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Tendonlarda, mekanik stres birikimi, yaslanma, genetik yatkinhk ve travma gibi
etkenler sonucunda olusan inflamasyon ve lezyonlara bagh olarak tendon ripturleri
(kopma) siklikla gortlmektedir. Tendon dokusunun dusuk miktarlarda hicre icermesi,
zayif vaskularizasyon ve disUk yenilenme potansiyeli nedeniyle hasarli bdlgede
saglhkh rejenerasyon gerceklesmesi icin tendon doku miuhendisligi yaklasimlarina
ihtiyag duyulmaktadir. Sunulan tez calismasinda tendon rejenerasyonunda yama
olarak kullanilabilecek ipek fibroin/poli(3-hidroksibutirat) (SF/P3HB) ve ipek
fibroin/poli(bltilen  adipat-ko-tereftalat) (SF/PBAT) hizali nanofibréz matrikslerin
geligtiriimesi ve bu matrikslerde sican adipoz kokenli mezenkimal kok hucreler
(rAdMSC), buyume faktori ve dinamik kdltir kosullar varlidinda in vitro tenojenik

aktivitenin belirlenmesi hedeflenmistir.

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda klasik elektroegirme yéntemi kullanilarak SF/P3HB ve
SF/PBAT nanofiberlerin Gretimi gerceklestiriimistir. Her 2 malzeme igin de optimum
elektroegirme kosullari “response surface methodology” (RSM) vyaklasimi ile
belirlenmis ve hedeflenen sekilde hizali ve ortalama 700 nm c¢ap degerine sahip
SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz matriksler elde edilmistir.



ikinci agsamada ise, hizali nanofibréz matrikslere uygulanan stabilizasyon islemi sonrasi
ipek fibroine ait a-heliks yapisinin B-tabaka yapisina gegisinin indiklendigi ve her iki
nanofibréz matriksin mekanik dayanim agisindan tendon dokuda kullanima uygun
oldugu, ancak SF/PBAT nanofibroz matriksin tendon dokuya benzerlik agisindan daha
ustun mekanik Ozellikler sergiledigi belirlenmistir. Stabilizasyon ve sterilizasyon
islemlerinin matrikslerin ylzey islatilabilirlik ve kristalinite 6zelliklerini etkilemedigi,
ancak otoklavda sterilizasyonu yapilan SF/P3HB nanofibr6z matrikslerde hicre
canhliginin etilen oksit yontemine gére daha ylksek oldugu bulunmustur. SF/PBAT
nanofibréz matrikslerin ise 1sil islemler icin uygun olmadiklari belirlenmistir. Ayrica,

SF/P3HB nanofibréz matrikslerin bakteriyostatik etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Tez c¢alismasinin Uglncl asamasinda, hizali SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz
matrikslerde rAdMSC’ler ile blylume/farklilagsma faktori-5 (GDF-5)
varlhiginda/yoklugunda 21 gunlik statik kaltir calismasi yapilmis ve tenojenik
farkhlasma Kkarsilastirmali olarak incelenmistir. Hucrelerin kaltir boyunca ylksek
canlilikta oldugu ve hizalanmaya uygun olarak matriksler Gzerinde organize oldugu
go6rilmustar. Kaltir sonunda bozunmaya bagli olarak her iki doku iskelesinde de
mekanik 6zelliklerde azalma tespit edilmistir. SF/PBAT doku iskeleleri Gzerinde kultlre
edilen rAdMSC hicrelerinin SF/P3HB’e oranla daha yiksek COL1A1, COL3A1, SCX,
TNC ve dusuk PPARy gen ifadeleri nedeniyle tenojenik aktivite agisindan daha uygun
olduklari belirlenmistir. Ayrica, GDF-5 blylime faktorl, gen ifadelerinde artisa yol
acarak hlcre iskeletinin dizenlenmesini ve farklilagsmay! indiklemigtir. Hizali
topografya rAdMSC hucrelerinin tenojenik farklilagmasinda oldukga etkin olmasina
ragmen gen ekspresyonlari acisindan yeterli bulunmamistir. Mekanik uyarim
biyoreaktdrinde yapilan cgalismalarda SF/P3HB doku iskelelerinin dinamik kultar

calismalari icin yeterli mekanik 6zelliklere sahip olmadigi belirlenmistir.

Tez calismasi sonunda, hizali SF/PBAT nanofibréz matrikslerin tenojenik aktivite
acisindan SF/P3HB nanofibréz matrikslere gére daha ustin Ozellikler gosterdigi ve

tendon rejenerasyonunda yama materyali olarak kullanilabilecedi sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Tendon doku muhendisligi, ipek fibroin, poli(3-hidroksibutirat),
poli(bUtilen  adipat-ko-tereftalat), adipoz  kdkenli mezenkimal k&k hiicre,

blaylime/farklilagsma faktoéri-5
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Tendon ruptures are frequently seen in tendons due to inflammation and lesions
caused by factors such as mechanical stress accumulation, aging, genetic
predisposition, and trauma. Tendon tissue engineering approaches are required for
healthy regeneration in the damaged area due to the low number of cells in the tendon
tissue, poor vascularization, and low regeneration potential. In the presented thesis,
the development of silk fibroin/poly(3-hydroxybutyrate) (SF/P3HB) and silk
fibroin/poly(butylene adipate-co terephthalate) (SF/PBAT) aligned nanofibrous matrices
that can be used as a patch for tendon regeneration were aimed. The investigation of
the in vitro tenogenic activity of rat adipose-derived mesenchymal stem cells (rAdMSC)
in these matrices in the presence of growth factor and dynamic culture conditions were

also performed.

In the first part of the thesis study, SF/P3HB and SF/PBAT nanofibers were produced
using the conventional electrospinning method. Optimum electrospinning conditions
were determined by the "response surface methodology" (RSM) approach for both
materials. Aligned SF/P3HB and SF/PBAT nanofibrous matrices were obtained with an

average diameter of 700 nm.



In the second part, it was found that the transition of the a-helix structure of silk fibroin
to the B-sheet structure was induced after the stabilization process applied to the
aligned nanofibrous matrices, and both nanofibrous matrices were suitable for use in
tendon tissue in terms of mechanical strength, but SF/PBAT nanofibrous matrix was
superior in terms of similarity to tendon tissue as mechanically. It was obtained that
stabilization and sterilization processes did not affect the surface wettability and
crystallinity of the matrices, but cell viability was higher in autoclave sterilized SF/P3HB
nanofibrous matrices compared to the ethylene oxide method. It has been determined
that SF/PBAT nanofibrous matrices are not suitable for heat treatment. In addition,

SF/P3HB nanofibrous matrices were found to have a bacteriostatic effect.

In the third part of the thesis study, a 21-day static culture study was performed with
rAdMSCs in aligned SF/P3HB and SF/PBAT nanofibrous matrices in the
presence/absence of growth/differentiation factor-5 (GDF-5), and tenogenic
differentiation was comparatively examined. Cells were found to be highly viable
throughout the culture and organized on the matrices because of alignment. A
decrease in mechanical properties was detected in both scaffolds due to the matrix
degradation at the end of the culture. It was determined that rAdMSCs cultured on
SF/PBAT scaffolds were more suitable for tenogenic activity compared to SF/P3HB
due to higher COL1A1, COL3A1, SCX, TNC, and low PPARy gene expressions. In
addition, the GDF-5, growth factor that is induced cytoskeletal regulation and
differentiation, leading to increased gene expressions. Although the aligned topography
is highly effective in the tenogenic differentiation of rAdMSC cells, it was not found to
be sufficient in terms of gene expression. In the studies performed with mechanical
stimulation bioreactor, it was determined that the SF/P3HB scaffolds did not have

sufficient mechanical properties for dynamic culture studies.

It was concluded that aligned SF/PBAT nanofibrous matrices showed superior
properties in terms of tenogenic activity compared to SF/P3HB nanofibrous matrices

and could be used as patch material in tendon regeneration.

Keywords: Tendon tissue engineering, silk fibroin, poly(3-hydroxybutyrate),
poly(butylene adipate-co-terephthalate), adipose-derived mesenchymal stem cell,

growth/differentiation factor-5
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1. GIRiS

Tendonlarda mekanik stres birikimi, yaglanma, genetik yatkinlik ve travma gibi
etkenler sonucunda olusan enflamasyon ve lezyonlara bagli olarak tendon
rupturleri (kopma) sikhkla gorulmektedir [1]. GUnumuzde tendon rapturlerinin
tedavisinde ilag tedavisi, plateletce zengin plazma (PRP) enjeksiyonu gibi
medikal destekle birlikte hasarli bdlgedeki iltihapli ve nekrotik dokunun
uzaklastirimasi gibi cerrahi girisimler uygulanmaktadir [2]. Buylk tendon
kayiplarinda ise hasarli kisim otogreft, allogreft veya zenogreft
implantasyonuyla iyilestirimeye calisiimaktadir. Gunimize kadar bu
uygulamalar donor alan morbiditesi, immun yanit olusturma, bdlgede tekrar
kopma meydana gelme riski ve uzun dénemde kisith fonksiyon geri kazanimi
gibi klinik sonuglar dogurmustur. S6z konusu kisitlamalar; hucrelerin, doku
iskelelerinin, biyoaktif molekullerin ve mekanik uyarimin kombine bir sekilde
kullanildigi tendon doku muhendisligi yaklasimlarinin gelistiriimesini gerekli hale
getirmistir [3]. Tendon onarimi igin dogal tendon yapisini en iyi sekilde takilit
etmek sarttir ve gelistirilecek olan fonksiyonel doku iskelesi dogal tendon
dokusunun fizyolojik ihtiyacini kargilayabilecek mekanik o6zelliklere ve hucre
merkezli iyilesmeyi artiracak nanoyapiya sahip olmalidir. Ayni zamanda doku
iskelesi, yeni tendon dokusu olusumuyla ayni hizla pargalanarak, yeni olugacak
dokuya yer saglamalidir. Bir diger husus ise dokuyu en iyi sekilde taklit
edebilmek icin hizali yapilarin kullaniimasi gerekliligidir. Hizali yapilarin, hacre
davraniglarini etkiledigi, tamirden ziyade iyilesme mekanizmasina yonlenme
oldugu ve iyilesme surecini hizlandirarak skar doku olusumunu 6nlemede kritik
bir role sahip oldugu belirtiimistir [4]. Dogal tendon dokusuna en yakin gekilde,
istenilen capta ve hizalanmada nanofiber yapisinin kolaylikla elde edilebilecegi,
ucuz bir ydntem olarak siklikla elektroegirme yontemi kullaniimaktadir.
Gunumuze kadar kolajen, ipek fibroin, PLA, PGA, PCL, PEG, kitosan, PHBHHXx
ve P4HB gibi polimerler ile ¢alisiimigtir fakat tendon rejenerasyonu igin ideal bir

polimer belirlenememistir [5].



Genellikle Bombyx mori ipek bécegi kozalarindan izole edilen ipek fibroin (SF),
biyobozunur ve kolay islenebilen yapisiyla ylksek biyouyumluluk gostermesi ve
ekstraseliler matriksin (ECM) ana bilesenlerinden kolajene benzerlik
gOstermesi nedeniyle kolajene alternatif dogal bir biyopolimer olarak
nitelendiriimektedir [6]. SF, polimere elastik yapi kazandirip suda ¢ozinmesini
saglayan hidrofilik ve icerdigi B-tabaka yapilardan dolayi ¢ézinmeme ve yuksek
dayanim saglayan kristalin hidrofobik kisimlardan olugmaktadir [7]. SF’in
mekanik Ozellikler bakimindan tendon doku muhendisliginde tek basina
kullanimi yetersiz olmasina ragmen diger polimerlerle kolaylikla karigim
olusturabildiginden tercih edilmektedir. Poli(3-hidroksibutirat) (P3HB), birgok
mikroorganizma tarafindan Uretilen polihidroksialkonat ailesine ait dogal bir
poliesterdir. Mikrobiyal P3HB biyouyumlu, biyobozunur ve mekanik 6zellikler
agisindan tendon dokuya benzemesine ragmen yuksek kristaliniteye sahiptir ve
bu nedenle doku muhendisliginde baska polimerlerle karistirilarak
kullaniimaktadir [8]. Poli(butilen adipat-ko-tereftalat) (PBAT), alifatik-aromatik bir
kopoliester olup yapiya Ustun mekanik O6zellikler katan bdatilen tereftalat
(aromatik kisim) ve yapinin biyobozunur olmasini saglayan bdutilen adipat
(alifatik kisim) zincirlerinden olusmaktadir [9]. Bunun yaninda PBAT,
yapisindaki aromatik teraftalat ile tendon rejenerasyonuna izin verecek surede
bir bozunma hizina ve yapisindaki alifatik batilen adipat sayesinde de hucre

tutunmasina ve ¢gogalmasina izin verecek bir bilesime sahiptir.

Tendon rejenerasyonunda dogal dokunun biyolojik 6zelliklerini en iyi sekilde
taklit edebilmek ve doku iskelelerine fonksiyonellik kazandiriimak i¢in uygun
tipte hucre kullaniimasi ve bu hucrelerin doku iskelesi igerisinde c¢ogalarak
kendi ekstraseluler matrikslerini Uretmesi gerekmektedir. Mezenkimal kok
hicreler kemik, kas, tendon, ligament ve adipoz gibi dokulara farklilagsabilen,
doku rejenerasyonunda goérev alan ve immudn yanit olusumunu baskilayan
stromal kdk hucrelerdir [10]. Adipoz kokenli mezenkimal kdk hicreler (AdMSC),
tendon dahil birgok farkli dokuya farklilagabilmekte, insanlarda ve hayvanlarda
¢ok miktarda bulunmakta ve morbidite olusturmadan kolaylikla izole
edilebilmektedir. Literatlir incelendiginde AdMSC’lerin fiber c¢apina ve
hizalanmasina bagl olarak uygun kosullarda tendon dokusuna farklilagtigi
bildirilmistir [11-14].



Tendonun en onemli 6zelligi mekanik fonksiyonudur ve kisa sureli (kosma,
yurime) ya da uzun sureli (kilo alimi) yuklere maruz kaldiginda bunu ECM
sentezi ve bozunmasinda yaptigi degisiklikler sayesinde tolere etmektedir. Bu
nedenle vucut diginda tendon homeostazisinin saglanmasi igin mekanik uyarim
uygulamak olduk¢ca o6nemlidir. Mekanik stres uygulamasi dokunun iyilesme
surecinde ECM sentezinin hizlanmasi, hicre proliferasyonu ve farklilagmasi igin
gerekli biyokimyasal sinyallerin artisi gibi etkilerde bulunmaktadir ve 6zellikle
kok hucre kullanilan ¢alismalarda kok hicrelerin tenojenik farklilagsmasinda Kkilit

rol oynamaktadir [15, 16].

Ozetlenen bilgiler 1siginda sunulan bu tez c¢alismasinda tendon doku
muhendisliginde kullanilabilecek islevsel bir doku iskelesinin geligtiriimesi
amaclanmistir. Bu kapsamda gelistirilen SF/P3HB ve SF/PBAT doku iskeleleri
ve bu doku iskelelerinin rAdMSC’lerle uyumlulugu ve tenojenik farklilagsma
uzerine etkilerinin incelenmesi tez ¢alismasinin 6zgun yonudur. Tez ¢alismasi 3
asamadan olusmaktadir. ilk asamada, SF izolasyonu yapilmis ve polimer
recineleriyle karistirilarak elektroegirme calismalarina baglanmigtir. Tepki ylzey
metodolojisi (RSM) ile elektroegirme c¢alismalari optimize edilmis ve ortalama
700 nm fiber capina ve hizali topografyaya sahip SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibréz matriksler Gretilmistir. Tezin ikinci asamasinda ise, hizali nanofibréz
matriksler uygulanan stabilizasyon ve sterilizasyon islemleri Oncesinde
sonrasinda morfolojik, kimyasal, mekanik, termal ve kristalin 6zellikler agisindan
karakterize edilmigtir. Tezin UcglUncu asamasinda ise, hucre kudltaru
calismalarinda kullaniimak UGzere rAdMSC izolasyonu gerceklestiriimis ve
karakterizasyonu yapilmistir. Statik kiltir kosullarinda SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibréz matriksler, sican AdAMSC hucreleri ile 21 gin boyunca kultire
edilmigtir. Kaltur sonunda doku iskeleleri malzeme-hucre etkilesimi ve tenojenik
farkllasma acgisindan c¢esitli karakterizasyon testleriyle degerlendiriimis ve
sonuglar istatistiksel verilerle, literaturle kargilastirmali olarak yorumlanmistir.
Bunun yaninda, hizali SF/P3HB nanofibroz matriksler mekanik uyarim
biyoreaktoru ile dinamik kaltar kosullarinda rAdMSC hacreleri ile kilture edilmis,

sonuglar tendon onariminda kullanim agisindan degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolumde tez calismasi kapsaminda incelenen konular guncel literatur
bilgisiyle aciklanmistir. ilk kisimda tendon dokusu ve o&zellikleri dzetlenmis,
ikinci kisimda ise tendon hasarlari ve tedavi yaklasimlarina yer verilmistir.
Uclincl kisimda tendon rejenerasyonundan bahsedilmistir. Dérdinct kisimda
c¢alismanin temelini olusturan tendon doku muhendisligi urtnlerinin gerekliligi
anlatiimis ve tendon doku muhendisligi yaklasimlarinda kullanilan hicreler,
biyoaktif molekuller, biyomalzemeler, biyoreaktorler ve diger kualtir kosullari
aciklanmigtir. Ayrica, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hicre gesidi olarak
adipoz mezenkimal kok hlcreler; biyomalzeme olarak ipek fibroin (SF), poli(3-
hidroksibutirat) (P3HB) ve poli(batilen adipat-ko-teraftalat) (PBAT); biyoaktif
molekul olarak buylume/farkhlagsma faktoru (GDF) ve biyoreaktor olarak mekanik

uyarim biyoreaktort hakkinda detayli bilgi verilmistir.

2.1. Tendon

2.1.1. Yapisal Ozellikler

Tendon, kemik ile kas arasina yerlesmis, kasta olusan kuvveti kemige ileten ve
bdylece eklem hareketini saglayan bag doku elemanidir. Tendonlar, parlak,
beyaz renkli ve bulunduklari bolgeye gore silindirik, dUz, yelpaze, kurdele gibi
farkli sekillerde ve farkli uzunluklarda olabilmektedirler. Bir¢cok farkli sekilde
siniflandirlabilen tendonlar anatomilerine goére kilifh, kilifsiz, paratenon kaph
(Asil tendonu) ve sinoviyal kapli (parmak fleksér tendonlar) olarak
gruplandirilabilmektedir. Yerlesim yerlerine gore, eklem ici ve eklem disi olarak
gruplandirilan tendonlarin buyuk c¢ogunlugu eklem disi olsa da popliteus
(meniskls) tendonu gibi eklem ic¢i yerlesime sahip tendonlar bulunmaktadir.
Bunun yaninda tendonlar genelde kastan kemige dogru yapisma sergileyip
insersiyon olustururken, bazi durumlarda tendonlar kas igin origo olusturur.
Fonksiyonlarina gore tendonlar enerji depolayan ve pozisyonel tendonlar olarak
siniflandinilirken, enerji depolayan tendonlar esnek ve esnekligi nedeniyle daha
¢ok enerji depolama ve iletme yetenegine sahiptir. Ayak bileginde bulunan
tibialis anterior tendonu gibi pozisyonel tendonlar ise neredeyse hi¢ uzamazlar
[17].



Temel olarak kolajen fiberlerinden olusan tendon dokuda, fibriller sadece
uzunlamasina degil ayni zamanda enine ve yatay olarak da yonlenmistir.
Uzunlamasina fiberler sadece paralel degil, ayni zamanda spiraller olusturarak
da birbirini kesmektedir. Hareketlerin cesitli asamalarinda, tendonlar sadece
kuvvet aksina paralel degil, ayni zamanda enine ve rotasyonel kuvvetlere de
maruz kalmaktadir. Kolajen fiberlerin U¢ boyutlu i¢ yapisi, ¢esitli yonlerdeki
kuvvetlere karsi bir tampon ortam olusturarak tendonun hasar gérmesini ve

kopmasini dnlemektedir.

Tendon dokuda kolajen fibriller hizalanarak ve c¢apraz baglanarak kolajen
fiberleri, olusan kolajen fiberler ise birleserek fasikulleri olusturmakta ve her bir
fasikulin etrafini endotenon adi verilen ince bir bag dokusu kilifi sarmaktadir
(Sekil 2.1.). Endotenonun Uzerinde bulunan ve tum tendonu saran yapi ise
epitenon olarak isimlendiriimektedir. Temel olarak vaskularizasyon bu yapilar
Uzerinden saglanmaktadir. Bunun yaninda, tendonun etrafini saran ve tendona
intrasinoviyal ya da ekstrasinoviyal 6zellik kazandiran 3 farkll yapi
bulunmaktadir. Fibroz kihf veya retinakula (1), genellikle el ve ayaklarda
bulunan uzun tendonlarin kemik doku ile temas ettigi bolgeler olan bileklerdeki
tim tendonlarin etrafini sararak anatomik konumlandirma saglamaktadir.
Sinoviyal kiliflar (2), siklikla el ve ayak tendonlarinda goérilimekte ve tendonun
kemik yuzeyine yapigmasini ve surtunmeyi engelleyen kanal gorevi
gormektedir. Parietal ve viseral iki ince ser6z tabakanin iginde bulunan
peritendindz sivi ile kayma islevi gerceklestiriimektedir. Kilif bulunmayan bazi
tendonlarda ise paratenon (3), strtinmeyi azaltmak i¢in tendonun etrafini saran
gevsek fibriler doku olarak serbest harekete izin vermektedir. Asil tendonu
paratenon yapisina tipik bir érnektir. Bahsedilen fibroz yapilar damarlanma ve
gerekli besin transferini saglamada etkin rol oynadiklarindan tendon

iyilesmesinde onemli bir kriter olmaktadirlar [18].
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Sekil 2. 1. Tendonun hiyerarsik yapisi ([19]'ten degistirilerek).

2.1.2. Biyolojik Ozellikler

Tendon, kemik ile kas arasinda mekanik kuvvetlerin aktarimini saglama gorevi
olan Ozellesmis fibroz dokudur. Bu nedenle, surekli ve tekrarlayan yuk
uygulamasina dayanabilen esneklikte ve sertlikte olacak sekilde evrilmigtir.
Tendonun Ustun biyomekanik ozellikleri olduk¢a organize ECM bilesenlerinden
ileri gelmektedir. ECM agi 6zellikle hizali kolajen tip | fiberlerden ve bunun yani
sira kolajen tip Ill ve V, proteoglikanlar, elastin ve fibronektin gibi molekullerden
olugsmaktadir. Tendon dokuya ait 6zellesmis tenosit hicreleri ise bu matriks agi
icine gomulidar [2]. Tendonun htcresel bileseninin %90-95'ini tenoblast ve
tenositler; %10’'unu ise tendonun kemige baglanti noktasindaki kondrositler,
tendon kilifindaki fibroblastlar, arteriyollerin duvarini olusturan endotel ve diz
kas hucreleri meydana getirmektedir [20]. Tendonun yaklasik olarak %70’i su
iken geriye kalan %30’luk kuru agirhgin da %65-80’ini kolajen tip | proteini
olusturmaktadir [21]. Tendon matriksinde kolajen tip Il az miktarda
bulunmasina ragmen dokunun esnekligini saglamakta ve fibrilojenezde 6nem
tasimaktadir. Bunun disinda tendon ECM’i, su tutmayi ve basma hareketine
dayanimi saglayan aggrekan; kolajen fibrillerinin siralanmasini ve c¢apraz
baglanmasini etkileyen, ayni zamanda fibrillerin kayma hareketini kolaylastiran
dekorin; kolajen fasikulleri arasinda lubrikasyon saglayan ve kaymayi
kolaylastiran lubrikin; tendon gelisiminde ve olgunlasmasinda etkili olan

tenascin-C (Tnc) gibi proteoglikanlar ve glikoproteinleri icermektedir [22].



2.1.3. Mekanik Ozellikler

Tendon dokular in vivo kosullarda maruz kaldiklari mekanik etkilerden dolayi
benzersiz fiber morfolojisine ve viskoelastik Ozelliklere sahiptir. Tendon
fiberlerine ait tipik bir gerilim-gerinim grafiginde, tendonun %2’e kadar
gerilebildigi, dogrusal olmayan u¢ bdlgesi bulunmakta ve bu bodlge tendonun
dogal durusunu ifade eden kivrimh, ‘krimp’ modelini temsil etmektedir (Sekil
2.2.). Bu bolgenin edimi ve gerinim miktari tendonun tipine ve bulundugu yere
baglh olmak Uzere farkhlik gdstermektedir. Dogrusal bolge olan %4 gerinime
kadar olan bolgede ise kolajen fiberleri krimp modelini kaybetmekte ve gergin
forma gegmektedir. Dogrusal bdlgenin egimi elastik modul olarak ifade
edilmektedir. Gerinimin %4’ten fazla oldugu durumda ise mikroskopik, %8-10'un
Uzerinde ise makroskopik vyirtilmalar olusmaya baslamaktadir. Gerinimin

artmasi durumunda ise tendonda kopmalar yani rapturler olusmaktadir [23].

Gerilim (N/mm?2) Makroskopik
A yirtiima
A
Riptir — —
N
Fizyolojik aralk
—L* Mikroskopik
—Znw yirtilma
o
Ug
bolgesi A Gergin
fiberler N Gerinim
0 2 4 6 8 (%)
A Kime

~r\n~r fiberler

Sekil 2. 2. Tendona ait gerilim-gerinim egrisi ve tendon yapisinda olusan

deformasyonlar ([23]'den degistirilerek).

Tendonlar fonksiyonlarina goére pozisyonel ve enerji depolayan tendonlar
olmak Uzere iki ana gruba ayriimaktadir. Tum tendonlar pozisyonel role
sahipken, bazi tendonlar hareket esnasinda enerji tuketimini azaltmak igin
enerji depolari olarak da calismaktadir ve bu farkhlik tendonun mekanik

gereksinimlerini de etkilemektedir.



Kolajen fiber gapi ve fiberlerin ¢apraz baglanmasi ile mekanik gereksinimler
karsilanmaktadir. Kastan gelen kuvvetin transferini mumkun kilmak igin
pozisyonel tendonlarin gerinimin dogrudan ve hizli sekilde aktarilabilmesi icin
nispeten sert olmasi gerekirken, enerji depolayan tendonlarin eneriji
depolamasini en Ust dizeye c¢ikarmak igin bir dereceye kadar sertlige sahip
olmasi ve sisteme enerjiyi geri dondurmek icin de hizla geri tepki verebilmeleri
gerekmektedir. Ayrica, Asil tendonu gibi enerji depolayan tendonlar yutksek
gerilime dayanirken (%11-16), anterior tibial tendon gibi pozisyonel tendonlarda
uzama kapasitesinin yuksek olmasina gerek duyulmamaktadir (%2-3) [24].
Elastik modul degerleri agisindan incelendiginde, enerji depolayan
tendonlardan Asil tendonu icin 800 MPa, patellar tendon icin 300-600 MPa
olarak ve pozisyonel tendonlardan olan fleksor digitorum profundus igin 1,000

MPa ve ekstensor digitorum longus icin 1,600 MPa olarak belirlenmistir [15].

2.2. Tendon Hasarlan ve Klinik Tedavi Yaklagimlar

Tendon dokuda yas, cinsiyet, obezite, spor vyaralanmalari, otoimmun
rahatsizliklar, travma vb. bagli olarak c¢esitli hasarlar gelisebilmekte ve olusan
morbidite hastalarda aylar boyunca suren hareket kisithgi ve yasam kalitesinin
dismesi gibi sonuglara yol agmaktadir. Genel olarak olusan bu hasarlar
tendinopati veya ruptir olarak adlandiriimaktadir [25]. Tendinopati genel bir
tanim olup hem tendinit hem de tendinoz durumlari igin kullaniimakta ve
tendona asir yuk binmesi ya da asiri kullanim gibi durumlarda tendonda olusan
patolojik degisimleri ifade etmektedir. Tendinit, tendona fazla ve/veya birden
agir yuk binmesi sonucunda mikro-yirtiilmalarin olusumuna bagli olarak gelisen
akut enflamatuvar dejenerasyonlardir. Tendinoz, dokunun dinlenmel/iyilesme
icin zaman olmaksizin surekli ve asiri kullanimina bagli olarak, kolajen liflerinin
bozulmasi ve enflamatuvar olmayan doku rejenerasyonuyla
iligkilendiriimektedir. Klinik olarak semptomlar farkedilememekte ve tendonda
kopmalar olusabilmektedir. Ruptiirler ise travma, 1sinma hareketleri yapmadan
spor yapma, asiri yuk binmesi gibi durumlarda tendonda aniden olusan
kopmalari ifade etmektedir. Ayrica, tendinopati rahatsizliklari da tendonda
olusturdugu enflamatuvar yanit, kisittanmis vaskularizasyon ve kolajen yikimi

gibi etkilerle rupturlere zemin hazirlamaktadir [26].



