklav dayanimi diisiik
olan parcalar (vana,
dampener, baglanti ve
8 destek pargalar1) %70’lik
etanol igerisinde en az bir
gece bekletilerek  steril

edilmistir.

HTBS’nin  6n  hazirlik
basamaklari 3.3.5.1 TBS ’ye
hiicre  ekimi basghiginda

agiklanmustir.

Kurulumu rahat yapabilmek ve aseptik kosullar1 riske etmeden ¢alisabilmek
icin sterilizasyondan ¢ikan biitiin parcalar, alkolde bekletilen pargalar ve peristaltik
pompa (YZ1515x, Longer Pump, Ingiltere) %70’lik etanol ile silinerek kabin
icerisine yerlestirilmig, HTBS’ler kabin icerisine alinmadan once kabinde UV
lamba agilarak 15 dakika beklenmis ve kabin igerisindeki asepsi tekrar saglanmistir

(Sekil 3.16).
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Sekil 3.16 Biyorektor kurulumu 6ncesi kabin igerisindeki hazirliklar.

Biitiin malzemelerin iceri alinmasinin ardindan HTBS’ler, kabin icerisine
petrinin dig yiizeyi %70’lik etanol ile silinerek alinmig ve ¢alismanin kalanina steril
eldivenlerle devam edilmistir. On montaj1 yapilan pargalara HTBS’ nin takilmasi,

yapiya zarar vermemek adina 6zenle ve dikkatlice gergeklestirilmistir (Tablo 3-5).

Tablo 3-5 Biyoreaktoriin kurulum basamaklari.

Islem Aciklamasi Islem Gorseli

Konnektor tiinelinin vida

adiml kismina HTBS nin
takili  oldugu baglanti
1 rakorlarindan biri
vidalanmis ve parcanin
sikiligindan emin

olunmustur.



Govde konnektorii
dikkatlice tutularak yukar1
kaldirnlmas, baglant1

rakoruna baglhh HTBS
sarkitilitken boro silikatli
cam govde  yavasca

konnektore oturtulmustur.

HTBS’nin sarkan ucuna
bagli  duran  baglant1
rakoru i¢in 1. islem

tekrarlanmustir.

Islemler gerceklestirirken
govde konnektorleri
sayesinde HTBS hareket
ettirilerek montajin
rahatca gercgeklestirilmesi
ve HTBS’ye zarar
verilmemesi

saglanmaktadir.
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Ikinci govde konnektorii
cam govde ile
kapatilmadan once
serolojik pipet yardimu ile
cam goOvdenin igerisi
(abluminal kisim) GFM
ile doldurulmus (~25 mL),
govde konnektorii cam
govde ile birlestirilerek

biyoreaktor kapatilmistir.

Govde konnektorlerinin
dista kalan ucglarindan
sabitleme destekleri
Baglanti  Hortumlari’na
temas etmeyecek sekilde
gecirilmis, desteklerin
koselerindeki kanallardan
plastik kelepgeler
gecirilerek dikkatlice
sikilmistir.  Bu  sayede

olasi sizdirmalarin Oniine

gecilmistir.
Govde tamamen
sabitlendikten sonra,

Iletim Hortum’u nun bir
ucu GFM icerisine
daldirlarak peristaltik
pompa igerisine
sabitlenmis, agikta ucuna
besi ortamm gelene kadar
pompa calistirilmistir. Bu
sayede hortumlarin

icerisindeki hava
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bosaltilirkken ~ HTBS’ye

zarar verilmemistir.

Sabit Akis Sistemi igin,
fletim Hortumu’nun agik
ucu dampenera
baglanmistir. Dampener
cikisina 0.5 m’lik Iletim
Hortumu  takilmis  ve
dampenerin ¢ikis1 havaya
kaldinlarak igeriye GFM
dolmasi saglanmistir (130

mL).

Sistolik ve
Hipertansiyonda Akis
Sistemlerinde basing
kontroliinii saglayabilmek
icin Iletim Hortumu’nun
aciktaki  ucu  (basmg
Olciimii  yapilacaksa ek

fletim Hortumlart ile T

baglanti eklenmesinin
ardindan) vanaya
takilmustir.

Vana ¢ikisina ise Sistolik

Akis icin 0.5 m’lik Iletim

Hortumu,

Hipertansiyonda Akis
Sistemi i¢in 0.5 m’lik
Hipertansiyon =~ Hortumu



takilmistir. Hipertansiyon
Hortumu ile Baglanti
Hortumu c¢ap1 uyumsuz

oldugundan araya kisa bir

Iletim Hortumu
gecirilerek baglant1
tamamlanmustir.

Sistemdeki hortumlar

tamamen GFM ile
doldurulduktan sonra,
aciktaki ucu Baglanti
Hortumu icerisinden
gecirilerek biyoreaktor —
pompa baglantisi
saglanmigtir.  Ardindan
HTBS igerisinden de besi
ortami gegcirilip sistemin
tamaminda hava
kalmayana kadar
hiicrelere zarar vermemek
icin pompa 10 rpm’de

calistirlmigtir.
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Konnektor tiinelleri
hareket ettirilerek
HTBS’nin islemler

sirasinda meydana gelen
kivrilmalar1 giderilmis ve
10 boylar1 ayarlanarak
gerginlestirilmistir.
Ardindan sistem 37 °C’de,
%5 CO2 ve %95 — 98 nem
igeren inkiibator igerisine

kaldirilmastir.

Biyoreaktoriin kurulumunun tamamlanmasiyla, hiicrelerin akis ile kademeli
tanistirilmast igin, peristaltik pompalar 10 rpm’den baglayarak ve 4 saatte bir 10
rpm hizlandirilarak hesaplanan debiye ulasilmistir (Tablo 4-2). Bu sekilde
kurulumu tamamlanan biyoreaktdrde, HTBS’nin 1. giinden itibaren maruz kaldig1

etkilere verdigi yanitlar, sistemler durdurulup demonte edilerek incelenmistir.

3.4.2. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile hiicre yanitlarimin
mekanik ol¢iimii

Hiicrelerin 3B yapisin1 siirdiirebilmek icin salgiladiklar1 sitoiskelet
proteinlerinin mekanik uyaranlarla olustugu veya gli¢lendigi bilinmektedir. Bu
proteinlerin varlig1 ve miktari, adherent hiicrelerin mekanik 6zelliklerini etkiledigi,
fiziksel etkilerle olusan stres fiberlerinin hiicre igindeki miktarinin hiicre sertligi ile
iliskili oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Gavara & Chadwick, 2016;
Kuznetsova et al., 2007; Schwartz, 2010). Bu sebeple farkli siddet ve sekildeki
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mekanik uyaranlarla birlikte biyoreaktorde kiiltive edilen ve statik kosullar altinda
kiiltive edilen hiicrelerin, hiicre sertligi arasindaki farkliliklar1 gérmek ve hiicre

elastik modiiliinii incelemek amaciyla AFM teknigi kullanilmustir.

Hiicreler yiizeyden kaldirilmadan HTBS’ler kesilerek acilmis ve taze besi
ortamu igerisinde %5 gluteraldehit ile 1 saat boyunca galkaliyici tizerinde (300 rpm)
oda sicakliginda fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda, hiicreler PBS ile 3 kez 5 er
dk yikandiktan sonra analiz edilene kadar (maksimum 2 hafta) sodyum azidli
(%0.1) PBS igerisinde +4 °C’de bekletilmistir. Ol¢iimler izmir Yiiksek Teknoloji
Universitesi'nde Core AFM (Nanosurf AG, Isvigre) cihazi ile gerceklestirilmistir.
Olgiimler igin 50 um x 50 pm’lik bir alana, ContAl-G probu (BudgetSensors,
Bulgaristan) ile 0.2 N/m’lik kuvvet uygulanmis, ortalama adhezyon kuvvetleri ve
ortalama Young modiillerinin 6l¢iimii gerceklestirilirken, 3B topografik goriintiileri
de elde edilmistir. Elde edilen verilerin yorumlanmasi bilimsel gegerlilik agisindan

istatistiksel olarak degerlendirilmis ve raporlanmustir.

3.4.3. Immiinofloresans (IF) boyamalar

Hiicrelerin viicut i¢1 yapiyla benzer 6zellikler gosterdiklerini gézlemlemek
adina, sitoiskelet proteinleriyle birlikte, yilizey tutunma (AJ) ve hiicreler arasi siki
baglant1 (TJ) proteinleri salgilayip salgilamadiklarina bakilmistir. Sitoiskelet
proteini olan Aktin ve sitoiskelet proteinlerinin TJ ve AJ proteinleri ile olan
baglantisin1 saglayan B-Katenin’le birlikte, TJ ve AJ’den sorumlu proteinler olan;
Z0-1, Okludin, Klaudin-5, VE-Kaderin ve JAM-A’nin varlig1 iki asamali IF
boyama yapilarak incelenmistir (Molino et al., 2014; T. Ronaldson & P. Davis,
2012; Weksler et al., 2005).

Boyamanin ilk asamasinda; proteinler hedef proteine 0Ozgii primer
baglayicilar F-Aktin (PAS5-11570, Thermo Fisher, ABD), Anti-B-Katenin (13-8400,
Thermo Fisher, ABD), Anti-ZO-1 (33-9100, Thermo Fisher, ABD), Anti-Okludin
(33-1500, Thermo Fisher, ABD), Anti-Klaudin-5 (35-2500, Thermo Fisher, ABD),
Anti-VE-Kaderin (MA1-198, Thermo Fisher, ABD), Anti-JAM-A (SC-53623,
Thermo Fisher, ABD) ile isaretlenmistir. Ikinci asamada primere baglanip 151ma

yapacak sekonder antikorlarla (A32723, A32727, Thermo Fisher, ABD) boyama
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yapilmis ve floresans mikroskop altinda (Axio Vert.Al, Zeiss, Almanya) protein

varligl gozlemlenmistir. Boyama basamaklari altta agiklanmistir:

Boyamalari gerceklestirmek i¢in ii¢ soliisyona ihtiyag vardir:

e Soliisyon A — TrisBS : Tris Tamponlu Salin (TBS) Soliisyonu hazirlamak
icin 6.05 g Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane, 154563, Sigma
Aldrich, ABD) ve 8.76 g NaCl (Sodium Chloride, 31434, Sigma Aldrich,
ABD) 800 mL UPW i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir (pH 7.6).

¢ Soliisyon B —Triton Cozeltisi : Sollisyon A’nin bir kismina %0.2°1lik (v/v)
Triton X — 100 (A4975, AppliChem, ABD) eklenerek hazirlanmaistir.

e Soliisyon C — Triton-BSA Cozeltisi : Soliisyon B ¢ozeltisinden bir miktar

alinip tizerine %3 BSA (w/v) eklenip ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir.

1.  HTBS’ler kesilip agilarak petri kabina alinmis, Soliisyon A ile hiicreleri
kaldirmamaya 6zen gosterilerek 2 kez yikanmistir.

2. Fiksasyon basamagi farkli proteinler ic¢in ikiye ayrilmistir. Hiicre
igerisindeki yapilarin goriilmesi istenilen Grup 1 boyamalarinda (Aktin
ve B-Katenin) Soliisyon A igerisinde hazirlanan ve hazirlandiktan sonra
+4 °C’de bekletilen %4’liikk (w/v) paraformaldehit (PFA) (158127,
Sigma Aldrich, ABD) ¢ozeltisi, petrilere HTBS yiizeyine kaplayacak
sekilde eklenmis ve calkalayici iizerinde (Titramax 100, Heidolph,
Almanya) 300 rpm’de 15 dk boyunca calkalanan hiicreler oda
sicakliginda fikse edilmistir. Grup 2 boyamalart igin (TJ ve Al
proteinleri) protokoliin 6. basamagindan devam edilmistir.

3. PFA ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra, petriler Soliisyon A ile 2 kez
yikanmis, ardindan 50 mM NH4Cl (Ammonium Chloride, A9434,
Sigma Aldrich, ABD) soliisyonu ile 7 dk boyunca, ¢alkalayici lizerinde,
sondiirme (quenching) islemi i¢in oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4.  Permeabilizasyon ic¢in, NH4Cl soliisyonu uzaklastirilmis, petriler
Soliisyon B ile 5’er dakikadan 2 kez, oda sicakliginda, calkalayici
tizerinde yikanmig ve Soliisyon B uzaklastirilmistir. Ardindan Soliisyon

A ile yikama islemine devam edilmistir.
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Bloklama i¢in; Soliisyon A c¢ekildikten sonra, Soliisyon C eklenerek, 1
saat boyunca, calkalayici lizerinde, oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan Soliisyon C ¢ekilerek, 8. islem basamagina gecilmistir.
Yiizeyde ve hiicreler arasinda bulunan proteinleri goriintillemek igin
ise; hiicrelerin iizerine -20 °C’de bekletilen saf metanol (32213, Sigma
Aldrich, ABD) eklenmis petriler 10 dakika boyunca -20 °C’de
bekletilerek fiksasyon basamagi tamamlanmustir. Ardindan metanol
uzaklagtirilarak, petriler ¢alkalayici {izerine alinmis Soliisyon A ile 30
dakika boyunca her 5 dakikada bir Soliisyon A tazelenerek oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.
Bloklama iglemi i¢in; Soliisyon A igerisinde homojenize edilen %20°lik
(v/v) FBS ve %1’lik (v/v) BSA ¢dzeltisi, hiicrelerin iizerine eklenerek
30 dakika boyunca, calkalayici iizerinde, oda sicakliginda inkiibe
edilmistir
Inkiibasyon devam ederken, boyamanin ilk asamasi i¢in kullanilacak
primer antikorlarin diliisyonlar hazirlanmistir. Primerlerin seyreltme
oranlar1 altta verilmistir:
Grup 1 (Soliisyon B igerisinde)
o Anti-Aktin 1:50
o Anti- B-Katenin 1:50

Grup 2 (Soliisyon A igerisinde)
o Anti-ZO-11:100
o Anti-Okludin 1:200
o Anti-Klaudin-5 1:50
o Anti-VE-Kaderin 1:50
o Anti-JAM-A 1:50

Bloklama islemi tamamlanmnca hiicreler lizerine primer antikorlar
koyularak, 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilmis ve
nemli ortamda, 4 °C’de, bir gece siire ile inkiibe edilmistir. Bundan
sonraki basamaklarin hepsine 1s1ksiz ortamda devam edilmistir.

Primer antikorlar ile inkiibasyonun ardindan, Grup 1’deki hiicreler
Soliisyon B ile 15 dakika calkalayic1 iizerinde, oda sicakliginda
yikanmis, ardindan Soliisyon B uzaklastirilmistir. Bu islem toplam 3

kez tekrarlanmistir. Grup 2°deki hiicreler Soliisyon A ile 10 dk siireyle,
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oda sicakliginda, calkalayic iizerinde yikanmis, ardindan Soliisyon A
uzaklastirilmistir. Bu islem toplam 6 kez tekrarlanmustir.

11. Bu sirada primerleri boyayarak floresan 1s1ma yapilmasini saglayacak
sekonder antikorlar ile hiicre cekirdeklerini boyayacak DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride, D1306, Thermo Fischer,
ABD) soliisyonlar1 hazirlanmistir. Grup 1 i¢in Soliisyon B igerisinde,
Grup 2 i¢in Soliisyon A igerisinde; 1:500 oranda sekonder antikorlarmn
ve 1:1000 oranda DAPI boyasinin diliisyonu hazirlanmistir.

12. Boyama isleminin ikinci basamagi i¢in hiicreler; yikama basamaginin
ardindan DAPI — sekonder antikor soliisyonu icerisinde, 45 dk boyunca
calkalayici iizerinde, oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

13. Sekonder antikorlar ile inkiibasyon sonunda Grup 1’deki hiicreler
Soliisyon B ile 10 dk siireyle, oda sicakliginda calkalayici {izerinde
toplam 3 kez; Grup 2’deki hiicreler ise Soliisyon A ile 10 dk siireyle
oda sicakliginda, ¢alkalayici iizerinde toplam 6 kez yikanmistir.

14. Son basamakta tiim hiicreler Soliisyon A ile bir kez 10 dk siireyle oda
sicakliginda galkalayici lizerinde yikanarak goriintiileme i¢in hazir hale

getirilmistir.

3.4.4. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)
calismalar

Endotel hiicrelerinin sistemde gostermesi beklenen siki ve adherens baglanti
proteinleri olan ZO-1, Okludin, Klaudin-5, JAM-A ve VE-Kaderin proteinlerinin
ve sitoiskelet proteinleri olan aktin ve B-katenin proteinlerinin, Mesajc1 Ribo
Niikleik Asit (mRNA) diizeyindeki ekspresyonunu ve olasi degisimleri incelemek
icin HTBS’ler kesilip agilmis, hiicrelere zarar vermeden PBS ile yikanmustir.
Ardindan TBS’nin luminal ylizeyi hiicre kaziyici ile dikkatlice kazinarak hiicreler
TBS’den ayrilmistir. Hiicreler daha sonra steril PBS ile kriyotiiplere konularak
analizler gergeklestirilene kadar -20 C’de saklanmustir. 11k olarak Srneklerdeki
toplam Ribo Niikleik Asit (RNA) izolasyonu gercgeklestirilmistir. Toplam RNA
1zolasyonu i¢in MasterPure RNA saflastirma kiti (MCR85102, Epicentre, ABD)
kullaniImistir. Izole edilen RN A konsantrasyonu nanovetli spektrofotometrede (DU

730, Beckman Coulter, ABD) 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
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Olgtimleri oranlanarak hesaplanmistir. A260/A280 oraninin 1,6-2 arasinda olmasi,
RNA izolasyonun dogru sekilde yapildigimi gostermektedir. Orneklerden elde
edilen toplam RNA miktar1 ProtoScript®-M-MuLV First Strand cDNA sentez kiti
(E6300 L, New England BioLabs, ABD) kullanilarak tersine transkripsiyon
(reverse transcription) yontemiyle Tamamlayici Deoksiribo Niikleik Asit’e
(cDNA) tamamlanmistir. Calismada kullanilan primer dizileri web tabanli Primer3
(Whitehead Institute for Biomedical Research, ABD) programi ile belirlenmistir
(Tablo 3-6). Web tabanli in silico Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) programi ile
primerlerin uygunlugu dogrulanmistir (Primer-BLAST, NCBI, ABD).

Tablo 3-6 Kantitatif PCR (qPCR) ile analiz edilen gen dizileri.

PCR
Primerler
Gen Bank urtini

Numarasi uzunlugu

(bp)

(F:Ileri, R:Geri)

F:5’-CTCACCATGGATGATGATATCGC-3’
Aktin (ACTB) =~ NM 001101.3 163
R:5-AGGAATCCTTCTGACCCATGC-3"

p-Katenin F:5’-TTGTGCGGCGCCATTTTAAG-3’
NM_001904.3 102
(CTNNB1) R:5’-TCCTCAGACCTTCCTCCGTC-3’

F: 5-GTGCTGGCTTGGTCTGTTTG-3'
70-1 NM_001301025.1 190
R: 5-CTGAGCCCTTCAGATGAGCA-3'

Okludin F: 5-CCAAGGTTCCATCCGAAGCA-3'
NM_002538.3 146
(OCLN) R: 5-GCGCTGTTAAAGGAACCGC-3'
Klaudin-5 F: 5-GAGCAGCCCCTGTGAAGATT-3'
NM_001130861.1 108
(CLDN5) R: 5-GTCTCTGGCAAAAAGCGGTG-3'
VE-Kaderin

F: 5'-“CTTCACCCAGACCAAGTACACA-3'
(VE- NM_001795.3 154
R: 5-AATGGTGAAAGCGTCCTGGT-3'
Cadherin)
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F:5’-CCGGGATATCGTCGACCC-3’
JAM-A AF172398.2 134
R:5’-CAGTTTCCTCTCGACTTGCG-3’

PCR reaksiyonu i¢in cDNA oOrnekleri 1:5 oraninda, ileri (forward) ve geri
(reverse) primerler ise 15 pmol konsantrasyonda olacak sekilde niikleaz igermeyen
suyla seyreltilmistir. 1 pL seyreltilmis cDNA ve 1’er uL primerler, 7 puL niikleaz
icermeyen suyla karigtirilmustir. Uzerine 10 uL SYBR Green gPCR karigimi
(1725121, BioRad, ABD) eklenmistir. Baslangi¢ denatiirasyonu (95 °C’de 3 dk)
ardindan gelen toplam 40 dongiiliik denatiirasyon (94 °C’de 20 sn) ile baglanma ve
zincir uzamasi (60 °C’de 20 sn) olacak sekilde PCR programi olusturulmustur.
Erime egrisi analizi i¢in programin sonuna 95 °C’de 1 dk, 55 °C’de 30 sn ve 95
°C’de 30 sn. olacak bir segment daha eklenmistir. Elde edilen verilerin
yorumlanmasi bilimsel gegerlilik acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmis ve

raporlanmustir.

3.4.5. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve nitrik oksit (NO)
birikiminin incelenmesi

Hiicrelere uygulanan mekanik uyaranlarin oksidatif stres faktorii yarattigi ve
hiicrelerde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Nitrik Oksit (NO) birikimine neden
oldugu bilinmektedir. ROS ve NO birikimi damarin i¢ yapisinin bozulmasma yol
actigindan, mekanik uyaran olan ve olmayan tiim denemelerde ROS ve NO
tretimlerinin analiz edilmesi 6nem tasimaktadir. Bu nedenle HTBS’ler kesilip
acilarak steril petri i¢ine alinmis, hiicrelere zarar vermeden PBS ile yikanmistir.
Ardindan TBS’nin luminal ylizeyi hiicre kaziyici ile dikkatlice kazinarak hiicreler
TBS’den ayrilmis, TBS yiizeyine ve kazinan hiicrelere, lizerlerine kaplayacak kadar
tripsin eklenmis ve 37 °C’deki inkiibatorde 4 — 5 dakika bekletilmistir. Tripsini
inhibe etmek i¢in serum igeren besi ortami ile TBS yiizeyi ve petri kab1 yikanmas,
besi ortamu ¢ekilerek santrifiij tlipiine aktarilmistir. Hiicreler 4 °C, 1000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilmis, santrifiij
tiipline yapisan hiicre pelleti hafifce vurularak tiipten ayrilmis ve besi ortami ile
siispanse edilmistir. Bu siispansiyon igerisindeki hiicre sayisinin nasil hesaplandigi

3.3.3.1 Hiicre sayimi bashg altinda anlatilmistir. Hiicre sayilar1 belirlendikten
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sonra ROS tayini i¢in gereken sayida hiicre (10°) yeni bir santrifiij tiipiine aliarak,

iki tiip de santrifiijlenmistir (4 °C, 1000 rpm’de 5 dk).

3.4.5.1. ROS tavini

Hiicre sayis1 belirlendikten sonra ROS tayini i¢in; oksidatif stres varliginda
hiicre yapisindaki lipitlerin yikimiyla olusan malondialdehit (MDA) ile reaksiyona
giren Lipit Peroksidasyon kiti (MAKO085, Sigma Aldrich, ABD) kullanilmistir.
MDA ile reaksiyon sonucu floresans 1sima veren kitin kullanimi ig¢in izlenen

protokol asagida belirtilmistir:

1.  Test uygulanmadan Once, kitin i¢inde tiyobarbiturik asit (TBA) 7,5 mL
glacial asetik asit (100063, Merck Millipore, Almanya) igerisinde
¢Ozdiriilerek, sonike edilmistir. Ardindan, karisima 17.5 mL UPW
eklenerek, son hacmi 25 mL olan Reaksiyon Soliisyonu elde edilmistir.

2. Kit igerigindeki MDA Standart Soliisyonu’nu (4.17 M) UPW ile
seyreltilmis, bu seyreltmeler sonunda 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 ve 2 nmol’liikk
standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Blank i¢in  yalmizca UPW
kullanilmistir.

3. Santriftijlenen hiicrelerden siipernatant uzaklastirilmis, santrifiij tiipiine
yapisan hiicre pelleti hafifce vurularak tlipten ayrilmis ve hiicre
ceperlerini par¢alamak i¢in iizerlerine %1 butile hidroksitoliien (BHT)
iceren RIPA Lizis Tamponu (SC-24948, Santa Cruz Biotechnology,
ABD) eklenmistir (300 pL).

4.  Santriflij tlipleri homojenizasyon i¢in vortekslenerek, -20 °C’deki buz
dolabma kaldirilmis 10 dakika boyunca lizis isleminin sona ermesi
beklenmistir.

5. Daha sonra, hiicreler 13,000 g, 4 °C’de 10 dakika santrifiijlenmis,
siipernatanttan, UPW’den ve standart c¢ozeltilerden 200’er pL alimnip
mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur.

6.  Ardindan, her bir tiipe hazirlanan Reaksiyon Soliisyonu eklenmis (600
uL) ve tiipler 95 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonras her bir tiipten 200 puL almip 3 tekrarl olacak sekilde
96 gozli florometrik kiiltiir kabina (4t1-0263, Brooks Life Sciences,
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ABD) aktarilmis ve mikroplaka okuyucuda (Synergy HTX, BioTek
Instruments, ABD) floresans 1s1ma yogunlugu ol¢iilmiistiir (Ex = 532
nm / Em = 553 nm).

8. Her 6rnekten blank okuma degeri ¢ikarilmis, standart ¢ozeltilerden elde
edilen degerler kalibrasyon i¢in kullanllarak MDA miktar1
(nmol)/Absorbans egrisi elde edilmistir. Bu egrilerden 6rneklerdeki
MDA miktar1 nmol cinsinden elde edilmis, 6rnek hacmi ile ¢arpilarak
da drneklerdeki MDA yogunlugu, dolayisiyla ROS’un yol hasar miktari

belirlenmistir.

3.4.5.2. NO tayini

Hiicre sayis1 belirlendikten sonra NO tayini igin, nitrik oksit ile reaksiyona
girerek floresans 1s1ma yapan DAF-FM’e doniisen DAF-FM diasetat (4-Amino-5-
Methylamino-2’,7’-Difluorofluorescein diacetate, D-23842, Thermo Fischer,
ABD) kiti kullanilmis, izlenen protokol asagida belirtilmistir:

1. Kitigerisindeki 50 pg’lik DAF-FM diasetat, andhidroz DMSO (A3672,
Applichem, ABD) igerisinde ¢ozdiiriilerek 5 mM’lik stok soliisyon
hazirlanmastir.

2. Stok soliisyon, son konsantrasyon 5 pM olacak sekilde Ca™, Mg™
icermeyen PBS icerisinde seyreltilerek reaksiyon soliisyonu
olusturulmustur.

3. Santriftijlenen hiicreler Tlzerinden siipernatant uzaklastirilmis ve
hiicreler homojen bir sekilde yeniden siispanse edilmistir. Ardindan
tizerlerine 5 uM’lik reaksiyon soliisyonu eklenmis ve 40 dk boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4.  Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler santrifijjlenmis ve siipernatant
uzaklastirildiktan sonra Ca*?, Mg*? igermeyen PBS ile 20 dk boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5. Hiicre siispansiyonu mikroplaka okuyucuda (Ex = 532 nm / Em = 553
nm) analiz edilmistir. Elde edilen goreli floreans birimler (RFU)
degerleri, bilimsel gecerlilik agisindan istatistiksel — olarak

degerlendirilmis ve raporlanmustir.
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3.4.6. Gecirgenlik testleri

Model olusturulduktan sonra model basarisin1 6lgmek icin; kan dolasimi
sirasinda damar ¢eperlerinden rahatlikla gecerek dokulara niifuz edebilen Kafein
(C0750, Sigma-Aldrich, ABD) ile, ¢eper geg¢isinin ¢cok daha diisiik oldugu bilinen
Stikroz (S1888, Sigma-Aldrich, ABD) molekiilleri sistemde sirkiile edilmistir.
Bunun igin sistemdeki besi ortami uzaklastirilarak GFM igerisine kafein (100
png/mL) ve siikroz (100 mg/mL) eklenerek 60 dk boyunca luminal yiizeyden,
biyoreaktdr govdesine maddelerin gecmesi beklenmistir. Ardindan biyoreaktor
govdesindeki besi ortamindan (abluminal kistm) ve sistemde sirkiile edilen
ortamdan (luminal kisim) 6rnek alinarak siikroz ve kafein varligt HPLC cihaz
(1260 Infinity II, Agilent Technologies, Inc., ABD) ile Ege-MATAL biinyesinde

analiz edilmistir.

Abluminal kisma gecen madde konsantrasyonunu hesaplamak igin ilk olarak
kafein ve siikroza ait kalibrasyon egrilerinin belirlenmesi gerekmistir. Referans
molekiillerin stok soliisyonlarinin enjeksiyonuyla elde edilen alan degerlerinin

(mAU), derisime (ug/mL) oranlanmasi ile istenilen egriler elde edilmistir.

Kafeine ait kalibrasyon egrisini ¢ikartmak icin; standart ¢ozeltiden stok
sollisyonlar hazirlanmis (10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10000,
25000, 50000 ve 100000 ng/mL), bu soliisyonlar Agilent Eclipse Plus C18
(4,6x250 mm, 5 pm partikiil) kolonda, 274 nm dalga boyunda, diyot dizi dedektorii
(DAD) kullanilarak, mobil fazda gegirilmistir. Enjeksiyon ortami i¢in %85 H20 ve
%15 asetonitrilden (ACN) olusan (v/v) stvidan 5 pL alinarak, 1 mL/dk akis hizinda
40 °C firin sicakligindaki kolonda yuirtitiilmiistiir.

Stikroza ait kalibrasyon egrisi ¢ikartmak i¢in ise; standart siikroz
cozeltisinden olusturulan soliisyonlar (100, 250, 500, 1000, 2500 ve 5000 pg/mL)
Waters Spherisorb NH2 (4,6x250 mm, 5 pum partikiil) kolondan 195 nm dalga
boyunda DAD kullanilarak mobil fazda gecirilmistir. Enjeksiyon ortami %75 H>O
ve %25 asetonitrilden (ACN) olusturulmus (v/v), 20 pL enjeksiyon hacmiyle, 1.5
mL/dk akis hizinda 40 °C firin sicakligindaki kolonda yiirtitiilmustiir.
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Numunelerdeki kafein ve siikroz konsantrasyonlari, elde edilen kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplanmistir. Numunelerin hazirlanmasinda herhangi bir
seyreltme uygulanmamistir. Abluminal kisma ge¢cen madde miktarini tespit etmek
icin hem luminal hem de abluminal kisimdan alinan 6rnekler asagidaki formiile

gore hesaplanarak molekiillerin permeabilite degerleri elde edilmistir.