Enflamasyon ve mikrohasarlarda kortikosteroid uygulamasi, PRP enjeksiyonu,
ultrason, skleroterapi, sok dalgasi tedavisi ve fiziksel terapi tekniklerinden
yararlanilirken, makrohasarlarda cerrahi yontemlere ve ek tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir [27]. Birgok tedavi yaklagsimina ragmen, tendonun zayif
damarlanma agina sahip olmasi dolayisiyla iyilesme mekanizmasinin sinirh
olmasi, uzun tedavi surecleri, kismi fonksiyon kayiplari ve yeniden hasar
olusmasi tedavileri yetersiz kilmaktadir. Bu yaklasimlarin sonu¢ vermedigi
durumlarda ise olugsan rupturlerin tedavisinde tendon uglarinin anastomozu
veya tendonun kemige sabitlenmesi gibi cerrahi girisimler uygulanmaktadir.
Fakat bu yontem de yine ayni nedenlerden basarisiz olabilmekte ya da dokuda
performans kaybi, riptlrin tekrarlanmasi gibi sonuglara yol agmaktadir. Hasar
olusan bdlgede skar doku olusumu ve fibroz peritendinéz yapismalar tedavi
surecinde en onemli kisitlayici faktorlerdendir. Cevre dokulardan fibroblast ve
granuler dokunun migrasyonu tenosit hucrelerini baskilayarak fizyolojik boglugu
doldurmaktadir. Ayrica, iyilesme fazinda doku immobilize edildigi icin mekanik
yukleme olusmamakta ve zaten sayica azalmis tenosit hicreleri kendi ECM

yapilarini ve kolajen fiberlerini olugsturamamaktadir.

Klinikte buyuk tendon kayiplarinda birgok dezavantajina ragmen biyolojik doku
iskeleleri kullanilabilmektedir. Otogreft kullanimi sinirh miktarda bulunma,
morbidite ve laksiteye neden olma, zayif doku integrasyonu ve donér alanda
fonksiyon kaybi gibi riskler barindirmaktadir. Allogreft ve zenogreftler ise doku
reddi ve kontaminasyon gibi nedenlerden dolayi dnerilmemektedir. Bu nedenle,
tedavi kisitlarinin 6niine gegmek amaciyla doku rejenerasyonunu indukleyecek
uygun doku iskelelerinin gelistiriimesi ve hatta doku iskelelerinin hucre ve
biyime faktorleri ile fonksiyonelligi arttirilarak tendon doku muhendisligi

arunlerinin gelistiriimesi gerekmektedir [26].

2.3. Tendon Rejenerasyonu

Tendinopati sonucu gelisen tendon hasarlarinda dogal tendon rejenerasyonu
enflamatuvar, proliferatif ve remodelasyon olmak Uzere 3 ana agsamada
gerceklesmektedir (Sekil 2.3.). Enflamasyon asamasi; tendon hasarindan

hemen sonra baglamakta ve 3-7 gun arasi surmektedir.



Bu ilk fazda, hasarli bolgede hematom ve pihti olusumuna bagli olarak,
fibroblast ve tenosit proliferasyonunu uyaran ve anjiyojenez surecini baslatip
enflamatuvar yanita aracilik eden farkli kemotaktik faktdérler serbest
birakilmaktadir. Kemotatiktik faktdrler sayesinde hasarli bdlgeye gelen
enflamatuvar hucreler (makrofaj ve mast hucreleri) hucresel artiklari ve yabanci
cisimleri fagosite etmektedir. Ayni zamanda, kolajen tip Ill sentezi bu agamada

baslamaktadir.

ikinci agsama olan ve yaklasik 3. veya 4. haftaya kadar siren proliferatif
asamada ise basta fibroblast ve kolajen tip 11l olmak Uzere hicre igerigi ve ECM
bilesenlerinin hasarli bélgede dizensiz bir sekilde sentezinde ve birikiminde
artis olmaktadir. Hasarli boélgedeki yogun fibroblast varligi, proteoglikan ve
kolajen tip Il sentezinde artis ve ¢gevre dokunun hasarli bolgeye adezyonu ile
istenmeyen yapismalarla sonuglanmaktadir. Bu asamada dokuda su igerigi

oldukga fazladir.

Son agama olan remodelasyon ise saglamlasma (konsolidasyon) ve
olgunlasma (maturasyon) olmak Uzere 2 kisma ayriimaktadir. Saglamlagma
periyodu sirasinda, kolajen tip 11l ve glikozaminoglikan (GAG) sentezi azalmakta
ve tenositlerle birlikte kolajen tip | fiberleri tendonun stres ekseni boyunca
hizalanarak olusan yuku destekleyebilir hale gelmektedir. Bu agsamada hucre
proliferasyonu azalmakta fakat proliferativ fazda artan hdcre miktarina bagh
olarak kolajen tip | sentezi artmaktadir. Yillari bulan olgunlasma periyodu
sirasinda ise, hasar bolgesinde olusan skar doku saglikli tendona daha c¢ok
benzeyen histolojik gorinim kazanmaya baslamistir. Bununla birlikte, iyilesmis
tendonun duslk capta ve daha az cgapraz baglanmis kolajen fiberlerine bagli
olarak biyomekanik 6zellikleri dogal tendon dokusuna gore daha zayif olmakta
ve bu durum tendonu tekrar yaralanmaya karsi daha duyarli hale getirmektedir
[5, 26] .
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Sekil 2. 3. Tendon rejenerasyonunun farkli asamalarinda hasar bdlgesinde

meydana gelen molekller, hicresel ve ECM vyapisindaki

degisiklikler.

2.4. Tendon Doku Miihendisligi

GUnUmuUzde, tendon hasarlarinin tedavisi igin kullanilan geleneksel yontemler
saglikh tendon dokusunun rejenerasyonunda tam olarak etkili olmamaktadir.
Ayrica, uygulanan tedavilerin gogunda tekrar yaralanma, yirtiima ve kopma gibi
basarisizlik intimali yuksektir. Bu nedenle, olusan hasar sonrasi tendonun dogal
yapisini ve islevselligini kazandirabilecek tedavilerin geligtirimesine ihtiyag
bulunmaktadir. Bu anlamda doku muhendisligi yaklagimlari bitlnsel bir tedaviyi
amaclayarak umut saglamaktadir. Doku muhendisligi, dokulari onarmak veya
yenilemek ic¢in biyomateryaller, biyomuhendislik ve hucre biyolojisi alanlarini
birlestiren bir disiplindir. Tendon doku muhendisligi yaklasimiyla, degistirilecek
veya Iiyilestirilecek dokunun tipi, konumu, yapisi, fizikokimyasal o6zellikleri,
mevcut hucre tipleri, iglevleri ve molekuler bilesimi gibi birgok yoninin dikkate
alinarak orijinal

dokuya benzer Ozelliklere sahip, biyomimetik yapilarin

olusturulmasi mumkun hale getirilmigtir [5].
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Tendon doku muhendisligi temel olarak (i) orijinal tendona mimkdn oldugunca
yakin fizikokimyasal ve biyomekanik 6zelliklere sahip uygun bir doku iskelesinin
olusturulmasi, (ii) tendon hucreselligini taklit etmek igin farkli hicre tiplerinin
(tenositler, fibroblast ve farklilasmamis hicreler) kullaniimasi, (iii) doku iskelesi
icinde tenositlerin hayatta kalmasina ve ECM sentezi yapabilmesine yardimci
olan bir ortam olugturulmasi Uzerine kurulmaktadir. Tendonun biyomekanik
islevini surdirmeye yardimci ve yeni olusacak tendon doku igin iskelet gorevi
gbren vyapilara, klinik tedavilerde kullanilan hicre ve biyoaktif molekuller
entegre edilerek kontrolli ve hedef odakli tedavi gelistiriimektedir. Ayrica,
kullanilan biyomalzemelere bagh olarak fonksiyonel doku iskelesinin vucut
icerisinde kalacagi biyobozunurluk slresi ve rezorbe edilen bozunma
aranlerinin - toksik  olmamasini  gerektiren  biyouyumluluk  ozellikleri
ayarlanabilmektedir [28]. Hedeflenen dokunun 0&zelliklerine uygun olacak
sekilde islevsel bir tendon greftinin olusturulmasi prosesinde asama asama
kullanilacak biyoaktif molekullerin, hlicrelerin ve biyomalzemelerin belirlenmesi,
uygun fabrikasyon yonteminin secilmesi ve doku iskelelerine fonksiyonellik

kazandiriimasi Sekil 2.4.’te 6zetlenmisgtir.
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Biiyiime faktorleri
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DNA ve siRNA fibroblastlar .
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» 0d °° °
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Sekil 2. 4. Tendon doku muhendisligi yaklasiminin ve asamalarda kullanilan

yontemlerin sematik gosterimi.
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2.4.1. Doku iskeleleri

Doku iskeleleri, dogal dokunun ECM yapisinin seklini ve iglevini taklit etmek ve
yeni fonksiyonel doku olusumuna katkida bulunan hicresel etkilesimleri
(yapisma, ¢ogalma ve farklilasma) saglamak Uzere tasarlanmis ve Uretilmis 3
boyutlu (3B) yapilardir. Doku iskelelerinin, hucrelerin tutunmasina ve goé¢
etmesine izin vermek, biyolojik aktiviteye sahip hicre ve molekulleri iletmek ve
tutmak, besin ve atik Urtnlerin difizyonunu kolaylastirmak ve mekanik ve/veya
biyolojik olarak hiicre davranisini dedistirmek gibi islevleri bulunmaktadir [29].
Doku muhendisligi yaklasimlari icin genel olarak ideal doku iskelesinin bazi
gereksinimleri kargilamasi gerekmektedir: (1) bozunma Urlnlerinin toksik
olmamasi ve biyouyumlu olmak, (2) hicrelere ve biyoaktif molekillere destek
saglayabilmek, (3) iyi yapisal ve boyutsal 6zelliklere sahip ve ylksek gézenekli
olmak, (4) biyolojik aktiviteye sahip molekullerin difizyonunu kolaylastirmak igin
uygun gbzenek boyutuna sahip olmak, (5) immun yanit olusumunu en aza
indirgemek, (6) yeni doku olusuma izin verecek surede biyobozunurluk hizina
sahip olmak ve gorevini yerine getirdikten sonra cerrahi mudahale
gerektirmeden rezorbe olabilmek, (7) klinik olarak kullanimi kolay olmak ve (8)
ham madde ve fabrikasyon maliyetlerinin dusuk olmasi. Tendon doku
muhendisligi 6zelinde, en 6nemli kriterlerden biri olarak, doku iskelelerinin iyi
mekanik Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Yiksek ve surekli kuvvetlere
maruz kalma, esneme ve biyobozunmaya badli olarak yeniden ruptir
olusumuna neden olmamak igin mekanik dayanimi dogal dokuya yakin
olmalidir [30]. Tendon doku mihendisliginde kullanilabilecek biyomalzemelerde

istenen Ozellikler Sekil 2.5.’te 6zetlenmisgtir.

Doku muhendisliginde kullanilan biyomalzemeler orijinlerine goére biyolojik,
sentetik ve kompozit olarak 3'e ayriimaktadir. Dogal biyomalzemeler
hldcresizlestiriimis  dogal tendon matriksleri veya dogada bulunan
malzemelerden izole edilen yapilardir ve genellikle toksik olmayan bozunma
arinlerine sahip olmalari, immunojenite olusturmamalari ve hicre-matriks
etkilesiminin fazla olmasi, dogal ECM yapisini taklit edebilmeleri agisindan
avantaj olusturmaktadir. Bununla birlikte, elde edildikleri kaynaklarin sinirli ve

tekrar Uretilebilirliklerinin sinirlh olmasi kullanimlarini kisitlamaktadir [31].
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Mekanik Uygun elastisite ve Biyokararlilik Uzun siire dayamim
ozellikler dayanim arturma (gerekli ise)

Sitotoksik olmama Hiicre yapisma ve immiin yanit Biyoaktif hiicre ve Nutrient ve atik
Biyobozunur tutunmasina izin verme olusturmama molekdlleri yapisinda difiizyonuna izin
Biyouyumlu Hiicre davranigini etkileme tutmak vermek

ECM'e benzer yapisal  vijksek gdzeneklilik  Yeni doku olugum Yilksek yiizey alani  Biyoaktif hiicre ve
ve boyutsal dzellikler ve yeterli por gapi  siiresine gore bozunma ve yiizey alani/hacim molekillerin
hizi orani kontrolli salimi
Kolay Ucuz maliyet Kolay erigim Klinikte kullanilabilirlik
fabrikasyon

Sekil 2. 5. Tendon doku iskelelerinin sahip olmasi gereken ozellikler.

Sentetik  biyomalzemeler ise istenilen Ozelliklere gére tasarlanip,
sentezlenebilen polimerlerdir. Fabrikasyonu kolay, istenilen boyut ve sekillerde
uretime imkan verme, rijit ve kararli yapida olma ve istenilen Ozelliklere
(mekanik 6zellik, bozunma vb.) gére ayarlanabilir 6zelliklerinden dolay tercih
edilmektedirler. En buyuk dezavantajlari ise polimerlerin ya da bozunma
arunlerinin - immun  yanit olusturma riskidir [32]. Dogal ve sentetik
biyomalzemelerin temel Oozellikleri Cizelge 2.1.°de 6zetlenmigtir. Kompozit
biyomalzemeler ise sentetik ve dogal biyopolimerlerin birlikte kullanimi esasina
dayanmaktadir. Boylece, her bir malzemenin de sundugu avantajlar birlestirilip,
dogal tendona benzer karmasik yapida doku iskeleleri geligtirilebilmektedir [33].
Kompozit doku iskelelerinin 6zellikleri kullanilan biyolojik ve sentetik
biyomalzemelere gore degismekte ve istenildigi sekilde ayarlanabilmektedir.
Tendon doku muhendisligi galismalarinda genellikle yuksek mekanik dayanima
sahip olduklar igin sentetik, hlicre tutunmasi, infiltrasyonu ve proliferasyonu
icinse biyolojik malzemelerin kullanildigi kompozitler tercih edilmektedir.
Literatirde kolajen/PCL, metakrilatanmis jelatin (GelMA)/PCL, SF/PLGA,
kolajen/fibrin/PLGA vb. birgok malzemenin tendon doku muhendisliginde
kullanildigi gorulmektedir [32].
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Cizelge 2. 1. Doku iskelelerinde kullanilan dogal ve sentetik biyomalzemelerin

karakteristik 6zellikleri

“Ozellikler Dogal Sentetik
Ulagilabilirlik Zor Kolay
Yapi Homojen degil — istenen seklin Ayarlanabilir ve homojen yapi
elde edilmesi zor
Mekanik 6zellikler Zayf lyi ve ayarlanabilir
Tekrar (retilebilirlik Zor Kolay

Immiinojenite Immiin yanita neden olabilecek ~ Dogal olmadiklari igin immin
antijen igerebilirler yanita neden olabilirler
Biyoaktivite Yiksek hicre etkilesimi. Hiicre Zayif hiicre etkilesimi

tutunma ve proliferasyonunu

artirma

Biyouyumluluk

Malzeme kaynagina gore

degiskenlik

Zayif. Reddedilme riski

Biyobozunurluk

Yiksek. Hucrelerin kendi

ECM’ini olusturmasina izin

Zayif. Normal hidrolize gore

enzimatik hidrolize daha az

verme duyarl
Bozunma hizi Genis aralik Duasuk bozunma hizi,
modifikasyonlarla iyilestirme
Ornek Proteinler Polisakkaritler e Poli(a-hidroksi ester)
eKolajen e Agaroz e Poli(laktik-ko-glikolik asit)
e Jelatin o Aljinat (PLGA)
eipek « Selilloz e Poli(laktik asit) (PLA)
«Fibrinojen « Kitosan e Poli(e-kaprolakton) (PCL)
e HA e Polilretan

e Poli(vinil alkol)
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Tendon doku iskelelerinin fabrikasyonunda, gunumuze kadar farkl
elektroegirme teknikleri, ¢ozucu dokum-pargacik uzaklastirma yontemi, super
kritik akiskan, ekstrizyon ve dondurarak-kurutma gibi geleneksel tekniklerle de
dretim yapilmistir [32]. Son yillarda 3B biyoyazma teknigiyle daha kontrolli
gOzenek gapina ve geometrisine sahip tendon doku iskeleleri Uretilebilmektedir
[34, 35]. GUunumuze kadar, dogal dokudaki morfoloji ve hizali kolajen fibril
yapisini taklit etmek amaciyla nano ve mikro boyutlarda degisen c¢apa sahip
fiber yapilar elde etmeye imkan vermesi nedeniyle en c¢ok elektroegirme
teknigi kullanmimigtir. Elektroegirme tekniginde temel olarak akis pompasi
yardimiyla igne ucuna gonderilen polimer ¢oOzeltisine yuksek voltaj
uygulandiginda igne ucunda Taylor konisi adi verilen asili bir damla
olusmaktadir. Taylor konisine etkiyen kuvvetlerden olan ve elektrik alan
tarafindan olugan elektrostatik itme kuvveti yuzey gerilimini astiginda elektrik

alan yonunde (toplayici) fiber jet olusmaya baglamaktadir (Sekil 2.6.).

Doner toplayici

I 2

Hizali fiberler

Voltaj kaynagi

Taylor konisi

Polimer gozeltisi

Akis pompasi

Sekil 2. 6. Hizal fibréz matrikslerin eldesinde kullanilan tipik déner toplayicili

elektroegirme sistemi.
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Elektroegirme yonteminde polimere (konsantrasyon, iletkenlik, ¢ozucu) ve
prosese (akis hizi, voltaj, toplayici, igne ucu-toplayici arasindaki mesafe) ait
parametreler degistirilerek farkli boyutlarda, sekillerde ve geometride fiberler
elde edilebilmektedir [36]. Hizali olmayan fiber matriksler i¢in diz bir toplayici
kullanilirken, hizali fiberler icin doner toplayici ya da paralel bakir elektrotlar
kullanilabilmektedir. Boylece dogal tendon ECM'ini olugturan kolajen fiber
morfolojisini taklit edebilecek nano/mikro gézenekli, hizali/hizasiz, nano/mikro
boyutta c¢apa sahip, genis ylzey alanina sahip fiber matriksler
uretilebilmektedir. Tendon doku muhendisligi uygulamalarinda, hizal fiberlerden
olusan matriksler [12, 32, 37], demet halinde hizal fiberler [38], cok katmanli
fibréz matriksler [39] ve istiflenmis/6rilmUs fiber demetleri [40, 41] gibi birgok

farkh sekillerde elektroedirme ile Uretilmis doku iskeleleri ile caligiimistir.

2.4.1.1. ipek Fibroin (SF)

Dogada ipek; ipek boécegi ve érimcekler tarafindan 6zel epitel hicreleri iginde
sentezlenen dogal bir biyopolimerdir. En yaygin olarak Bombyx mori ipek
bdceginden elde edilen fibroin lifleri yaklasik 10-25 mm ¢apinda ve molekdl
agirhgr 26 kDa olan hafif ve 390 kDa olan agir zincirlerin 1:1 oraninda disulfit
baglarn ile baglanmasiyla olusmaktadir. Bu proteinler hidrofilik polimer
ailesinden olan serisin ile (20-310 kDa) ortilmustir. ipek liflerinin yapisal
proteini olan fibroini bir arada tutan serisin proteini yuksek alkali ¢ozeltilerde
cozinmekte ve ipek kozasinin kitlece %25-30'unu serisin olusturmaktadir.
ipek; fibroin ve serisinin yaninda yag, wax (mum) boya ve inorganik tuzlar gibi
cesitli artiklar da icermektedir. Fibroin proteini ise apolar hidrofobik ve polar
hidrofilik alifatik hidrokarbon igceren aminoasitlerden olusmaktadir. Hidrofilik
kisimlar suda ¢ézunmeyi ve fibroine esneklik ve tokluk kazandirmayi saglarken;
hidrofobik kisimlar ise molekiller arasinda B-tabakalari olusturur ve bdylelikle
polimerin ¢6zunUrlGgunU dusurap sertlik kazandirirlar [42]. SF, yapisindaki
alanin sekanslari sayesinde vyuzeyde pozitif ylk olusturarak hucrelerin
tutunmasini saglamaktadir. Bunun yaninda islatilabilirlik saglamasi ve duguk
toksisite olusturmasi gibi 6zellikleri de yine kok hicrelerin tutunmasi igin elverisli

bir ortam olusturmaktadir [43].

17



SF protein yapida oldugundan enzimatik bozunmaya ugramaktadir. Bozunma
derecesi ve hizi yapisal igerigine, polimerin morfolojik yapisina (fiber, film vs.),
uretim kosullarina ve biyolojik ortama bagli olarak degismektedir. Fiber seklinde
uretilmis ipek doku iskeleleri ile yapilan enzimatik biyobozunma testlerinde
bozunma davranisi mekanik dayanimda azalma seklinde belirlenebilmigtir.
Calismada kolajenaz enzimi kullanildiginda 17. ginin sonunda mekanik
dayanimin %24 azaldigi belirtiimistir [44]. Bunun yaninda yapilan bagka bir
calismada sigan subkutan modelinde SF doku iskelelerinin implantasyondan 6
hafta sonra cekme dayaniminin %55, elastik modulinun ise %16 azaldig
belirtiimistir. Ayrica SF’in in vivo modellerde 4 hafta icinde yapinin dagilmaya

basladidi ve 24 hafta sonunda tamamen absorbe edildigi belirtiimigstir [45].

SF ya da SF kompozitleri ile doku muhendisligi alaninda ¢ok fazla calisma
yapilmis olup kemik, kikirdak, ligament-tendon, sinir ve vaskuler dokularda
doku eslenigi olarak kullanilmistir. Bunun yaninda mikrotasiyici ve partikul
formunda ilag salim sistemlerinde de c¢alisiimistir. Tendon doku muhendisligi
alaninda ise, yine doku iskelesi materyali olarak kullanimi s6z konusudur [46].
SF’in tendon doku muhendisliginde tek basina kullanildidi bir calismada bifazik
SF doku iskeleleri liyofilizasyon yontemiyle sunger formunda uretilmistir ve hem
formu hem de mekanik oOzellikleri acisindan klinikte uygulanabilir durumda
degildir. SF’in tek basina kullanildigi bu calismalarda elastik modul degeri
maksimum 1,322 kPa'dir ve arastirmacilarin yayinda belirttikleri Gzere olmasi
gereken deger 20-50 MPa araligindadir [47]. Diger bir calismada ise SF fiberler,
PCL ya da P3HB polimerleri ile elektroegirme yontemiyle nanofiber formunda
kaplanmistir. Bu calismada SF fiberlerinin mekanik 6zellikleri PCL ve P3HB gibi
elastik modul degerleri yuksek, biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerle
iyilegtiriimeye c¢ahgiimistir [48]. Bu nedenle, ipek fibroinin ylksek mekanik
dayanim gerektiren dokular igin bagka polimerlerle karigtirilarak kullanimi daha
etkili bir sonug almak igin gereklidir. Asil tendonundan elde edilen tendon
kesitlerine yapilan mekanik analiz sonucunda, dogal tendon dokunun elastik
modul (299141 MPa), ¢ekme dayanimi (35+3 MPa) ve kopma noktasindaki

uzama degerleri (%15+3) belirlenmigtir [49].
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Elektroegirme yontemiyle Uretiimis SF nanofibroz matrikslerin  mekanik
Ozelliklerinin incelendigi calismada ise elastik modul (270+44 MPa), cekme
dayanimi (5+1 MPa) ve kopma noktasindaki uzama degeri (%3+1)
hesaplanmigtir [50]. SF’den elektroegirme ydntemiyle Uretilen doku iskeleleri
dogal dokuya yakin benzerlik, biyoaktivite ve i¢sel baglantili yapisindan dolayi
tercih edilse de cekme dayanimi daha duguk kalmaktadir [6]. Doku mUhendisligi
arastirmalarinda farkli ipek kaynaklarindan elde edilen ipek fibroin yapilari farkli
polimerle karisim halinde, farkli fabrikasyon ydntemleri veya kimyasal
modifikasyonlar ile uygulamanin ihtiyacina yonelik olacak sekilde siklikla
kullaniimistir ~ [51]. SF’in  siklikla tercih  edilmesi  biyouyumlulugu,
biyobozunurlugu, mekanik 6zellikleri, molekuler karakteristigi, fonksiyonelligi ve
en onemlisi bu parametrelerin kolaylikla kontrol edilebilir, amaca uygun hale
getirilebilir olugsundan kaynaklanmaktadir. SF’in ¢ekme dayanimi, kopma
noktasinda uzama ve tokluk gibi Ozellikler bakimindan tendon doku
muhendisliginde tek basina kullanimi yetersizdir, ancak bagka polimerlerle

kolaylikla karigim olusturulabildiginden tercih edilmektedir.

2.4.1.2. Poli(3-hidroksi biitirat) (P3HB)

P3HB, poli(hidroksi alkonat) (PHA) ailesinden bir polimerdir. PHA'lar
biyobozunur ve biyouyumlu dogal polimerler olup ylksek konsantrasyonda azot
ve dusuk konsantrasyonda glikoz iceren besi ortamlarinda kultire edilen farkh
mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir ve doku muihendisligi alaninda
farkli thrleri yaygin olarak kullaniimaktadir. Doku mahendisliginde genelde, poli
3-hidroksibutirat (P3HB), 3-hidroksibutirat ve 3-hidroksivalerat kopolimeri
(PHBV), poli 4-hidroksibutirat (P4HB), 3-hidroksibatirat ve 3-hidroksihekzonoat
kopolimeri (PHBHHx) ve 3-hidroksioktanoat (PHO) tlurevleri kullaniimaktadir.
GunUmizde 100°'den fazla ¢esidi bulunan PHA’larin farkli yapilara sahip
olmalari mekanik ozellikleri ve bozunma kinetiklerini de etkilemektedir. Ayrica
genel olarak yuksek kristaliniteye ve duslik erime noktasina sahip bu
termoplastik polimer ailesinin en bilinen Gyesi P3HB’dir. P3HB’nin erime

sicakhgi 179°C civarinda olup molekul agirligi yaklagik olarak 300 kDa’dur [8].
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P3HB’nin bozunma Urdnleri hicre metabolizmasi tarafindan da Uretilmektedir.
P3HB, kanda ve dokularda da bulunmaktadir. Monomeri olan 3HB insan
kaninda keton formunda bulunan ve genelde dimer ya da trimer olarak var olan
bir yapidir. Bozunma Urunlerinin kanda 20 mg/L'den dusuk tutulabilmesi igin
genellikle polimerin zincir uzunlugu artinimaktadir [52]. Bu nedenle, P3HB’nin
bozunma urunleri toksik degildir ve biyouyumlu bir polimerdir. Vlcut tarafindan
rezorbe edilebilen gastrointestinal yama calismasiyla ilgili olarak P3HB’nin in
vivo ve in vitro ortamda bozunurlugu incelenmis ve P3HB’nin 37°C tampon
¢cOzeltisinde 180 gun sureyle bozunmaya ugramadigi fakat molekul agirhiginin
distigu tespit edilmistir. Bunun yaninda in vivo sigan calismalarinda ise 6 ay
sonunda deneklerin %25’inde kalintilara rastlanmistir. Ayrica sentetik P3HB’nin
dogal P3HB’e gore daha hizli bozundugu ve plastiklestirici ajanlarla bu surenin
kisaltilabildigi vurgulanmigtir [53]. P3HB’nin mekanik dayanimi hidroksivalerat
ya da hidroksihekzonoat iceren diger PHA Uyelerine nazaran daha ylksektir
fakat uzama noktasinda kopma ytizdesi daha dusuktir. Ancak P3HB’nin yliksek
hidrofobisitesinden dolayi disuk hicre afinitesi gostermesi ve fonksiyonel
gruplarinin az olusundan dolayi biyomolekullerle kovalent bag yapamamasi gibi
bir durum s6z konusudur. Bu dezavantajin 6nine gecmek ve P3HB’nin
fonksiyonelligini artirmak icin cesitli ylizey modifikasyonlari veya polimer
karisimlari denenmektedir. Literatlirde ylzeye C* iyon implantasyonu ya da
jelatin, hiyaluronik asit, kolajen, fibronektin ve laminin immobilizasyonu yapilan
calismalar mevcuttur. Ayrica P3HB’nin hidroksiapatit (HAp), PLA ve PGA asit
formlari gibi poliesterler, kolajen, SF, kitosan, polietilen glikol (PEG) gibi cesitli

polimerlerle kombinasyonu da farkli galismalarda denenmigtir [8, 54, 55].

P3HB ve diger PHA duyeleri ile yapilan calismalar incelendiginde tendon
Ozelinde ilk calisma Webb ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapiimis olup
calismada ¢ozlcu dokum-parcacik uzaklastirma yontemi ile PHBHHx tupler
olusturulmus ve tuplerin ici kolajen jel ile doldurularak sonrasinda bu yapilarin
etkinligi sican Asil tendon onarim modelinde in vivo incelenmistir. Kirk gunlik
calismanin sonunda PHBHHx malzemelerde bozunmaya bagh olarak molekdl
agirhgi, polidispersite indeksi, gekme dayanimi ve elastik modul degerlerinde
azalma gozlenmis olup sigcan tenositlerini de iceren grupta histolojik boyamalara

go6re remodelasyon ve hlcre hizalanmasi kaydedilmigstir [56].
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Chen ve ark. yaptigi calismada ise P3HB nanofiberlerden olusan boru seklinde
yapilar tek basina, dopamin ile, dopamin+kitosan ve dopamin+kitosan+PRP ile
kaplanarak tavsan tenositleri ile kilture edilmis ve in vivo tavsan modelinde
tendon kilifi olarak kullaniimistir. Hicre adezyonu ve proliferasyonu tim
gruplarda iyi sonug verirken, ECM ve kolajen tip | gen ekspresyonlarina gore en
iyi grubun PRP iceren grup oldugu belirtilmistir [57]. Bunun yaninda ticari olarak
BIOFIBER™ adinda kolajen tip | ile kapli P4HB nanofibr6z membran da tendon

yamasi olarak kullaniimaktadir [58].