Permeabilite degeri (P) =

Abluminal kisimdaki besi ortami hacmi (V) x Abluminal kisimdaki madde konsantrasyonu degisimi (A[C],)

TBS'nin yiizey alan1 (A) X Luminal kisimdaki madde konsantrasyonu ([C];) x Madde gegis zamani (At)

3.4.7. Istatistiksel analiz

Istatistiksel ve bilimsel anlamlilik i¢in tiim deneyler en az ii¢ tekrarli
yapilarak, elde edilen tiim kantitatif verilerin Oncelikle normal dagilima
uygunluklar1 Shapiro-Wilk analizi ile belirlenmistir. Normal dagilima uyan ikiden
fazla bagimsiz grubun karsilastirildigi veriler arasindaki istatistiksel farklar tek
yonli ANOVA (varyans analizi) yontemi ile, %95 giiven araliginda (p < 0.05)
degerlendirilmis ve gruplar arasinda ikili iliskiler uygun ¢oklu karsilastirma (post —
hoc) yontemiyle saptanmistir. Normal dagilima uymayan ikiden fazla bagimsiz
grubun karsilastirildig veriler i¢in uygun parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi
kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir. Gergeklestirilen biitlin istatistiksel

analizler IBM SPSS 11 (IBM, ABD) programi lizerinde gercgeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Statik TBS Uzerinde Hiicre Davranislarinin Incelenmesi

Hiicrelerin TBS ylizeyinde gosterdigi davranislarin incelenmesi ii¢ farklh
siirecte (statik, modifikasyon sonrasi, dinamik) gercgeklestirilmis olup, oncelikle

hiicrelerin statik TBS ylizeyine tutunma ve sag kalim siiresi ortaya ¢ikarilmustir.

4.1.1. Hiicre ekim yonteminin belirlenmesi

Hiicrelerin TBS {lzerine nasil ekilecegi {lizerine yapilan c¢alismalar

sonuncunda dinamik yontemle ekim sirasinda;

e Besi ortami ile TBS yiizeyine tasman hiicrelerin, sistemdeki hareketi
sirasinda hiicre kaybi yasanmasi,

e Sistemdeki havanin tamamen bosaltilamamasi1 ve bu nedenle hiicrelerin
TBS ylizeyinin tamamina getirilmesinin basarilamamasi,

e Ekim sirasinda yasanan sistemsel zorluklar nedeniyle aseptik sartlarda
biyogiivenlik seviye II kabin igerisinde ¢aligmanin zorlasmasi,

¢ Bu yasanan zorluklar1 gidermeye calisirken sterilitenin tehlikeye girmesi,

e SEM ve Live&Dead sonuglart incelendiginde, hiicrelerin akisla birlikte
tutunma veriminin statik ekime gore diisiik olmasi nedeniyle dinamik ekim

yonteminden vazgecilmistir.

Kisim 3.3.5.1 TBS’ye hiicre ekimi bashginda agiklandigi sekilde HTBS

olusturma teknigi olarak statik ekim yapilmasina karar verilmistir.

4.1.2. Hiicre sag kalim veriminin belirlenmesi

Sistemde kullanilmasi planlanan hiicrelerin kiiltiir ortaminda {ireme
devamliliginin goriilebilmesi ve kiiltiir sinirlariin belirlenebilmesi i¢in, 4 farklh
endotel hiicresi de TBS yiizeyine ekilerek 3.3.5.2 HTBS iizerinde hiicre
canliligimin belirlenmesi baglhiginda anlatildig1 gibi kinetik Alamar Blue boyamasi

ile kinetik olarak takip edilmistir.
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Bunun i¢in 6ncelikle her hiicre tipi i¢in kalibrasyon egirisi ¢ikarilmis, kiiltiir
ortaminda hiicrelerin liremesi bu kalibrasyonlar iizerinden degerlendirilmistir. Bu
basamakta farkli kiiltiir siirelerinde sonuglar degerlendirilmis, hiicre yogunluguna
bagl olarak 2 — 6 saat %10 boya soliisyonu igeren serumsuz besi ortamu ile
hiicrelerin inkiibe edilebilecegi goriilmiistiir (Bonnier et al., 2015). 2 — 4 — 6 saat
icin denemeler gergeklestirilmis, yliksek hiicre sayilarinda en tutarli sonuglari 2
saat sonucunda almdig1 goriilmiistiir. Absorbans okumalar1 bu agsamadan sonra 2
saatlik inkiibasyon sonrasinda ger¢eklestirilmis ve kalibrasyon grafikleri asagida

verilmistir (Sekil 4.1 —4).

HBMEC Alamar Blue Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.1 HBMEC Alamar Blue kalibrasyon grafigi (2 saat).
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EPC Alamar Blue Kalibrasyon Grafigi

0,40
0,38
0,36
0,34
0,32
0,30
0,28
0,26
0,24
0,22
0,20
0,18
0,16
0,14 y = 2E-07x+ 0,2006
0,12 R?= 09675
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

0,E+00 1,E4+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05 5,E+05 6,E+05 7,E+05 8,E+05 9,E+05 1,E+06

Hlcre Sayisi

Sekil 4.2 EPC Alamar Blue kalibrasyon grafigi (2 saat).
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Sekil 4.3 HUVEC Alamar Blue kalibrasyon grafigi (2 saat).
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HBEC-5i Alamar Blue Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.4 HBEC-5i1 Alamar Blue kalibrasyon grafigi (2 saat).

Dort hiicre tipi igin de kalibrasyonlarin yapilmasinin ardindan 15 giin
boyunca hiicreler TBS yiizeyinde inkiibe edilmis, her giin Alamar Blue boya
sollisyonunun hiicreler tarafindan 2 saat boyunca metabolize edilmesi beklenmis ve
boya soliisyonu ¢ekilerek GFM eklenmistir. Metabolize olan boya soliisyonu mikro
plaka okuyucuya almarak absorbans okumalar1 gerceklestirilmistir. Bu deneme
sonucunda hiicrelerin 15 giin boyunca TBS yiizeyinde canli kaldiklar1, 5. — 7. giinde
maksimum hiicre sayisina ulastiklar: ve 8. — 10. gilinden itibaren alan stresinden

dolay1 6lmeye basladiklar1 gortilmiistiir.

Bu o6l¢timlerin gorsel dogrulamasi icin hiicrelere 3.3.5. 1 TBS’ye hiicre ekimi
baslhiginda anlatildigi gibi Live&Dead boyamas: yapilmis, Alamar Blue
sonuglariyla tutarli olarak 10. giinden hiicrelerin 6lmeye basladigi, 15. glinde 6li

hiicre sayisinda belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).



68

Sekil 4.5 HBMEC lerin TBS iizerindeki Live&Dead boyama sonuglart. A — 1. Giin, B — 5. Giin, C
—10. Giin, D — 15. Giin fotograflari. Olgek cizgileri 100 um’ye denk gelmektedir.

Statik TBS {iizerindeki bu denemeler sonucunda hiicrelerin 10 giinden fazla
kiiltiirde tutulmamasina, en verimli sonuglarin alinabildigi 5. giin ile denemelerin

devam etmesine karar verilmistir.

4.2. TBS Modifikasyon Basarisinin Incelenmesi

Daha onceki denemelerde hiicrelerin BS ylizeyine tutunma egilimleri ve sag
kalim oranlan gozlemlenmis, inkiibasyon sirasinda bu ¢aligmada planlanan kiiltiir
stirelerinden daha kisa bir siire sonra (3 — 5 giin) yiizeyden kalkmaya bagladiklari
gorlilmiistiir (Bayir, 2018). Bu nedenle biyoreaktoér denemelerine gegmeden once,
TBS ylizeyinde ¢esitli modifikasyonlar denenerek hiicrelerin daha 1yi tutunabilmesi

saglamak ve akis etkisi altinda siipiiriilmelerini engellemek amaglanmistir.
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[k deneme gruplari, hiicre tutunma etkinliginde artis gdsterdigi bilinen dogal
polimerler olan Tip-1 Kollajen ve Jelatin (Lizundia et al., 2016; Ramos et al., 2016)
ile ylizeyin kaplanmasiyla olusturulmustur. Ayrica seliillozu katyoniklestirerek,
hiicre membran yiikiiyle fiziksel bir etkilesime giren hiicrelerin, yiizeye tutunma
verimini %70 oranmda artirdig1 raporlanan GTMAC molekiiliiniin (Courtenay et
al., 2018; Zaman et al., 2012) TBS ile reaksiyonu sonucu, yiizeyin kimyasal

yapismin degistirilmesi planlanmustir.

Dogal polimerlerle kaplanan (jelatin ve kolajen) islak TBS, susuzlastirilmig
ve liyofilize olarak GTMAC ile kimyasal olarak fonksiyonellestirilmis TBS
iskelelerin tizerine 3 farkli tip hiicre ekilerek farklt modifikasyonlarin farkh
hiicreler iizerindeki etkisi incelenmistir. Biitlin gruplar, kontrol grubu olan

modifikasyon yapilmamis TBS ile kiyaslanmistir (Sekil 4.6).

GTMAC ile kimyasal modifikasyonun gergeklesip ise ATR-FTIR
spektroskopisi ile belirlenmigtir. Modifikasyon etkilerinin izlenebilmesi igin
oncelikle hiicreler 10 giin boyunca ters faz 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
Bu gilinlerde hiicreler arasi baglantilarm gozlenebilmesi i¢in her giin TEER 06lgiimii

yapilmistir.

—>BMEHR

Kolajen® Jelatin® GTMACE
IslakBSE [

ModifiyeRdilmemis
| slakBsHKontrol)2

Sekil 4.6 TBS doku iskelelerinin farkl malzemeler (tip 1 kolajen, jelatin ve GTMAC) ile yiizey
modifikasyonu denemelerinin farkli hiicreler (HBMEC, HUVEC ve EPC) iizerindeki etkilerinin

incelenmesi.
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4.2.1. Modifiye TBS yiizeyine hiicre tutunma veriminin gorsel
takibi

3.3.5.3. TEER olciimii bashiginda aciklandigina tizere kesilerek
CellCrown™’lara tutturulan ve sonrasinda ekim yapilan bakteriyel seliilozlara
(BS), hiicrelerin tutunma veriminin izlenebilmesi i¢in; 10 giinliik kiiltiir stiresi
boyunca her giin hiicreler ters faz 151k mikroskobu altinda incelenmis, kaplamalarin

ve hiicrelerin davraniglar1 kaydedilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 HBMEC lerin 10.giin fotograflari. A. Kontrol BS, B. Kolajen kapli BS, C. Jelatin kapl
BS, D. GTMAC ile modifiye edilmis 1slak BS ve E. GTMAC ile modifiye edilmis liyofilize BS.

Olgek ¢izgileri 100 um’ye denk gelmektedir.

Dogal polimerle kapli BS’lerin iizerinde EPC ve HUVEC’ler i¢in artan bir
hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi goriilmiisse de bu kaplamalarin zamanla kalkmaya
basladig1 ve hiicrelerin de bu kalkan tabaka ile uzaklastig1 goriilmistiir (Sekil 4.8).
Statik durumdaki BS iizerinden uzaklastiklar1 i¢in, bu kaplamalarin akis etkisiyle
stiptiriilecegi digiiniilerek bu ¢alisma i¢in uygun olmadigi belirlenmistir. Kimyasal
olarak fonksiyonellestirilmis GTMAC modifiyeli seliilozlar {izerinde ise hiicre
morfolojileri goriilebilmis, (Sekil 4.9) dogal polimerle kaplanan gruplarin aksine

hiicrelerin siipiiriilecegine dair bir gozlem gerceklestirilmemistir.
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Sekil 4.8 Ust sira, kolajen kapli BS iizerinde EPC hiicrelerinin zamanla uzaklasmas1. A: 5. giin, B:
6. giin ve C: 8. giin ters faz 151k mikroskobu fotograflari. Alt sira, jelatin kapli BS {izerinde
HUVEC hiicrelerinin zamanla uzaklagmasi. D: 7. giin, E: 8. glin ve F: 9. giin ters faz 1g1k
mikroskobu fotograflari. Olgek ¢izgileri 100 um’ye denk gelmektedir.

Sekil 4.9 GTMAC ile modifiye edilmis liyofilize BS iizerinde HBMEC morfolojisi. 3. giin ters faz
151tk mikroskobu fotografi, dlgek ¢izgisi 100 um’ye denk gelmektedir.

4.2.2. Modifiye TBS yiizeyindeki hiicrelerin TEER ol¢ciimleri

Hiicrelerin seliiloz yiizeyine daha iyi tutunarak yapacaklar1 (AJ) ve daha fazla
tiredikleri i¢in kendi aralarinda yapacagi (TJ) protein baglantilarinin varligmi
Ol¢ebilmek amaciyla, TEER ol¢timii yapilmis, TBS modifikasyonlarina hiicrelerin

verdigi yanitlarin nicel olarak kaydedilmesi planlanmustir.

TEER ol¢iim sonuglarindan elde edilen grafikler Sekil 4.10 — 12’de
verilmistir. Grafiklerde goriilecegi tizere 5 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca EPC

ve HBMEC ler i¢in en yiiksek TEER degerlerinin GTMAC ile modifiye edilmis
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liyofilize BS’de, HUVEC’ler i¢in ise kontrol BS grubunda elde edildigi
belirlenmistir. Morfolojik incelemelerde goriildiigii tizere, HUVEC en 1yi1 kontrol
BS iizerinde morfoloji gosterirken, HBMEC’ler en 1yi morfolojiyt GTMAC ile
modifiye edilmis liyofilize BS lizerinde gostermektedir (Sekil 4.13). Bu nedenle
TEER sonuglarmin 151tk mikroskobu ile gergeklestirilen gozlemlerle ortiistiigii

diistiniilmektedir.

Gilnliik TEER o6l¢timleri sirasinda HBMEC’lerin kontrol grubuna gore daha
az da olsa siipiiriilerek BS iizerinden uzaklastig1 belirlenmistir. Buna ragmen TEER
degerleri incelendiginde yiizeyi tamamen kaplamis olan EPC ve HUVEC’lerden
elde edilen veriler ylizeyi tamamen kaplamamis olan HBMEC’ler ile benzer

sonuglar verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.10 EPC’lerin 5 giinliik kiiltivasyonu sonucunda elde edilen TEER degerleri.
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HUVEC TEER OLCUM DEGERLERI
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Sekil 4.11 HUVEC’lerin 5 giinliik kiiltivasyonu sonucunda elde edilen TEER degerleri.
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Sekil 4.12 HBMEC’lerin 5 giinliik kiiltivasyonu sonucunda elde edilen TEER degerleri.

BS’yi dogal polimerle kaplama ve kimyasal olarak modifiye etme ¢alismalar1

sonucunda elde edilen bulgular altta 6zetlenmistir:

e Inkiibasyon siiresi arttikga kolajen ve jelatin kaplamalarin BS
yilizeyinden ayrildiklari, bunun sonucunda bu kaplamalara tutunmus

olan hiicrelerin de uzaklastiklar1 belirlenmistir. Statik kiiltiir sirasinda
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gozlemlenen bu kalkmanm, akig etkisi altinda da gerceklesecegi
diistiniildiigiinden, kolajen ve/veya jelatin kaplama yapilmasinin bu
calisma i¢in uygun olmadigina karar verilmistir.

GTMAC ile modifiye edilen gruplardan, liyofilize edilmis BS’de
HBMEC’lerin morfolojik olarak en 1iyi sonucu gosterdigi
distiniilmektedir. Liyofilize BS’nin GTMAC ile modifikasyonunun
daha basarili gergeklesmesi, daha Once agiklandigi iizere yan
reaksiyonlarin, tamamen susuzlastirilmis (liyofilize) seliiloz iizerinde
gerceklesmeyecegi diisliniildiigiinden beklenen bir durumdur (Bkz.
3.1.3.3 GTMAC ile yiizey modifikasyonu). Ancak liyofilizasyon
sirasinda esnekligini kaybederek incelen BS’nin, dinamik modelde
istenen mekanik dayanima sahip olamayacagi ve hipertansiyon
modeli igin gerekli olan dairesel germenin bu iskelede
modellenemeyecegi diisiiniildiigiinden, GTMAC modifikasyonunun
1slak BS’nin kuru hava ile susuzlastirilmasiyla gerceklestirilmesine
karar verilmistir.

EPC’lerin tiim BS tipleri ilizerinde; yiizeye yayilmayan, yuvarlak bir
morfoloji gosterdigi, siki bir sekilde ylizeye tutunmadiklar, hiicreler
arast mikroskop altinda dahi gozlemlenebilen bosluklar oldugu
goriilmiis, birbirleri ile siki baglant1 (TJ) yapmadiklar belirlenmis, bu
sebeple bu calisma i¢in uygun hiicreler olmadiklariina karar
verilmistir.

HUVEC’lerde; o0zellikle kolajen kapli BS iskele ve kontrol
gruplarinda endotel hiicre morfolojisi goriilmiis ve istenilen TJ ve AJ
proteinlerini  salgilayabilecekleri diistiniilerek HUVEC’ler ile
denemelere devam edilmesine karar verilmistir.

Primer hiicre olarak temin edilen HBMEC’lerin BS gruplari tizerinde
tam yayillim gostermemesi ve Kkiltir kosullarinda zamanla
morfolojilerini terk ederek yiizeyden kalkmalari nedeniyle bu ¢alisma
icin uygun olmadiklar1 goriilmiistiir. HBMEC lerin yerine, yine insan
mikrovaskiiler endotel hiicresi olan; o6liimsiizlestirilmis hiicre hatt1

HBEC-51’ler ile denemelere devam edilmesine karar verilmistir.
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4.2.3. TBS modifikasyonunun optimizasyonu

Daha onceki veriler 151¢81nda, modifikasyon sekline ve kullanilacak hiicreye
karar vermek i¢in ¢alismaya daha Once iyi sonug alinan iki tip iskeleye (DMSO ile
susuzlagtirilarak modifiye edilen BS ve sadece kuru hava ile susuzlastirilmig BS)
hiicre ekimi (1x10° hiicre/cm?) gergeklestirilerek devam edilmistir. HUVEC ve
HBEC-51’lerin BS yiizeyinde gdosterdikleri morfoloji 5 giin boyunca ters faz 1s1k
mikroskobunda yapilan gézlemlerle takip edilmistir.

HBEC-51’lerin ilk giinden itibaren kontrol grubuna kiyasla, diger seliiloz
ylizeylerine daha iyi tutunma gosterdigi ancak ozellikle sadece kuru hava ile
susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen iskele {izerinde tutunma ve morfoloji

konusunda en iyi sonucu verdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.13 — B).

Sekil 4.13 Hiicrelerin 1. giin ters faz 151k mikroskobu goriintiileri (20X). HBEC-5ilerin A. Kontrol
BS ve B. Susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilmis BS iizerindeki morfolojileri.
HUVEC’lerin C. Kontrol BS ve D. Susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilmis BS tizerindeki
morfolojileri. (Biiyiitme 5x).

HUVEC’ler ise kontrol grubuna ilk giinden itibaren tutunmussa da modifiye
seliiloz ylizeyinde belirli bolgelere tutunarak adaciklar olusturmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 A. Kontrol BS, B. DMSO varliginda GTMAC ile modifiye edilmis BS, C.
Susuzlagtirilarak GTMAC ile modifiye edilmis BS iizerinde kiiltive edilen HUVEC lerin 5. giin

ters faz 151k mikroskobu fotograflar (10X).

4.2.4. Modifikasyon basarisinin ATR-FTIR ile tespit edilmesi

Modifikasyonun basarist ATR-FTIR cihazi (Perkin Elmer Spectrum Two,
ABD) yardimu ile incelenmistir. Modifiye edilen iki tip BS ve kontrol BS kesilip
acilarak inkiibatorde (37 °C) bir gece bekletilip tamamen kurutulmus, boylece
ornekler FTIR analizine hazir hale getirilmistir. Sekil 4.15’de Kontrol BS ile sadece
kuru hava susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen BS’nin, Sekil 4.16’da
Kontrol BS ile DMSO yardimiyla susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen
BS’nin, Sekil 4.17°de ise tiim BS ftiirlerinin ve GTMAC kimyasalinin
karsilastirmali FTIR spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.15 Kontrol BS ile kuru havayla susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen BS’nin FTIR

spektrumlart
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Sekil 4.16 Kontrol BS ile DMSO yardimiyla GTMAC ile modifiye edilen BS’nin FTIR

spektrumlari.
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Sekil 4.17 Kontrol BS, kuru hava ile susuzlagtirilarak GTMAC ile modifiye edilen BS, DMSO ile
susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen BS ve saf GTMAC’1n FTIR spektrumlari.

Modifiye edilen BS’lerde hidroksil grubunun (-OH) gerilmesinden
kaynaklanan gii¢lii bir bant 3341 — 3344 cm™ dalga boylarinda ortaya ¢ikmustir
(Sarwar Jahan etal., 2012; Zaman et al., 2012) 2895-2898 cm!'deki pikler, simetrik
C-H titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Sarwar Jahan et al., 2012; Sun et al.,
2002; Zaman et al., 2012). 1636 cm™'de goriilen bant, modifiye edilmemis BS'nin
absorbe edilen neminden kaynaklanmistir. 895 — 896 cm™'"deki pik, glikoz birimleri

arasindaki glikosidik bagin C — H deformasyon modundan kaynaklanmaktadir
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(Kadurakova et al., 2002; Ren et al., 2006; Zaman et al., 2012). 1030 cm™ ila 1163
cm! arasindaki pikler BS'deki ana eter bantlarindaki C — O gerilmesinden
kaynaklamir. Bu bolgedeki ana eter bantlarmin yogunlugundaki artis, BS’nin
GTMAC ile modifiye edildigine dair kanit saglar (Z. Liu et al., 2010; Zaman et al.,
2012). Bu veriler dogrultusunda BS’nin sadece kuru hava susuzlastirilarak,
DMSO’lu yontemden daha basarili sekilde GTMAC ile modifiye edildigi
gorlilmiistiir.

4.2.5. Modifiye HTBS’lerin IF boyamalar

Modifiye edilen iskeleler lizerinde, endotel hiicrelerinin gergeke¢i bir damar
modelinde olmasi gerektigi gibi siki baglanti (TJ) olusturup olusturmadiklarmi
incelemek amaciyla inkiibasyonun 5. giiniinde IF boyamalar gerceklestirilmistir.
Hiicreler aras1 siki baglanti proteinleri olan ZO-1 ve Klaudin-5’in boyamalari,
onceki gozlemlerde en 1iyi sonuglar1 verdikleri igin sadece kuru hava
susuzlastirilarak GTMAC ile modifiye edilen BS iskelelerde ve kiyaslamak igin
kontrol BS iskelelerde yapilmistir (Sekil 4.18 — 19).

Kontrol BS Modifiye BS

w
.5
o

=
=
N

Sekil 4.18 Modifiye edilmemis ve edilmis BS iizerinde HBEC-5i’lerin sik1 baglanti proteinlerinin
(ZO-1 ve Klaudin-5) gosterilmesi. DAPI (mavi) ve antikor boyamalar (yesil) floresans mikroskop
altinda gdzlemlenmistir. Olgek ¢izgileri 100 um’ye denk gelmektedir.
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Kontrol BS Modifiye BS

Sekil 4.19 Modifiye edilmis BS iizerinde HUVEC’lerin siki baglanti proteinlerinin (ZO-1 ve

Z0-1

Klaudin-5

Klaudin-5) gosterilmesi. DAPI (mavi) ve antikor boyamalar (yesil) floresans mikroskop altinda

gozlemlenmistir. Olgek ¢izgileri 100 um’ye denk gelmektedir.

HBEC-51’ler ile gergeklestirilen IF sonuglar incelendiginde kontrol BS
tizerinde bile siki baglantilarin varligi goriilebilmektedir (Sekil 4.18). Ancak
modifiye BS’ler {lizerinde kiiltive edilen HBEC-51’ler incelendiginde
morfolojilerinin kontrol BS’ye gore ¢ok daha iyi oldugu ve daha yiiksek miktarda

sik1 baglant1 proteini sentezledikleri goriilmektedir.

Ayrica ylizeyl tamamen kapladigi bilinen HUVECler ile yapilan IF
boyamalarda higbir siki baglanti proteininin varligi goriilmemis yalnizca DAPI ile
cekirdekler boyanabilmistir (Sekil 4.19). Bu denemeler sonucunda HUVEC’lerin

tez calismasi igin kullanilmamasi gerektigine karar verilmistir.

Tim BS modifikasyon ve hiicre se¢im denemeleri sonucunda nihai olarak
BS’nin yalnizca kuru hava ile susuzlastirilarak (%35) GTMAC ile modifiye
edildikten sonra doku iskelesi olarak kullanilmasina ve HBEC-51 hiicreleri ile tez

calismasina devam edilmesine karar verilmistir.



80

4.3. Biyoreaktor Parcalarinin Uretimi

Biyoreaktorde kullanilacak pargalarin  kullanim kolaylhigi gdzetilerek
gergeklestirilen tasarimlarinin fiziksel forma doniistiiriilmesi sirasinda kullanilacak
malzeme adaylari; steril edilebilirlik, paslanmazlik, sizdirmazlik ve biyouyumluluk

kriterlerine gore degerlendirilmistir.

4.3.1. Otoklav dayamm testleri

Biyoreaktorde kullanilmasi planlanan biitiin malzemeler 121 °C’de 15 dakika
boyunca otoklavlanmis ve deformasyona ugramamalari beklenmistir. Bu
denemeler sonunda borosilikatli cam ve pleksiglas tiipler, 316L ¢elik malzemeler
ve iki farkli silikon conta malzemenin hepsi aymi Olgililerde ve dayanimda
sterilizasyondan ¢ikmis ve kullanima uygun bulunmustur. Ancak pleksiglas
gbvdenin yumusamaya miisait oldugu ve zaman igerisinde fiziksel yapisindan 6diin
vererek sizdirmaya yol agabilecegi diislinlilmiis, bu nedenle govde malzemesi

olarak borosilikatli cam kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.2. Korozyon dayanim testi

Biyoreaktoriin ana parcalari i¢in 316L c¢elik malzeme kullanilmasina karar
verilmis, tiretimi gerceklestirilen ¢eligin istenilen kalitede paslanmaz ¢elik oldugu
test edilmistir. Bu nedenle bakir siilfat ile korozyon dayanim testi 3.2.1.1 Bakir
siilfat testi ile korozyon direncinin gézlenmesi bashiginda anlatildig lizere; celik
malzemeler i¢in  ger¢eklestirilmis, ASTM F1089 uyarinca sonuglar
degerlendirilmis ve ¢elik malzemelerin herhangi birinde kirmizi leke veya ¢izikler

goriilmedigi i¢in paslanmazlik 6zelliklerini koruyacaklarindan emin olunmustur.

4.3.3. Malzemelerin sitotoksik etkilerinin gozlenmesi

Biyoreaktorde kullanilacak biitiin malzemeler besi ortamu ve dolayisiyla
hiicrelerle temas edeceginden sitotoksik etki gostermemelidir. Kullanilacak
malzemelerin se¢iminde oldukg¢a 6nemli olan bu testler ISO 10993-5:2009 ve ISO
10993-12:2009 uyarinca 3.2.1.2 Kiiltiir kabinda hiicre canliiginin belirlenmesi
basliginda anlatildigr gibi MTT testi ile gerceklestirilmistir.
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Biitiin malzemeler steril edildikten sonra besi ortamu igerisine alinms, 24 saat
ekstraksiyon icin bekletildikten sonra her malzemeden alinan ekstraktlar, tlicer
tekrarli olarak 96 gozlu kiiltlir kabina ekilmis olan HBEC-51 hiicrelerinin iizerine
eklenmis, li¢ gilinliik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin canliligt MTT testiyle
Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile deney gruplar1 kiyaslandigi sonuglar IBM SPSS 11
programinda tek yonlii ANOVA testi ile analiz edilmis, post-hoc yontemi olarak
Tukey se¢ilmistir (p < 0.05).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde conta malzemesi olarak
kullanilacak silikonlarmn ikisi de hiicreler lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir
sitotoksik etki gostermemistir (>%85). Malzemelerin otoklavlanabilirlikleri de
kontrol edildikten sonra kullanilacak malzeme olarak Silikon 1 secilmistir. AISI
316L ¢elik malzemelerin de biyouyumlu oldugu bilindiginden (Komorowski et al.,
2020; Sunthornpan et al., 2018), malzeme se¢im kriterlerini karsilayan; baglanti
hortumlar1, borosilikatlh cam, conta silikonu 1 ve 316L celik ile biyoreaktor

parcalarin islenmesine karar verilmistir.

4.3.4. Parcalarin islenmesi

Biyoreaktor pargalarmin malzeme se¢imi tamamlandiktan sonra teknik
resimlere uygun olarak islenebilmeleri i¢in SurgyLight (Inter Medkom, Tiirkiye)
firmasinin tesisleri kullanilmis, temin edilen AISI 316L c¢elik ¢cubuklar CNC-torna
tezgahinda teknik resimlerde belirtildigi sekilde islenmis, vida adimlan agilarak

parlatma adi verilen islemle ylizey piirtizleni giderilmistir.

Borosilikatli cam govdeler i¢in Ege Teknopark biinyesindeki cam
atolyesinden faydalanilmig, istenilen oOlgli ve saglamlikta cam tiipler farkl
uzunluklarda kestirilmis ve agiz kisimlar1 korlestirilerek contalara zarar vermeleri

engellenmistir.

Biitiin pargalar islendikten sonra sistemin kurulumu 3.4.1 Biyoreaktoriin
kurulumu bashginda anlatildig gibi gerceklestirilmis, peristaltik pompa ile sistem
5 giin boyunca en yiiksek devirde akisla (100 rpm) test edilmis, herhangi bir sizma

tespit edilmemistir.
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4.4. CFD Analiz Sonuclan

Biyomekanik sinyallerin etkisini gorebilmek i¢in kurgulanan ti¢ farkli akig
rejiminin; gerg¢ekei bir in silico model ile hesaplanabilmesi i¢in CFD analizlerinden
faydalanilmistir. Daha 6nce hesaplanan verilerin tutarliligini test etmek amaciyla
gergeklestirilen denemelerde CAD modellemesi yapilan parcalar ve TBS’nin,
ANSYS Fluent programinda tanimlanmasi gerekmistir. Bunun igin sisteme
tanitilacak biitiin malzemelerin fiziksel 6zellikleri belirlenerek (Tablo 4-1) yazilima
aktarilmistir. Akis iz, istenilen shear stress degerlerini (4 dyne/cm?) (Booth et al.,
2014; Cucullo et al., 2002, 2011; DeStefano et al., 2017; Kadry et al., 2020) elde
edebilmek ic¢in sabit tutulmus, Haagen-Pouisseuille formiilii (Tablo 3-2 — A)

iizerinden hesaplanarak her akis i¢in 0.185 mL/s olarak belirlenmistir.