2.4.1.3. Poli(butilen adipat-ko-tereftalat) (PBAT)

PBAT,; alifatik-aromatik kopoliester olup butilen tereftalat (aromatik kisim) ve
batilen adipat (alifatik kisim) zincirlerinden olusmakta ve BASF firmasi
tarafindan Ecoflex® ticari adiyla Uretiimektedir [59]. Doku mihendisliginde
siklikla kullanilan alifatik poliesterler, yeterli mekanik ve termal 6zelliklere sahip
degildir. Aromatik poliesterler ise, istenen fiziksel 6zellikleri sadlamasina
ragmen biyobozunur olmadiklari igin doku muhendisliginde
kullanilamamaktadir. Alifatik-aromatik kopoliesterler ise igerdikleri alifatik
birimler sayesinde biyobozunur olmakla birlikte, aromatik birimler sayesinde
istenen mekanik ve termal Ozelliklere sahiptir. Bunun yaninda PBAT,
yapisindaki aromatik teraftalat ile tendon rejenerasyonuna izin verecek sirede
bir bozunma hizina ve yapisindaki alifatik butilen adipat sayesinde de hicre

tutunmasina ve ¢odalmasina izin verecek bir kimyasal bilesime sahiptir.

Son yillarda yapilan galigmalarda PBAT’In biyouyumlu (htcre infiltrasyonu ve
proliferasyonunu saglama), biyobozunur (hidrolitik kosullarda ylzey erozyonu
seklinde), antibakteriyal ve iyi mekanik (elastisite, asinma ve kirilmaya olan
direng) ozelliklere sahip oldugu rapor edilmigtir [9, 59, 60]. Bunun yaninda
PBAT, kompost ortaminda 22 glinde %99.9 bozunma gdstermektedir [61].
Fakat PBAT fiberlerin hidrolitik bozunmasiyla ilgili yapilan bir ¢galigsmada, 12
hafta sonunda %1 kutle kaybi belirlenmistir [62]. Bagka bir calismada ise, PBAT
nanofibréz matrikslerin lipaz enzimi iceren ortamda 5 hafta sonunda %10 kutle

kaybina ugradigi bulunmustur [59].
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Bunun yaninda orulu yapidaki PBAT fiberlerle yapilan 2 haftalik hucre kaltur
calismasinda PBAT'In yuzey degradasyonuna ugradigi ve bozunma Uranlerinin
toksik etki gostermedigi belirtiimistir [63]. PBAT ambalaj Uretiminde ve tarim
uygulamalarinda kullaniimak Uzere sentezlenmis nispeten yeni bir kopolimer
olup [64, 65], 2015 yilindan itibaren kemik doku muhendisligi ¢calismalarinda da
etkinligi incelenmistir [9, 59, 60]. Henuz tendon doku muhendisligi
uygulamalarinda hi¢ c¢alisiimamis olan PBAT polimerinden elektroegirme
yontemi kullanilarak nano boyutta fiberler Uretilebilmektedir [9]. Nanofiber
matrikslerin mekanik analizi sonucunda PBAT’In elastik modul (65t2 MPa),
cekme dayanimi (22+3 MPa) ve kopma noktasindaki uzama degerleri
(%544+113) belirlenmigtir [66].

2.4.2. Hucreler

Tendon dokuda bulunan hucrelerin 6ncelikli gorevi ECM sentezi ve dokudaki
fizyolojik surecleri etkileyen biyoaktif molekll sentezidir. Bunun yaninda,
tendonlarin sinirli rejenerasyon kapasitesi dusuk hucre icerigi ve avaskuler bir
yap! olmasiyla iligkilendiriimektedir. Bu nedenle, hasarli bdlgede hucre
infiltrasyonunun gercgeklesebilmesi tendon rejenerasyonu ¢alismalarinda énemili
yer teskil etmektedir ve doku iskeleleri araciliiyla hicre infiltrasyonu
saglanmaya caligiimaktadir. Tendon doku muhendisligi uygulamalarinda
glnumuze kadar farkhlasmis (tenosit, dermal fibroblast (DF)) ve farklilasmamig
progenitor/kok hucrelerin (induklenmis pluripotent kok hacre (iPSC), MSC,
AdMSC, BMMSC, tendon kokenli mezenkimal kok hicre (TdMSC))
rejenerasyon Uuzerine etkisi incelenmistir [5]. MSC’ler kendi kendini yenileme,
tendon dahil olmak Uzere birgcok dokuya farklilasma yetenekleri, salgiladiklari
parakrin faktorlerle immuin yanit olusumunu dizenlemeleri nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir. Kemik iligi, adipoz doku veya tendon dokudan izole
edilebilen MSC’lerin tendon doku muhendisliginde en sik kullanilani BMMSC'’ler
olmustur. Fakat, AdMSC’lerle karsilastiriidiginda BMMSC izolasyonu hem
invaziv hem de daha az hucre sayisina ulasilabildiginden verimli bir yontem
olmamaktadir [67-69]. Bununla birlikte in vitro ve fareler zerinde yapilan in vivo
bir calismada tenojenik farklilagsma agisindan BMMSC’lerin daha yuksek bir
kapasiteye sahip oldugu bildirilmigtir [70].

22



Diger bir hicre tipi olan tendon kok/progenitor hucreleri (TAMSC) ise oldukca
heterojendir ve genellikle patellar (diz) tendondan izole edilmektedir. BMSC'lerle
kargilastirildiginda, TdMSC'ler ylksek seviyede tendonla ilgili belirteclere
(skleraksis (Scx), tenomodulin (Tnmd) ve Tnc), klonojenesiteye ve proliferasyon
yetenedine sahiptir [71]. Bununla birlikte tendon dokuda az miktarda
bulunmalari, uygun doku kaynaginin bulunma zorlugu ve izolasyon bolgesinde
morbiditeye neden olmalari dezavantaj olusturmaktadir. Bunun yaninda bagka
bir kok hucre kaynagi olarak tendon doku muhendisligi ¢alismalarinda
C3H10T1/2 murin MSC hatti ile de ¢alisiimistir [72, 73].

Tenositler, ECM bilesenlerinin sentezinden ve homeostazindan sorumlu olan,
dokuda yerlesik, terminal olarak farklilasmis hicrelerdir. Otolog hicre ve
iyilesmeden esas sorumlu hdcre tipi gibi avantajlara sahip olan tenositlerin,
sinirl gogalma kapasiteleri, izolasyonlarinin morbiditeye neden olmasi, sayica
az izole edilmeleri ve kultir sirasinda de-diferensiasyona ugrayabilmeleri gibi
dezavantajlan bulunmaktadir [74, 75]. Tenosit kullanimiyla ilgili sinirlamalarin
ustesinden gelebilmek igin, izolasyon ve kulturasyonlari kolay olan DF’ler
alternatif bir hlicre kaynagi olarak degerlendiriimektedir. Fakat DF’lerin, tendon
rejenerasyon calismalarinda skar doku olusumuna neden olabilmeleri ve
kUltirasyonlari  sonucunda  malzemede yeterli mekanik  dayanimi

olusturmamalari nedeniyle kullanimlari sinirli kalmaktadir [76].

2.4.2.1. Adipoz kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler (AdMSC)

Doku rejenerasyonunda siklikla tercih edilen MSC’ler kemik, kas, tendon,
ligament ve adipoz gibi dokulara farklilasabilen, doku rejenerasyonunda gérev
alan ve immun yanit olusumunu baskilayan hematopoetik olmayan stromal kdk
hacrelerdir ve kemik iliginde yag dokuya kiyasla oldukga az miktarlarda
bulunmaktadirlar. Kulturasyonlarinda, olumsiz olmamalarina ragmen buyume
ve cesitli dokulara farkllagma potansiyellerini koruyarak sayilarini hizlica
artirabilmektedirler [10]. Bu hucreler gunumuize kadar birgok farkli hasarl
dokuya implante edilmig ve doku onarimini hizlandirdigi kesinlesmistir. Fakat
BMMSC'lerin izolasyonu invazivdir ve donorlerin %30’'unda komplikasyonlar

gOrulebilmektedir.
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AdMSC’ler ise BMMSC’ler gibi birgok farkli dokuya farklilagabilmekte,
insanlarda ve hayvanlarda ¢ok miktarda bulunmakta ve morbidite olugturmadan
kolaylikla izole edilebilmektedir. AAMSC’lerin de uygun kosullarda tendon
dokusuna farklilagabildigi gdsterilmistir [77]. Literatirde AdMSC’lerin tendon
rejenerasyonunda kullanimiyla ilgili bircok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada PLGA nanofibroz matrikslere sican AdMSC’leri ekilmis ve ekimin
ikinci ginunden itibaren bazal ortama buyume farkhlasma faktoéri-5 (GDF-5)
ilavesiyle hucrelerin farklilasmasi takip edilmistir. GDF-5 uygulamasinin hicre
¢ogalmasi Uzerine spesifik bir etkisi olmasa da iki haftalik kultir sonunda
kolajen tip | gen ekspresyonunda GDF-5 icermeyen gruba gore 4 kat, Scx
ekspresyonunda 3 kat artis gézlemlenmistir. Tnmd gen ekspresyonunun ise
GDF-5 konsantrasyonundan etkilendigi ve kualturin 14. gununde 7. gun
sonuglarina gore azaldigi belirlenmistir [78]. Kullanilacak htcre g¢esidinin
etkinliginin arastinldigi bir calismada ise deselllerize tavsan fleksor tendonlari
farkh hicre tipleri ile hicrelendirilerek tavsan fleksér tendon defekt modelinde
calisiimistir. Tavsanlardan izole edilen epitenon tenosit, tendon kilif fibroblast,
BMMSC ve AdMSC’ler deselulerize doku iskelelerine ekilerek tavsanlara
implante edilmigtir. Hematoksilen & eosin boyama sonuglarina gére hucreler
arasi belirgin fark bulunmamig, fakat hlicre ¢ogalmasinin en ¢ok AdMSC
kltarinde oldugu belirtiimistir. Epitenon tenosit, tendon kilif fibroblastlari ve
BMMSC'lerin izolasyon protokollerini de digununce adipoz dokunun tendon
rejenerasyonunda etkili bir sekilde kullanilabilecedi degerlendirilmigtir [75]. Son
yillarda tendon doku muhendisligi alaninda AdMSC’lerin kullanimi ile yapilan

calismalar Cizelge 2.2.‘de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2. 2. Tendon doku muhendisliginde ADMSC’ler ile yapilan galigmalar.

Hucre Biyomalzeme Fabrikasyon Kaltar Calisma Yazar - Yil
kaynagi kosullari
invitro  Sigan PPDO ve SF Elektroegirme — dalgali ve Dinamik SF katkilama eftkisi Wu ve ark. —
hizali nanofiberler 2021 [79]
insan PCL ve jelatin Cift fazl elektroegirme — Statik GDF-5 konsantrasyonu etkisi Guner ve ark. —
hizali nanofiberler 2020 [80]
insan PLGA — Kolajen - 3B yazici Statik Doku iskelesi katmanlarinin etkisi  Jiang ve ark. —
fibrin 2020 [35]
Mikro-domuz - - Statik Hipoksinin eksozomlar Gzerine Thankam ve ark.
etkisi — 2020 [81]
insan TimosinB-4 yukld Elektroegirme — hizali mikro Statik TimosinB-4 ve fiber gapinin etkisi  Wu ve ark. —
PLGA/PLA ve nanofiberler 2020 [82]
At Superfisial dijital Deselllerizasyon Statik TGFB-3 yuklenme metodunun Roth ve ark. —
fleksér tendon etkisi 2019 [83]
insan PCL ve jelatin Islak elektroegirme — hizali Statik Tendon kemik arayuzu icin HAp Calejo ve ark. —
mikrofiberler katkisinin etkisi 2019 [84]
At Superfisial dijital Deselllerizasyon Dinamik IL-1B8, TNF-a ve I6kosit igeren Brandt ve ark. —

fleksor tendon

ortamin rejenerasyona etkisi

2018 [85]
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Cizelge 2. 2. Devam.

Hucre Biyomalzeme Fabrikasyon Kaltar Calisma Yazar - Yil
kaynagi kosullari
invitro  Insan PLA Santrif(jli eriyik eletroegirme  Statik HUVEC ile ko-kultarin etkisi Wu ve ark. —
— hizali nanofiberler 2017 [86]
insan SF C6zlcu dokum pargacik Statik TGFB-2 vel/veya GDF-5 blyume Font ve ark. —
uzaklastirma- bifazik yapilar faktorlerinin etkisi 2018 - [87]
insan Kolajen C6zlcu dokium-biaksial Statik Fabrikasyon metodu gelistirimesi  Zitnay ve ark. —
sikistirma-parcacik 2018 [88]
uzaklastirma — yogun
anizotropik jel
insan PCL Elektroegirme - mikrofiber Statik Deselllerize tendon ECM'’inin Yang ve ark. —
rejenerasyona etkisi 2017 [89]
in vivo Sigan ince bagirsak Deselllerizasyon Statik Hipoksi etkisi Guo ve ark. —
submukoza 2021 [90]
insan PLA/PGA Elektroegirme Statik Adipoz kékenli mikrovaskuler Freiman ve ark.

endotel hiicreleriyle ko-kultirtn

vaskulerizasyona etkisi

— 2018 [91]
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2.4.3. Buyume Faktorleri

Doku vyenilenmesini saglamak icin anahtar bilesenlerden olan biyoaktif
molekuller (anjiyojenik faktorler, buylime faktorleri, sitokinler, deoksiribonlkelik
asit (DNA), susturucu ribonukleik asit (RNA) ve hormonlar), organizma, doku ya
da hucreler Uzerinde etki olusturmak icin hdcreler tarafindan sentezlenen ve
salgilanan bilesikler veya molekullerdir [92]. Tendon doku muhendisliginde
biyoaktif molekuller, tenositlere farklilasma, vaskularizasyonu ya da ECM
sentezi artirmak igin hucrelerle etkilegime girip, hucre aktivitesini module etmek
gibi islevlere sahiptirler [31]. Bu kapsamda biyoaktif molekuller doku iskelelerine
fabrikasyon esnasinda katilabilmekte, partikuller araciligiyla kontrolli salimi
gerceklestirilebilmekte veya dogrudan besi ortamina eklenebilmektedir [92].
Ayrica son yillarda, tendon rejenarasyonunu daha iyi taklit edebilmek amaciyla
rejenerasyonun farkli agsamalarinda etkin olan birka¢ buylime faktoru ‘kokteyl’

seklinde ayni anda kullaniimaktadir [93].

Gunumuze kadar tendon doku muhendisliginde platelet kdkenli blylime faktéri
(PDGF), insulin benzeri buyime faktora (IGF) -1, kemik morfojenik proteini
(BMP) -7, BMP-12, BMP-13, BMP-14, vaskller endotelyal buyime faktori
(VEGF), interlokin (IL) -6, fibroblast blayume faktora (FGF), transforme biylime
faktora (TGF) -B1 ve TGF-B3 buyume faktoérlerinin etkinligi incelenmistir [31].
TGF-B (TGF-B1, -2 ve -3 izoformlari) tendon iyilesmesinin tim asamalarinda,
enflamatuar hucre gocunu, fibroblastlarin ve yaralanma bdlgesindeki diger
hicrelerin proliferasyonunu, kolajen ve ECM Uretimini uyararak muidahale
etmektedir. Tendon hasarindan sonra TGF- saliminin, skar doku ve adeziv
fiboroz doku olugsumu ile iligkili oldugu ve TGF-B1 sinyal yolaginin
baskilanmasinin sican modelinde tendon iyilesmesini arttirdidi bildirilmistir [94].
Bunun yaninda, TGF-B3'Un skarlasma ve adezyon olusumunun negatif
dizenleyicisi olarak iglev gérdugu gosterilmigtir. Fakat TGF-B'nin G¢ izoformu,
tendon rejenerasyonu boyunca farkli asamalarda eksprese edilmekte ve bu
nedenle daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir [95]. PDGF, tenosit
proliferasyonunu, kolajen Uuretimini ve ECMin yeniden sekillenmesini

saglamaktadir.
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Yapilan bir ¢calismada, si¢can patellar tendonlarina PDGF uygulamasi sonrasi
mekanik Ozelliklerin arttigi ve etkin bir remodelasyon saglandigi belirtilmistir.
Buna ek olarak, IGF-1 ve PDGF-BB yUklU hizali kolajen-GAG doku iskelelerinde
doza bagli olmak Uzere tenosit proliferasyonu ve metabolik aktivitenin arttidi
gosterilmigtir [96]. ADMSC hucreleriyle yapilan baska bir ¢calismada ise PDGF
baylUme faktorl iceren grupta, hicre proliferasyonunda ve Scx ile Tnc

ekspresyonunda artisg kaydedilmigtir [97].

IGF-1 ile yapilan galismalar incelendiginde at superfisial dijital fleksor tendon
matrikslerle yapilan bir arastirmada IGF-1’in proliferasyonu, kolajen ve GAG
sentezini artirdigi belirtiimistir [98]. Ayni zamanda at BMMSC ve TdMSC’lerle
yapilan baska bir calismada ayni etkiler goriimustir [99]. IGF-1 ve FGF-2
bayume faktorlerinin karsilastirildigr bir caligmada ise FGF-2 varliginda kolajen
tip 1l sentezinde belirgin bir artig saglanirken, IGF-1 varliginda hem kolajen tip |
hem de tip Il sentezi artmistir [100]. FGF bliylume faktorleri de tendon doku
muhendisliginde sik¢a c¢alisiimistir. Yapilan bir calismaya gére FGF yUklU hizal
fiboroz PLGA doku iskeleleri sigan rotator cuff (omuz manget tendonu)
modelinde 8 hafta sonunda iyilestiriimis kolajen organizasyonunun, ¢ekme
dayaniminin ve sertligin artmasini saglamistir [101]. Bunun yaninda, tek basina
ya da PDGF-BB/IGF-1 ile kombine olarak kullanildijinda hicre
proliferasyonunu artirdigi bildirilmistir [102, 103].

2.4.3.1. Buyumel/farkhilagma Faktorii (GDF)

Tendon doku muhendisliginde siklikla BMP’ler ile calisiimis ve tendon
rejenerasyonundaki etkisi belirlenmeye calisiimigtir. TGF-f super ailesinin Gyesi
olan BMP’ler genel olarak kemotaksis, proliferasyon, matriks sentezi ve hucre
farkhlasmasinda onemli rol oynamaktadir [104]. Tendon doku muhendisliginde
ise BMP-12, BMP-13 ve BMP-14 (sirasiyla GDF-7, GDF-6 ve GDF-5 olarak
bilinmektedir)  blylme  faktorleri  kullaniimaktadir.  BMP’ler  tendon
rejenerasyonunun erken asamalarinda ¢okga eksprese olurken, zamanla

kademeli olarak sentezleri azalmaktadir [104].
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GDF-7 buyume faktorinun kullanildigi bir caligmada, at BMMSC’lerinin Thmd
ve dekorin gibi tendonla iligkili gen ekspresyonlarinda artis gorulurken ayni
zamanda alkalen fosfataz ve von Kossa boyamalarinda da osteojenik
belirteclerin eksprese edildigi gosterilmistir [105]. At, kopek ve sigan BMMSC ve
AdMSC'’leri Uzerinde GDF-7 buyume faktorunin etkisinin incelendigi bagka bir
calismada ise tendon belirtecleri olan Scx, Tnmd, Tnc, dekorin ve kolajen tip |
ekspresyonunda artis belirlenmistir [106]. GDF-6 buylme faktoriyle yapilan ¢ok
fazla calisma olmasa da BMMSC’ler Uzerindeki teno-induktif etkileri
incelenmigtir. Deselllerize tendon matrikslerinin kullanildigi in vitro bir
calismada GDF-6'nin BMMSC’lerde hem tenojenik farkhilagmayi indukledigi
hem de mekanik 6zelliklerde iyilesme sagladigi ortaya konmustur [107]. Bunun
yaninda, askorbik asitin GDF-7 ve GDF-6 buylime faktorleriyle birlikte eklendigi
kaltar ortaminda ve hipoksik kosullar altindaki insan embriyonik kdk hicrelerinin
tendon-benzeri matriks birikiminde, igsi hucre morfolojisinde ve tenojenik gen

belirteclerinde artis gézlenmistir [104].

GDF-5 buyume faktoranun farkh kok hicre kaynaklari Gzerinde denendidi ¢cokga
¢alisma bulunmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda GDF-5 ile muamele edilen
sican AdMSC’lerinde ise 0Ozellikle 100 ng/mL konsantrasyonda hiicre
proliferasyonu ve Scx, Tnmd, Tnc ve kolajen tip | gibi tendon gen belirteclerinde
artis belirlenmistir [77]. Yapilan bir calismada ise, kolajen doku iskeleleri
uzerine ekilen sigir AMSC’leri Uzerinde hipoksik ve normoksik kosullar, GDF-5,
GDF-6 ve GDF-7 blUyume faktorleri ve ayni zamanda mekanik stres
uygulamasinin etkisi incelenmistir. Calisma sonuglari GDF-5 blylume faktoru,
normoksik kosullar ve mekanik stres uygulamasinin bir arada kullanildigi
durumda hicre morfolojisi ve tendon gen belirte¢ ekspresyonlarinin optimum
degerlerde oldugunu gdstermigstir [108]. GlUnUmuze kadar GDF-5, -6 ve -7
baylime faktorlerinin farkli kaynaktan alinan MSC’ler Uzerine etkisi g¢aligiimis
olsa da potansiyel Kklinik etkisinin daha fazla in vivo ¢alismalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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2.4.4. Biyoreaktorler

Tendon gelisimi, homeostazi ve rejenerasyonu temel olarak tendon hicrelerinin
disaridan uygulanan kuvvetlere verdigi biyolojik yanit ile iliskilidir. Hucreler
uygulanan kuvvetin buyuklugu, frekansi, yonu ve suresi gibi mekanik uyaranlara
kargl oldukga hassastir ve mekanik uyarim, hucrelerin katabolik ve/veya
anabolik yollarla ECM organizasyonunu degistirmesine neden olmaktadir [109].
Biyoreaktorler, hiicrelerin tendon olusumunda proliferasyon, farklilagsma, matriks
uretimi gibi in vivo kosullarda deneyimleyecegi faktorleri in vitro kosullarda
saglayan ve kultur ortamini taklit eden yapilardir [41]. Temel olarak tendon
biyoreaktorleri aktUator (uyarici motor) ve kultir haznesinden olugmaktadir.
Bunun yaninda ek olarak bilgisayar ve sensorler ile sistemin kontrol edilebildigi
ek mekanizmalar da bulunmaktadir. Biyoreaktorlerde mekanik uyarim, direkt
olarak tek yonlu ¢cekme hareketi ile ya da manyetik alan, sok dalgalari gibi
indirekt yollarla yapilabilmektedir [110]. Ticari olarak TA Instruments® (A.B.D.),
Flexcell® (A.B.D.), CellScale® (Kanada), EBERS® (ispanya), BISS® (Hindistan)
ve STREX® (Japonya) gibi firmalardan temin edilebilen biyoreaktérlerin hem 2B
hem de 3B yapllar i¢cin tek ve ¢ift yonlu ¢cekmeye izin veren hatta test cihazi
olarak da islev goren modelleri bulunmaktadir. Her ne kadar iyi tasarlanmig
olsalar da kolay ve hizli 6rnek yerlesimi, ¢cok sayida kultur haznesi icerme ve
kultur haznesi igin gerekli kaltur ortami miktari dikkate alindiginda arastirmacilar
basit bilegenlere sahip 6zellegtirilebilir mekanik uyarim biyoreaktorlerini kendileri
uretmeyi tercih etmektedirler. Ticari ve 0Ozel dretim mekanik uyarim

biyoreaktorleriyle yapilan ¢alismalar Cizelge 2.3.‘te 6zetlenmisgtir.

Statik kaltar ile belirli bir gerinim uygulanan dinamik kaltir kosullarinin
incelendigi calismalarda tendon dokudaki gibi daha igsi ve uzamis hicre
morfolojisinin elde edildigi ve proliferasyonun 9 kat daha fazla oldugu
gosterilmigtir [111]. Bunun yaninda 4 haftalik statik kaltir kosullarinda
tenositlerin igsi morfolojilerinden uzaklasip kuresel morfolojiye ve kolajen
fiberlerin ise krimp hale gectigi belirlenmigtir. Uygulanan mekanik yuk sonrasi
¢cekme hatti boyunca hizali organizasyona sahip kolajen sentezi artmakta,
hucreler kolajenaz  aktivitesinden korunmakta ve ECMde bulunan
proteoglikanlarin (dekorin, biglikan, fiboromodulin, fibronektin) sentezinde artis
gOrulmektedir [112].
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Ayrica kolajen fiberlerin gekme yonu boyunca hizalanmalari elastik modul,
cekme dayanimi ve maksimum yuk gibi mekanik 6zelliklerini de iyilestirmektedir
[113]. Periyodik gerinime maruz birakilan hulcrelerde tenojenik belirte¢ gen
ekspresyonlarinda da artis gézlenmektedir. Tendonun ana proteini olan kolajen
tip | ekspresyonu statik kultire gore dinamik kosullarda 2 haftalik kultar
suresince 3 kat artis gostermistir [114]. Ayrica, farkhlasmadan sorumlu tendon-
spesifik transkripsiyon faktdrlerinden olan Scx’in  mekanik uyarim ile
ekspresyonunun arttigi ve uyarimin kesilmesi ile tersinir sekilde azaldigi
bildirilmigtir [115]. Baska bir ¢alismada ise 1 gunlik mekanik uyarimda (%2
gerinim, 1 Hz) sigir AMSC’lerinde kolajen tip 1ll, Tnc, Scx ve dekorin gen
ekspreyonlarinin arttigi belirlenmistir [116]. Xu ve ark.’nin yaptidi bir calisma ise
farkli gerinim (%2 — %4 — %8) ve farkl frekanslarin (0.3 Hz — 0.5 Hz — 1.0 Hz)
TdMSC’lerin farkhlasma ve proliferasyonunda farkli etkilere yol agtigi, kolajen
tip I, Tnc, Tnmd ve Scx ekspresyonlarinin en fazla 0.5 Hz frekans ve % 4
gerinimde arttigi  bulunmustur [117]. Ayrica, surekli mekanik uyarim
uygulanmasi tendon c¢apini etkilemekte ve hiicre proliferasyonunu inhibe edip,

apoptozu artirmaktadir [118].

Sonug olarak, literatir galismalari incelendiginde optimum mekanik uyarim
parametrelerinde karar kilinamadigi ve tendon benzeri yapilarin gelistiriimesi
icin uygulanan yuk, frekans ve gerinimin doku iskelesinin mekanik ozellikleriyle
dogrudan iligkili oldugu ve doku iskelesinin mekanik 6zellikleri dogrultusunda
biyoreaktor sec¢imi ve calisma kosullarinin belirlenmesi gerektigi sonucuna

variimigtir.
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Cizelge 2. 3. Tendon rejenerasyonunda mekanik uyarim biyoreaktorleri ile yapilan ¢alismalar.

Reaktor - l'-.'lretici

Calisma Parametreleri

Doku iskelesi

Hiicre

Yazar-Yil

Gerinim  Frekans Galisma suresi
(%) (Hz)
FX-4000T 10 0.1 1,000 déngl/giin - RGD kaph kolajen jel insan tenosit Mousavizadeh ve
(Flexcell Int. Corp., -10 glin ark.— 2020 [119]
A.B.D.)
Ozel Uretim 10 1 4 sa/gin —7 gin  GelMA-Aljinat kapli PCL-PA6 insan BMMSC Rinoldi ve ark. —
nanofibréz membran 2019 [120]
ElectroForce 5100 5 0.5 3 sa/gin—7 gin Aljinat kaph 6rtli PCL-Kolajen Tavsan tendon fibroblast Jayasree ve ark.-
(TA Instruments, mikro-nano fibroz iskele 2019 [121]
AB.D.)
Ozel Uretim 2 0.0167 1 sal/giin —7 gin  Desellilerize insan umblikal Sigan BMMSC Engebretson ve
kord damari ark. — 2018 [122]
FX-4000T (Flexcell 6 0.25 8 sa/giin — 6 giin  Kolajen jel Sigan TdMSC Wang ve ark. —
Int. Corp., A.B.D.) 2018 [123]
Ozel Uretim 10 1 1/3/7 gln Deseliilerize domuz anterior insan BMMSC Lee ve ark. -
tibial tendon 2018 [124]
ST-140 (STREX Co., 15 1 3 gln Kolajen tip | slingerimsi doku Sigan BMMSC Zhang ve ark. —
Japonya) iskelesi 2018 [125]
Ozel Uretim 3 0.5 20 dk/sa — 12 Deselilerize tendon- Koépek BMMSC tabakalari Liu ve ark. — 2018

sa/gln - 2 gin

fibrokartilaj - kemik kompoziti

[126]
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Cizelge 2. 3. Devam.