Tablo 4-1 CFD analizinde kullanilan malzemelerin 6zellikleri

Malzeme Fiziksel Ozellikleri

Uzunluk = 10 cm
Boro silikatli cam Discap=0 2.4 cm
Iccap=023cm
Young’s Modulus = 447 MPa
Poisson’s Ratio = 0.01
Bulk Modulus = 152.04 MPa
TBS
Shear Modulus = 221.29 MPa
(Bayir et al., 2019)
Uzunluk =5 cm
Dis cap =0 0.4 cm
Ic cap=0 0.35cm

Besi Ortamu Viskozite = 0.00095 Pa.s

(Poon, 2020) Yogunluk = 1010 kg/m?
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Sabit akista kasilip gevseme hareketinin olmamas1 beklendigi i¢in, analizler
gercgeklestirilirken ANSYS ortaminda devaml ve sabit bir akis etkisi tanimlanmis;
sistolik ve hipertansiyon basinglarinda ise kasilip gevseme frekanslari, TBS’nin bir
biitiin olarak boyunca kasilmasi (30 sn) ve gevsemesi (30 sn) ile olusturulmustur.
Sabit akis sisteminde ortalama 45 mmHg basing yaratildigi, biyoreaktor lizerinde
yapilan basing Olglimleri ile belirlenmistir. Biyoreaktor denemelerinde
sistolik/normal sistem basincinin 120 mmHg ve hipertansiyondaki basincin 180
mmHg olmasi planlandigi i¢in sistem maksimumda bu basinglara erisecek sekilde
simiile edilmistir. /n silico denemeler bu basing degerleri lizerinden diferansiyel
matematiksel modeller kullanilarak gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar formiil

tizerinden gerceklestirilen hesaplamalarla karsilastirilmistir.

4.4.1. Sabit akisin TBS iizerindeKki etkilerinin analizi

Sabit akista duvar kayma gerilimi (WSS) sonuglar1 incelendiginde sabit 0.185
mL/s debi ile hareket eden besi ortammin TBS iizerinde homojen bir kayma
gerilimi yaratmadigi, tabanda yiiksek WSS goriiliirken, yan ve {istte diisiik kayma
gerilimi etkisi oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20). Ortalama WSS degeri ise sistemde
3.99 dyne/cm? olarak hesaplanmis ve istenilen kayma gerilimi degerinin (4

dyne/cm?) sistemde saglanabildigi goriilmiistiir.

n ‘Contours of Wall Shear Stress (pascal)

contour-1
Wall Shear Siress
4.11e-01
4.09e-01
4.07e-01
4.042-01
4.02e-01
3.99e-01
39701
3.942-01
332201
3.83e-01

3.872-01

[ paseai |

Sekil 4.20 Sabit akisin TBS yiizeylerinde olusturdugu WSS (goriintii yan ¢evrilmistir).
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Sabit akista calisma basinci olan 45 mmHg (~6,000 Pa) ile hareket eden
akiskanin, TBS ¢eperine uyguladigi basing etkisi sonucu olusan dairesel germe
etkileri Sekil 4.21°de gosterilmistir. Sabit akisin yarattigi maksimum dairesel germe
CFD analiziyle 8.2 kPa olarak hesaplanmis ve bu degerin formiil ile yapilan

hesaplama degeri olan 9.5kPa’a yakin oldugu goriilmiistiir.

-2,5595¢5 Min

Sekil 4.21 Sabit akista dairesel germe etkileri.

4.4.2. Sistolik akisin TBS iizerindeki etkilerinin analizi

Sistolik basingtaki akista WSS sonuglart incelendiginde, besi ortami
hareketinin Sabit Akis Sistemine benzer sekilde TBS iizerinde homojen bir kayma
gerilimi yaratmadigi, tabanda yiikksek WSS goriiliirken, yan yiizeylerde diisiik
kayma gerilimi etkisinde kaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.22). Elde edilen ortalama
WSS degerinin (4.07 dyne/cm?), hesaplamalarla ulasilmasi beklenen deger olan 4
dyne/cm®’ye olduk¢a yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica sistemdeki pulsatif
hareketin minimum ve maksimum degerler arasinda 1.3 dyne/cm?’lik bir farka yol

act1g1 hesaplanmustir.
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o ntours of Wall Shear Stre

contour-1
Wall Shesr Siress
4722-01
459201

- 4.482-01
4.33e-01
420501
4.072-01
3.84e-01
3:84570“\
3.80e-01

3 55e-01

3.422-01

[pascal]

Sekil 4.22 Sistolik akisin TBS yiizeylerinde olusturdugu WSS (goriintii yan ¢evrilmistir).

Sistolik Akis Sisteminde galigma basinct olan 120 mmHg (~16,000 Pa) ile
hareket eden akiskanin, TBS ¢eperine uyguladigi basing etkisi sonucu olusan
dairesel germe etkileri Sekil 4.23’ye gdosterilmistir. Dairesel germenin formdil ile
hesaplanmasi sonucu elde edilen 25.6 kPa degerinin, CFD analiz sonuglarinda 35.8

kPa olarak bulundugu goriilmiistiir.

Sekil 4.23 Sistolik akista dairesel germe etkileri.
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4.4.3. Hipertansiyondaki akisin TBS iizerindeki etkilerinin
analizi

Hipertansiyon basincindaki akista duvar kayma gerilimi (WSS) sonuglari
incelendiginde besi ortam1 hareketinin diger sistemlerde oldugu gibi, TBS iizerinde
homojen bir kayma gerilimi yaratmadigi, tabanda yiiksek WSS goriiliirken, yan
ylizeylerde kayma gerilimi etkisinin diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.24).
Elde edilen ortalama WSS degerinin (4.21 dyne/cm?), hesaplamalarla ulasilmasi
beklenen deger olan 4 dyne/cm?’den %5 daha yiiksek sonug verdigi goriilmiistiir.
Sistemdeki pulsatif hareketin, TBS ylizeyindeki minimum ve maksimum WSS
degerleri arasinda, Sistolik Akis Sistemine benzer sekilde 1.3 dyne/cm?’1ik bir farka
yol a¢tig1 hesaplanmastir.

ﬁ Contours of Wall Shear Stress (pascal)

conigur-1
Wall Shear Siress
4.882-01
4752-01
4.812-01
4.482-01
4 342-01
P
4.082-01
3 542-01
3.81e-01
3672-01
3.542-01

[ paseal |

Sekil 4.24 Hipertansiyondaki akisin TBS yiizeylerinde olugturdugu WSS (goriintii yan

cevrilmistir).

Hipertansiyon basincindaki (180 mmHg) pulsatif hareketle birlikte
esneme/biiziilme hareketlerinin yarattig1 dairesel germe etkileri Sekil 4.25°te
gosterilmistir. Daha 6nceki boliimlerde formiil ile yapilan hesaplamalar sonucunda
maksimum 38.5 kPa dairesel germe etkisinin sistemde goriilmesi beklenirken, CFD

analizi ile elde edilen sonucun 52.8 kPa oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.25 Hipertansiyondaki akista dairesel germe etkileri.

4.4.4. Akis hesaplamalarimin degerlendirilmesi

Sisteme etkisinin en ¢ok olacagi diisiiniilen ve her akig grubu i¢in de sabit
tutulan duvar kayma gerilimi (WSS) degerlerinin, ii¢ akis grubunda da planlandig1
gibi 4 dyne/cm? (0.4 Pa) degerine olduk¢a yakin sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Sekil 4.26 Hipertansiyon basincimin TBS’de yol agtig1 radyal deformasyon.

Sistemden besi ortami gecerken, damar ¢eperlerine uygulanan basing
etkisiyle HTBS’nin ¢ap olarak %5 — 6 genisledigi goriilmistiir (Sekil 4.26). CFD
analizi sonucunda Sistolik ve Hipertansiyonda Akis Sistemlerinde formiil ile
gerceklestirilen hesaplamalarin biraz lizerinde ortalama WSS degerleri elde edilme
nedeninin, akis rejiminde bu genislemeye bagli olusan degisim oldugu
diisiiniilmektedir. Genislemenin Hipertansiyonda Akis Sisteminde daha yiiksek
olmama nedeni, TBS’nin boyuna germe etkileri altinda daha fazla esnememesi

olabilir (Hoskins, 2017).
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WSS degerlerinin TBS’nin alt yiizeyinde daha yiiksek sonug¢ gostermesi,
akiskanin simiilasyondaki hareketinin simetrik parabolik (Sekil 4.27 — A)
olmadigina isaret etmektedir. Yer ¢ekimi etkisindeki besi ortamu partikiillerinin
TBS’nin alt yiizeyinde daha fazla siirtiinme etkisine maruz kaldig1 ve asimetrik bir
parabolik hareketle (Sekil 4.27 — B) TBS icerisinde hareket ettigi diisiiniilmektedir
(Hoskins & Hardman, 2017). Ust yiizeylerdeki besi ortaminin daha hizli hareket
etmesine yol agan bu hareket sekli, yan ylizeylerden daha ytliksek WSS goriilmesine
yol agmaktadir. Yer ¢ekimiyle partikiillerin TBS’nin alt yiizeyinde birikmesi
viskoziteyi arttirmakta ve alt yiizey ile diger ylizeylerdeki WSS farki meydana
gelmektedir. Yiizeyler arasindaki WSS farkinin Sabit Akis Sisteminde daha diisiik
goriilmesi, basing artist ve pulsatif hareketin, meydana gelen etkiyi artirdig

seklinde yorumlanabilir.

Sekil 4.27 Damar i¢indeki akiskanm hareketi. A — Simetrik parabolik hareket. B — Asimetrik
parabolik hareket.

Dairesel germe sonuclart incelendiginde duvar kalinliginin TBS
deformasyonu sonucu inceldigi ve basing etkisiyle esneyerek genisleyen TBS’ nin
i¢ capmin arttig1, bu nedenle formiil izerinden yapilan hesaplamalar ile CFD analizi
sonuglar1 arasindaki farkin olustugu diisiintilmektedir. Sistolik Akis Sisteminde bu
fark %39 iken, Hipertansiyonda Akis Sistemindeki farkin hesaplanan degerden
%38 daha fazla oldugu hesaplanmistir. Bu farkin, i¢ ¢aptaki artis ve duvar

kalinligindaki azalmanin daha fazla olmasinin yaninda basing degeri de Sistolik
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Akis Sistemine gore %50 daha yiiksek olan Hipertansiyonda Akis Sisteminde,
oransal olarak daha fazla olmasi beklenmelidir. Diferansiyel matematik modelleri
kullanarak hesaplamalart gergeklestiren ANSYS programinda yapilan bu
hesaplamalarda, iki sistem arasindaki farkin benzer seviyelerde kalmasinin, TBS
icerisinden gecen akigkanin damar igerisinde hareketini tamamlayana kadar
basincinda gerceklesen diisiis ve buna bagh akiskanin davranislarinda olusan

degisim olabilecegi diistiniilmiistiir (Sekil 4.27) (Hoskins & Hose, 2017).

Sekil 4.28 TBS yiizeyine uygulanan basincin, sistemi terk ederken gosterdigi degisimi.

3.4 Hiicre Yanitlarimn In Vitro Modelde Incelenmesi baslizinda yapilan
hesaplamalar ve ANSYS programi iizerinden elde edilen CFD sonuglari,
biyoreaktor ile sistemlerde uygulanmasi istenilen fiziksel etkilerin, hiicreler
tizerinde mekanotransdiiksiyon yaratabilecegini gdstermistir. CFD analizi ile elde
edilen dairesel germe degerlerinin, atardamarlarda viicutta goriilen degerlere
hesaplamalardan daha yakin oldugu Endotel hiicrelerinin viicut igerisinde maruz
kaldig1 duvar kayma gerilimi hiicrelere iletilirken, sistolik ve hipertansiyon basing
degerleri TBS iizerinde minimal deformasyon yaratmistir. Simiilasyon sonug¢larinin
gosterdigi lizere, TBS damar yapisina benzer sekilde kasilma ve gevseme
hareketlerini  gerceklestirmektedir (Hoskins, 2017). Yapilan bu analizler
neticesinde, gercekei bir in vitro doku miihendisligi modeli olusturabilmek igin,
TBS sayesinde endotel hiicrelerine dogala yakin bir makro c¢evre saglanabildigi

gorilmiistiir.
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4.5. Biyoreaktor Denemeleri

Hesaplamalar1 gergeklestirilen ve sistemde denenmesi planlanan akis
kurgularinin gercege doniistiiriilebilmesi ve istenilen akis hizi, basing ve akis
rejimlerini saglayabilmek igin, biyoreaktorde kullanilacak farkli ¢aplardaki
hortumlarm, baglant1 elemanlarinin ve akis doniistiiriiciilerin biyoreaktor ile, 3.4
Hiicre Yamitlarinn In Vitro Modelde Incelenmesi basliginda detaylica agiklandig

gibi dogru sekilde bir araya getirilmesi gerekmektedir.

Kullanilacak hortum c¢aplar1 ve boylari, baglant1 elemanlarinin konumu ve
say1s1 gibi parametreler sabitlenmis, ayn1t marka ve model pompalar temin edilerek

tekrarlanabilir ve stabil sonuglar elde edilebilmistir.

4.5.1. Akis kurgulariin sistem iizerinde optimizasyonu

Sistemde hiicreler {izerinde uygulanacak duvar kayma gerilimi (WSS)
sabitlendigi i¢in, ilk olarak kurulumu tamamlanan biyoreaktorlerde akis denemeleri
gerceklestirilmistir. Istenilen 4 dyne/cm? WSS’yi saglayabilmek igin gereken debi
0,185 mL/s olarak hesaplanmistir.

Biyoreaktorlerin kurulumu Tablo 3-5’te agiklandig gibi gergeklestirildikten
sonra, peristaltik pompalar (YZ1515x, Longer Pump, ingiltere) yardimiyla
sistemde dondiiriilen besi ortaminin sistemden ¢ikis debisi, biyoreaktor ¢ikisina
konulan meziir yardimiyla birim zamanda sistemi terk eden s1vi hacmi Olgiilerek
belirlenmistir. Pompalarin devir ayarlamalar1 yapilarak, istenilen debiye Sabit Akis
Sistemi i¢in 75 rpm, Pulsatif Akis Sistemi icin 50 rpm’de ulasilabildigi
goriilmistir. Bu sonuglardan sisteme eklenen dampenern akis rejimini

degistirirken akis hizim disiirdiigii goriilebilmektedir.

Akis hiz1 degerleri belirlendikten sonra basing ol¢iimii T baglanti ile sisteme
eklenen basmg¢ olger (HT1890, TT Technic, Cin) sayesinde gergeklestirilmistir
(Sekil 4.29). Yapilan olgiimlerde Sabit Akis Sistemi i¢in istenilen 45 mmHg
basincin saglandig1 goriilse de Sistolik Akis Sistemi ve Hipertansiyonda Akis
Sistemi igin istenilen basing degerlerine ulagilamadigl goriilmiistiir. Bu nedenle

sisteme vana dahil edilmis, vananin kapanma agisinin artirilmasi ile istenilen
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basinglar saglanabilmigse de istenilen akig hizi korunamamistir. Vana gonye
yardimryla olusturulan bir platforma sabitlenmis, bu sayede vana kapanma agisinin

tekrarlanabilir sekilde takip edilmesini saglamigtir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29 Aci 6l¢iim sistemine sabitlenen vananin basing ve debi kontroliinii saglayabilmek i¢in

kullanilmasi.

Kurulan bu sistem sayesinde Sistolik Akis Sistemi ve Hipertansiyonda Akis
Sistemi i¢in pompa devri ve vana agis1 optimize edilmis, debi sabit tutularak

istenilen basing degerlerine ulasilmasi saglanmistir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2 Farkl akis rejimleri igin operasyon parametreleri.

Duvar Kayma .
Akis K P D A
15 Kurgusu Gerilimi (WSS) ompa Devri Vana Agist
Sabit Akis 75 rpm 0°
Sistolik Akis 4 dyne/cm? 60 rpm 25°

Hipertansiyonda Akis 75 rpm 20°
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4.5.2. Hiicre tutunma denemeleri

Hiicrelerin akis etkisinde sistemde siiptiriilmemeleri i¢in yapilan ¢aligmalarin
gecerliligi, tic akis kurgusu igin de test edilmistir. Bunun i¢in kurulumu
gerceklestirilen biyoreaktdrler TBS’nin luminal ylizeyine statik olarak ekilen
HBEC-51’lerle birlikte (bkz. 3.3.5.1. TBS’ye hiicre ekimi) 5 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan biyoreaktdrler agilarak HTBS’ler kesilmis, hiicrelerin
tutunma veriminin ve selilloza dagilimlarinin gézlenmesi i¢in Live&Dead boyama
protokolii uygulanmustir. Sabit dairesel germe (sabit akis), saglikli kan akis
basincindaki pulsatif dairesel germe (sistolik) ve hipertansiyon basmcindaki
pulsatif dairesel germe etkisindeki biyoreaktor deney gruplari, akis uygulanmadan

5 glin inkiibe edilen statik HTBS ile kiyaslanmustir.

Sekil 4.30 5 giinliik inkiibasyon sonrast HBEC-5i’lerin TBS yiizeyindeki dagilimlarmin floresans
mikroskop goriintiileri. Yesil, canli hiicreler; kirmizi, 6li hiicreler (Biiyiitme 20x) A. Statik, B.
Sabit, C. Sistolik, D. Hipertansiyon. Olcek ¢izgileri 100 um’ye denk gelmektedir.

Hiicrelerin TBS yiizeylerindeki dagilimlan incelendiginde (Sekil 4.30), akis
etkisindeki hiicrelerin TBS yiizeyinden statik gruba kiyasla siipiiriildiigii

goriilmiustiir. Farkli gruplarda, hiicrelerin maruz kaldig: fiziksel etkilerde ve bu
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etkilerin siddetindeki artisla birlikte, 61i hiicre sayisinda da kontrol grubuna gore
artis gorilmiistiir. Deneme siiresi boyunca hiicrelerin yiizeyde tutunmay1

basardiklar1 ve biiyiik oranda canli kaldiklar1 goriilmektedir.

4.5.3. 'TBS yiizeyindeki hiicre morfolojilerinin incelenmesi

Hiicre morfolojilerinin ve yiizeydeki dagilimlarinin detayli incelenebilmesi
icin, 5 giinliik inkiibasyon sonrasinda kesilip agilan HTBS’lere ve statik kosullar
altinda inkiibe edilen HTBS’ye SEM takibi uygulanmistir (bkz. 3.3.5.4. SEM ile

goriintiileme).

Sekil 4.31 5 giinliik inkiibasyon sonrast HBEC-5i’lerin TBS yilizeyindeki dagilimlarinin SEM
goriintiileri (Biiyiitme 5,000x) A. Statik, B. Sabit, C. Sistolik, D. Hipertansiyon. Olcek ¢izgileri
200 um’ye denk gelmektedir.

Dinamik kiiltiirlerde farkli mekanik kuvvetlere maruz birakilan ve statik
kiiltiirde kiiltive edilen HBEC-5i hiicrelerinin SEM fotograflar1 incelendiginde,
akisa maruz birakilmayan HTBS’de hiicrelerin yuvarlak bir morfoloji gosterdigi
(Sekil 4.31 — A), akis etkisiyle birlikte ise tiim dinamik gruplarda hiicrelerin uzama
egiliminde olduklari ve hiicre boyutunun biiylidiigii goriilmektedir (Sekil 4.31 — B,

C, D). Bu yayilim ve uzama beklenen bir durum olup, sistem c¢alisma
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parametrelerinin hiicreler tizerindeki etkisinin istenilen diizeyde gerceklestirildigini
gostermektedir (Charbonier et al., 2019; S. Zhao et al., 1995). Hipertansiyon
modelinde ise hiicrelerin iskele tizerinde konfluent olmadiklar, yiiksek basincin
etkisi ile hiicreler arasi siki baglantilarm azaldigi ve hiicrelerin seyreklestigi

gorilmektedir (Sekil 4.31 — D).

4.5.4. Oksidatif stres etkilerinin degerlendirilmesi

Hiicrelerin maruz akis etkisiyle birlikte maruz kaldiklar1 oksidatif stres
etkilerini gozlemleyebilmek icin 3.4.6 Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve nitrik
oksit (NO) birikiminin incelenmesi bashiginda agiklandig1r gibi, akis etkisiyle
sistemlerde olusan ROS’larin hiicre lipit tabakasma verdigi hasar1 tespit etmek i¢in
MDA temelli Lipit Peroksidasyon kiti kullanilmigtir. Hiicrelerde meydana gelen
hasarin MDA miktarma gelen karsiliginin tespit edilebilmesi i¢in kit soliisyonlar
ile kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 4.32). Sistemlerden alinan 6rneklerdeki
floresans 151ma yogunlugu bu egri formiiliinde yerine koyularak MDA miktarlar1

nmol cinsinden tespit edilmistir.

ROS Kalibrasyon

16000
14000
12000

g
g

8000
6000 y =5934,1x+1594,8
4000 R?=0,9991

2000

Floresans Isima Yogunlugu

0 0,5 1 1,5 2 2,5
MDA miktari (nmol)

Sekil 4.32 MDA stok soliisyonlarmna ait seyreltmelerle elde edilen kalibrasyon egrisi.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) varliginda, hiicrelerde gerceklesen lipit
yikimina dair elde edilen sonuglar Tek Yonlii Varyans Analizi (Post-hoc; Tukey)
ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (p<0.05).
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ROS Sonuglari

oo N BN N
0,00

W Statik ®™Sabit ® Sistoiik Hiper

Sekil 4.33 Statik modelden ve dinamik modellerden 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen MDA miktar1 sonuglari. Modelden elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak farkh oldugu

gruplar1 belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde ¢izgiler kullanilmistir (p<<0,05).

Elde edilen sonuglarda biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
oldugu goriilmis, hiicrelere etki eden fiziksel etki sayisinda ve siddetindeki her
artisin hiicrelerde oksidatif stres yarattigi sonucuna vartmistir (Sekil 4.33). Bu
durum, hiicrelerin statik olarak inkiibe edilmesinin, iizerlerindeki stres etkilerini
minimize etmek icin gerekli oldugunu gosterse de (Barnham et al., 2004; L. Zhao
et al., 2018) diger testlerden elde edilen sonuglar, sistemlerin basarisinin hiicreler

iizerinde olusan hasarin iizerinde olduguna isaret etmektedir.

NO ile etkilesim sonucu olusan DAF-FM’¢ ait floresans 1sima birimleri
(RFU) her sistemden alinan Ornekler ve statik grup ile istatistiksel olarak
kiyaslanarak gerceklestirilmis, elde edilen sonuglar gruplar arasindaki farklar

gozetilerek degerlendirilmistir.



96
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Sekil 4.34 Statik modelden ve dinamik modellerden 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen NO sonuglari. Modelden elde edilen sonuglarn istatistiksel olarak farkli oldugu gruplar

belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde ¢izgiler kullanilmistir (p<0,05).

Akis etkisindeki hiicrelerde, Nitrik Oksit (NO) miktarinda artis goriilmesi
beklenen bir durumdur (Sekil 4.34). Hiicrelerin, artan WSS ve dairesel germe
etkilerine kars1 damar yapisini ve biitiinliigiinii korumak i¢in NO yolaklarmi aktive
ettigi bilinmektedir. Hiicreler i¢in saglikli bir yanit olusturulmasi olarak
yorumlanan NO olusumu, vaskiiler biyolojide merkezi bir aracidir ve fizyolojik
akis, endotel hiicreler tarafindan siirekli NO iiretiminin saglanmasi i¢in birincil
uyaricidir. NO'nun bu baslica islevlerinden biri, kan akisini diizenlerken endotelyal
WSS ve dairesel germe etkilerini normallestirmek i¢in, damar kasilma ve genisleme
hareketlerinin regiile etmesidir (Cunningham & Gotlieb, 2005; Pires et al., 2013).
Ancak sistemin kendini adapte edebileceginden daha yiiksek akisa maruz kalmasi
bu yolaklar1 bozar. Ozellikle yiiksek WSS ve dairesel germe etkisi ile ortaya ¢iktig1
goriilen ROS’un, NO yolaklarini inhibe ettigi bilinmektedir (Vaziri et al., 1999).
Bu nedenle hiicreler tarafindan yikimui gerceklestirilemeyen NO’nun ROS
sonuglartyla tutarli bir sekilde Hipertansiyonda Akis Sisteminde diger gruplardan
cok daha yiksek sonuglar vermesi, iki oksidatif stres sonucu da

degerlendirildiginde tutarlidir.
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4.5.5. TEER o6l¢iim sonuc¢lari

Hiicreler arasi siki baglanti (TJ) proteinlerinin  varligmin, sistem
performansina olan etkisini dlgebilmek i¢in, 3.3.5.3. TEER él¢iimii bashiginda
aciklandigr gibi kesilip CellCrown™lara gegirilmis ve Trans Endotelyal Elektrik
Direnci (TEER) 6l¢timleri her deney grubu 1. giinden baslayarak 5 giin boyunca
gergeklestirilmistir (Sekil 4.35).

TEER Ol¢tiim Degerleri
215
205 = T T
195 + 1 2
185 -
“E“ 175 T
£ 165 h e
= T
o 155 Y T
145 = ' N/
135 T ] +
L 1 T T
125 T =
L
115
0 1 2 3 4 5
Giinler
—8—Statik —@— Sabit Sistolik Hipertansiyon

Sekil 4.35 Akis etkisindeki ve statik HTBS’lerin birikimli TEER 6l¢tim degerleri.

Akis sistemlerinin TEER o6l¢tiimii gergeklestirilebilmesi i¢in her seferinde
biyoreaktoriin agilarak sistemin bozulmasi gerektiginden, 5 giinlik gozlem
sonuglarmin degerlendirilmesi, her giiniin sonuglar1 arasindan Tek Yo6nlii Varyans

Analizi (Post-hoc; Dunnet) ile gergeklestirilmistir (p<<0.05) (Sekil 4.36 —40).
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Sekil 4.36 Statik ve dinamik modellerde 1 giinlik TEER &l¢iim degerleri. Modelden elde edilen

sonuglarm istatistiksel olarak farkli oldugu gruplar belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde
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cizgiler kullanilmistir (p<0,05).

2 Gunliik TEER Olctim Sonuglar
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Sekil 4.37 Statik ve dinamik modellerde 2 giinliik TEER 6l¢iim degerleri. Modelden elde edilen

sonuglarm istatistiksel olarak farkli oldugu gruplari belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde

cizgiler kullanilmistir (p<0,05).
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3 Gunliik TEER Olgiim Sonuglari
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Sekil 4.38 Statik ve dinamik modellerde 3 giinliik TEER 6l¢iim degerleri. Modelden elde edilen
sonuglarin istatistiksel olarak farkli oldugu gruplar belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde

cizgiler kullanilmistir (p<0,05).

4 Giinluk TEER Ol¢iim Sonuglari
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Sekil 4.39 Statik ve dinamik modellerde 4 giinliik TEER 6l¢iim degerleri. Modelden elde edilen
sonuglarin istatistiksel olarak farkli oldugu gruplar belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde

cizgiler kullanilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.40 Statik ve dinamik modellerde 5 giinliik TEER 6l¢iim degerleri. Modelden elde edilen
sonuglarm istatistiksel olarak farkli oldugu gruplar belirtmek i¢in farkli olan modelin renginde

cizgiler kullanilmistir (p<0,05).

Ik giin TEER 6l¢iim sonuglar1 incelendiginde hipertansiyon ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmektedir. SEM ve Live&Dead
sonuglaria gore, akisla birlikte yiiksek basing etkisinin hiicrelere hasar verdigi ve
yiizeyden kalkmalarina yol actig1 goriilmektedir. Hiicreler tizerindeki bu olumsuz
etkiler ilk giinden itibaren sonuglar: etkilemistir. Ikinci giinden itibaren hiicrelerin
akig etkisine uyum gosterdigi, sabit ve sistolik akis sistemlerinin, statik grup ile
anlamli fark gostermesi lizerinden yorumlanabilir. Hipertansiyonda akis sistemi ile
statik grup arasinda TEER farki bulunmamaktadir. Sistolik akis sisteminin, sabit
akis sisteminden istatistiksel olarak daha yiiksek TEER sonucu gostermesi ise
hiicrelerin uygun kayma gerilimi ve dairesel germe etkisiyle daha iyi performans
gosterebilecegi  diisiincesini  giiclendirmistir. ~ Ugiincii  giinde  agilan
biyoreaktorlerdeki TEER  sonuglari  degerlendirildiginde;  statik  grup,
hipertansiyonda akis sistemi digindaki gruplarla anlamli olarak diisiiktiir. Sistolik
akis sisteminde elde edilen TEER degerleri ile sabit akis sistemi arasindaki ortalama
deger farki istatistiksel olarak anlamli degildir. Akis etkisindeki gruplar arasinda
hipertansiyonda akis sistemi en kotii performansi gostermeye devam etmistir.
Dordiincii glin 6lgiimlerinde hipertansiyonda akis sisteminin, statik gruptan anlaml

olarak daha diisikk deger gostermesi, fiziksel etkilerin hiicrelere verdigi zararin
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birikimli olarak devam ettigi seklide yorumlanmistir. Sistolik akis sistemi ise biitiin
gruplardan daha yiiksek TEER degerleri gostermistir. Sabit akis sisteminden,
hipertansiyonda akis sistemi ve statik grup ile benzer Ol¢limler kaydedilmistir.
Biyoreaktorlerin 6n montaj, kurulum ve 6lgiimiin gerceklesmesi basamaklarinda
iskele ylizeyine verilmis olabilecek bir hasarin bu kotii sonuglara yol agtigi
diisiiniilmektedir. Yapilan denemelerde Ozellikle 6n montaj basamaklarinda,
rakorlar ile TBS’nin birlestirilmesi sirasinda, kullanilan 316L paslanmaz ¢elik
rakorlarm agir geldigi ve TBS’yi y1iprattigi gériilmiistiir. Montajlama sirasinda TBS
tizerinde gerilim yaratarak hasar vermemeye dikkat edilmisse de bazi denemelerde
elde edilen bu tarz sonucglar iizerine c¢elik rakorlarin kullanilmasindan vaz
gecilmistir. TBS’ler daha onceki denemeler igin satmn alinan TA Electroforce
3DCulturePro™ biyoreaktdriiniin plastik rakorlarma takilms, Baglanti Hortumu
icerisine yerlestirilen Iletim Hortumu konnektér tiinelinin ucuna takilarak (Sekil
4.41) HTBS’lerin sisteme yiliklenmesi saglanmistir. Denemelerin biiylik kisminda

celik rakorlar yerine daha hafif olan plastik rakorlar kullanilmistir.