Reaktor - Uretici Calisma Parametreleri Doku iskelesi Hiicre Yazar-Yil
Gerinim  Frekans Galisma suresi
(%) (Hz)
Ozel Uretim 3 0.2 20 dk/sa — 12 Deselllerize kopek fleksér Kopek BMMSC Wu ve ark. —
sa/gun - 14 gin digitorum profundus tendon 2017 [69]
Ozel Uretim 10 0.5 2 dk/sa—15gln PEG-fibrinojen hidrojel C3H10T1/2 (10T/2) fare MSC  Testa ve ark. —
2017 [127]

MechanoCulture T6 4 0.5 2 salgin — 12 PLA ile oérllmis hizai PCL insan AdMSC-tenosit-umblikal Wu ve ark. —

(CellScale, Kanada) gln nanofiber yapilar damar endotel ko-kultir 2017 [128]

Ozel Uretim 2 0.5 0.5 sa/glin - 14 Deselllerize insan umblikal Sigan BMMSC Engebretson

gln kord damari ve ark. — 2017

[129]
Ozel Uretim 3 0.33 1 sa/gin — 10 Deselillerize at fleksér At BMMSC/AAMSC/TdMSC Youngstrom ve
glin digitorum superficialis tendon ark. — 2016

[130]

Ozel Gretim 4 0.5 3 sa/gun -7 gun poli(laktik-ko-e- Sican TAMSC Xu ve ark. —
kaprolakton)/kolajen 2015 [117]
nanofibréz matriks

Ozel Uretim 10 0.5 2 salgin — 5 Orili PLA/PGA mesh ile Tavsan AMSC Deng ve ark. —

hafta sarilan PGA fiberler 2014 [131]
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2.4.5. Diger Yaklagimlar
Tendon doku muhendisligi yaklagimlari olarak biyomalzeme teknolojileri, hucre
ve blyime faktéri kullanimi ve mekanik uyarim uygulamalarinin yani sira

hipoksi ve ko-kulttr yaklagimlari da kullanilabilmektedir.

Hipoksi yaklagsimi: Oksijen, doku homeostazinin sdrdudrilmesi ve
rejenerasyonun desteklenmesinde rol oynayan, hucrelerin metabolik substrati
ve sinyal aracisi olarak gérev alan hayati bir molekuildtr. Oksijen, metabolizma,
gO¢, anjiyogenez, ¢cogalma, farklilagsma ve apoptoz gibi hicre biyogenezinin
farkh yonlerinde énemli bir rol oynamakta ve bu nedenle son yillarda htcrelerin
normoksik kosullarini olusturmak igin dusuk Oz gerilimli hicre kulturleri ile
calisiilmaktadir [132]. Dogal kosullar altinda solunan hava 160 mmHg’ya (%20-
21 O2) karsilik gelen oksijen seviyelerini icermekte ve alveollerdeki oksijen
basinci gradyan boyunca 100-120 mmHg’ya dusmektedir. Periferde ise, dokuya
ve vaskuler yogunluga gore degismekle birlikte, hucrelerin mikrogevrelerinde
fizyolojik normoksi kosullari %2-9 (14.4-64.8 mmHg) oksijen seviyeleri arasinda
kabul edilmistir [133, 134]. Iskelet kaslarinda kasin oksijen tliketimine bagl
olarak, oksijen seviyeleri %2-5 arasinda (7.5-31 mmHg) degismekte ve
tendonlarin oksijen tiketiminin kaslara goére oksijen tlketiminin 7.5 kat daha
dusuk oldugu bilinmektedir. Tenositlerin fizyolojik olarak distk Oz kosullarinda
varligini surdurmesi nedeniyle, dusik oksijen gerilimleri tendon yenilenmesi,
remodelasyonu ve hidcre fenotipinin korunmasi agilarindan 6nem teskil
etmektedir. TAMSC'ler kullanilarak %2 ve %20 Oz seviyelerinin karsilastinldigi
bir calismada, %2 O:2 gerilimindeki htcrelerin proliferasyonunun ve kolajen
birikiminin arttigi ve matriks metalloproteinaz (MMP) -1 ekspresyonunun
azaldigi bildirilmigtir [135]. Baska bir calismada ise TdMSC’lerin %5 O:2
kosullarinda, farklilagsmanin yaninda koklenme o&zelliklerinin de iyilestigi kok
hicre yuzey belirtecleri olan Oct-4 ve Nanog gen ekspresyon seviyelerindeki
artigstan tayin edilmistir [136]. Farkli oksijen seviyelerine hicresel adaptasyon,
hipoksiyle uyarilabilen transkripsiyon faktorleri (HIF) ailesinden hipoksinin ana
dizenleyicisi olarak tanimlanan HIF-1a proteini yoluyla olmaktadir. Normoksik
kosullarda HIF1a surekli eksprese edilirken, hipoksik kogullarda HIF-1a proteini
stabilize olup hucre c¢ekirdeginde birikmekte ve DNA, mRNA, mikroRNA ve

protein sentezi dahil olmak Uzere ¢esitli molekller mekanizmalar etkilemektedir

34



[137]. Yin ve ark’nin yaptigi bir calismada, AdMSC’lerin tenositlere
farkhlasmasinda HIF-1a ekspresyonunun arttigi ve HIF-1a inhibitorayle
muamele edilen hlcrelerde kolajen tip I, kolajen tip Ill, Tnmd ve Scx gen
ekspresyonlarinin belirgin bir sekilde dustigu ve bu nedenle hipoksiye badli
farkhlasmanin azaldigi belirtilmistir [68]. Bunun yaninda hipoksik kosullarin,
bayime faktorleriyle [104] ve mikroRNA’lar ile [138] birlestirilerek tendon

rejenerasyonunda etkinligi incelenmisgtir.

Ko-kiiltir yaklagimi: Ko-kultlrlerde in vitro kosullarda hlcresel anlamda doku
mikrogevresi taklit edilmeye calisiimaktadir. iki veya daha fazla hicre tipinin
karistinlarak kultire edildigi ve boylece hiicre-ECM baglantilari, biyosinyaller ve
parakrin yolla hucre etkilesiminin saglandigi direkt ko-kultir ya da hucrelerin
ayni ortamda fakat fiziksel baglantilari bulunmadan kultire edildigi indirekt ko-
kiiltiir calismalari tendon rejenerasyonunda incelenmigtir. Ozellikle fotal tendon
eksplantinin kullanildigi ko-kalttr caligmalarinda olumlu sonuglar elde edilmistir.
Amniyotik epitelyal kok hlcrelerin ayri ayri tenosit ve fétal tendon eksplanti ile
ko-kultir galismasinda, eksplant ile yapilan ko-kllturde tendonla iligkili gen
ekspresyonlarinin ve tenojenik fenotipin arttigi belirlenmistir. Bunun yaninda
hizalil PLGA nanofibr6z matrikslere ekilen amniyotik epitelyal kék hicrelerin
ayni kosullarda tendon eksplanti ile ko-kultire edildigi gruba gére Tnmd ve
kolajen tip | gen ekpresyonlarinin, kolajen birikimi ve hizalanmasinin azaldigi
bildirilmigtir  [139]. Fo6tal tendon eksplantinin  ulasilabilirliginin -~ zorlugu
dusunuldigunde, tenositlerle kok hucrelerin ko-kulttirt de tendon rejenerasyon
modelinde avantaj saglayabilmektedir. Bu kapsamda gunumuize kadar, insan
amniyon-kokenli mezenkimal kOk hucreler ile anterior krusiat ligament (ACL)
fibroblast hicreleri [140], sican TAMSC ve BMMSC’leri [67], kdpek MSC ve
kopek tenositleri, domuz MSC ve ACL fibroblastlari [141], insan AdMSC
hacreleri ve TAMSC hucreleri [142] ko-kultir ¢alismalarinda kullaniimis ve

olusturulan parakrin etkinin tendon rejenerasyonunda etkisi kanitlanmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde tez g¢alismasi suresince yapilan deneysel galismalar hakkinda bilgi
verilmistir. Doktora calismasi temel olarak iki béliimden olusmaktadir. ilk
bolimde, tendon doku rejenerasyonunda kullanilabilecek doku iskelelerinin
geligtiriimesi amaciyla SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz matrikslerin dretim
yontemleri anlatilmistir. Elektroegirme yontemi ile hizali ve nanoboyutta
fiberlerin elde edilebilmesi igin yapilan optimizasyon c¢alismalarindan ve
nanofibroz matrikslerin Gretiminden bahsedilmistir. Ayrica bu kisimda, SF/P3HB
ve SF/PBAT nanofibréz matrikslerin yapisal karakterizasyon calismalarina yer

verilmistir.

Cahsmanin ikinci bolumunde ise, karakterizasyonu yapilan doku iskelelerinin
hacreli yapiya kavusturularak, farkllasma c¢alismalarn anlatiimistir. Bu
kapsamda, sican AdMSC izolasyonu ve statik hicre kuiltir kosullari
detaylandinimistir. Ayrica  nanofibr6z matrikslerin, AdMSC’lerin tutunma,
cogalma ve tenojenik farklilagsmasindaki etkinliginin incelendigi karakterizasyon
calismalarina yer verilmistir. Bunun yaninda, tez c¢alismasi kapsaminda
kullanilan 6zel Uretim mekanik uyarim biyoreaktori hakkinda bilgi verilmis ve

biyoreaktor ile yapilan dinamik kultar caligmalari anlatilmistir.

3.1. Malzemeler

Nanofiber matriksleri olusturan polimerlerden P3HB (Mw=300 kDa) Sigma-
Aldrich (Almanya), Bombyx mori cinsi ipek kozalari ise Kozabirlik A.$.'den
(Tarkiye) satin alinmigtir. PBAT polimeri ise BASF (Turkiye) firmasindan temin
edilmistir. SF izolasyonu igin kullanilan kimyasallardan sodyum karbonat
(Na2CO3) Sigma-Aldrich (Almanya) ve lityum bromur (LiBr) Merck (Almanya)
firmasindan; saflastirma prosesinde kullanilan SnakeSkin diyaliz membran
(3,5K MWCO) Thermo Fisher (A.B.D.) firmasindan temin edilmistir.
Elektroegirme c¢alismalarinda kullanilan 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(HFIP) ve metanol kimyasallari Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Doku iskelelerinin karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilan sodyum azid
(NaNs) ise Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.
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Hlcre kultird calismalarinda kullanilan Minimum Essential Medium Alpha
Modification (a-MEM), fétal sigir serumu (FBS), fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
ve sigir serum albumin (BSA) Capricorn Scientific (Almanya) firmasindan;
tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), penisilin/streptomisin, gentamisin,
amfoterisin B ve kolajenaz Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmigtir.  Farklilastirma ajani olarak kullanilan GDF-5 blyume faktori

BioVision (A.B.D.) firmasindan temin edilmistir.

Kaltdr sonrasi hucre canlihgini belirlemek icin yapilan analizde kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2]-difeniltetrazolyum bromur (MTT) ve dimetil sulfoksit (DMSO),
Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan tedarik edilmistir.  Morfolojik
goruntilemelerde  kullanilan  kimyasal ve boyalardan  glutaraldehit,
paraformaldehit, hidroklorik asit (HCI), hekzametildisilazan (HMDS) ve Triton X-
100 Merck (Almanya); kalsein asetoksimetil (AM) ve etidyum homodimer-1 ise
Thermo Scientific (A.B.D.) firmasindan satin alinmigtir. DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) Biovision (A.B.D.) firmasindan, Alexa Fluor 488 konjuge anti F-
aktin antikoru ise Bioss (A.B.D.) firmasindan temin edilmigtir. Hidroksiprolin
tayininde kullanilan hidroksiprolin, sodyum hidroksit (NaOH), sodyum asetat,
sitrik asit, kloramin T, perklorik asit ve 4-dimetil amino benzaldehit Sigma
Aldrich (Almanya) firmasindan tedarik edilmisti. Gen ekspresyonlarinin
belirlendigi analizlerde gerekli malzemelerden Trizol ve RNA izolasyon Kiti
Qiagen (Almanya); kloroform Sigma Aldrich (Almanya); cDNA reverse
transkripsiyon kiti Thermo Fischer (A.B.D.); EvaGreen® Solis Biodyne
(Estonya); ribonukleaz (RNaz) inhibitdrl ise Bioshop (Kanada) firmalarindan

satin alinmistir.

3.2. SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz matrikslerin tiretimi

3.2.1. SF izolasyonu

SF eldesi igin Bombyx mori ipek kozalarindan fibroin yapinin etrafini saran ve
safsizliga neden olan serisin proteininin uzaklastiriimasi ve elde edilen fibroinin

¢ozdurulerek saflastirlmasi gerekmektedir.
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SF izolasyonu igin literatirden elde edilen protokol [143] asagidaki sekliyle

calismaya uyarlanmistir.

Kozalar kesilerek igindeki ipek bocedi ve kalintilar alinmigtir. Oldukga
kUguk parcalara kesilen kozada renk farkliliklari, deforme olan veya ¢ok

kirli olan bolgeler uzaklastiriimistir.

Koza parcgalari 100°C’de kaynayan 0.02 M Na2COs g¢ozeltisi igine atilarak
30 dk boyunca cam pipet yardimiyla, birlesen kozalar ayrilarak

karigtirilmistir.

Serisin kismi uzaklastirilan kozalar 3 kez 20’ser dk boyunca ultra saf su
ile yilkanmis ve fazla suyu alinan SF yapisi bir gece ceker ocakta

kurumaya birakilmigtir.

Kuruyan SF 1:4 oraninda 9.3 M LiBr ile karistirllarak 60°C’de 4 sa
boyunca c¢ozdurtlmuastir. Slre sonunda amber renginde berrak bir

¢Ozelti elde edilmistir.

Elde edilen SF c¢ozeltisi ilikken naylon filtreden gecirilmis ve diyaliz
membranina aktarilarak 2 guin boyunca diyaliz islemine tabi tutulmustur.
islem sirasinda en az 6 kere (1., 4., 8., 12., 24., 36. saatler) ortam suyu
degistirilmistir.

Diyaliz sonrasi saflastirma amaciyla SF ¢ozeltisine 12,000 rpm, 4°C’de,

20 dk boyunca 3 kez santrifigasyon islemi uygulanmis ve SF izolasyonu

tamamlanmistir.

Ayrica, saflastinlan SF polimeri sulu ¢ozelti oldugundan ve bu c¢ozeltiyle

elektroegirme iglemi yapilamayacagindan santrifigasyon sonrasi son agsamada
SF ¢Ozeltisine 2 gun boyunca -80°C’de liyofilizatorde (Alpha 2-4 LSC, Christ,

Almanya) dondurarak kurutma islemi uygulanmis ve sunger formunda SF elde

edilmigtir.
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3.2.2. Elektroegirme Cozeltilerinin Hazirlanmasi

SF/P3HB matrikslerin hazirlanmasi igin lizole edilen liyofilize SF ve P3HB
polimerleri HFIP ¢dzlcUsu igerisinde ¢ozdurllerek elektroegirme islemlerinde
kullaniimistir. Hazirlanan polimer ¢ozeltileri minimum 3 gln olacak sekilde
manyetik karistiricida oda sicakliginda karistiriimigtir. P3HB oldukg¢a hidrofobik
ve Kirilgan bir polimerdir. Yapilan 6n galismada, P3HB’nin oran olarak SF’e esit
ve fazla oldugu (SF:P3HB; 1:1 ve 1:3) cOzeltilerden hazirlanan nanofiber
matrikslerin ylzeyden Kkirilarak kalkmasi ve elastik dayaniminin olmamasi
nedeniyle calismanin devaminda kullaniimamasina karar verilmistir. Ayrica
toplam polimer konsantrasyonunun %7’nin (w/v, HFIP igerisinde) Uzerinde
oldugu durumda da nanofiber elde edilememistir. Bu nedenle, SF/P3HB polimer
¢Ozeltisi tum tez calismasi boyunca 3:1 oraninda hazirlanarak kullanilimistir.
Optimizasyon ¢alismalarinda kullanilimak Uzere toplam polimer konsantrasyonu

ise %2, %4 ve %6 (w/v) olarak ayarlanmigtir.

SF/PBAT matrikslerin hazirlanmasi icin PBAT reginesi ve liyofilize SF polimeri
yine HFIP igerisinde ¢ozdurtlerek polimer karisimlari hazirlanmigtir.
Optimizasyon c¢alismalari igin SF/PBAT orani 1:3, 1:1 ve 3:1 olarak
belirlenmistir. Belirtilen oranlar dahilinde toplam polimer konsantrasyonlari ise
%7, %11 ve %15 (w/v) olmustur.

3.2.3. RSM ile Elektroegirme Prosesinin Optimizasyonu

Elektroegirme ydntemiyle istenen Ozelliklerde nanofiber elde edebilmek igin
¢cOzelti konsantrasyonu, ¢ozelti akis hizi, igne ucu ile toplayici arasi uzaklik,
uygulanan voltaj ve doner toplayici donus hizi gibi ¢ok sayida parametrenin
optimize edilmesi gerekebilmektedir. Son yillarda birgok alanda siklikla
kullanilan tepki ylzey metodolojisi (RSM) ise bu alanda etkin bir optimizasyon
kolayhdi saglamaktadir [144]. Bu yéntemde her bir parametrenin fiber ¢api ve
hizalanma Uzerindeki etkisi kolaylikla bulunabilmekte ve boylece istenen

kosullarda Uretim yapmak i¢in gerekli parametreler belirlenmektedir.
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RSM, bagimsiz degiskenlerin (sunulan ¢alismada konsantrasyon, akis hizi vd.)
uzayinin belirlenmesi igin gerekli deneysel kosullarin elde edilmesi, bagimsiz
degiskenlerin hem kendi arasinda hem de sistem yaniti (sunulan ¢alismada
nanofiber ¢api) Uzerinde olusturdugu etkinin belirlenmesi ve bdylece prosese ait
modellemenin yapilabilmesi i¢in kullanilan modelleme ve optimizasyon
tekniklerinden olugmaktadir. Sistemin modellenmesinde, gercek yanit
fonksiyonu optimum nokta etrafinda 6nemli bir egrilik gostermektedir. Bu
egriligin tahminlenmesinde lineer olmayan modeller, genellikle ikinci dereceden
polinomiyal modeller, Ussel modeller veya eksponansiyel modeller
kullaniimaktadir. Bagimsiz degigkenler ile yanit arasinda lineer bir iligki varsa 1.
derece polinomlar; sistemin yanit yuzeyinde egrilik varsa 2. derece polinomlar
(kuadratik); bazi ¢alismalarda ise 3. derece polinomlar (kibik) kullaniimaktadir.
Cogdu biyokimyasal surecgte ise power (Ussel) modellerden yararlaniimaktadir.
RSM ile optimizasyonda, dncelikle bagimsiz degiskenlerin sayisi (faktor) ve her
bir degigkenin g¢alisma araliklari ile bu c¢alisma araligindaki adim degeri
(minimum, orta ve maksimum degerler arasindaki fark) belirlenmektedir.
Parametreler belirlendikten sonra bu degerlere uygun deneme desenleri
secilmektedir. Deneme deseni belirlendikten sonra sistemin modellemesi
yapllmakta ve model denkligin uygunlugu istatistiksel yontemler ile mutlaka

tespit edilmelidir.

RSM ile optimizasyonun en 6nemli iglevi az sayida ve kisa sUrede deney
yaparak, belirlenen uzay igerisinde, istenen sistem yanitinin ve/veya
parametrelerin kolaylikla tespit edilebilmesi ve optimizasyonun yapilabilmesidir.
Fiber capinin tendon rejenerasyonuna etkisinin incelendigi calismalarda
ortalama 400 nm fiber ¢capina sahip doku iskelelerinde hicre sayisinin, toplam
kolajen ve proteoglikan miktarinin daha fazla ve mekanik 6zelliklerin daha iyi
oldugu belirtilmigtir. Mikron buydklugune ¢ikildiginda ise kolajen 1, 1ll, V, Tnmd
gibi tendonla iligkili gen ekspresyonlarinda artigin oldugu, boylelikle
nanoboyutta doku iskelesinin hasar olusumdan hemen sonra kullanilabilecek,
matriks birikimi i¢in hdcreleri uyarabilecek bir ortam sagladigi dustncesine

variimigtir.
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Iki farkl fiber capinin da tendon rejenerasyonu igin farkli yénde katkilari
olacagindan, bu tez calismasinda uretilecek doku iskelelerinde optimal bir
deger olarak 600-700 nm c¢apinda fiberler elde edilmesi amaglanmistir. Bu
nedenle RSM, 600-700 nm c¢apinda nanofiberlerin Uretiminde optimizasyon
teknigi olarak kullanilmigtir. Optimizasyon iglemleri Design-Expert® v11 (Design

Expert Inc., A.B.D.) programi kullanilarak yapiimistir.

3.2.3.1. SF/P3HB Nanofiber Optimizasyonu

Elektroegirme islemi icin ¢dzelti hazirlandiktan sonra NE300 (inovenso, Tirkiye)
cihazinda calismalara baslanmistir. Hizali yapilarin elde edilmesi amaciyla
doner silindirli (rotating drum) toplayici kullaniimistir. Yapilan 6n ¢alismalarda
fiber hizalanmasinin artisi déner toplayicinin dénme hiziyla iligkili oldugundan
oncelikli olarak bu parametre incelenmis ve 2,000 rpm’de hizah fiberler elde
edilmistir. Bu nedenle, doner toplayicinin hizi 2,000 rpm olarak tim deneylerde
sabit tutulmustur. Ayrica enjektér ucu ve toplayici arasi mesafe de 15 cm, 20
cm ve 25 cm uzaklik olacak sekilde denenmis ve fiber ¢aplarinda anlaml fark
gorulmemigtir, ancak dusik mesafede fiberlerin hizalanmasinda problem
olusmustur. Bu nedenle toplayici uzakligi 25 cm olarak belirlenmigtir. Bunun
yaninda yuksek c¢o6zelti konsantrasyonlarinda (%7, %10) enjektér ucunda
tikanma meydana gelmistir. YUksek voltaj uygulamasiyla jet olusumunun
saglandigi sistemde 20 kV gerilimin Gzerindeki degerlerde kararli jet olusumu

gerceklesmemistir.

On calismalardan elde edilen bulgular neticesinde RSM’de kullanilacak faktorler
(¢ozelti konsantrasyonu, akis hizi ve voltaj) ve bu faktorlere ait uzay sinir
degerleri belirlenmistir. istenen fiber capi olan 600-700 nm boyutunda fiber
elde edebilmek igin optimize edilecek parametreler 3 seviye olacak sekilde,
polimer konsantrasyonu (%2 - %4 - %6, w/v), akis hizi (1.0 mL/sa — 1.5 mL/sa —
2.0 mL/sa) ve voltaj (15 kV — 17 kV — 19 kV) degerleri olarak belirlenmigtir. Bu
degerlere gore deney seti olusturulmus ve deney setindeki parametrelerde
elektroegirme islemleri gergeklestirilerek, taramali elektron mikroskobu (SEM)

analizi ile ortalama fiber ¢aplari kaydedilmisgtir.
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Box-Behnken Design (BBD) deneme deseninin kullanildigi RSM sonucu
elektroegirme prosesi modellenmis ve istatistiksel uygunlugu tespit edilerek
istenen capta fiberlerin elde edilebilecegdi optimum deger belirlenmistir. Ozetle,
oda sicakliginda ve %35 nem kosullarinda yapilan elektroegirme ¢alismasinda,
polimer konsantrasyonu %5 (w/v), SF:P3HB orani 3:1, akis hizi 1 mL/sa,
uzaklik 25 cm, doner toplayici donme hizi 2,000 rpm ve uygulanan voltaj 14 kV

olarak Uretim kosullari optimize edilmigtir.

3.2.3.2. SF/PBAT Nanofiber Optimizasyonu

Elektroegirme c¢alismalari polimer c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra Ne300
cihazinda gerceklestiriimistir. SF/P3HB nanofiber Uretimine benzer sekilde tim
calismalar oda sicakligi, %35 nem ve 2,000 rpm toplayici donlis hizinda
gerceklestiriimistir. SF/P3HB nanofiber optimizasyonunda voltajin  etkili
olmamasindan yola gikilarak elektroegirme iglemlerinde diizgun jet olusumunun
saglandigi 14 kV degerinde ¢alismalar yapilmistir. RSM ile istenen boyutta fiber
elde etmek icin optimize edilecek parametreler olarak polimer orani (3:1 - 1:1 -
1:3), polimer konsantrasyonu (%7 - %11 - %15) ve akis hizi (0.5 mL/sa — 1.0

mL/sa — 1.5 mL/sa) 3 seviyeli olacak sekilde belirlenmistir.

BBD deseni kullanilarak yapilan optimizasyonda deney setleri olusturulmus ver
her bir deney setinden Ornekler alinarak SEM analizi ile incelenmistir.
Goruntulerden ortalama fiber gaplarn Imaged (National Institutes of Health,
A.B.D.) programi ile analiz edilmis ve RSM ile sistem modellenmistir. Benzer
sekilde istatistiksel olarak modelin uygunlugu tespit edilerek, 600-700 nm fiber
capina sahip SF/PBAT nanofiberlerin elde edilmesi i¢in gerekli elektroegirme
kosullari toplam polimer konsantrasyonu %7.6 (w/v), SF:PBAT orani 35:65, akis
hizi 1.0 mL/sa, uzakhk 25 cm, déner toplayici donme hizi 2,000 rpm ve

uygulanan voltaj 16 kV olarak optimize edilmistir.
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3.3. SF/P3HB ve SF/PBAT Nanofibroz Matrikslerin Stabilizasyonu ve
Sterilizasyonu
SF/P3HB ve SF/PBAT doku iskelelerinin hicre Kkultir c¢alismalarinda
kullanilabilmesi icin 6n iglemlerden geciriimesi gerekmektedir. SF suda ¢ézlinen
bir protein oldugundan stabilizasyon iglemi ile yapi kararli hale gegirilmigtir. Bu
amagla, SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz matriksler %90 (v/v) metanol
cOzeltisinde 1 sa boyunca bekletimis ve 1 gece c¢eker ocakta kurumaya
birakilmistir. Metanolle stabilizasyon islemi ile ipek fibroinin suda ¢ézinmeyi

saglayan a-heliks yapisi induklenerek B-tabaka yapisina gecirilmistir.

Stabilizasyonu yapilan SF/P3HB doku iskelelerini hlcre kultir calismasinda
kullanabilmek igin uygun sterilizasyon yéntemini belirlemek gerektiginden doku
iskeleleri hem etilen oksit gaziyla hem de otoklav yontemiyle sterilize edilmistir.
Etilen oksit sterilizasyonunda ornekler oda sicakliginda 8 sa boyunca etilen
oksit gazina maruz birakilmig ve sonrasinda 10 gin boyunca havalandiriimigtir.
Otoklav sterilizasyonunda ise o6rnekler basingli su buhari ile doymus bir
ortamda 121°C sicaklikta 30 dk boyunca otoklavlanmistir. PBAT polimerinin
erime sicakhiginin otoklav sicakligina yakin olmasi ve etilen oksit yonteminin
havalandirma suresinin fazla olmasi nedenleri géz 6nline alinarak SF/PBAT

doku iskeleleri etanol ve mor o6tesi i1sik (UV) uygulamasi ile sterilize edilmigtir.

3.4. SF/P3HB ve SF/PBAT Nanofibréoz Matrikslerin Karakterizasyonu

Belirli nanofiber cap aralijinda ve hizali morfolojide SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibréz matriks fabrikasyonu icin 15 sa boyunca elektroegirme iglemi
uygulanmis ve ortalama 100 um kalinhkta nanofibr6z matriksler elde edilmistir.
Her iki nanofibroz matriks de metanol uygulamasi ile stabilizasyon iglemine tabi
tutulmustur. Yalnizca SF/P3HB nanofibréz matrikslerde ek olarak etilen oksit ve
otoklav yontemiyle sterilizasyon yontemleri uygulanmig ve hizli, etkin
sterilizasyon yéntemi belirlenmeye caligilmistir. Uretilen nanofibréz matriksler
morfolojik, kimyasal, termal, mekanik ve antibakteriyal 6zellikler bakimindan
karakterize edilmigtir. Karakterizasyon c¢aligsmalarinda kullanilan malzemeler ve

uygulanan islemler Cizelge 3.1."de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3. 1. Karakterizasyon calismalarinda kullanilan malzemeler ve

aciklamalari.

Kisaltma adi Uygulanan iglemler

SF Bombyx mori ipek kozalarindan izole edilen liyofilize ipek fibroin
P3HB P3HB reginesi
SF/P3HB Hizali SF/P3HB nanofibréz matriks

S-SF/P3HB Metanolle stabilize edilmis SF/P3HB matriks
EO-SF/P3HB Stabilizasyondan sonra etilen oksitle sterilize edilmis SF/P3HB matriks

A-SF/P3HB Stabilizasyondan sonra otoklav ydntemiyle sterilize edilmis SF/P3HB

matriks
PBAT PBAT reginesi
SF/PBAT Hizali SF/PBAT nanofibréz matriks

S-SF/PBAT Metanolle stabilizasyonu yapilmis SF/PBAT matriks

3.4.1. Yuzey Karakterizasyonu

SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz matrikslerin morfolojilerinin
goruntilenmesinde SEM analizi (GAIA3, Tescan, Cek Cumhuriyeti)
kullaniimistir. SEM analizinde o6rnekler altin-paladyum ile kaplanmis ve farkl
bayutmelerde goruantuler alinmistir. Elde edilen goruntulerden ImageJ programi
ile minimum 200 tane o&lgim alinarak fiber c¢api ve fiber hizalanmasi

belirlenmistir.

Hizali nanofibréz doku iskelelerinin 1slatilabilirligini belirlemek amaciyla su
temas agisi analizi (DSA 100, Kruss, Almanya) yapiimistir. Nanofibroz
matrikslerin su temas agisi durgun damla yontemi ile oda kosullarinda
Olclilmustir. Bu analiz kapsaminda, 10 tekrarl olacak sekilde kuru matriks
yuzeylere ortalama 5 pL distile su damlasi birakiimis ve 60. s’de Olgim

alinmigtir.
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3.4.2. Kimyasal Karakterizasyon

Polimer recinelerinin ve Uretilen nanofibroz matrikslerin kimyasal yapilart ATR
tekniginin kullanildigi  Fourier Donusumllu  Kizilétesi Spektroskopisi (FT-IR)
analizi (Nicolet iS10, Thermo Scientific, Amerika) ile 400-4,000 cm? dalga

sayisiI araliginda incelenmistir.

3.4.3. Termal Karakterizasyon

Polimerik malzemelerin termal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC) ve Termogravimetri (TG) analizleri yapilmigtir. DSC
analizi (Diamond DSC, Perkin Elmer Inc., Amerika) oda sicakhgindan 400°C’e
kadar 5°/dk hizinda gerceklestiriimistir. Termal kitle kayiplarinin belirlendigi TG
analizi (EXSTAR 6000, SII Nanotechnology Inc., Japonya) ise oda
sicakligindan 700°C’e kadar 5°/dk hizinda uygulanmistir.

3.4.4. Kristalografik Karakterizasyon
Film seklindeki polimer reginelerinin ve nanofibréz matrikslerin kristal yapilari X-
Isini kristalografisi (XRD) analizi (Ultima IV, Rigaku, Japonya) ile incelenmistir.

Analiz, 5°-50° tarama araliginda ve 2°/dk hizda gercgeklestirilmigtir.

3.4.5. Mekanik Karakterizasyon
SF/P3HB, S-SF/P3HB, SF/PBAT ve S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerin

mekanik 6zellikleri cekme testi (TA.XTPIlus, Stable Microsystems, ingiltere) ile

incelenmigtir. ASTM standartlarina uygun olarak 10 mm x 100 mm x 100 ym

boyutlarindaki matriksler analiz dncesi 1 gece boyunca 37°C’de PBS ¢dzeltisi
icerisinde bekletilmistir. Islak numuneler gekme ¢enelerinin arasina yerlestiriimis
ve 5 N yuk hucresi kullanilarak, 0.05 mm/s hizla tek-yonlli ¢ekme testine tabi
tutulmustur. Her bir 6rnek ile 3 kez galisiimistir.

3.4.6. Steril SF/P3HB Nanofibroz Matrikslerde Hiicre Canliik Analizi

SF/P3HB nanofibr6z matrikslere uygulanan sterilizasyon ydntemlerinin
etkinligini belirlemek amaciyla A-SF/P3HB ve EO-SF/P3HB doku iskelelerine
L929 fare fibroblast hucreleri ekilerek kultiran belirli zamanlarinda MTT analizi

ile hicre gcogalmasi kantitatif olarak tayin edilmigtir.
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Bu amacla, 1 cm x 1 cm boyutlarinda kesilen doku iskeleleri 24 gozlu kaltar

kaplarina alinarak 1 gece %15 FBS (v/v) ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin

iceren  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ortaminda

sartlandinimistir. Sartlandirma isleminden sonra 5x10% hiicre/cm? yogunlukta

L929 hucreleri 20 uL besi ortaminda suspanse edilerek statik kosullarda hicre
ekimi gerceklestiriimigtir. Hicre ekiminden 2 sa sonra kultar ortami eklenmeye

baslanmig ve 5. saatte kiltir hacmi 1 mL’ye tamamlanmistir.

Kaltaran 1., 3. ve 7. gunlerinde doku iskeleleri steril pens yardimiyla bagka bir
24 g6zIlu kultdr kabina aktarilarak her bir doku iskelesinin bulundugu kuyucuga
660 pL %10 (v/v) MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL, PBS igerisinde) igeren kultdr ortami
eklenmis ve 3 saat boyunca 37°C’de %5 CO: iceren etlivde (Heraus
Instruments, Almanya) inkubasyona birakiimistir. MTT sar renkli formazan
tuzudur ve canli hicrelerin mitokondriyel aktiviteleri sonucu suda ¢ézinmeyen
mor renkli formazan kristallerine dénistiirilmektedir. inkiibasyon sonunda doku
iskeleleri tzerindeki ortam c¢ekilerek, her bir kuyucuga 400 uL DMSO c¢ozeltisi
eklenmis ve formazan kristallerinin ¢ézlinmesi saglanmistir. Her bir kuyucuktan
200 pL 6rnek alinip, 96 gozlu kultir kabina aktariimis ve 690 nm referans olmak
uzere 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Asys UVM 340,
Avusturya) spektrofotometrik 6lgim alinmistir. Ayrica kiltirin 7. gininde doku
iskeleleri alinarak SEM analizi yapilmistir. Bu kapsamda Bolim 3.6.2. SEM
Analizi kisminda detayli anlatildigi sekliyle, EO-SF/P3HB ve A-SF/P3HB
orneklerine sirasiyla fiksasyon, susuzlastirma ve kurutma islemleri uygulanmis

ve altin-paladyumla kaplanarak goruntuleme yapiimigtir.

3.4.7. Antibakteriyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Otoklav ile sterilize edilen A-SF/P3HB ve etanol-UV uygulamasi ile sterilize
edilen SF/PBAT doku iskelelerinin antibakteriyal 6zelligi Escherichia coli (gram
negatif) ve Staphylococcus aureus (gram pozitif) model bakterileri kullanilarak

optik yogunluk metodu ile incelenmistir [145].
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Bu yontemde, doku iskeleleri 0.005 g/mL konsantrasyonda olacak sekilde
tartilmig ve ardindan belirtilen yontemlerle sterilize edilerek 2 mL Mueller-Hinton
sivi besi yeri ortami igceren tlplere aktariimistir. Her bir tipe 0.5 McFarland (~10
kob) dlgceginde 2 uL bakteri susu inokile edilerek, érnekler galkalamali etivde
37°C’de inkubasyona birakilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0., 3., 6., 9., 12.
ve 24. sa) ornekler alinarak 5 kat PBS ¢ozeltisi ile seyreltiimis ve 610 nm dalga
boyunda UV spektrofotometrede absorbans degerleri olgtlmuastir. Kontrol
grubu olarak ayni konsantrasyonda sadece bakteri susu iceren oOrneklerle

calisiimistir.

3.4.8. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davranisinin incelenmesi

Stabilize edilmis S-SF/P3HB ve S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerin bozunurluk
Ozellikleri, tampon ¢ozeltisi, kolajenaz iceren enzimatik ortam ve lizozim igeren
enzimatik ortam olacak sekilde 3 farkli kosulda incelenmistir. Hidrolitik bozunma
icin %0.1 (w/v) NaNs iceren PBS ortami; enzimatik bozunma igin ise ayri ayri
olmak Uzere 1U kolajenaz (%0.1 (w/v) NaNs igceren PBS ortaminda) ve 10
pg/mL  konsantrasyonda lizozim igceren (%0.1 (w/v) NaNs igceren PBS
ortaminda) ortamlara alinan 1 cm x 1 cm buyukligundeki doku iskelelerinden
7., 14. ve 21. gunlerde 6rnek alinmis ve Ornekler ultra saf su ile yikanip
kurutularak, SEM analizi ile bozunma davranisi incelenmistir. Doku iskelelerinin

icinde bulundugu ortam haftada 1 kez degistiriimistir.

3.5. Hicre Kiiltir Caligmalari

3.5.1. AdMSC izolasyonu ve Karakterizasyonu

Hucre kultira galismalarinda kullanilacak olan sigan adipoz mezenkimal kok
hicreleri (rADMSC) Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 52338575-59 sayili izni ile 6 adet Sprague Dawley cinsi sigandan
izole edilmigtir. Bu amagla, 6 adet erkek Sprague Dawley cinsi si¢cana
ketamin/ksilazin bilesimi ile (sirasiyla; 50 mg/mL ve 20 mg/mL) kilolarina uygun
doz (sirasiyla; 200 mg/kg ve 10 mg/kg) kullanilarak anestezi uygulanmis ve
siganlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Dis ylzeyi %10 povidon iyot
¢Ozeltisi ile dezenfekte edilen sigcanlarin gonodal ve bobrek arkasi yag dokulari

izole edilmisgtir.
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Cikarilan yag dokulari %4 (v/v) penisilin/streptomisin iceren PBS ortamina
aktarilmigtir ve soguk kosullarda izolasyona kadar saklanmigtir. Doku
parcalarini 3 saatten fazla bekletmemeye dikkat edilerek, hicre izolasyonu
asamasina gecilmistir. Asagida belirtilen protokol izlenerek adipoz dokudan

MSC’lerin eldesi gergeklestirilmistir:

e Adipoz dokular laminer akigh kabin igerisine alinarak 4 kez %1 (v/v)
penisilin-streptomisin iceren PBS igerisinde yikanmis ve Petri kaplarina
aktarilarak, steril bisturi yardimiyla klguk pargalara ayrilimig ve damar

yaplilari olabildigince uzaklagtiriimistir.

e Adipoz doku pargalari steril santrifij tlUplerine aktarilarak, dokunun
parcalanmasi icin her bir sigan icin 4 mL kolajenaz enzimi (%0.075
kolajenaz IA (w/v), PBS igerisinde) eklenmis ve 37°C’de 60 dk (15 dk.da

bir vorteks yapilarak) inkibe edilmigtir.

e inkiibasyon sonunda enzim aktivitesini durdurmak amaciyla tiiplere
kolajenaz miktarinin iki kati kadar kultir ortami eklenmis ve
homojenizasyon vyapilip, 1,800 rpm’de 5 dk santrifigasyon iglemi

uygulanmigtir.

e Supernatan uzaklastirihp dokular 3 kez kultir ortamiyla yikanmis ve

1,000 rpom’de 5 dk santrifuj yapilmistir.

e Santrifigasyon sonrasi stromal vaskiler fraksiyondan elde edilen

hicreler 70 um gézenek ¢apina sahip steril filtreden gegirilmigtir.

e Filtrasyonu yapilan hucreler %15 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin, %0.4
(v/v)  penisilin-streptomisin, %0.2 (v/v) gentamisin ve 9%0.2 (v/v)
amfoterisin B igceren a-MEM ortami ile slispanse edilerek 25 cm? yiizeyli

polistiren kaltir kaplarina aktariimigtir.
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Hucrelerin tutunma durumuna gére 5 gun sonra kiltur ortami degigtirilmis ve
uremelerine gore kaltur kabinin %75’ini kaplandiktan sonra (confluency)
pasajlama islemi yapilmistir. Pasajlama isleminde Kkultir kabindaki Greme
ortami uzaklastirnimigs ve Dulbecco’s PBS (D-PBS) ile tutunma ylzeyi
yikanmistir. Yikama isleminden sonra hucrelerin yuzeyden ayriimasi igin
%0.25’lik (v/v) tripsin/EDTA eklenmis ve 37°C'de 5 dk enzim muamelesi
yapilmigtir. Tripsinizasyon igleminden sonra hicreler kiltir ortami ile yikanarak
1,000 rpm’de 5 dk santrifij edilmis ve kilttir ortami ile sispanse edilerek 1:3
oraninda pasajlanmistir. Dondurma ortami olarak, %10 (v/v) DMSO iceren FBS

kullaniimistir.

Tez calismasi kapsaminda, grubumuzca daha 6nce de ayni protokol ile izole
edilip detaylica karakterizasyon calismalari yapilan [146] rAdMSC’leri akis
sitometri analizi ile incelenmis ve kok hucre karakteristikleri belirlenmistir. Bu
amagla, 25 cm? kiltir kabindaki 3. pasaj rAdMSC hiicreleri 4 pozitif (CD29,
CD44, CD73 ve CD90) ve 2 negatif (CD11b ve CD45) ylzey antijeni agisindan

incelenmisgtir.

Bunun yaninda statik kudltur calismalarinda kullanilacak pasaj sayisindaki
hicrelerin Ureme kinetiginin belirlenmesi amaciyla, pasaj numarasi 5 (P5)
rAdMSC hacreleri ayni anda 2 farkh 48 go6zli hdcre kualtir kaplarina 8,000
hiicre/cm? yogunlukta ekilmis ve bu kiiltir kaplarinin birinden belirlenen zaman
araliklarinda hucreler tripsinizasyonla kaldirilarak hemositometrik sayim
yapiimis ve diger kultur kabindan da MTT analizi ile mitokondriyal aktivite
Olcimu yapilmigtir. Kultur boyunca besi ortami degistirimezken, 1., 3., 5., 7.,
10., 13. ve 16. gunlerde 6rnek alinarak buyume egrisi olusturulmus ve elde
edilen grafik Uzerinden hacrelerin 6zgul dreme hizi ve ikilenme suresi

saptanmigtir.
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3.5.2. Statik Kultar Caligmalari
Tez galismasi kapsaminda izole edilen rAdMSC’lerin, doku iskelesi bileseni ve
bliylime faktdérl kullanimina bagh olarak tenojenik farklilasma &zelligini

belirlemek amaciyla statik kosullarda 21 gunluk htcre kultart yapiimistir.

A-SF/P3HB doku iskeleleri kultir ¢alismasi igin 1 cm x 1 cm boyutlarinda
kesilmis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. Stabilize edilmis S-SF/PBAT doku
iskeleleri ise yine ayni boyutlarda kesilmis ve konvansiyonel ydontem olan
etanol-UV uygulamasi ile sterilize edilmigtir. Bu amagla, doku iskeleleri %70
(v/v) etanol ¢ozeltisine alinarak 30 dk vakum etlvinde ¢oktlraimustir. Laminer
akisli kabin icerisine alinan doku iskeleleri 2 kez D-PBS ile yikanmis ve
ardindan her bir yozd 15 dk UV 1siga maruz birakilimigtir. Sterilizasyonu
tamamlanan A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskeleleri 24 g6zIi doku kultar

kaplarina aktarilarak 1 gece boyunca sartlandirma ortaminda bekletilmigtir.

Hucre ekimi icin 5. pasajdaki rAdMSC'ler tripsinizasyonla kultir kabinin
yuzeyinden kaldirilmistir. Elde edilen hicre sispansiyonundan ornek alinarak
tripan mavisi eklenmis ve Neubauer sayim lami ile toplam hucre miktar
belirlenmistir. Hucre ekimi icin gerekli olan miktar hesaplanarak ekim
asamasina gegcilmistir. Her bir doku iskelesine (1 cm?) 20 pL hacimde 10°
rAdMSC ekimi statik kosullarda yapilmistir. Hlicre ekiminden 2 sa sonra 20 yL
kaltar ortami eklenmeye baslamis ve 6. saatte kdltir ortami 1 mlL'ye
tamamlanmistir. Besi ortami olarak %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin, %0.4
(v/v) penislin-streptomisin, %0.2 (v/v) gentamisin ve %0.2 (v/v) amfoterisin B
iceren a-MEM ortami kullaniimistir. Kaltur sdresi boyunca 2-3 gunde bir kulttr
ortami degistirilmigtir. Hicre kalttrt ¢alismasinda; (1) normal besi ortaminda A-
SF/P3HB, (2) GDF-5 igeren besi ortaminda A-SF/P3HB, (3) normal besi
ortaminda S-SF/PBAT, (4) GDF-5 iceren besi ortaminda S-SF/PBAT olmak
uzere toplamda 4 grupla c¢alisiimistir. GDF-5 buyume faktorl, kaltar ortamina

100 ng/mL konsantrasyonda eklenerek kullaniimistir.

3.5.3. Dinamik Kulttir Caligmalar
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Statik Tez c¢alismasi kapsaminda A-SF/P3HB doku iskelelerine ekilen
rAdMSC’lerin, mekanik stimulasyona bagli olarak tenojenik farklilagmasini
belirlemek amaciyla biyoreaktor ortaminda dinamik kosullarda kultur ¢alismalari
yapilmistir. Biyoreaktor 6zel Uretim olup hem tek hem de ¢ift yonli ¢ekme
yapabilen, otoklavlanabilir, etlv ici kullanima uygun, elektriksel stimilasyona da
izin verebilen ve genig calisma araligi imkani sunan bir mekanik uyarim
reaktoraduar (Sekil 3.1.).

Dinamik kultar galismalarinda, hizali A-SF/P3HB nanofibréz matriksleri ¢galisma
uzunlugu 3 cm, klempler igin 1’er cm pay olacak sekilde, 100 um x 1 cm x 5 cm
boyutlarinda kesilmigtir. Steril matrikslere 3.5.2. Statik kiiltir c¢alismalari
kisminda belirtildigi sekilde ve yogunlukta 5. pasajdaki rAdMSC’ler 10 cm
capindaki Petri kaplarinda ekilmistir. Hucrelerin doku iskelesine adaptasyonu
icin statik kosullarda 2 gun inkibe edilmistir. Daha sonra hicreli doku iskeleleri
laminer akigh kabin igerisinde ve steril kosullarda mekanik uyarim
biyoreaktorune alinmigtir. Kullanilacak ekipmanlar ve reaktor parcalari otoklav
ile sterilize edilmis ve steril kosullarda c¢alisma yuarutilmuastar. Biyoreaktor
kurulumunda butin pargalar vida yardimiyla sabitlenmis ve son olarak ¢ekme
miline sabitlenen klempler arasi mesafe 3 cm uzunluga ayarlanmistir. Doku
iskeleleri steril pensler yardimiyla klempler arasi bogluga gevsek ya da gergin
olmayacak sekilde yerlestiriimistir. Ardindan doku iskelelerinin bulundugu
hazneye 35 mL besi ortami eklenmigtir. Ayni anda 3 Ornek ile ¢alismaya izin
veren biyoreaktorin 5 cm x 10 cm boyutlarindaki her bir haznesine 1 6rnek
yerlestirilmistir. Biyoreaktor 15 cm x 35 cm x 60 cm boyutlarinda olup, etuv igi
kullanima imkan tanidigindan gerekli ortam kosullari etuv ile saglanmigtir. Tum
kaltar stresi boyunca rAdMSC ekilmis A-SF/P3HB doku iskeleleri 37°C sicaklik,
%95 nem ve %5 CO: igeren inkUbatorde kultlre edilmistir. Havalandirma 0.22
um go6zenek capina sahip politetrafloroetiien (PTFE) hidrofobik filtreler
kullanilarak saglanmistir. Mekanik uyarima (tek yonli c¢ekme) ait gerinim,
frekans ve sure gibi parametreler literatiirden ve malzemeye ait gerilim-gerinim

egrisinden yararlanilarak bulunmustur.
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Buna goére, 6n calismalarda rAdMSC hucreleri ekilmis A-SF/P3HB doku
iskelelerine uygulanacak cekme gerinimi %4 ve %8; ¢cekme frekansi 0.2 Hz ve
0.5 Hz; cekme siresi 1 sa/gin ve 3 sa/gun olarak belirlenmistir. EKim yapilan
doku iskeleleri 2 gun statik kaltartd takiben 5 gun boyunca dinamik kosullarda
kilture edilmigtir. Hucre kualtur ortami 2 ginde 1 yari yariya degigtirilmistir.
Toplamda 7 gunlik kultirin sonunda 6rnek alinmis ve 3.4.6. Steril SF/P3HB
nanofibré6z matrikslerde hiicre canlilik analizi kisminda belirtildigi gibi MTT

analizi ile canlilik belirlenmistir.

3.6. Hucre Kiiltiri Sonrasi Analizler

3.6.1. MTT Analizi

Hizali topografyaya sahip SF/P3HB ve SF/PBAT doku iskelelerinde ve ayrica
bayime faktdort igceren ortam kosullarinda rAdMSC’lerin  metabolik
aktivitelerindeki degisimin belirlenmesi amaciyla hucre kiltarinun 1., 3., 7., 14.
ve 21. gunlerinde MTT analizi yapilmistir. MTT analiz protokoli 3.4.6. Steril
SF/P3HB nanofibr6z matrikslerde hiicre canlilik analizi bolumunde detaylica
sunulmustur ve bu kisimda da ayni sekilde uygulanmistir. Her bir grup 3 paralel

olacak sekilde calisiimistir.

3.6.2. SEM Analizi

izole edilen rAdMSC’lerin hizali SF/P3HB ve SF/PBAT nanofiberler izerinde
tutunma-yayilma davraniglari ve morfolojileri kalturin 1., 7., 14. ve 21.
gunlerinde SEM analizi ile incelenmistir. Bu amacla, belirlenen zamanlarda
doku iskeleleri Uzerindeki kultur ortami alinmig ve doku iskeleleri 2 kez D-PBS
ile yikanmistir. Yikama igleminden sonra doku iskeleleri 30 dk boyunca +4°C’de
bulunan %2.5 (v/v) glutaraldehit (PBS igerisinde) ile muamele edilmis ve
hicrelerin fiksasyon islemi yapiimistir. Fiksasyondan sonra tekrar seri ylkama
islemi yapilarak analiz ginline kadar doku iskeleleri %1 penisilin-streptomisin
iceren D-PBS igerisinde +4°C’de muhafaza edilmigtir. Analiz dncesi ise doku
iskeleleri Uzerindeki D-PBS ¢ekilmis ve doku iskeleleri etanol serisinden (sirayla
%30 - %50 - %70 - %90 - %100, v/v) gegirilerek susuzlastirma iglemi
yapilmigtir.
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Son olarak doku iskeleleri 5 dk boyunca HMDS ile muamele edilmis ve sure
sonunda HMDS ortamdan cekilip doku iskeleleri 1 gun boyunca ¢eker ocakta
bekletilerek kurutma islemi tamamlanmis ve ornekler analiz icin hazirlanmistir.
Altin-paladyum ile kaplanan érnekler farkh buyatmeler altinda incelenmigtir. Her

bir grup 2 paralel olacak sekilde galigiimigtir.

3.6.3. Canl/Olii Hiicre Boyama

Kaltarin 7., 14. ve 21. glnlerinde doku iskeleleri Gzerindeki rAdMSC’lerin
canliliklart canli/6lu boyama analizi ile incelenmistir. Canli hicreleri boyamak
icin  kullanillan ve floresan 06zelligi bulunmayan kalsein AM, hucre
membranindan kolaylikla gecip hucredeki yogun esteraz aktivitesine bagli
olarak floresan Ozellikte kalseine donustlurilmekte ve vyesil floresan
(eksitasyon/emisyon; 495 nm/515 nm) retmektedir. Oli hiicreleri boyamak igin
kullanilan etidyum homodimer-1 (EthD-1) de benzer sekilde floresan Ozellikte
olmayip, canh hucrelerin membranindan gecememektedir. Ol hiicrelerin
hasarli membranindan gecen EthD-1 nUkleik asitlere baglanarak kirmizi
floresan 1g1ma (eksitasyon/emisyon; 495 nm/635 nm) yapmaktadir. Canli/6lu
boyama igin belirlenen gunlerde doku iskeleleri Uzerindeki hlcre kultird ortami
uzaklastirilmis ve doku iskeleleri Ca*? ve Mg*? iceren PBS ile 2 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra doku iskeleleri 2mM kalsein AM ve 4mM EthD-1
iceren PBS ortamina alinmis ve oda sicakligi-karanlik ortam kosullarinda 30 dk
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda boya g¢6zeltisi uzaklastirilarak doku
iskeleleri 2 kez PBS ile ylkkanmis ve lam Uzerine aktarilarak floresan

mikroskopta incelenmistir. Her bir grup 2 paralel olacak sekilde galigiimigtir.

3.6.4. immiinofloresan Boyama

Statik hicre kaltirandn 7., 14. ve 21. gunlerinde, doku iskeleleri Gzerine ekilen
rAdMSC’lerin  hizali  nanofiberler  Uzerindeki organizasyonlari  hicre
iskeleti/cekirdek boyamasi yapilarak takip edilmistir. Bu amacgla, belirlenen
gunlerde doku iskeleleri 3 kez PBS ile yikanmig ve ardindan %2.5 (v/v, PBS
icerisinde) glutaraldehit ¢ozeltisi ile 10 dk boyunca fiksasyon islemi yapilmistir.
Fiksasyon isleminden sonra glutaraldehitin uzaklastiriimasi i¢cin 3 kez PBS ile
yikama yapilarak analiz gunune kadar doku iskeleleri %1 (v/v, PBS igerisinde)

penisilin/streptomisin ¢cozeltisi icerisinde 4°C’de muhafaza edilmistir.
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Analiz sirasinda doku iskeleleri Uzerindeki ortam uzaklastiriimis ve hicre
membran gecirgenligini artirmak amaciyla doku iskeleleri 5 dk %0.1 (v/v, PBS
icerisinde) Triton X-100 ile muamele edilmistir. Doku iskeleleri 3 kez PBS ile
yikanarak, hucredeki aktin filamentlerini boyamak amaciyla %1 (v/iv) (%1 (w/v)
BSA iceren PBS ¢ozeltisinde) Alexa Fluor 488 Phalloidin ¢ozeltisi ile karanhkta
20 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda doku iskeleleri 3 kez %1
(w/v, PBS icerisinde) BSA c¢ozeltisi ile yikanmis ve ardindan htcre ¢ekirdegini
boyamak amaciyla %0.1 (v/v) (%1 (w/v) BSA iceren PBS ¢dzeltisinde) DAPI
gOzeltisi ile karanlikta 5 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi %1 (w/v) BSA
cOzeltisi ile 3 kere yikama yapimis ve floresan atasmanli mikroskopta

goruntuleme gergeklestiriimistir.

3.6.5. Hidroksiprolin Analizi

Hidroksiprolin, hayvansal dokularda sadece kolajen proteininde bulunan ve
kolajenin yaklasik %10’unu olusturan bir aminoasittir. Hidroksiprolin analizi ile
dokudaki toplam kolajen miktari indirekt olarak belirlenebilmektedir [147].
Kaltaran 7., 14. ve 21. gunlerinde doku iskelelerindeki toplam kolajen miktarinin
Olcllmesi amaciyla hidroksiprolin analizi yapiimigtir. Bu amagla, doku iskeleleri
belirlenen glinlerde 2 kere PBS ile yikanarak -80°C’de analize kadar
saklanmistir. Analizden 1 gun once doku iskeleleri kurumaya birakilmis ve
analiz 6dncesi her bir 6rnegin kuru agirligi 6lgulmustur. Ayrica her bir 6rnege ait
hidroksiprolin miktarini hesaplamak igin gerekli olan standart egrinin
olusturulmasi amaciyla, 0 pyg’'dan 20 ug’a kadar seri dilisyonla hidroksiprolin
cOzeltileri hazirlanmistir. Hidroksiprolin analizinde, kuru agirligr alinmis 6rnekler
150 pL; standart egri ¢Ozeltileri ise hidroksiprolin igerigine ters orantili olarak
azalan miktarlarda 2 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde 121°C’de 15 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Standart ¢ozeltilerden ve orneklerden 50 uL hidrolizlenmis
kolajen 6rnegi alinarak baska tuplere aktarilmis ve her birine 450 pyL 0.059 M
kloramin-T  ¢Ozeltisi eklenerek karigtinlmig ve hidroksiprolinin  pirole
oksidasyonunu saglamak amaciyla oda sicakhginda 25 dk boyunca
bekletilmistir. Stre sonunda 6rneklere ve standart egri ¢ozeltilerine 500 uyL 1 M
Ehrlich belirteci eklenmisg ve olusan pirol ile Ehrlich belirtecindeki p-dimetil
amino benzaldehitin reaksiyona girerek renk vermesini saglamak amaciyla
65°C’de 20 dk inklibasyona birakilmistir.
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Her bir 6rnege ait ¢ozelti suspanse edilerek, igerisinden 200 uL ¢ozelti alinip 96
gozlu hicre kdltur kabina aktariimig ve 550 nm dalga boyunda optik
absorbanslar UV-spektrofotometre yardimiyla dl¢uimustir. Elde edilen veriler,
olusturulan standart egriye gore her bir 6rnegin kuru agirhgina bodllinerek

hesaplanan gram basina hidroksiprolin igerigi bakimindan karsilastiriimistir.

3.6.6. RT-PCR Analizi

Doku iskeleleri Gzerine ekilen rAdMSC'’lerin hizali topografya ve buylme faktoru
iceren kosullarda tenosit hicrelerine farklilasmasi, tendon-spesifik ve tendonla
iligkili gen belirteglerinin ekspresyon seviyelerinin 6lgimu ile kalturin 7., 14. ve
21. glnlerinde gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi
incelenmigstir. Bu amacla belirlenen glnlerde doku iskeleleri 2 kez PBS ¢o6zeltisi
ile ylkanmis ve analiz gunune kadar -80°C’de muhafaza edilmigtir. RT-PCR
analizi icin ilk asamada rAdMSC’lerdeki mesajci RNA (mRNA) izole edilmis,
ikinci asamada elde edilen mRNA icerigi komplementer DNA (cDNA)ya

cevrilmis ve Gg¢lincl asamada ise RT-PCR yapilmistir.