Sekil 4.41 Celik rakorlar yerine sistemde kullanilan HTBS baglantilari. A. Baglant: ve iletim
Hortumlari. B. Plastik rakorlarin girebilecegi sekilde i¢ i¢e gecirilmis hortumlar. C. Konnektor
tiinelinin ucuna hortumlarin sabitlenmesi. D. Plastik rakorlarn konnektor tiineline oturtularak

kullanimu.
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Besinci giin 6l¢limlerinde hipertansiyonda akis sisteminin, diger sistemlere
gore geride kalmaya devam ettigi ve akis etkisiyle uyarilmayan statik grubun,
iizerindeki hiicre yogunluguna ragmen sabit ve sistolik akis sistemlerinin TEER

degerlerine yaklasamadig1 goriilmektedir.

Olgiimler tek tek incelendiginde sabit akis sistemi ile sistolik akis sistemine
ait sonuglarin oldukca benzer oldugu gériilmektedir. Iskele yiizeyinin tamamen
kapl1 kaldig1 bilinen statik sisteme gore sabit ve sistolik sistemlerin akis etkisiyle
hiicrelerin bir miktar sistemden siipiiriilmesine ragmen, daha fazla TJ ve AJ proteini
ifade etmis olabileceginden daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Hipertansiyonda
akig sisteminin hiicrelerin yilizeyden kalkmasina yol agmasinin haricinde olumsuz
etki gostererek TJ ve Al proteinlerine hasar verdigi, bu nedenle en basindan beri en
kotii sonuglart gosterdigi diisiiniilmektedir. Elde edilen TEER degerlerinin viicut i¢i
sistemlerden diisiik oldugu, ancak in vitro damar modeli ¢alismalarinda elde edilen
sonuglara yakin degerler gosterdigi goriilmektedir (Bayir et al., 2018; Deli et al.,
2005; Wolff et al., 2015). Bu nedenle Sistolik Akis Sisteminin beklendigi gibi

gercekei bir in vitro model olusturmak i¢in kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

4.5.6. Hiicre sitoiskelet degisimlerinin AFM ile 6l¢iilmesi

Mekanotransdiiksiyon etkisiyle hiicre sitoiskelet yapisinin farkli mekanik
uyaranlara verdigi etkileri gbézlemlemek ve hiicrelerin yiizeye tutunma
performansint degerlendirmek i¢in Atomik Kuvvet Mikroskobundan (AFM)
faydalanilmistir. Biyoreaktorden kesilip ¢ikarilarak AFM i¢ine yerlestirilen
orneklerde 50 pm x 50 um’lik bir alanda, hiicreler lizerine kuvvet uygulanarak

ylizey tutunma performanslari ve elastisite (Young’s) modiilleri degerlendirilmistir.

HBEC-51 hiicrelerinin statik modelde 5 giinliik inkiibasyonundan sonra AFM
ile kontak mod altinda elde edilen hiicre sertligi ve adhezyonu sonuglar Sekil 4.42
—45°de verilmistir. Kismen liflerin goriindiigii ancak genel itibariyle globular-oval
unsur olarak goriintiilenen hiicrelerin yeraldigi anlasilmaktadir. Nanoindentation
Olgtimleri, her iki bolgeden (hiicre olan ve olmayan bolgeler) toplamda 2048
noktada yapilmistir. Bu analizde AFM tipi, 6rnege belli derinliklerde (500 nm

kadar) temas ettirilerek, yer degistirmeye bagl olarak gerilme kuvveti tayin
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edilmistir. Yapilan Olgiimler sonunda elde edilen Young’s modiili dagilim
grafikleri ve adhezyon haritalar sekillerde verilmistir. Statik modelde hesaplanan
ortalama Young’s modiilii 20,8 MPa, adhezyon kuvveti 7,6 nN’dur. Sabit akigh
modelde hesaplanan ortalama Young’s modiilii 22 MPa, adhezyon kuvveti 7,04
nN’dur. Sistolik modelde hesaplanan ortalama Young’s modiili 33,61 MPa,
adhezyon kuvveti 11,02 nN’dur. Hipertansiyon modelinde ise hesaplanan ortalama

Young’s modiilii 55,46 MPa, adhezyon kuvveti 10,6 nN’dur.
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Sekil 4.42 Statik modelde kiiltive edilen HBEC-5i hiicrelerinin A. AFM topografisi. B. Hiicreli BC
yiizeyinin kuvvet-mesafe egrisi. C. Hiicreli BC yiizeyinin Young’s modulus haritasi. D. Hiicreli

BC yiizeyinin adhezyon haritast.
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Sekil 4.43 Sabit akish modelde kiiltive edilen HBEC-5i hiicrelerinin A. AFM topografisi. B.
Hiicreli BC ylizeyinin kuvvet-mesafe egrisi. C. Hiicreli BC yiizeyinin Young’s modulus haritasi.
D. Hiicreli BC yiizeyinin adhezyon haritasi.
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Sekil 4.44 Sistolik akis modelinde kiiltive edilen HBEC-51 hiicrelerinin A. AFM topografisi. B.
Hiicreli BC yiizeyinin kuvvet-mesafe egrisi. C. Hiicreli BC yiizeyinin Young’s modulus haritas.

D. Hiicreli BC yiizeyinin adhezyon haritasi.
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Sekil 4.45 Hipertansiyon akis modelinde kiiltive edilen HBEC-5i hiicrelerinin A. AFM topografisi.
B. Hiicreli BC yiizeyinin kuvvet-mesafe egrisi. C. Hiicreli BC yiizeyinin Young’s modulus

haritasi. D. Hiicreli BC yiizeyinin adhezyon haritasi.

Atomik kuvvet mikroskobu ile yapilan Young’s modiil ve adezyon 6lgiimleri
hiicre sitoiskeletinin, 6zellikle de hiicre mekanik 6zelliklerinin ana belirleyicisi olan
aktin stres fiberlerinin, ve hiicrelerin yiizey ile baglantilarinin (fokal adezyon)
mekanik stres karsisindaki degisimini degerlendirmeye yoneliktir. 5 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda, yogun fiziksel strese maruz birakilan hiicrelerin,
stipiiriilmeden yilizeyde kalmay1 basarabilmek i¢in, ylizey tutunma veriminin
artirmis olduklar distiniilmektedir. AFM sonuglar,, TBS yiizeyine tutunmayi
basaran hiicre ylizeyine uygulanan kuvvet lizerinden o6lgiildiigii i¢in, hiicre ylizey
etkilesiminin bu hiicrelerde daha yiiksek olmasi Hipertansiyonda Akis Modelinde
hiicre ylizey tutunma proteinlerinin daha yiiksek salgilandigina isaret etmektedir
(Benoit & Gaub, 2002; Pierce et al., 1994). Endotel hiicreler hiicre i¢i veya hiicre
dis1 strese maruz kaldiklarinda kortikal aktin halkasin1 olugturan F-aktin ile stres
lifleri arasmda bir yeniden bir yapilanma olusur. Ornegin enflamasyon sirasinda

sitozolik Ca®" artis, cAMP'de azalma ve RhoA/Rho kinaz yolunun aktivasyonu ile
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endotel hiicrelerinde stres lifleri artar (Karki & Birukov, 2019; Prasain & Stevens,
2009). Bu stres lifleri hiicre i¢i gerilimi arttirir ve AJ yapisinin yeniden
diizenlenmesi ile hiicreler aras1 baglantilarda bosluklar olusur (Zhang et al., 2020).
Hiicreler birbirinden ¢ekilir ve bir taraftan hiicrenin sertligi/Young’s modiilii
artarken bir yandan da damarin gecirgenligi artar. Dairesel germe etkisi altinda
sitoiskelet yapilarmin bu etkiye kars1 koymak i¢in giiclendigi ve olusan yeni stres
fiberlerinin hiicre sertligi artirdigi bilinmektedir (Duong & Vestweber, 2020;
Gavara & Chadwick, 2016). Ayrica ROS varliginda hiicre sertliginin yaklasik iki
kat arttig1 raporlanmistir (Kakorin et al., 2010), Hiicrelerin Young’s modiillerinde
Statik Sistem (20.8 MPa) ile Sistolik Akis Sistemi (33.61 MPa) ve Hipertansiyonda
Akis Sistemi (55.46 MPa) arasinda énemli bir fark oldugu goriiliirken, Sabit Akis
Sistemi (22 MPa) ile Statik Sistem arasinda yliksek bir fark goriilmemistir.
Hipertansiyona maruz hiicrelerde Young’s modiilii degerinin tiim gruplardan
yiliksek olmasi, adezyon kuvvetlerinin de sistolik ve hipertansiyon modellerinde
yiliksek Ol¢lilmiis olmasi, asil etkiyi yaratanin dairesel germe olduguna isaret
etmektedir. Hipertansiyonda Akis Sistemindeki bu artis, yiiksek basing degerlerine

bagli dairesel germenin, hiicrelere zarar verdigini gostermektedir.

4.5.7. Protein ifadelerinin IF boyama sonuclari

Statik modelde ve dinamik modellerde 5 giinliik inkiibasyon sonucunda TJ ve
AlJ proteinlerini ve bu baglantilarin gergeklesmesinde rol alan hiicre i¢i proteinlerin
varligini incelemek icin IF boyamalar gerceklestirilmistir. Hiicre cekirdekleri DAPI
boyama sonucunda mavi, ilgili proteinler yesil olarak goriilmektedir. HBEC-51
hiicreleri iizerinde yapilan IF boyamalar sonucunda ters faz floresans mikroskop
altinda alinan F-aktin (Sekil 4.46), B-Katenin (Sekil 4.47), VE-Kaderin (Sekil 4.48),
Z0-1 (Sekil 4.49), Okludin (Sekil 4.50), Klaudin-5 (Sekil 4.51) ve JAM-A (Sekil

4.52) boyamalarinin goriintiileri verilmigtir
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Aktin

Sekil 4.46 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullaninda, B. sadece kayma gerilimi altinda
(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullari
altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve F-aktin proteininin ifadesini incelemek i¢in
uygulanan IF boyama gériintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi floresans

hiicre ¢ekirdegini gosteren DAPI boyamalar, yesil floresans ise aktin varligini gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamasi ile aktin ifadesi izlenmistir.
Biitiin 6rneklerde yogun ifade edilmekle beraber akut hipertansiyon modelinde

hiicreler arasi bosluklarin bulundugu dikkat cekmektedir (Sekil 4.46).
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B-Katenin

Sekil 4.47 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda
(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullar
altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve -Katenin proteininin ifadesini incelemek
igin uygulanan IF boyama gériintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi
floresans hiicre ¢ekirdegini gosteren DAPI boyamalar, yesil floresans ise B-Katenin varligmi

gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamasi ile B-Katenin sitoplazmik

protein ifadesi izlenmistir (Sekil 4.47).
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VE-Kaderin

Sekil 4.48 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda
(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullari
altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve VE-Kaderin proteininin ifadesini
incelemek icin uygulanan IF boyama gériintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir.
Mavi floresans hiicre gekirdegini gosteren DAPI boyamalari, yesil floresans ise VE-Kaderin

proteinin varligin gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamas: ile vaskiiler endotel
hiicrelerine spesifik VE-Kaderin AJ protein ifadesi izlenmistir; ancak bu proteinin

ifadesi hipertansiyon modelinde diger gruplara gore daha azdir (Sekil 4.48).
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Z0-1

Sekil 4.49 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda
(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullart
altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve ZO-1 proteininin ifadesini incelemek i¢in
uygulanan IF boyama gériintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi floresans

hiicre ¢ekirdegini gdsteren DAPI boyamalar, yesil floresans ise ZO-1 varligim gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamasi ile ZO-1 TJ protein ifadesi
izlenmistir. Biitlin 6rneklerde ifade edilmekle beraber akut hipertansiyon
modelinde bu proteinin ifadesi diger gruplara gére daha azdir ve hiicreler arasi

bosluklarin bulundugu dikkat cekmektedir (Sekil 4.49).
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Okludin

Sekil 4.50 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kogullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda

(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullart

altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve Okludin proteininin ifadesini incelemek
igin uygulanan IF boyama gériintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi
floresans hiicre ¢ekirdegini gosteren DAPI boyamalari, yesil floresans ise Okludin varligin

gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamast ile okludin TJ protein ifadesi
1zlenmistir; ancak bu proteinin ifadesi hipertansiyon modelinde diger gruplara gore

daha azdir (Sekil 4.50).
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Klaudin-5

Sekil 4.51 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda
(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullart
altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve Klaudin-5 proteininin ifadesini incelemek
igin uygulanan iF boyama gériintiileri. Olgii gizgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi
floresans hiicre ¢ekirdegini gosteren DAPI boyamalarn, yesil floresans ise Klaudin-5 varligmi

gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamas: ile Klaudin-5 TJ protein

ifadesi izlenmistir (Sekil 4.51).
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JAM-A

Sekil 4.52 HBEC-5i hiicrelerinin A. statik kiiltiir kosullarinda, B. sadece kayma gerilimi altinda

(sabit), C. kayma gerilimi ve dairesel germe altinda (sistolik) ve D. akut hipertansiyon kosullar

altinda 5 giinliik inkiibasyonundan sonra elde edilen ve JAM-A proteininin ifadesini incelemek
igin uygulanan IF boyama goriintiileri. Olgii ¢izgileri 50 um’ye karsilik gelmektedir. Mavi
floresans hiicre ¢ekirdegini gosteren DAPI boyamalari, yesil floresans ise JAM-A varligini

gostermektedir.

Statik ve biitiin dinamik modellerde IF boyamasi ile yogun olarak JAM-A TJ
protein ifadesi izlenmistir (Sekil 4.52).