RNA izolasyonunda, mikromakas yardimiyla kigultilen doku iskeleleri Gzerine
rAdMSC’lerin lizise ugramasi igin 500 uL Trizol ¢dzeltisi eklenmis ve 15-20 s
vorteks islemi uygulanarak 20 dk inkibe edilmistir. Orneklere 125 uL kloroform
eklenerek tupler calkalanmis ve 5 dk inktubasyonu takiben 13,000 rpm’de
4°C’de 15 dk santrifij islemi uygulanmistir. TUplerde olusan RNA-DNA-organik
faz ayriminin sonucunda en Ust tabakadaki RNA icerigi alinmis ve her birine
alinan miktar kadar %70 (v/v, RNaz icermeyen su igerisinde) etanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Bu asamadan sonra elde edilen toplam RNA’dan tRNA ve rRNA'nin
uzaklastirilarak mRNA'nin saflastiriimasi igin RNeasy® Mini Kit (Qiagen, UK)
kullanilmig ve Ureticinin protokolu uygulanmistir. Elde edilen mRNA igeriginin
konsantrasyonu ve kalitesi Nanodrop (Thermo scientific 2000c, A.B.D.) cihazi
ile Slgulmustur. ikinci asama olan cDNA sentezine esit miktarda mRNA ile
baglayabilmek i¢in en duslk konsantrasyondaki gruba gére hesaplama yapilmig
ve kullanilan kitin protokoline goére soguk kosullarda hazirlanan reaksiyon

karigsimi ve mRNA icerigi PCR tuplerine alinmigtir.
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High Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kit (Thermo Fischer, A.B.D.)
kullanilarak, 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk reaksiyon
programiyla Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher
Scientific, A.B.D.) cihazinda cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA -20°C’de
RT-PCR cgaligmalari igin saklanmistir. RT-PCR analizinde 5X HotFire Pol® Eva
Green® gPCRMix Plus (SolisBioDyne, Estonya) kiti kullanilarak reaksiyon igerigi
hazirlanmis ve primer dizileri eklenerek analiz LightCycler® Nano Instrument
(Roche, isvigre) cihazinda, denatiirasyon basamagi 95°C’de 900 s, uzama
basamagi 95°C’de 15 s, primerin yapisma sicakliginda 20 s ve 72°C’de 20 s
olacak sekilde 45 dongu ve son olarak ayriima basamagi 60°C’de 20 s ve
95°C’de 20 s olacak sekilde uygulanmistir. Her bir genin ekspresyon seviyesi [3-
aktin gen seviyesine goére standardize edilmigstir. Elde edilen verilerde her iki
doku iskelesinin de besi ortaminda kulture edilen grubunun 7. gin oOrnekleri
kontrol olarak alinmis ve elde edilen sonuglar 2-*2¢t metodu kullanilarak kontrol
grubunun katlari seklinde verilmigtir. RT-PCR analizi ile incelenen genler ve

primer dizilimleri Cizelge 3.2.‘de verilmigtir.

Cizelge 3. 2. Gergek zamanh-PCR analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Primer baz dizisi (5’ - 3’)
Collagen Tip 1 a-1 COL1A1 Forward CCCAGCGGTGGTTATGACTT
Reverse AACGGCCACCATCTTGAGAC
Collagen Tip lll a-1 COL3A1 Forward AGTGGCCATAATGGGGAACG
Reverse CAGGGTTTCCATCCCTTCCG
Tenascin TNC Forward CGCAAAAATGGACGTGAGGA
Reverse AGGTTATCCAGTCCAAGCCAG
Scleraksis SCX Forward AGAACACCCAGCCCAAACAG
Reverse TGTCACGGTCTTTGCTCAACT
Tenomodulin TNMD Forward ATGGGTGGTCCCACAAGTGAA
Reverse CTCTCATCCAGCATGGGATCAA
Peroksizom Cogaltici- PPARy  Forward AACTCTGGGAGATCCTCCTGT
Aktive Edici Reseptor y Reverse CTTGTGAAGTGCTCATAGGCAG
B-aktin B-aktin Forward AGCAAGCAGGAGTACGATGAG

Reverse AAAGGGTGTAAAACGCAGCTC
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3.6.7. Mekanik Analiz

Statik hlcre kaltiri sonunda (21. gun) kaltir suresince bozunma ve hucre
¢ogalmasina bagl olarak degisen mekanik Ozellikler c¢cekme testi ile
belirlenmistir. Bu amagla, kiultir sonunda 1 cm x 5 cm x 100 ym boyutlarindaki
doku iskeleleri Uzerindeki fazla ortam filtre kagidi ile uzaklastirimis ve islak
halde doku iskeleleri kopana kadar analiz devam ettirilmistir (Sekil 3.2.). Analiz
icin  3.4.5. Mekanik O&zelliklerin  karakterizasyonu bolumundeki  kosullar
uygulanarak 0.05 mm/s hizla analiz gergeklestiriimis ve her bir grup 3 paralel

olacak sekilde calisiimistir.

%0 gerinim

%50 gerinim %100 gerinim %150 gerinim

— L —

Sekil 3. 2. Mekanik oOzelliklerin belirlendigi cekme analizinde farkl gerinim

degerlerindeki nanofibréz matriksler.
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3.7. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Prism v7 (GraphPad
Software, A.B.D.) programi kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmigtir.
Her bir deney igin veriler ortalama + standart sapma degerleri ile sunulmustur.
Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilagtiriimasi icin iki yonlt varyans analizi
(ANOVA) yoéntemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte kullaniimis ve p-

degerinin 0.05’'ten az oldugu durumlar anlamli kabul edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasi kapsaminda c¢alismalar, (1) SF/P3HB nanofibréz
matrikslerin optimizasyonu, fabrikasyonu ve karakterizasyonu, (2) SF/P3HB
nanofibroz matrikslerin rAdMSC hdacreleri ile statik hucre kultir calismalari ve
(3) SF/P3HB nanofibroz matrikslerin rAAMSC hucreleri ile ¢gekme biyoreaktoru
ortaminda dinamik hucre kultur calismalari olmak Uzere 3 asamada tez
calismasi planlanmis fakat dinamik hicre kultir c¢alismalarinda yasanan
olumsuzluklar nedeniyle tezin ilk 2 asamasinin SF/PBAT nanofibréz matriksler
icin de tekrarlanarak, iki farkli biyomalzemenin birgok agidan kiyaslanarak
tendon doku muhendisliginde kullanimi arastirilmigtir. YUrGttlen deneyler farkl
asamalarda yapilmis olsa da elde edilen verilerin yorumlanmasi agisindan tez
calismasinda elde edilen sonuglar asagida belirtildigi gibi 3 ana baglikta

incelenmisgtir:
(1) SF/P3HB ve SF/PBAT Nanofibréz Matrikslerin Uretimi
(2) SF/P3HB ve SF/PBAT Nanofibroz Matrikslerin Karakterizasyonu

(3) Hucre Kultar Calhsmalari

4.1. SF/P3HB ve SF/PBAT Nanofibréz Matrikslerin Uretimi

Gunumuze kadar vyapilan tendon rejenerasyonu ile ilgili c¢alismalar
incelendiginde, yeni tendon dokusu olugsumunu indUkleyici islevi olan ve ayni
zamanda mekanik dayanimi ylUksek ideal doku iskelesi Uretiminde halen
sikintilar bulunmaktadir. Bu nedenle, tendon doku muhendisligi yaklagimlari
kullanillarak uygun doku iskelelerinin gelistiriimesi gerekmektedir. Doku
iskelelerinde kullanilacak malzeme c¢esidi, malzeme topografyasi, malzeme-
hicre etkilesimleri, hucre kaynaklari gibi parametreler tendon doku
rejenerasyonu igin olduk¢ga Onemlidir. Hizali nano-boyutta kolajen tip |
fiberlerden olusan dogal tendon dokusunu en iyi sekilde taklit edebilmek igin tez
calismasinda hizali topografyaya sahip nanofibr6z matriksler Uretiimesi
planlanmigtir. Hizali nanofiberlerin elde edilmesi i¢in en optimal, verimli ve pratik
yontem olan elektroegirme ile fabrikasyon yontemi kullanilirken, elde edilen

nanofiberlerin belirli gap dagiliminda olmasi hedeflenmistir.
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Dogal bir biyopolimer olan ipek fibroin yuksek biyoaktivite gostermesi ve
kolajene gobre daha kararli yapida olmasi nedeniyle tercih edilirken, tendon
yamasi olarak kullanimda yetersiz kalan mekanik ozellikleri P3HB ve PBAT
polimerleriyle katkilanarak iyilestiriimek istenmistir. Bu asamada katkilama
oranlari ve istenen topografya ve ¢ap dagiliminda nanofiberlerin elde edilmesi
amaciyla RSM ile optimizasyon yapilmistir. Literatir incelendiginde, doku
muhendisligi ¢alismalarinda SF/P3HB veya SF/PBAT formulasyonlarinin daha
once calisiimadigi ve bu nedenle tez kapsaminda hazirlanan nanofibréz

matrikslerin her anlamda 6zgun oldugu gorulmustar.

4.1.1. SF/P3HB Nanofiber Optimizasyonu

Elektroegirme yontemiyle SF/P3HB nanofiber Uretimi igin P3HB polimeri ve
3.2.1. SF izolasyonu kisminda detaylica anlatildigi sekliyle siinger formundaki
SF polimeri HFIP ¢bzlcusu igerisinde, 3 gun boyunca oda sicakhginda 500
rom’de karistirilarak ¢ézdartlmuastir. Yapilan 6n c¢alismalar dogrultusunda
SF’nin P3HB’e gbre orani, toplayici dénus hizi, igne ucu-toplayici arasi mesafe
gibi parametreler sabit tutulmustur. Buna goére SF:P3HB orani 3:1, toplayici
donus hizi 2,000 rpm ve toplayici uzakhgdr 25 cm olarak ayarlanmigtir. Ayrica,
optimize edilecek olan toplam polimer konsantrasyonu, akis hizi ve voltaj
parametreleri i¢cin uygun c¢alisma araliklari belirlenmistir. Toplam polimer
konsantrasyonu %2 - %6 (w/v) arasinda, akis hizi 1 mL/sa - 2 mL/sa arasinda
ve voltaj 15 kV — 19 kV arasinda tutularak istenen fiber ¢api olan 700 nm
civarindaki nanofiberlerin elde edilmesi icin optimizasyon calismasi yapilmistir.
Bu kosulu saglamak icin elektroegirme galismalarinda etkin bir optimizasyon
yontemi olan RSM kullaniimistir. Bu yontemde optimizasyon islemi 3 faktorla ve
3 seviyeli BBD deseni ile gergeklestiriimistir. Optimize edilecek Ug faktor polimer
konsantrasyonu, akis hizi ve voltaj olarak belirlenirken, U¢ seviye ise bu
faktorlere iliskin en ylksek, orta ve en dusuk degerlerdir ve bu degerler Cizelge

4.1.’de Ozetlenmisgtir.
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Cizelge 4. 1. RSM ile SF/P3HB nanofiber optimizasyonunda kullanilan

bagimsiz degiskenler ve her bir degiskene ait sinir degerleri.

Faktor Adi Birimi Disuk deger Ortadeger Yiksek deger
A Konsantrasyon % (w/v) 2 4 6
B Akis Hizi mL/sa 1 15 2
C Voltaj kv 15 17 19

RSM icin olusturulan g faktore ait sinir uzay verileri Design-Expert programina
girilmis ve program tarafindan olusturulan deneme seti ve deney sonuglari ise
Cizelge 4.2.de verilmigtir. Sistem yaniti olan nanofiber ¢api ise, her bir deneme
setinden toplanan érneklerin SEM analiziyle elde edilen goérintilerinden ImageJ
programi kullanilarak ortalama fiber ¢aplarinin ol¢ctlimesi ile bulunmustur. Her

bir ortalama fiber ¢ap degeri en az 200 nanofiber Gzerinden belirlenmistir.

Cizelge 4. 2. SF/P3HB nanofiber optimizasyonu igin olusturulan deneme seti ve

ug faktore karsi sistem yanitlari.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Sistem Yaniti
A: Konsantrasyon (%, w/v)  B: Akis Hizi (mL/sa) C: Voltaj (kV) Y: Fiber Capi (nm)
2 1.5 17 411
4 1.5 15 507
2 2 15 459
6 2 15 1630
2 1 19 298
6 1.5 17 938
4 15 17 526
2 2 19 491
4 1 17 478
4 1.5 17 518
4 1.5 19 543
6 1 15 714
6 2 19 1,595
2 1 15 398
4 1.5 17 523
6 1 19 769
4 2 17 676
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Her bir deneme seti igin bulunan sistem yaniti (ortalama fiber gapi) tekrar
programa girilerek elektroegirme sistemi modellenmistir. Elde edilen modelin
anlamliigi ANOVA analizi ile incelenmis ve p degerinin 0.05'ten kuguk oldugu
parametreler anlamli olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.3.). ANOVA analizinde
modele ait p degerinin (p=0.0001) istatistiksel olarak anlamli olmasi nedeniyle
olusturulan model gegerlidir. Bunun yaninda, modele ait determinasyon
katsayisi (R?=0.9714) ve dizeltiimis determinasyon katsayisi (adjusted
R?=0.9347) degerlerinin hem yliksek hem de birbirlerine yakin olmasi modelin
dogrulugunu ifade etmektedir. Sistem yanitinin tahminlenmesinde modelin
islevselligini  belirten tahminlenmis determinasyon katsayisi (predicted
R?=0.8290) ise benzer sekilde elde edilen modelin ©6ngori igin
kullanilabilecegini gdstermektedir. RSM ile olusturulan modelin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendikten sonra her bir parametrenin p degerleri

incelenmis ve ANOVA tablosunda (*) ile isaretlenmistir. Sistem (izerinde etkisi

oldugu belirlenen parametreler Gzerinden kuadratik modele ait 2. dereceden

polinomiyal denklem kodlu ve gergek degerler Uzerinden asagida verilmistir.

e SF/P3HB nanofiber optimizasyonuna ait kodlu degerlerden olusan

kuadratik model denklem:;

Fiber Capr = 538.71 + 358.90 A + 219.40 B + 186.00 AB + 231.59 A?

e SF/P3HB nanofiber optimizasyonuna ait gergek degerlerden olusan

kuadratik model denklem:;

Fiber Capir = 1205.05 - 562.72 Konsantrasyon - 305.20 Akis Hizi +
186.00 Konsantrasyon x Akis Hizi + 57.89

Konsantrasyon?
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Cizelge 4. 3. SF/P3HB nanofiber gapinin optimizasyonu igin olusturulan modele

ait ANOVA analiz sonuglari.

Kareler df  Kareler F-degeri  p-degeri
toplami ortalamasi
Model 2,294E+09 9 2,549E+08 26.46 0.0001
A (konsantrasyon) 1,288E+09 1 1,288E+09 133.73 < 0.0001
B (akis hizi) 4,814E+08 1 4,814E+08 49.97 0.0002
C (voltaj) 14.40 1 14.40 0.0015 0.9702
AB 2,768E+08 1 2,768E+08 28.73 0.0011
AC 968.00 1 968.00 0.1005 0.7605
BC 220.50 1 220.50 0.0229 0.8840
Az 83731.15 1 83731.15 8.69 0.0215
B? 16840.63 1 16840.63 1.75 0.2276
cz 1994.14 1 1994.14 0.2070 0.6629
Residual 67424.97 7 9632.14
Lack of Fit 67392.30 5 13478.46 825.21 0.0012
Pure Error 32.67 2 16.33

ANOVA analizine gore voltaj parametresinin p degeri 0.05'ten blyuk oldugu icin

fiber capi Uzerinde etkili bir faktor olarak degerlendiriimemistir. Bunun yaninda

konsantrasyon, akis hizi, konsantrasyon x akis hizi ve konsantrasyon?

parametreleri sistem Uzerinde etkili bulunmusgtur. YUksek F ve duguk p degerine
sahip olmasi nedeniyle konsantrasyon parametresi, sistem Uzerinde en blyuk
etkiyi olusturan parametre olarak belirlenmistir. Konsantrasyondan sonra akig
hizi da SF/P3HB nanofiber ¢api Uzerinde olmaktadir. Bunun yaninda, Sekil
4.1.a.’da verilen pertlirbasyon grafiginde tasarim parametrelerinin sistem yaniti
uzerindeki etkileri belirlenebilmektedir. Voltaj parametresinin egri bir fonksiyona
sahip olmamasi da fiber capi Uzerinde etkili olmadigini ifade etmektedir. Sekil
4.1.b.’de verilen yuzey ve 4.1.c.’de verilen kontur grafiklerinde de istatistiksel
olarak anlamli parametreler olan akis hizi ve konsantrasyonun olugturulan uzay

sinir de@erleri arasinda fiber ¢api Uzerine olan etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4. 1. SF/P3HB nanofiber optimizasyon modeline ait (a) pertlrbasyon, (b)
kontur ve (c) 3B yuzey grafikleri.

Sadelestiriimis model denkleme goére istenen fiber capit 700 nm olarak
ayarlandiginda gerekli olan konsantrasyon ve akis hizi az denemeyle ve
kolaylikla tespit edilebilmistir. istenen fiber cap degeri olan 700-800 nm
araligina, %5 konsantrasyondaki SF/P3HB (3:1) ¢ozeltisinde ve 1 mL/sa akis
hizinda ulasiimigtir. Boylece, oda sicakliginda ve %35 nem deg@erlerinde Ne300
cihazinda yapilan elektroedirme calismasinda; polimer konsantrasyonu %5,
SF:P3HB orani 3:1, akis hizi 1 mL/sa, uzaklik 25 cm, doner toplayici donme

hiz1 2,000 rpm ve uygulanan voltaj 14 kV olarak optimize edilmigtir.

4.1.2. SF/PBAT Nanofiber Optimizasyonu

ipek kozalarindan izole edilen SF ve PBAT recinesi HFIP ¢dzeltisi icerisinde 3
gln boyunca oda sicakliginda karistirilarak ¢oézdurtlmis ve nanofiber eldesi
icin dn galismalar yapilmistir. On calismalarin sonunda hizali nanofiber Uretimi
icin toplayici dénlts hizi 2,000 rpm ve igne ucuyla toplayici arasindaki mesafe
25 cm olacak sekilde sabit tutulmustur. SF/P3HB optimizasyonunda edinilen
deneyim sonucunda voltaj, kararli jet olusumu olan 16 kV degerinde sabit
tutulmustur. Farklhh SF ve PBAT oranlarinda, 3.2.2. Elektroegirme Coézeltilerinin
Hazirlanmasi kisminda bahsedildigi gibi SF/P3HB karigimindaki problemlerle
karsilasiimamasi igin SF ve PBAT oraninin da optimize edilmesi gerekmektedir.
Bdylece, diger parametreler olan toplam konsantrasyon ve akis hizi da
SF:PBAT orani ile birlikte RSM kullanilarak optimize edilmistir.
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RSM ile SF/PBAT nanofiber ¢api  optimizasyonunda SF/P3HB
optimizasyonunda oldugu gibi 3 faktorli ve 3 seviyeli BBD deseni kullaniimigtir.
Ug faktor igin uzay sinir degerleri ise SF miktari %25 - %75 (w/w, toplam
polimer miktarina goére), toplam konsantrasyon %7 - %11 (w/v), akis hizi 0.5
mL/sa — 1.5 mL/sa olarak belirlenmistir. Nanofiber ¢ap optimizasyonunda
kullanilan bagimsiz degiskenler ve bu degiskenlere iliskin U¢ seviye Cizelge

4.4.’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4. 4. RSM ile SF/PBAT nanofiber optimizasyonunda kullanilan

bagimsiz degiskenler ve her bir degiskene ait sinir degerleri.

Faktor Adi Birimi Disuk deger Orta deger Yiksek deger
A SF miktari % (w/w) 25 50 75
B Top. konsantrasyon % (w/v) 7 11 15
C Akis Hizi mL/sa 0.5 1.0 15

Sinir kosullari belirlendikten sonra BBD desenine gore olusturulan deneme
setindeki kosullarda elektroegirme caligsmalari yapilmistir. Her bir deneme
setinden alinan 6rneklerden SEM analizi ile goruntller elde edilmis ve ImageJ
programi yardimiyla ortalama fiber ¢aplari belirlenmistir. Olusturulan deneme
seti ve bulunan ortalama fiber cap degerleri Cizelge 4.5.te detayli olarak
verilmistir. Deneme setindeki 2 kosulda dizgin morfolojide fiberler elde

edilememis ve bu degerler harig¢ tutularak modelleme yapilmistir.

Her bir deneme seti icin bulunan sistem yaniti tekrar programa girilerek
elektroegirme sistemi modellenmistir. Elde edilen kuadratik modelin anlamlihgi
ANOVA analizi ile incelenmis ve p degerinin 0.05ten kigluk oldugu

parametreler anlamh olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4. 5. SF/PBAT nanofiber optimizasyonu i¢in olusturulan deneme seti ve

uc faktore kargi sistem yanitlari.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Sistem Yaniti
A: SF miktari B: Top. Konsantrasyon C: Akis Hizi Y: Fiber Capi
(%, wiw) (%, wiv) (mL/sa) (nm)
50 7 0.5 0.833
25 11 0.5 0.271
25 15 1.0 -
25 7 1.0 0.471
50 11 1.0 2.514
50 11 1.0 1.864
50 11 1.0 2.054
50 15 0.5 4.285
25 11 1.5 0.307
75 7 1.0 1.784
50 15 1.5 5.551
50 11 1.0 1.937
50 11 1.0 2.14
75 15 1.0 -
50 7 1.5 1.171
75 11 1.5 4.645
75 11 0.5 2.267

ANOVA analizinde modele ait p degerinin (p=0.0002) istatistiksel olarak anlamli
olmasi nedeniyle olusturulan model gecgerlidir. Ayrica, modelin uygunsuzlugunu
belirten “lack of fit” degerinin istatistiksel olarak anlamli olmayisi da modelin
gegcerliligini géstermektedir. Bunun yaninda, modele ait determinasyon katsayisi
(R?=0.9904) ve dizeltiimis determinasyon katsayisi (adjusted R?=0.9730)
degerlerinin hem ylksek hem de birbirlerine yakin olmasi modelin dogrulugunu
ifade etmektedir. RSM ile olusturulan modelin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendikten sonra her bir parametrenin p degerleri incelenmis ve (*) ile

isaretlenmistir.
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Sistem Uzerinde etkisi oldugu belirlenen parametreler Uzerinden kuadratik
modele ait 2. dereceden polinomiyal denklem kodlu ve gercek degerler olmak

uzere asagida verilmistir.

e SF/PBAT nanofiber optimizasyonuna ait kodlu degerlerden olusan

kuadratik model denklem;

Fiber Capr = + 2.10 + 1.58 A+ 1.96 B + 0.50 C + 0.93 AB + 0.58 AC +
1.03 B?

e SF/PBAT nanofiber optimizasyonuna ait gercek degerlerden olusan

kuadratik model denklem:;

Fiber Capi = +8.17 - 0.08 SF miktari - 1.51 Toplam konsantrasyon - 1.19

Akis hizi +  0.01 SF miktar1 x Toplam konsantrasyon +

0.05 SF miktar1 x Akis hizi + 0.06 Toplam konsantrasyon?

Cizelge 4. 6. SF/PBAT nanofiber ¢apinin optimizasyonu igin olusturulan modele

ait ANOVA analiz sonuglari.

Kareler toplami  df Kareler F-degeri p-degeri
ortalamasi

Model 34.86 9 3.87 57.07 0.0002
A-SF miktari 10.03 1 10.03 147.77 < 0.0001
E;ggﬁgsyon 15.34 1 1534 22593 <0.0001
C-Akis hizi 2.02 1 202 29.73 0.0028
AB 1.15 1 115 16.88 0.0093
AC 1.37 1 137 20.20 0.0064
BC 0.2153 1 0.2153 3.17 0.1350
Az 0.0074 1 0.0074 0.1095 0.7542
B2 2.96 1 296 43.59 0.0012
cz 0.0868 1 0.0868 1.28 0.3094
Residual 0.3394 5 0.0679
Lack of Fit 0.0820 1 0.0820 1.27 0.3220
Pure Error 0.2574 4 0.0643
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ANOVA analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli olan parametreler SF
miktari, toplam konsantrasyon, akis hizi, SF miktari x toplam konsantrasyon,
SF miktar1 x akis hizi ve toplam konsantrasyon? olarak bulunmustur. Hem kodlu
model denklem katsayilarindan hem de S$ekil 4.2.a.’da verilen pertirbasyon
grafiginden sistem yaniti Uzerinde en etkiliden en zayif etkiye gore

parametrelerin siralamasi, toplam konsantrasyon>SF miktari>akis hizi
seklindedir. ANOVA tablosunda AB ve AC parametreleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmus ve sistem yaniti olan fiber ¢api Uzerine etkileri Sekil 4.2.b ve
4.2.c.’de kontur grafigi, Sekil 4.2.d. ve 4.2.e’de 3B yuzey grafigi olarak

verilmigtir. BC parametresi fiber ¢apini etkilemedigi igin detaylandiriimamistir.
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Sekil 4. 2. SF/PBAT nanofiber optimizasyon modeline ait (a) pertirbasyon, (b,

c) kontur ve (d, e) 3B yuzey grafikleri.

RSM ile

tamamlandiktan sonra olusturulan uzay

optimizasyonda,

elektroegirme

sisteminin

icerisinde  belirli

modellenmesi

bir noktanin

tahminlenmesi yapilabilmektedir. istenen fiber ¢capi 700 nm civarinda oldugu

icin bu sistem yanitini saglayan kosullar yine istenen parametre degerleri

dogrultusunda belirlenebilmektedir.
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Akis hizi 1.0 mL/sa olacak sekilde segim yapildiginda, SF miktar1 %35 (w/w) ve
toplam konsantrasyon %7.6 (w/v) olarak bulunmustur. Ozet olarak ortalama 700
nm capa sahip SF/PBAT nanofiber Uretim kosullari; oda sicakhdi ve %35 nem
ortaminda, igne ucu-toplayici arasi mesafe 25 cm ve toplayici dénis hizi 2,000
rpm olarak sabit tutuldugunda, akis hizi 1.0 mL/sa, SF:PBAT orani 35:65 ve
toplam polimer konsantrasyonu %7.6 (w/v, HFIP icerisinde) olarak optimize

edilmistir.

4.2. SF/IP3HB ve SF/PBAT Nanofibroz Matrikslerin Karakterizasyonu

Belirlenen cap dederine sahip olacak sekilde optimizasyonu yapilan SF/P3HB
ve SF/PBAT nanofiberlerden olusan matrikslerin tendon rejenerasyonunda
yama olarak kullanimi hedeflenmistir. Bu nedenle, yaklasik 100 um kalinlikta
uretilen nanofibréz matriksler karakterizasyon ve huacre kiltar galismalarinda
kullaniimak igin yeterli olmaktadir. Her iki elektroegirme prosesinde de akis hizi
ve uzaklik degerleri ayni oldugundan nanofiberlerin doner toplayici Uzerinde
toplanma siresi esit ve 15 saat olarak belirlenmistir. ipek béceginden elde
edilen ipek fiberleri, igerigindeki serisin proteini ve B-tabaka yapisi sayesinde
hidrofobik 6zellikte olup suda ¢6zinmemekte ve yavas biyobozunma
gostermektedir. Serisinden uzaklastirilan ipek fibroin proteini ise amorf
bélgelerin coklugu sebebiyle sulu ortamda hizlica bozunmakta ve bu nedenle
biyomateryal olarak kullanilacagli durumlarda B-tabaka yapisinin indiklenmesi
velveya yuksek molekal agirlikh, kristalinitesi yuksek baska bir polimerle

karisimlarinin olusturulmasi gerekmektedir.

izole edilen SF ile hazirlanan nanofibréz matriksler stabilizasyon adi verilen
isleme tabi tutulmus ve bdylece SF’'deki a-heliks kisimlar B-tabaka yapisina
cevrilmigtir. Stabilizasyon islemi i¢cin SF/P3HB ve SF/PBAT matriksler 1 sa
boyunca %90 metanol (v/v) ¢dzeltisinde bekletiimis ve 1 gece boyunca geker
ocakta kurumaya birakilmistir. Stabilize edilen 6rnekler S-SF/P3HB ve S-
SF/PBAT olarak isimlendirilmistir.
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Bunun yaninda malzemeler igin uygun sterilizasyon metodunun belirlenebilmesi
amaciyla sadece S-SF/P3HB matriksler ile galisiimis ve otoklav (A-SF/P3HB)
ve etilen oksit (EO- SF/P3HB) olmak Uzere 2 farkli sterilizasyon ydntemi
denenmigtir. Stabilizasyonu yapilan nanofibr6z matriksler, otoklav yonteminde
121°C’'de 30 dk boyunca otoklavlanmis etilen oksit yonteminde ise 8 sa
boyunca etilen oksit gazina maruz birakilmig ve sonrasinda 10 gun boyunca
havalandiriimigtir. S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerde ise bu sterilizasyon

yontemleri uygulanmamigtir.

4.2.1. Yizey Karakterizasyonu

Optimizasyonu ve fabrikasyonu tamamlanan SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz
matrikslerdeki fiber morfolojisinin incelenmesi amaciyla SEM analizi yapilmistir.
SEM analizinde, 10,000X buyutmede elde edilen goéruntuler Sekil 4.3.a ve
4.3.d.’de verilmistir. Her iki doku iskelesinde de belirli yonde hizali, boncuk
icermeyen, purizsuz yuzeye sahip nanofiberler elde edilmistir. Bunun yaninda,
SF/P3HB nanofiberlere ait gorintilerde Uretim esnasinda voltaj ylksekliginden
meydana geldigi dugunuilen oldukga ince, 100 nm c¢ap degerinin altinda fiberler
de goérulmustur. SEM analizinde elde edilen goéruntuler Imaged programi ile
analiz edilmis ve en az 200 nanofiber Uzerinden fiber ¢ap dagihmi ve fiber
hizalanmasi hesaplanmis ve ylzde deger Uzerinden yorumlanmistir. SF/P3HB
nanofibréz matrikslere ait ortalama c¢ap degeri 699 % 203 nm olarak
bulunmusgtur. SF/P3HB nanofiber ¢cap dagilim grafigi incelendiginde fiberlerin
%70Q’inin 500-800 nm araliginda oldugu goértlmektedir (Sekil 4.3.b.). Bunun
yaninda, tendon rejenerasyonunda hizali topografya hem mekanik dayanimin
artmasi hem de kdk hicrelerin tenojenik farkhlagsmasi igin dnem arz ettiginden
fiber hizalanmasi da incelenmigtir. Fiberlerin doner toplayici Uzerine sarildigi
eksen 0° olarak kabul edilirken, fiber hizalanma yonundeki sapma agilari sola (-)
ve saga (+) dogru olarak sekilde hesaplanmigtir. Buna goére, SF/P3HB
nanofiberlerin %68’i +10°, %871’i +15° araliginda bir hizalanma goéstermistir
(Sekil 4.3.c.).
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Yapilan olgimler sonucunda, SF/PBAT nanofiberlerin ortalama ¢ap degeri 677
+ 137 nm olarak bulunurken, ¢ap dagilimina gore fiberlerin %75’i 500 — 800 nm
arahdindadir (Sekil 4.3.e.). Ayrica fiberlerin %74’Gnin £10°, %90’Inin +£15°
araliginda hizalandidi1 belirlenmistir (Sekil 4.3.f.). Cap dagilimi ve hizalanma
sonuglarinin yaninda elektroegirme prosesi de goz onune alindiginda SF/PBAT
nanofiber  fabrikasyonunun SF/P3HB’e gbére daha verimli oldugu

degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 3. Optimize edilmis SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz matrikslere ait (a,
d) SEM goruntuleri (10 kX buyutme), (b, e) nanofiber ¢ap dagilim

grafikleri ve (c, f) nanofiber hizalanma grafikleri.
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Elektroegirme ile Uretilen nanofibr6z matrikslerin in vitro ve in vivo
uygulamalarda kullanilabilmesi igin metanol ile stabilizasyonu yapilmistir.
Bunun yaninda P3HB igeren ve stabilizasyonu yapilmis matrikslere ek olarak
etilen oksit ve otoklav yontemiyle sterilizasyon islemi uygulanmistir. Nanofibréz
matrikslere yapilan bu muamelelerin doku iskelesinin slatilabilirliginde
olusturdugu etkiyi belirlemek amaciyla su temas agisi olguma yapilmigtir.
Toplamda 10 farkli kuru bdlgeden durgun damla yéntemiyle yapilan analizde,
hem 0. s hem de 60. s’ de birakilan su damlasi ile ylzey arasindaki agi

Olculmustur (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4. 7. Farkh islemlerin uygulandigi SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz

matrikslere ait su temas agisi olgumleri.

0.s (9 60. s (°)
SF/P3HB 114 £ 11 78 + 16
S-SF/P3HB 115+ 9 113+£10
EO-SF/P3HB 122 £ 6 122+ 6
A-SF/P3HB 98 + 11 97 +12
SF/PBAT 116 £ 4 116 £ 4
S-SF/PBAT 114+ 8 1147

Su temas agisi sonuglari incelendiginde SF/P3HB o6rnegi hari¢, 0. ve 60. s
zaman araliklarinda su temas acisinin degismedigi, yuzeye birakilan damlanin
malzeme tarafindan absorblanmadigi belirlenmistir. Metanol ile islem goérmus
doku iskelelerinde geri donusumsuz olarak yapidaki su tutan kisim olan heliks
yapisi tabaka yapisina induklendiginden dolayi islatilabilirlik azalmis ve su
temas agisinda artig gorulmustir. Bunun yaninda, stabilizasyon yapiimamis
SF/P3HB ve SF/PBAT doku iskelelerinin 60. s’ deki (78 + 16 ve 116 % 4,
sirasiyla) su temas agilari arasindaki farkin nedeni polimer karisimindaki SF
orani ile iligkilidir ve yapidaki SF miktar arttikca ylzey gerilimi azalmakta ve

yapi daha hidrofilik hale gelmektedir.
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SF/P3HB doku iskelelerindeki SF orani toplam polimer miktarina oranla %75
iken, SF/PBAT matrikslerde %35tir. Ayrica, hlcre Kkultir c¢alismalarinda
kullanilacak olan stabilize doku iskelelerinde zamana bagh olarak su temas
acgisinin degismemesi topografyayla da iligkilidir. DUz toplayiciya toplanan
diuzensiz fiber morfolojisindeki matrikslerde gozenekler orantisiz ve daha buyuk
oldugu icin ylzeye birakilan su damlasinin malzeme igerisinde izleyecegi
dolaniklik dagtkken, hizali topografyada dolaniklik artmakta ve bdylece su
temas agisinin azalmasi igin gerekli sure artmaktadir. Su temas acgisi 90°den
bayUk olan biyomateryaller hidrofobik olarak nitelendirilirken tez ¢alismasinda
kullanilan SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz matrikslerin tim varyasyonlari

hidrofobik 6zellik gbstermektedir.

4.2.2. Kimyasal Karakterizasyon

Nanofibroz matrikslerin ve bu matrikslere uygulanan stabilizasyon ve
sterilizasyon iglemlerinin kimyasal yapiya olan etkisi ATR teknigi kullanilarak
FTIR analizi ile karakterize edilmistir. FTIR spektrumu ve kullanilan polimerlere
ait karakteristik piklerin ifadeleri Sekil 4.4.’te verilmistir. P3HB polimerine ait
spesifik absorbsiyon pikleri 2970 cm, 2931 cm™, 1719 cm™, 1452 cm?, 1379
cm?, 1277 cm™ dalga sayilarinda gézlemlenmistir [48, 148-150]. Literatiirde SF
proteininin ikincil yapilarina ait spesifik pikler B-tabaka igin 1625-1640 cm™,
1515-1525 cmt ve 1265 cm; a-heliks igin 1650-1658 cm, 1545 cm™ ve 1240
cml; diizensiz sarmal (random coil) igin 1640-1648 cm, 1535-1545 cm™ ve
1235 cm? olarak bildirilmistir [151]. Kullanilan ipek kaynagi, izolasyon protokolii
gibi etkenlere bagh olarak bantlarda kayma olabilmektedir. Tez calismasi
kapsaminda izole edilen SF’e ait karakteristik pikler 1636 cm™ (Amid 1), 1514
cm™? (Amid 1) ve 1233 cm™ (Amid Ill) dalga sayisinda belirlenmistir. PBAT
polimerine ait spesifik pikler literatiirle uyumlu olarak 2953 cm, 1709 cm™,
1267 cm (aromatik kisim) ve 1165 cm (alifatik kisim) dalga sayisinda tespit
edilmistir [152]. SF/P3HB nanofibréz matrikslerde SF ve P3HB polimerlerinin
yapiya katilimi 3289 cm* (SF), 2932 cm* (P3HB), 1736 cm™ (P3HB), 1651 cm-
L (SF), 1538 cm? (SF), 1453 cm' (P3HB) ve 1381 cm® (P3HB) dalga

sayllarindaki piklerden tayin edilmigtir.
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1719 cm  Karbonil gruplarin C=0 3281 cm™  N-H gerilimi 2953 cm™” C-H gerilimi
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1452 cm™ Asimetrik CH; gruplarin C-H | 1636 cm™  C=0 gerilimi (Amid I) 1709 cm™’ Karbonil gruplarin C=0
deformasyonu gerilimi

1379 cm™  Simetrik CH; gruplarin C-H 1514 cm™  N-H biikiilmesi (Amid 1) 1267 cm? Aromatik ester 0=C-0-C
deformasyonu gerilimi

1277 cm?  C-O-C gerilimi 1233 cm™  C-N gerilimi (Amid Ill) 1167 cm™ Alifatik ester 0=C-0-C

gerilimi

Sekil 4. 4. P3HB, SF ve PBAT recineleri, SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz
matriksler ve stabilizasyon-sterilizasyon uygulanan matrikslere ait
ATR-FTIR spektrumu.

P3HB polimerine ait piklerin disuk gegirgenlik gostermesi polimer karigimindaki
P3HB oranindan kaynaklanmaktadir. SF/PBAT nanofibréz matrikslerde ise SF
ve PBAT polimerlerinin varhdi 3289 cm? (PBAT), 2955 cm™ (SF), 1714 cm*
(PBAT), 1653 cm? (SF), 1545 cm (SF) dalga sayisindaki karakteristik
piklerden belirlenmigtir. Elektroegirme sonrasi 3-tabaka yapisinin artiriimasi igin
metanolle stabilizasyon uygulanan S-SF/P3HB ve S-SF/PBAT matrikslerde
stabilizasyona bagl olarak, 1651 cm™ (a-heliks) dalga sayisindaki B-katlanmayi
ifade eden pik 1623 cm™* (B-tabaka) dalga sayisina ve 1538 cm-Ydeki (dliizensiz
sarmal) pik 1515 cm! (B-tabaka) dalga sayisina kaymistir. A-SF/P3HB ve EO-
SF/P3HB matrikslerin FTIR spektrumunda ise S-SF/P3HB’e gobre farklilik
belirlenmemis ve bdylece sterilizasyon islemlerinin malzemenin kimyasal

yapisinda degisiklige neden olmadigi sonucuna variimigtir.
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4.2.3. Termal Karakterizasyon

Nanofibroz matrikslerin ve uygulanan stabilizasyon ve sterilizasyon islemlerinin
termal Ozelliklerde olusturdugu dedisim DSC ve TG analizleri ile karakterize
edilmistir. Bu kapsamda P3HB ve PBAT recineleri, liyofiize SF ve polimer
karigsimlarindan elde edilen nanofibr6z matrikslerin termal gecis sicakliklar
incelenmig ve DSC termogramlari (Sekil 4.5.) ile termal gegis sicakliklar

Cizelge 4.8.de 6zetlenmisgtir.
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Sekil 4. 5. P3HB, SF ve PBAT recineleri, SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz
matriksler ve stabilizasyon-sterilizasyon uygulanan matrikslere ait

DSC termogrami.

P3HB reginesi literatlirle uyumlu olarak Tm = 174 °C’de erime ve Tq = 292 °C’de
degradasyona ait 2 endotermik pik goOstermistir [149, 153]. Camsi gecis
sicakhgi (Tg) -30 °C oldugu bildirilen PBAT recinesine ait termogramda sirasiyla
125°C ve 280 °C olmak uzere Tm ve Td termal gegigleri belirlenmigtir [154]. SF,
amid | ve amid Il yapisina bagli olarak birbirine yakin 2 degradasyon sicakligina
sahiptir [155]. Liyofilize SF numunesinde, 221 °C’de amorf yaply ifade eden
genis ekzotermik pik Ta olarak belirlenirken yapinin tamamen degradasyona
ugradidi sicaklik Tay = 278 °C olarak bulunmustur.
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SF liyofilize edilerek kullanilsa da tum SF iceren yapilarin DSC ve TG
termogramlarinda 60 °C - 120 °C arasinda su igerigine ait genis pik
gozlemlenmistir [156]. SF/P3HB nanofibroz matrikste SF’e ait Tai sicakliginda
236 °C’ye kayma gergeklesmis ve bu durum elektroegirme prosesi sonucunda
P3HB ve SF polimer zincirlerinin birbiri igine girip, kristalinite artisina bagli
olarak gerceklesmigtir [157]. Benzer sekilde stabilizasyon iglemi sonunda
kristalin bolgelerin artisina bagli olarak S-SF/P3HB ve sterilizasyon islemleri
uygulanan EO-SF/P3HB ve A-SF/P3HB o6rneklerinde Ta 253 °C - 256 °C
araligina kaymigtir. SF/P3HB nanofibroz matriks gruplarinin hepsinde oldukga
kiguk 173 °C - 177 °C araliginda yapidaki P3HB’nin erimesine bagli olarak Tm
sicakliklari kaydedilmistir. Ozetle, SF polimerinin P3HB ile katkilanmasi ve
stabilizasyon islemi termal dayanimi artirirken, sterilizasyon iglemlerinin termal
Ozelliklere etkisi bulunmamis ve otoklav yodnteminin uygulanabilir guvenli

aralikta oldugu tespit edilmistir.

SF/PBAT nanofibréz matrikse ait termogram incelendiginde ise Tm = 122 °C’de
erime sicakhgl kaydedilmis ve SF/PBAT nanofibroz matrikslerin otoklav gibi
termal uygulamalar igin uygun olmadigi belirlenmigtir. Bunun yaninda SF’e ait
Ta PBAT’In da amorf 6zellikte olmasindan dolayi 190 °C’e kaymistir [154, 156].
Stabilizasyon yapilan S-SF/PBAT nanofibr6z matrikste S-SF/P3HB’e benzer
sekilde B-tabaka yapisinin artigi nedeniyle Ta sicakhigi 221 °C’ye yukselmigtir.
Tam polimer reginelerinde ve nanofibroz matriks gruplarinda 278 °C - 297 °C
arahginda yapilarin dekompozisyona ugradigi Tai sicakliklar kaydedilmigtir. TG
analizi sonuglarinda da DSC analizini destekler sekilde, benzer bozunma
sicakliklari dlgulmagstir. Ayrica, SF iceren nanofibréz matriks gruplarinda 2

asamall bozunma gergeklesmistir.
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Cizelge 4. 8. P3HB, SF ve PBAT recineleri, SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz
matriksler ve stabilizasyon-sterilizasyon uygulanan matrikslere ait

termal gecis sicakliklari.

DSC TG
Tm Tar Tan Bozunma | Bozunmal ll

Ornek adi (°C) (°C) (°C) (°C)/% kiitle kaybi (°C)/% kitle kaybi
SF - 221 278 290/ 39

P3HB 174 - 292 280/ 97

PBAT 125 - 279 398/90

SF/P3HB 173 236 296 270/ 26 284/ 36
S-SF/P3HB 175 253 290 272127 287137
EO- SF/P3HB 177 256 294 272127 290/ 38
A- SF/P3HB 175 256 297 2711/ 29 294/ 37
SF/PBAT 122 190 281 290/ 12 386 /62
S-SF/PBAT 120 221 280 290/12 387 /60

4.2.4. Kristalografik Karakterizasyon

Nanofibroz matrikslerde fabrikasyon, stabilizasyon ve sterilizasyon islemlerinin
kristalografik 6zelliklere olan etkisinin belirlenmesi amaciyla 5° — 50° araliginda
ve 2°/dk tarama hizinda liyofiize SF, P3HB ve PBAT recineleri ile
elektroegirmeyle hazirlanan nanofibroz matrikslere XRD analizi yapilmigtir
(Sekil 4.6.). Liyofilize SF 6rnegi, yapidaki tabaka iceriginden kaynakli 26 =
21.52° etrafinda genis ve tek amorf pik vermistir. P3HB reginesi ise 26 = 13.59°
ve 20 = 17.02° olmak Uzere karakteristik 2 guglu difraksiyon piki ve daha dusuk
yogunlukta 26 (20.15°, 21.49°, 22.70°, 25.59°) pikleri géstermistir. P3HB’e ait 26
= 20.15° B-form kristalin yapiy! ifade ederken diger pikler ise a-form kristalin
yapilari gostermektedir [148, 150]. PBAT reginesinde literatlrle uyumlu olarak,
20 (16.25°, 17.68° 20.34°, 22.99° 24.77°) degerlerinde dusuk siddette
difraksiyon pikleri belirlenmistir [158, 159].
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SF/P3HB nanofibroz matrikslerde dusuk miktarda P3HB igerigine bagli olarak
SF Ornegine benzer bir desen goérulurken, amorf olan SF polimeri oldukca
kristalin bir polimer olan P3HB’nin kristal érglsu igine girerek kristal yapisini
bozmustur [148]. Stabilizasyon islemi uygulanan tim SF/P3HB matrikslerde (S-
SF/P3HB, A-SF/P3HB ve EO-SF/P3HB), 26 (13.63° ve 17.11°) dederlerinde iki
keskin pik ve 26 = 20.26° etrafinda genis bir pik gozlenmistir. Keskin pikler
metanolle stabilizasyon sonrasi fibroindeki heliks yapisinin tabaka yapisina
gegisiyle P3HB polimerine ait karakteristik piklerin gérindr olmasiyla
iliskilendirilmektedir. Bunun yaninda etilen oksit ve otoklav yontemiyle
sterilizasyon islemlerinin malzemenin kristal Ozellikleri Uzerinde etkisi
bulunmamistir. SF/PBAT nanofibr6oz matrikslerdeki 26 = 20.8°deki genis pik
yapidaki SF etkisini gOsterirken, 26 (17.43° ve 23.48°) pozisyonlarindaki daha
duguk siddetteki pikler PBAT’In yapiya katildigini belirtmektedir. Stabilizasyon
islemi uygulanan S-SF/PBAT 06rneginde ise SF/PBAT matrikslere benzer
sekilde, 26 (17.39°, 20.78° ve 23.17°) pozisyonlarinda pikler tespit edilmis ve
SF/PBAT’a gore piklerdeki disuk pozisyona kaymalar, metanol uygulamasinin
etkisiyle PBAT'In kristalin bdlgelerinin  daha duzenli hale gecisiyle
iligkilendirilmigtir [159].

13.8 16.9 Ornek adi  Kristalinite

21.4 22-825 . (%)
19.9 ’
272 = -
0.4\/\&&_»“\ P3HB
e w"’*“““’*mm el ] P3HB

s
s o 47.06
gl E———— SF
k7l : , PBAT 17.04
] 20.3
7 //‘9-1\\ ‘ ; SF/P3HB 11.23
< "
E e ” .W.Tﬁ‘ g 9.4 i, S-SF/IP3HB 14.46
H] 13.6 iv,.ffzo»h\\w\ o TS SF/P3HB
[ . R i B et LW APRY

nve— e & B ——— T Ssk/p3HB A-SFIP3HB 14.29

A-SF/P3HBN EO-SF/P3HB 16.54

SF/PBAT 7.40

SF/PBAT

S-SF/IPBAT 10.32

26 (")
Sekil 4. 6. P3HB, SF ve PBAT recineleri, SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz

matriksler ve stabilizasyon-sterilizasyon uygulanan matrikslere ait

XRD spektrumu ve % kristalinite degerleri.
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XRD analiz verilerinden HighScore Plus (Malvern Panalytical, ingiltere) yazilimi
yardimiyla kristalinite degerleri hesaplanmigtir ve her bir 6rnege ait % kristalinite
degerleri Sekil 4.6.'da verilmigtir. Buna goére, P3HB polimeri hari¢ butin
orneklerin amorf 6zellik gosterdigi sdylenebilmektedir. Liyofilize SF érneginde
kristal  yapiyi gosteren pik  olmadigi icin kristalinite ~ degeri
hesaplanamamaktadir. PBAT reginesinin ise kristalinite degeri %17.04 olarak
hesaplanmigtir. P3HB’nin kristalinite degeri %47.06 olarak bulunurken, SF ile
karistinldigi SF/P3HB  matrikslerde kristalinite dederi %11.23 olarak
belirlenmistir. Stabilizasyon islemi sonrasi kristalin bolgelerin artigi nedeniyle S-
SF/P3HB matrikslerde kristalinite degeri %14.46’ya yUkselmigtir. Bunun
yaninda, EO-SF/P3HB matrikslerde S-SF/P3HB ve A-SF/P3HB o&rneklerine
kiyasla kristalinite degerinde kigUk bir artis belirlenmis fakat literatlirde etilen
oksit sterilizasyonunun kristaliniteyi artirmasiyla ilgili yaklagim
bulunamadigindan bu artis hata payi olarak ele alinmigtir. SF/PBAT nanofibréz
matrikslerde ise kristalinite degeri yapidaki amorf SF’e baglh olarak %7.40
olarak bulunurken, stabilizasyon isleminden sonra S-SF/PBAT nanofibréz
matrikslerde yapilan igleme bagh olarak kristalinite degerinde artis gértlmus ve

%10.32 olarak hesaplanmigtir.

4.2.5. Mekanik Karakterizasyon
Hizali fiberlerden olugsan SF/P3HB, SF/PBAT nanofibroz matrikslere ve bu
matrikslere stabilizasyon iglemi uygulanmis halleri olan S-SF/P3HB ve S-

SF/PBAT orneklerine statik, tek yonli cekme testi uygulanmistir. Her bir

nanofibréz matriks 1 cm x 10 cm boyutlarinda kesilerek 10 mm/s test hizinda
ve ayni deneysel kosullarda caligiimigtir. Yapilan ¢ekme testi sonucunda
malzemelerin mekanik ozellikleri elastik modul, ¢cekme dayanimi, tokluk ve

kopma noktasinda uzama degerleri agisindan yorumlanmis ve elde edilen

sonuglar Cizelge 4.9.'da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4. 9. Stabilizasyon oncesi ve sonrasi hizali SF/P3HB ve SF/PBAT

nanofibroz matrikslere ait mekanik ozellikler.

Ornek adi Elastik Modliil Cekme Dayanimi Tokluk Kopma Nok. Uzama
(MPa) (MPa) (mJ/m3) (%)
SF/P3HB 197+ 8 7.7+04 23+0.2 52.7+ 3.0
S-SF/P3HB 182 + 17 7.3+0.7 23+0.2 54.1+3.2
SF/PBAT 528 + 27 258+1.9 11.5+1.2 159.7 £ 12
S-SF/PBAT 541 + 22 256+1.5 11.6+1.2 157.6 £ 13

Cekme testi sonuclarina goére her iki polimer karisiminda da stabilizasyon
isleminin anlamli fark yaratacak bir etkisi bulunmamistir. Bunun yaninda hizali
SF/PBAT matriksler her kosul icin SF/P3HB matrikslere gbre daha Ustln
olmaktadir. Malzemenin mekanik Ozellikleri fiber c¢api, topografya, proses
esnasinda kullanilan ¢bzicu gibi parametreler tarafindan etkilenebilmektedir.
Literatirde P3HB nanofiber matrikslerde elastik modulin 1 - 3 MPa, ¢cekme
dayaniminin 7 - 10 MPa, kopma noktasinda uzama degerlerinin %7 - %20
arasinda degistigini ifade eden c¢alismalar mevcuttur [149, 153]. SF
nanofiberlerle yapilan ¢alismalarda ise elastik modulin 300 - 500 MPa, ¢cekme
dayaniminin 7 - 8 MPa, kopma noktasinda uzama degerlerinin ise %10
civarinda oldugu galismalar bulunmaktadir [160, 161]. Karahaliloglu, dizensiz
morfolojide SF/PHB nanofibroz matrikslerle yaptigi c¢alismada ¢ekme
dayaniminin 3.81 MPa ve kopma noktasinda uzama degerinin %10 oldugunu
bildirmistir [148]. Bunun yaninda PBAT nanofiberlerden olusan matrikslere
yapilan mekanik analiz ¢alismasinda, PBAT'In elastik modulu 55 + 2 MPa,
cekme dayanimi 22 + 3 MPa ve kopma noktasindaki uzamasi % 544 + 113
olarak verilmistir [66]. Literatir c¢alismalar incelendiginde, c¢alismalarda
kullanilan polimer kaynaklarinin farkl olmasi, fiber morfolojisi, fiber ¢api vs.
parametrelerin farkli olusundan gergekgi bir kiyaslama yapilamasa da hizali
SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibréz matrikslerde SF polimerinin disuk ¢ekme
dayanimi ve uzama degerlerinin iyilestirildigi, Ustin mekanik 6zelliklere sahip

yapilar elde edildigi gérulmuastur.
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Yapilan bir calismada, Asil tendonundan elde edilen tendon kesitlerine yapilan
mekanik analiz sonucunda, dogal tendon dokunun elastik moduli 299 * 41
MPa, cekme dayanimi 35 + 3 MPa ve kopma noktasindaki uzama degeri %15 +
3 olarak belirlenmigtir [49]. Bu nedenle, tendon yamasi olarak kullanimi
hedeflenen hizali SF/P3HB ve 6zellikle hizali SF/PBAT nanofibréz matriksler
tendon doku muhendisliginde kullanilacak doku iskelesinden beklenen mekanik

ozellikleri karsilamaktadir.

4.2.6. Steril SF/P3HB Nanofibroz Matrikslerde Hiuicre Canlilik Analizi

Yapilan karakterizasyon testleri sonunda otoklav ve etilen oksit sterilizasyon
yontemlerinin malzemenin kimyasal yapisi, islatilabilirligi, mekanik ozellikleri
Uzerinde belirgin bir etki olusturmamasi nedeniyle, sterilizasyon yontemlerinin
hicre kudltar galismalarinda olusturacagi etkinin incelenmesi istenmistir. Bu
kapsamda L929 fare fibroblast hucreleri ekilen hizali EO-SF/P3HB ve A-
SF/P3HB nanofibr6z matriksler 7 gun boyunca kiltire edilmis ve belirlenen
zaman araliklarinda ornekler alinarak hucre canlihgt MTT analiziyle tespit
edilmigtir. Ayrica kultir sonunda her iki doku iskelesinden de Ornek alinarak

SEM analizi ile morfolojik inceleme yapilmisgtir.

Mitokondriyal aktivitenin dl¢ildigu MTT analiz sonuglarina gore genel olarak A-
SF/P3HB grubunda tium zamanlarda EO-SF/P3HB grubuna goére absorbans
daha yuksek cikmistir (Sekil 4.7.a.). Ayrica, ekimi takiben ilk ginde otoklav
yonteminin uygulandigi grupta istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur
(p<0.05). Kulltartn 7. guninde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmazken, A-SF/P3HB grubunun absorbans degeri (1.03 + 0.20), EO-
SF/P3HB grubuna (0.49 + 0.05) gbre daha yuksektir. Bunun yaninda, otoklav
(p<0.05) ve etilen oksit (p<0.0001) sterilizasyonu yapilan her iki grubunda kendi

icinde 1. ve 7. gunleri arasinda anlamh fark bulunmaktadir.

82



m %7 mA-SFP3HB
1471 sEo-sF/P3HB -
T 12
c
E 1,0 -
n
‘m’ 0,8 -
=
g 0,6 -
S 04
2
< 0,2 -
0,0 - - :
1 3 5 7
Zaman (giin)
b) EO-SF/P3HB A-SF/P3HB

i MRT S =i/

2 kX

Sekil 4. 7. Hizall A-SF/P3HB ve EO-SF/P3HB nanofibréz matriksler Gzerinde
kilture edilen L929 fare fibroblast hicrelerinin (a) kaltirdn 1., 3., 5.
ve 7. gunlerindeki MTT analiz sonuglari, (b) kaltirin 7. glindndeki

farkh buytutmelerdeki SEM analiz goruntuleri. (istatistiksel anlamlilik:

n = 3, ¥ p<0.05, ¥¥** p<0.0001).
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Kaltdrin 7. gununde yapilan SEM analizinde farkh buyutmelerde goruntuler
alinmis ve hucreler morfolojik olarak incelenmistir (Sekil 4.7.b.). Fibroblastik,
igsi morfolojideki L929 hucreleri nanofiberler Uzerinde fiber hizasi boyunca
tutunmus ve c¢ogalmistir. Sterilizasyon ydéntemlerinin incelendigi  kultir
calismasinda mikrobiyal kaynakli kontaminasyona da rastlanmamistir. A-
SF/P3HB ve EO-SF/P3HB doku iskelelerinde hucre morfolojisi agisindan fark
g6zlenmezken, ayni konsantrasyonda hicre ekilen A-SF/P3HB grubunda
mitokondriyal aktivitenin daha fazla olmasi, etilen oksit ydntemiyle
kiyaslandiginda otoklav sterilizasyonunun ¢ok daha az slreye ihtiyag duymasi
ve pratik bir yontem olusundan dolayr SF/P3HB nanofibréz matriksler igin en
uygun sterilizasyon metodu olarak otoklav ydntemi secilmis ve rAdMSC
hicreleriyle yapilacak statik kaltir ¢calismasinda A-SF/P3HB doku iskelelerinin

kullaniimasina karar verilmigtir.

4.2.7. Antibakteriyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Hizali nanofibroz matrikslerin antibakteriyal 6zellikleri Escherichia coli (gram
negatif) ve Staphylococcus aureus (gram pozitif) model bakterileri kullanilarak
optik yogunluk metodu ile belirlenmistir. Bu amacla, otoklav yontemiyle sterilize
edilen A-SF/P3HB matriks ve konvansiyonel yontemle sterilize edilen S-
SF/PBAT nanofibréz matriksler bakteri iceren sivi besi yerinde inkibe edilmis
ve belirli saatlerde alinan Ornekler ayni baslangi¢ konsantrasyonuna sahip

bakteri populasyonuyla karsilastirilarak inhibisyon varhgi incelenmistir.