HBEC-51 hiicreleri lizerinde statik modelde, sadece kayma geriliminin
modellendigi sabit sistemde, kayma gerilimi ve dairesel germenin modellendigi
sistolik sistemde ve akut hipertansiyon modelinde gergeklestirilen IF goriintiileri
incelendiginde genel olarak hiicrelerin ilgili proteinleri sentezledigi goriilmektedir.
Beklendigi sekilde her hiicrede var oldugu bilinen F-aktin proteini tiim gruplarda
gozlemlenebilmistir. Statik modelde ve sabit modelde hiicre yogunlugunun diger
modellere gore fazla oldugu, hipertansiyon modelinde hiicre sayisinin ¢ok azaldigi
ve hiicreler arasi mesafenin arttig1 goriilmektedir. B-Katenin, hiicreler aras1 AJ’lerin

ger¢ceklesmesinden sorumlu VE-Kaderinlerin  hiicre igerisinde F-aktinlere
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baglanmasindan sorumlu protein kompleksinin bir parcasidir. Tiim gruplarda var
oldugu goriilen B-Katenin proteini, hipertansiyon modelinde diger modellere gore
daha az gozlenmistir. Hiicreler arasi tiim baglanti tiplerinin azaldigi gozlenen
hipertansiyon modelinde, B-Katenin proteininin de digerlerine gore daha az olmasi
beklenen bir sonuctur. Ciinkii hiicrelerdeki AJ’lerin miktar1 arttik¢ca hiicre
icerisindeki baglanti protein komplekslerinin miktar: da artmaktadir. VE-Kaderin
proteinlerinin de IF boyama sonugclari incelendiginde en az protein ifadesinin
hipertansiyon modelinde oldugu goriilmektedir. Statik, sabit ve sistolik modellerde
AJ Dbaglanti proteinleri olan VE-Kaderinlerin benzer yogunlukta oldugu
gozlelenmistir. Dort farkli model arasinda hipertansiyon modeli haricinde AJ’ler
bakimidan bir farklilik bulunmamistir. Bu sonuglar beklenen sekilde literatiir
verileri ile uyusmaktadir (Angulo-Urarte et al., 2020; Gordon et al., 2020). IF
boyama sonuglarina gore TJ proteinlerinin (ZO-1, Okludin, Klaudin-5 ve JAM-A)
varlig1 incelendiginde tiim gruplarda bu proteinlerin varligi gozlemlenmistir. ZO-
1, Okludin ve Klaudin-5 proteinlerinin ifadesi statik, sabit ve sistolik modellerde
hipertansiyon modeline gore fazlalik gosterirken, JAM-A proteininin tiim gruplarda
benzer sekilde ifade edildigi belilenmistir. PCR verilerinde de JAM-A
proteinlerinin tiim gruplarda diger proteinlere gére daha yiiksek oranda ifade
edildigi gosterildiginden sonuglar birbirleri ile uyumludur. PCR verilerine gore bu
proteinlerin statik, sabit ve sistolik modellerde inkiibe edilen HTBS’lerin TJ
proteinlerini ifade edip birbirlerine benzer sekilde sonug¢ verdigi goriilmektedir.
Hispertansiyon modelinde beklendigi sekilde hiicre sayisinda mekanik etkilerden
otiirii azalma oldugu, buna bagh olarak hiicresel aras1 TJ proteinlerinin de azaldigi

diisiintilmektedir.

4.5.8. Proteinlerin mRNA ifade diizeyindeki degisimlerinin
kantitatif PCR ile gosterilmesi

Statik model ve dinamik modellerin HBEC-51 hiicrelerinin protein ifade
diizeylerine olan etkisini incelemek i¢in gercek zamanli PCR ydntemi
kullanilmistir. Mekanik uyaranlar ile aktive olan TJ proteinlerinin (ZO-1, Okludin,
Klaudin-5 ve JAM-A) ifadesini gosteren sonuclar Sekil 4.53°de, AJ proteini olan
VE-Kaderin, bu proteini aktinlere baglayan B-Katenin ve F-aktin protein ifadesini

gosteren sonuglar Sekil 4.54’te verilmistir.
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Sekil 4.53 Sik1 baglanti proteinlerinin (ZO-1, Okludin, Klaudin-5, JAM-A) mRNA ifade
diizeylerindeki degisimleri tiim modeller (statik, sabit akis, sistolik ve hipertansiyon) lizerinde

gosteren grafikler (p<0,005).

TJ proteinleri i¢in kantitatif PCR sonuglar1 incelendiginde, tiim proteinler i¢in
hipertansiyon modelinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir. Sistolik
modelde ise ZO-1, Okludin ve Klaudin-5 proteinleri i¢in tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiis, sadece JAM-A proteini i¢in sabit
modele gore anlamli bir artig goriilmemis falat statik ve hipertansiyon modeline
gore anlamlt bir artig goriilmiistiir. Sabit modelde Okludin proteini disinda diger

biitiin proteinlerde statik modele gore anlamli bir artis gézlenmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.54 Adherens baglanti proteini olan VE-Kaderin ve hiicre icerisinde VE-Kaderinler ile F-
aktinler aras1 baglantiy1 saglayan kompleks proteinlerin bir tiirii olan $-Katenin proteininin ve F-
aktin proteininin mRNA ifade diizeylerindeki degisimleri tiim modeller (statik, sabit, sistolik ve

hipertansiyon) lizerinde gosteren grafikler (p<0,005).

Al proteini olan VE-Kaderin i¢in kantitatif PCR sonuglar1 incelendiginde,
sistolik modelin tiim gruplardan anlamli olarak yiiksek oranda eksprese edildigini
gostermektedir. Sabit ve hipertansiyon modelleri de statik modele gore anlamli
olarak yiiksek ve birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. Dinamik modellerde
AlJ’lerin statik modele gore fazla oldugu goriilmektedir. F-aktin proteinin tim
gruplarda yiiksek miktarda eksprese edildigi, ama sabit akisli ve sistolik modelde
statik modelden anlamli olarak fazla oldugu, hipertansiyon modelinde daha da
artmis oldugu goriilmektedir. VE-Kaderinler ile F-aktinlerin baglantisinda rol alan
B-Katenin proteini ise sadece hipertansiyon modelinde diisiis gostermistir (Sekil

4.54).

Statik modelde ve dinamik modellerde kiiltive edilen HBEC-5i
hiicrelerindeki mRNA protein ifadelerini incelemek i¢in gergeklestirilen PCR
sonuglart incelendiginde, tiim TJ proteinleri i¢in hipertansiyon modelinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir. Diger analiz sonuglar1 ile uyumlu
olan bu sonuca gore hipertansiyonda hiicrelerin 5 giin siire ile maruz kaldig1 >180
mmHg basing sebebi ile hiicre sayisinda azalma gerceklesmis, hiicreler arast mesafe
artmis ve TJ protein ifadeleri diismiistiir. Sistolik modelde ise ZO-1, Okludin ve
Klaudin-5 proteinleri i¢in tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gorilmiis, sadece JAM-A proteini i¢in sabit modele gore anlamli bir artis
gorilmemis fakat statik ve hipertansiyon modeline gore anlamli bir artig

gorlilmiistiir. Sistolik model, hiicreler lizerinde kayma geilimi ve dairesel germeyi
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ayn1 anda veren modeldir ve viicuttaki mekanizmaya en yakin model olarak bu
caligmada kullanilmistir. Beklenen sekilde bu modelde en yiiksek TJ protein ifadesi
sonucu almmistir. Hiicreler maruz kaldiklan mekanik uyaranlar karsisinda
birbirlerine daha sik1 tutunmak adina TJ protein ifadesini arttirirlar. AJ proteini olan
VE-Kaderin i¢in kantitatif PCR sonuglar1 incelendiginde, sistolik modelin tiim
gruplardan anlamli olarak yiliksek oranda eksprese edildigini gostermektedir.
Beklendigi sekilde VE-Kaderinlerin ifadesi sistolik sartlar altinda diger modellere
gore artis gostermistir. Sabit akigli ve hipertansiyon modelleri de statik modele gore
anlaml olarak yiiksek ve birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. Tiim dinamik
modellerde AJ’lerin statik modele gore fazla oldugu goriilmektedir. F-aktin
proteinin tiim gruplarda eksprese edildigi, sabit ve sistolik akisli modelde anlamli
olarak statik modelden fazla oldugu, hipertansiyon modelinde ise diger biitiin
gruplara gore anlamh bir artis gosterdigi gozlenmistir. VE-Kaderinler ile F-
aktinlerin baglantisinda rol alan B-Katenin proteini ise sadece hipertansiyon
modelinde diisiis gostermistir. Bunun sebebi olarak yine basing etkisi ile hiicre

sayisinda azalmadan kaynaklandig diisiintilmektedir.

4.5.9. Sistemin gecirgenlik basarisinin degerlendirilmesi

Inkiibasyonun 5. Giiniinde, statik ve dinamik modellerde kiiltive edilen
HTBS’lerin luminal kismindan, besi ortamui i¢inde, 100 pg/mL kafein, 100 mg/mL
siikroz verilmis ve 60 dk boyunca modellerden gegcirilerek, abluminal kisimdan
ornekler almmustir. Analizler gerceklesmeden once 3.4.6. Gegirgenlik testleri
basliginda agiklandig: gibi, kafein ve siikroz standard: i¢in HPLC’de kalibrasyon
grafikleri ¢ikarilmustir (Sekil 4.55 — 56). Kalibrasyon grafiklerinin egimlerinden
elde edilen denklemlere gore HPLC’den elde edilen veriler konsantrasyona
cevrilmistir. Bu konsantrasyonlar {izerinden, statik modelden ve dinamik
modellerden elde edilen permeabilite degerleri elde edilmistir (bkz. 3.4.6).
Gegirgenlik sonuglari Tablo 4-3’te belirtilmistir.
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Sekil 4.56 HPLC ile siikroz miktar analizi gergeklestirebilmek i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4-3 Statik ve dinamik modellerden elde edilen siikroz ve kafein permeabilite degerleri
(c/s).

Statik Sabit Sistolik Hipertansiyon

Psikroz (cm/s) = 7,19x10° 3,62x107 4,21x107 8,35x10°

Pxafein (cm/s) = 6,73x107 5,17x107 4,80x107 2,84x10™
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Tiim modellerin gegirgenlik analizleri incelendiginde in vivo damar yapisinda
yiiksek permeabilite gosteren kafein (4,2x107° cm/s) ve diisiik permeabilite gdsteren
siikroz (3x10°® cm/s) degerlerine en yakin verilerin beklendigi sekilde sistolik
modelde elde edildigi goriilmektedir (Hakkarainen, 2013; Wong et al., 2013).
Hipertansiyon modelinin ise diger analizler ile uyumlu olarak gecirgenligin hem
stikroz hem de kafein molekiilii i¢in en yiiksek oldugu model oldugu belirlenmistir
(Tablo 4-3). Hipertansiyon modelinde hiicre sayisinin ve dolayisiyla hiicreler arasi
TJ ve AJ’lerin azalmasmin gegirgenligin artmasina yol agmasi beklenen bir
sonugtur. Kayma gerilimi uygulanan her iki model de (sabit ve sistolik), statik
modele gore daha ger¢eke¢i permeabilite sonuglar1 gostermistir (Tablo 4-3). Fakat
hiicrelere hem kayma gerilimi hem de dairesel germe uygulandiginda hiicreler arasi
TP lerin artmasi ile gecirgenligin diistiigli goriilmiistiir.  Gegirgenlik analizi
sonucunda dinamik modellerin statik modele gore kullanilabilirliginin daha yiiksek
oldugu sonucuna varilmistir. Siikroz gecirgenliginde beklenen degerlere
(Psikroz<1x107 cm/s) ulasilamamis olmasinin sebebi olarak dinamik sistolik ve sabit
modellerde  iiglii  ko-kiiltiir =~ yapilamamis  olmasmdan  kaynaklandig
diistiniilmektedir. Astrosit ve perisitlerin varliginda HBEC-51’lerin siki baglanti
protein ifadesinin artacagi ve dolayis1 ile gecirgenliginin azalacagi

diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanin viicut icerisinde dokulara ve organlara tasinimi i¢in kullanilan damar
yolunda, dokular ve kan arasindaki madde transferini diizenleyen endotel hiicreleri,
bu tez ¢aligmas1 kapsaminda gelistirilen biyoreaktor ile gercekei bir in vitro damar

modeli olusturabilmek i¢in ¢esitli fizisel etkilere maruz birakilmustir.

Calisma kapsaminda gelistirilen in vitro atardamar modelinin, damarin viicut
icerisinde gosterdigi performansi yakalayabilmesi i¢in, farkh kademelerdeki kayma
gerilimi ve dairesel germe etkileriyle 5 glin boyunca inkiibasyonu gerceklestirilmis,
bu etkilerin yarattig1 hiicresel yanitlar incelenmistir. Tez kapsaminda tasarimi ve
tiretimi gergeklestirilen biyoreaktor sayesinde, bu etkiler kademeli olarak sistemler
tizerinde uygulanabilmis, tezin ana hedefi olan in vivo denemelerde kullanilacak
hayvan sayisin1 azaltabilecek sekilde, farkli ila¢ gecirgenlik denemelerinde

kullanilabilecek bir model olusturulmustur.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirilmis, kayma gerilimi ve
dairesel germe etkilerinin, viicuttakine benzer siddette, birlikte uygulandig: Sistolik
Akis Sisteminin istenilen performansi yakaladig goriilmiistiir. Mekanik uyaranlarla
birlikte gerceke¢i bir mikro ve makro c¢evrede tutulan hiicrelerin, mevcut ilag
gecirgenlik calismalarinda kullanilan statik modellere gore, daha basarili ve

gergekei bir in vitro damar modeli olusturdugu gosterilmistir.

Endotel hiicreleri tizerinde bulunan mekanosensorlerin kayma gerilimini
algilayarak hiicre yapilanmasmi degistirdigi goriilmiis, yalnizca kayma gerilimi
uygulanan Sabit Akis Sistemi ile Sistolik Akis Sistemi arasinda olusan farklar,
dairesel germe etkilerinin de en az kayma gerilmesi kadar 6nemli oldugunu
gostermistir. Sabit ve sistolik akis ile hiicreler aras1 TJ ve AJ baglantilart artmus,
dolayisiyla model yapisinin gecirgenligi diismiistiir. Bu sayede endotel
hiicrelerinin, ilag gecirgenlik ¢aligmalarinda viicut igindekine benzer sekilde bir
yanit verebilecegi ve 6n klinik ¢alismalar i¢cin gercekei sonuglar elde edilebilecegi

gosterilmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen Hipertansiyonda Akis Sistemi ile yliksek basing

ve buna bagli artan dairesel germe etkilerinin, diger sistemlerle ayni kayma
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gerilimine maruz birakilmis olmasina ragmen endotel hiicreleri lizerinde hasar
yarattig1 gosterilmistir. Bu hasar sonucunda, akut hipertansiyon etkilerinin, damar
gecirgenliginde dnemli artisa yol agtig1 mekanobiyolojik agidan ispatlanmistir. Pek
cok hastalikla hipertansiyonun es zamanli goriilmesi korelatif olarak gézlemlenmis
olsa da bu rahatsizliklar arasinda fizyolojik baglant1 tam olarak bilinmemektedir.
Tez kapsaminda elde edilen sonuglar, hipertansiyonun damar yapisindaki
endotellerde olusturdugu hasar sonucu bozulan madde taginim mekanizmasinin,

hastaliklarin baglangi¢ ve ilerlemesinde etkili olabilecegine isaret etmektedir.

Gelistirilen bu biyoreaktor ve doku miihendisligi {iriinii in vitro damar
modelinin, farkli hastaliklarin damar yapisina olan etkisinin incelenmesinde ve
farmasotik adaylarin 6zellikle Kan Beyin Bariyeri (KBB) gibi gecirgenligi diisiik
oldugu bilinen sistemlerden beyin dokusuna ge¢is olasiliginin gosterilmesinde

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Tez calismasit boyunca endotel hiicreleri odak noktasi olarak belirlenmis,
tiibiiler bakteriyel seliiloz iskelenin optimizasyonu veya gercek damar yapisinda
oldugu gibi cevre hiicrelerin sisteme olan katkisi degerlendirilememistir. ileride
yapilacak denemelerde, hedef damar yapisin mikro ve makro c¢evresine
odaklanilmasi, mekanik etkilerin yaninda komsu hiicrelerle olan etkilesimin de

sisteme dahil edilmesi, modelin ger¢ekgiligini arttiracaktir.
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