Otoklav yontemiyle sterilize edilen SF/P3HB matrikslerde E.coli susunda 6.
saatten itibaren optik yogunluk 0.502 + 0.018 degeri ile sabit kalirken, S. aureus
bakterisinde 9. saatten itibaren optik yogunluk 0.623 + 0.025 degerinin Uzerine
citkmamistir (Sekil 4.8.a.). Toplamda 24 saat sUren analizde, doku iskelesi
icermeyen kontrol grubunda artis devam ederken SF/P3HB matriksler hem
gram negatif hem de gram pozitif bakterilerin gojalmasinda istatistiksel olarak
anlamli seviyede inhibisyon etkisi olugturmustur (p<0.0001).
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Sekil 4. 8. E.coli ve S.aureus bakteri suslarina karsi (a) A-SF/P3HB ve (b) S-
SF/PBAT nanofibréz matrikslerin antibakteriyal aktivite grafikleri
(n=3).

SF/P3HB iceren deney grubunda inhibisyon, bakterilerin lag fazinda ¢ogalma
surecinde gergeklestigi icin SF/P3HB nanofibroz matrikslerin antibakteriyal
olmaktan ziyade bakteri Uremesini durduran, bakteriyostatik ozellikte oldugu
sonucuna variimigtir. Bunun yaninda, etanol ¢ozeltisinde c¢okturulip her iki
yuzeyine UV 1sik uygulamak suretiyle sterilize edilen SF/PBAT matrikslerde,
tum analiz slUresince her iki bakteri susunun kontrol grubuna gore optik
yogunluk degerlerinde azalma ya da inhibisyon etkisi gorulmemistir (Sekil
4.8.b.). Bu nedenle SF/PBAT nanofibréz matriksler gram negatif ve gram pozitif
bakterilere kargi antibakteriyal 0Ozellik gostermedigi degerlendirilmistir.
Literatlrde cesitli antibakteriyal 6zellik gosteren grafen oksit, gimas, altin, ginko
oksit gibi nanopartiklller veya direkt antibiyotikler igin tasiyici olarak ¢alisilsa da
SF, P3HB ve PBAT polimerlerinin antibakteriyal 6zellik gosterdigi bildiriimemistir
[162-164]. Cerrahi operasyonlar sonrasi olasi enfeksiyonlar antibiyotik kullanimi
ile tedavi edilmeye calisilirken, florokinolon benzeri antibiyotiklerin kullaniminin
tendon rlptlrlerine yol agmasi veya ibuprofen kullaniminin tendon
rejenerasyonunu baskilamasi gibi problemleri elimine etmek igin Kklinikte
kullanilabilecek doku iskelesinin antibakteriyal Ozellikler gostermesi oldukca
onemlidir [165].
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4.2.8. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davraniginin incelenmesi

Hucre kualtur galismalarinda kullanilacak doku iskelelerinin kdltar calismasi
suresince bozunurluk o6zelliklerinin incelenmesi amaciyla A-SF/P3HB ve S-
SF/PBAT nanofibr6z matriksler hem hidrolitik (PBS ortami) kosulda hem de iki
farkli enzim (kolajenaz ve lizozim) varliginda kultur suresine esdeger olarak 21
gun boyunca 37°C’de inkube edilmis ve her bir haftanin sonunda 6rnek alinarak

SEM analizi ile yizey morfolojisi incelenmisgtir.

A-SF/P3HB matriksin inkubasyonun 7., 14. ve 21. gunlerinde PBS, kolajenaz ve
lizozim iceren ortamlardan elde edilen goruntuleri Sekil 4.9.da verilmigtir.
Deney suresince PBS ve kolajenaz igeren ortamda fiber morfolojisinde,
g6zenekliik ve gbzenek capinda farklihk belirlenmezken, lizozim iceren
ortamdan alinan oOrneklerin 14. ve 21. gunlerinde fiber yuzeyinde aginma
gerceklestigi gorulmastir. SEM analizinde daha derin bdlgelerden goruntileme
yapmaya imkan veren derinlik modunda ise fiber morfolojisinde farkhlik
gorilmemis ve bu nedenle asinmanin sadece fiber matriks ylzeyiyle sinirli
kaldigi ve tam olarak bir bozunmanin gergeklesmedigi gorulmustar. P3HB’nin
bozunma davranigiyla ilgili yapilan ¢aligmalar kisith olsa da Shishatskaya ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, hizali P3HB ve PHBV fiber matriksler
farkh pH degerlerindeki tampon ortaminda 180 glin boyunca bozunma
gOstermemis, toplam kitlesinde belirgin bir azalig gériimemistir. Kan ve serum
ortami ile in vivo kosullarda tekrarlanan deneyde ise malzemelerin ¢ekme
dayanimi degismezken, molekul agirhdinda azalma gorilmus ve in vivo
kosullarda SEM gorlntllerinde ylzey erozyonu seklinde bozunma
gerceklesmistir [166]. Baska bir calismada ise gastrointestinal yama olarak
kullanimi  hedeflenen P3HB (Mw = 640,000) ve farkl plastiklestiricilerin
katkilandigi P3HB filmler 1 yil igerisinde molekul agirliklarinda yaklasik %50

azalma gostererek hidrolitik bozunma gostermistir.
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Sekil 4. 9. A-SF/P3HB nanofibr6z matrikslerin PBS, kolajenaz ve lizozim igeren
ortamlarda 7., 14. ve 21. gunde bozunma davraniglarina ait SEM

analiz goruntileri (20 kX buylUtme, o6lgek bari 2 um, kirmizi oklar

asinma gergeklesen alanlari géstermektedir).

Lipaz, amilaz, a-kimotripsin, tripsin ve proteaz gibi enzimleri iceren pankreatin
ortaminda ise hidrolitik ortama gore bozunma derecesinin 3 kat arttigi bildirilmis
ve P3HB’nin enzimatik bozunma davranigi amorf fazin hareketliligi ve polimer
hidrofobisitesi ile iligskilendirilmistir [53]. Bunun yaninda P3HB’nin disik camsi
gegis sicakhgr (Tg = 5°C) nedeniyle 37°C’da enzimatik olarak hidrolize
olamayacagi ve Tg sicakhdi daha yiksek amorf polimerlerle karisim halinde

bozunma gosterebilecegi belirtilmigtir [167].
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Bu tez calismasinda amorf SF ile karisim halinde kullanilan P3HB matrikslerde
3 haftalik inkibasyon boyunca bozunma goértlmemis, ancak sadece lizozim
iceren ortamda asinma tespit edilmistir. Ipek fiberler in vivo kosullarda
bozunmayan biyomalzemeler olarak bilinse de izole edilip, saflastirilan SF
fiberler biyobozunur Ozelliktedir. SF bozunurluk hizi, yapidan serisin
uzaklastirma protokoll, molekul agirligi, kullanilan enzim tipi ve uygulama
suresi, morfolojik 6zellikler ve en 6nemlisi kristal yapiyl belirleyen B-tabaka
oranindan etkilenmektedir [168]. Literatirde siklikla proteaz XIV, kolajenaz ve
a-kimotripsin kullaniimaktadir. Proteaz XIV SF bozunurluk c¢alismalarinda en
etkili enzim olarak nitelendiriimekte ve a-kimotripsinle birlikte SF’nin amorf
bdlgelerini; kolajenaz ise kristalin B-tabaka kisimlarini etkilemektedir [169]. Bu
nedenle, tez galismasinda metanolle stabilize edilen S-SF/P3HB matriksler
kullanildigi i¢cin kolajenaz enzimi tercih edilmistir. Stabilizasyon islemi
uygulanmamis SF filmlerle yapilan bir galismada, 1.0 U/mL konsantrasyonda
proteaz XIV, kolajenaz ve a-kimotripsinle inkiibasyon sonrasi yapinin %70’inin
15 gun igerisinde bozundugu ve B-tabaka bdlgelerinin en fazla kolajenaz

ortaminda azalma gosterdigi bildirilmigtir [170].

Stabilizasyonu yapilan S-SF/PBAT nanofibroz matrikslerin ayni kosullarda
bozunma davranigi incelendiginde, 21 gunun sonunda belirgin bir sekilde
hidrolitik ya da enzimatik bozunma isaretine rastlanmamistir (Sekil 4.10).
Yapilan bir galismada, ekstrizyonla elde edilen PBAT fibréz matrikslerin
hidrolitik kosullarda 8 hafta boyunca kutle kaybina ugramadigi fakat mekanik
Ozelliklerinde belirgin bir azalma oldugu bildirilmistir [63]. Fukushima ve ark.
PBAT filmler Uzerinde yaptigi ¢alismada, 8 hafta sonunda kitle kaybi ve
degradasyon Urunu varhgini tespit etmemislerdir [171]. Baska bir ¢alismada ise,
PBAT filmlerin lipaz enzimi igeren ortamda 5 hafta sonunda %5 kutle kaybina
ugradiyi fakat SEM analiz goruntilerinde yuzeyde deformasyon izine
rastlanmadigi bulunmustur [9]. Benzer sekilde proteaz enzimi varliginda yapilan
8 gunluk bir calismada PBAT filmlerin bozunmaya direngli oldugu gdsterilmistir
[172].
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PBS

Kolajenaz

Lizozim

Sekil 4. 10. S-SF/PBAT nanofibroz matrikslerin PBS, kolajenaz ve lizozim
iceren ortamlarda 7., 14. ve 21. gunde bozunma davraniglarina

ait SEM analiz goruntuleri (10 kX bayltme, dlgek bari 5 pm).

PBAT’In enzimatik degradasyona dayanikli bir polimer oldugu literatirle uyumlu
olarak bulunmustur. Bunun yaninda PBAT'in yapisindaki ester baglarinin yikimi
icin lipaz enzimi kullanmak uygun olsa da tendon yamasi olarak kullanimi
hedeflenen S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerin dogal tendon mikrogevresindeki
enzimatik suregler (kolajenaz, MMP’ler) g6z 6nune alindiginda 3 hafta boyunca

enzimatik bozunmaya ugramamasi istenen bir durumdur.
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4.3. Hicre Kiiltur Galigmalari

Tez calismasinin son asamasinda fabrikasyonu ve karakterizasyonu yapilan
nanofibréz matrikslerin 21 gunlik statik kosullardaki hlcre kultar calismalari
tamamlanmis ve elde edilen sonuglar degerlendiriimigtir. Bu kapsamda, ilk
olarak farklilagma kapasitesi, izolasyon kolayligi ve yuksek sayida hlcre izole
edilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolayi segilen adipoz mezenkimal kdk hicrelerin

sicanlardan izolasyonu gergeklegtiriimistir.

Otoklav yontemiyle sterilizasyonu yapilan A-SF/P3HB ve etanol-UV isik
uygulamasiyla sterilizasyonu yapilan S-SF/PBAT nanofibr6z matrikslere izole
edilen rAdMSC hicreleri ekilerek kiltlir 21 gin boyunca takip edilmis ve hlcre
¢ogalmasi, tutunmasi, farkhlasmasi farkli analizlerle her bir doku iskelesi igin
kargilagtirmali olarak yorumlanmistir. Ayrica, mekanik stimilasyon uygulanan

dinamik kultar calismalarina ait 6n galisma sonuglarina yer verilmistir.

4.3.1. rAdMSC izolasyonu ve Karakterizasyonu

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 52338575-59
sayili izni ile 6 adet Sprague Dawley cinsi sicandan rAdMSC hiucrelerinin
izolasyonu yapilmistir. izolasyonu takiben, hiicrelerin ilk izole edildigi P0’dan
P3’e kadar stogu olusturulmus ve hucreler morfolojik olarak takip edilmistir
(Sekil 4.11.a. ve Sekil 4.11.b.). Herhangi bir kontaminasyonun goériimedigi
kultirde, homojen hicre populasyonu belirlenmis ve hucrelerin ilerleyen
pasajlara kadar igsi, fibroblastik morfolojisini korudugu goérulmustir. Bunun
yaninda, statik kultir calismalarinda P5’te hicre kullanilacagi igin bir miktar
hicre P5'e kadar c¢ogaltilmis ve ureme kinetigi incelenmistir. Paralel ekim
calismasinin 1., 3., 5., 7., 10., 13. ve 16. gunlerinde hemositometrik sayim ile
hicre sayisi belirlenmis ve MTT analizi ile mitokondriyal aktivite dlgUlmustir
(Sekil 4.11.c.). MTT analizine goére 3. ve 7. glnler arasinda eksponansiyel fazda
oldugu tespit edilen hicrelerin sayisindaki artistan yola ¢ikilarak 6zgul ureme
hizi 0.0163 sa ve ikilenme siresi 42.3 sa olarak belirlenmistir. Bunun yaninda,
besi ortaminin degistiriimedidi kultir suresince rAdMSC’lerin 7. ginden sonra
duragan faza gectigi ve 13. gunden itibaren de olum fazina gectigi tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular literaturle uyumlu olarak bulunmustur [146].
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Sekil 4. 11. Siganlardan izole edilen rAdMSC hucrelerine ait (a) PO, (b) P3
optik mikroskop goruntileri (10X) ve (c) PS’teki sirasiyla
hemositometrik sayim ve MTT analizi sonucu elde edilen Ureme
grafikleri (n=3).

izole edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu P5’teki
hicrelerden 6rnek alinarak akis sitometri analizi ile yapilmis ve izole edilen kok
hicreler yluzey antijenleri agisindan incelenmistir. Literatirde mezenkimal kdk
hicrelerin fenotipik karakteri su sekilde belirtiimistir; fenotip pozitif antijenler (=
%95): CD105, CD73, CD90 ve fenotip negatif antijenler (s %2): CD45, CD34,
CD14, CD11b [173, 174]. Ayrica adipoz dokudan izole edilen kdk hucrelere
spesifik olarak CD29 ve CD90 yuzey antijenleri = %95 oraninda ifade
edilmektedir. Akis sitometri analiz sonucu, adipoz dokudan izole edilen rAdMSC
hicrelerin literatirle uyumlu olarak mezenkimal kok hicre belirtegleri olan
CD29, CD44, CD73 ve CD90 igin pozitif oldugu gorulmus ve ldkosit hlcre
belirtecleri olan CD11b ve CD45 igin ise %2’den dusuk isaretlenme oranlari
belirlenmigtir (Sekil 4.12.). Bdylece, izole edilen rAdMSC’lerin mezenkimal kok
hdcre oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 4. 12. rAdMSC’lerin farkh ylzey antijenleri i¢in akis sitometri analiz

sonuglart.

4.3.2. Statik Kultur Calismasi Sonuglan

Statik hicre kaltirinde, rAdMSC hacrelerinin A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku
iskeleleri Uzerinde, ylzey topografyasina ve buyume faktora kullanimina bagh
olarak tenositlere farklilasmasi incelenmigti. Bu nedenle, her iki doku
iskelesinde de olusturulan iki gruptan biri normal besi ortaminda Kkultlre
edilirken, diger grubun besi ortamina GDF-5 biylume faktori ilave edilmigtir.
GDF-5 buyume faktord, tendon rejenerasyonunda yeni tenosit hucrelerinin
olusumunda etkili bir sitokindir. Buyime faktoranun uygun konsantrasyonu igin
optimizasyon c¢alismasi yapilmamis ve literaturden yararlanilarak 100 ng/mL
olarak belirlenmistir [77, 78, 175-177]. Statik hucre kultarinde, otoklav ile
sterilizasyonu vyapilan A-SF/P3HB ve etanol-UV sik uygulamasi ile
sterilizasyonu yapilan S-SF/PBAT doku iskelelerine 10° hiicre/cm? yogunlukta
P5 rAdMSC hicreleri statik kosullarda ekilmis ve 21 gin boyunca kiltire
edilmigtir. Kaltaran 7., 14. ve 21. gunlerinde ornekler alinmis ve hucrelerin
tutunma, cogalma ve farkllasma davraniglari her iki doku iskelesi igin

karsgilastirmali olarak yorumlanmistir.



4.3.2.1. MTT Analizi

A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskelelerine ekilen rAAMSC hucrelerinin, MTT
analiz sonuglari Sekil 4.13.'te verilmigtir. Normal besi ortamindaki A-SF/P3HB
grubunun 21 gunluk kdltar suresi incelendiginde, benzer olan 1. ve 3. gun
absorbans degerlerinin 7. ginde (0.185 £ 0.093) azaldigi ve kaltarin 14. (0.464
+ 0.122) ile 21. (0.611 £ 0.087) gunlerinde absorbansin istatistiksel anlaml
olarak arttigi belirlenmistir (p<0.05). GDF-5 iceren ortamdaki A-SF/P3HB
grubunda ise genel olarak MTT absorbans degerleri normal besi ortamina goére
daha yuksek olsa da, kdlturin 1. guninden 7. gunune (0.297 £ 0.070)
mitokondriyal aktivitede azalma ve 7. gunden 21. gine (0.877 £ 0.063) kadar
anlaml bir artis (p<0.001) gbézlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli mitokondriyal
aktivite artisinin 14. ve 21. gunler arasinda da (p<0.05) tespit edilmesi
nedeniyle, hicre proliferasyonunun A-SF/P3HB + GDF-5 grubu igin kaltirin
son haftasinda ivme kazandigi yorumu vyapilabilmektedir. Bunun yaninda,
kaltarin 21. gundnde A-SF/P3HB vyuzeylerdeki rAdMSC’lerin normal besi
ortami ve GDF-5 iceren ortamdaki aktiviteleri kiyaslandiginda anlamh farklilik
tespit edilmistir (p<0.05). GDF-5 buylime faktori kullanimi A-SF/P3HB doku
iskelelerindeki hudcrelerin canliigini pozitif yonde onemli dlgude etkilemistir.
Normal besi ortamindaki S-SF/PBAT doku iskelelerine ekilen rAdMSC’lerin MTT
absorbans degerleri incelendiginde, 1. guinden (0.709 + 0.025) 7. gline (0.162 +
0.009) kadar istatistiksel anlamh bir azalma (p<0.01) ve 7. ginden 21. glne
(0.757 £ 0.110) kadar anlamli bir artis (p<0.05) belirlenmistir. Bunun yaninda,
kaltarin 1. guninde besi ortamindaki A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku
iskelelerine ekilen hdcrelerin mitokondriyal aktiviteleri arasinda da belirgin
farklihk (p<0.01) bulunmaktadir. Ayni sayida rAdMSC’nin yine ayni buyuklikte
doku iskelelerine ekiminin yapildigi deneyde 1. gun sonuglarindaki farklilik,
hicrelerin iskele ylzeyine tutunma davranigi velveya ylzey hidrofobisitesi
nedeniyle ekim sirasinda doku iskelesinden olusabilecek sizintilarla ilgili htcre
kaybindan kaynaklandigi duasutntlmektedir. GDF-5 blyume faktori iceren S-
SF/PBAT doku iskelelerine ekilen rAdMSC’lerin mitokondriyal aktiviteleri diger
gruplara benzer sekilde, 1. ginden (0.775 + 0.032) 7. glne (0.203 + 0.032)
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalirken (p<0.01), 7. ginden 21. gune (1.021
+ 0.142) kadar yaklasik 5 katina ¢ikmistir (p<0.05).
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13. A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT hizali doku iskelelerine ekilen

rAdMSC’lerin normal besi ortami ve GDF-5 iceren besi
ortaminda 21 gunltuk kultur boyunca mitokondriyal aktivitelerini
gosteren MTT analiz sonuglari (n=3, istatistiksel anlamli
farklilik: ayni grup farkl glnler arasinda *p<0.05, ***p<0.001;
ayni guin farkh gruplar arasinda "p<0.05, "p<0.01).

Kaltaran 1. guninde normal buyume ortamlarindaki doku iskelelerine benzer
sekilde, GDF-5 buyume faktoru iceren ortamda kulture edilen S-SF/PBAT
grubunda da A-SF/P3HB grubuna gore hucre canliigi anlaml olarak daha

yuksektir (p<0.01). Bu durum ters yonde olacak sekilde kdltarin 3. ve 14.

gunlerinde de go6zlenmis ve bu sefer GDF-5 iceren ortamdaki A-SF/P3HB

grubunda S-SF/PBAT grubuna goére canhllik daha fazla ¢ikmistir (p<0.05).
Ayrica, S-SF/PBAT doku iskelelerinde, GDF-5 buyume faktérinden bagimsiz,
1. — 3. (p<0.05) ve 1. — 7. (p<0.05) gunler arasinda da absorbans degerlerinde

anlamli bir azalma bulunmaktadir. Bu nedenle kaltirin 1. gunandn aksine, 3. ve
14. gunlerinde S-SF/PBAT + GDF-5 grubunda absorbans degerlerinin dusuk

¢ikmasinin nedeni hicrelerin farklilagsmaya gitmesiyle iliskilendirilmistir.
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Ozetle MTT analizinden elde edilen sonuglara gére; hiicre tutunmasiyla iligkili
olarak S-SF/PBAT doku iskelelerinde A-SF/P3HB’e gore absorbans
degerlerinin daha ylksek oldugu ve kaltirin 21. gundinde GDF-5 buylime
faktori uygulanan gruplarda yine absorbans dederlerinin daha yuksek oldugu
gorulmustar. Ayrica, tum gruplarda kdltarin 1. gununden 7. gunune
mitokondriyal aktivitede azalma ve 7. ginun sonrasinda 21. gune kadar artis
egilimi belirlenmigtir. Absorbans degerlerindeki azalma ve artis mezenkimal kok
hicrelerin 7. gun civarinda proliferasyon vyerine farkllasma asamasinda

olmasiyla agiklanmistir [178].

4.3.2.2. SEM Analizi
Hizali topografyaya sahip A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT matriksler tzerine ekilen
rAdMSC’lerin morfolojileri kultirin 7., 14. ve 21. gunlerinde yapilan SEM analizi

ile incelenmis ve elde edilen goruntuler Sekil 4.14’te sunulmustur.

Normal besi ortaminda kultire edilen A-SF/P3HB doku iskelesi Uzerindeki
hicrelerin matriks yuzeyinde lokal olarak tutunup, ¢ogalmaya basladigi ve
fiberlerin hizalanma yodninde uzantilar olusturdugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda fibroblastik morfolojide hicrelere de rastlanmistir. Kiltiran ilerleyen
gunlerinde hticre morfolojisi daha igsi yapiya gecip, tim hcrelerin hizal
topografya ekseninde siralandigr belirlenmigtir. Kaltirin 21. gununde,
morfolojide farklilik belilenmezken hicre proliferasyonu ve ECM artisina bagli
olarak hucreler arasi bosluklar azalmistir. GDF-5 buyume faktord igeren
ortamdaki A-SF/P3HB doku iskelelerine ekilen hicrelerde ise kultirin 7.
guninde normal besi ortamina gore hizalanmanin daha fazla oldugu, hticrelerin
en/boy oraninin oldukga azaldigi gozlemlenmistir. BlUylime faktdrl igeren
grubun 21. gunudnde proliferasyona bagl olarak hlcreler tabaka olusturacak
kadar cogalma davranigi sergilemis ve matriks yuzeyi gérunmez hale gelmistir.
Hucrelerin proliferasyona bagli olarak nanofiber yerine birbiri Uzerinde
¢ogalmaya baslamalari durumunda da hizali morfolojinin  korundugu

gOrulmustar.
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4.

14. A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT hizali doku iskelelerine ekilen

rAdMSC’lerin normal besi ortami ve GDF-5 iceren besi
ortaminda kultirasyonlarinin 7., 14. ve 21. guntinde SEM analiz
goruntuleri (10 kX buydtme, 06lgek bari 50 pm'yi
gostermektedir).
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Normal besi ortamindaki S-SF/PBAT doku iskelelerindeki hlcrelerin ise kultir
boyunca oldukg¢a hizali oldugu ve tum matriks yuzeyinde htcre-htcre ve hicre-
matriks etkilesimlerinin oldugu belirlenmigtir. GDF-5 iceren besi ortamindaki S-
SF/PBAT matriks yuzeylerdeki hicrelerin yine blyime faktdrl iceren ortamda
kilture edilen A-SF/P3HB doku iskelelerinde oldugu gibi 21. gunde birbirleri
Uzerinde c¢ogalmaya basladigi tespit edilmigtir. GDF-5, buyume/farklilasma
faktord olup hem tenosit maturasyonunda hem de proliferasyonunda gorev
almaktadir. Bu nedenle, GDF-5 blyume faktori iceren gruplarda
proliferasyonun normal besi ortamina gbére daha fazla olmasi beklenen bir
durumdur ve elde edilen sonuglar MTT analizinin 21. gunundeki buyume faktoru
iceren ve icermeyen gruplar arasindaki farkhlikla da értismektedir. AAMSC'’lerin
tenojenik farklilasmasi ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde elde edilen

goruntulerin literaturle uyumlu oldugu belirlenmigtir [11, 179].

Ozetle, tim kiltir boyunca rAdMSC hiicreleri her iki hizali nanofiber matriks
ylzeyinde tutunmus ve hizali topografyaya uyumlanarak ¢cogalmistir. Hicreler
kaltur sonunda igsi ve hizali morfolojisini kaybetmese de hizalanmis rAdMSC
hdcrelerinin eni fiberler arasi uzakliga gore c¢ok daha buylk oldugundan
hiucreler doku iskelesinin i¢ kisimlarina migrasyon yapamamis ve yuzeyde
tabaka seklinde godalmistir. Paralel nanofiber topografyasi mezenkimal kdok
hicrelerin farklilasmasi icin gerekli oldugu gibi gézenek buyuklugu de 6nem arz
etmektedir ve hizali nanofiberlerin belli motiflerde orllerek kullaniimasi ile

g6zenek boyutu artirilabilmektedir [128].
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4.3.2.3. Canl/Olii Hiicre Boyama

Hizali A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT nanofibréz matrikslere ekilen rAdMSC
hicrelerinin  kidltir boyunca canliliklari canli/6li boyama analizi ile takip
edilmistir. Canli/6li boyamada kullanilan boyalardan kalsein AM, canli
hdcrelerin membranindan sitoplazmaya alinarak kalseine indirgenmekte ve
yesil renkte floresan 1sima yapmaktadir. Etidyum homodimer-1 ise canli hucre
membranindan gegemez ve Olu hucrelerin hasar goren membranlari nedeniyle
dogrudan nukleik asitlere baglanarak kirmizi renkte floresan 1sima yapar.
Kaltaran 7., 14. ve 21. gunlerinde normal besi ortami ve GDF-5 blyume faktoru
iceren ortamda kultire edilen hizali matriks yapilar Gzerindeki rAdMSC’lerin
canhliklarini belirlemek i¢in canli/6li boyama yapilmis ve floresan mikroskop

gorantileri Sekil 4.15.’te sunulmustur.

Analiz sonuglarina gore tum kulttr siresi boyunca ve her iki besi ortaminda da
hizali A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskeleleri tGzerindeki rAAMSC hicreleri
canlihgini korumustur. Bunun yaninda, bazi 6rneklerde birkag tane kirmizi olu
hdcreye rastlanmigtir. Ancak, polipeptit yapisindaki fibroin nedeniyle doku
iskeleleri de etidyum homodimer-1 boyasi ile boyanmis ve bu nedenle 6lu
hicrelerin canli hicrelerle birlikte gortntulerinin alinmasinda zorluk yasanmistir.
Doku iskeleleri, kullanilan besi ortami ya da kultir streleri arasinda farklihk
bulunmamis ve SEM analiz goruntlilerine benzer sekilde hucrelerin hizal
topografyaya uygun, birbirine paralel ve igsi morfolojide oldugu belirlenmigtir.
Hucre canllik oraninin yuksek olmasi ve 06lu hlcre sayisinin ¢ok az olmasi
literatirle uyumlu olup Wu ve ark.’nin yaptigi hizali ve hizasiz PLGA matriks
yuzeylerdeki insan AdMSC hdcrelerinin hizali topografyada canliliklarinin daha

fazla oldugu g¢alismayla benzer sonuglar elde edilmistir [86].

98



A-SF/P3HB

A-SF/P3HB + GDF-5

S-SF/PBAT

S-SF/PBAT + GDF-5

Seckil

;'nl\/ {'
:“:::E?Q“" ):}’.
’5« e r ~\ :~‘a T
4

9

|

15. A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT hizali doku iskelelerine ekilen

rAdMSC’lerin normal besi ortami ve GDF-5 igeren besi
ortaminda kiltirasyonlarinin 7., 14. ve 21. gunudnde canli/6lu
boyama goruntuleri (canli hucreler yesil; 6lu hicreler kirmizi
renkle boyanmigtir, 20X buayltme, 6lgek bari 100 pm'yi
gostermektedir).
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4.3.2.4. immiinfloresan Boyama

Statik hucre kaltir calismasinin 7., 14. ve 21. gunlerinde, hizali A-SF/P3HB ve
S-SF/PBAT doku iskeleleri Gzerine ekilen rAdMSC’lerin hizali topografyadaki
organizasyonlari hicre iskeleti/¢cekirdek boyamasi yapilarak takip edilmistir.
Hucre iskeletini goruntilemek icin kullanilan Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge
anti F-aktin boyasi hucrelerin aktin filamentlerinin yesil renkte goérinmesini
saglarken, DAPI boyasi hucre ¢ekirdegine baglanarak gekirdeklerin mavi renkte
IsSima yapmasini saglamaktadir. Farkli besi ortamlarindaki hizali nanofibréz
matrikslere ekilen rAdMSC hucreleri boyama sonrasi floresan mikroskopta

goruntilenmis ve elde edilen goruntuler Sekil 4. 16.’da verilmigtir.

immiinfloresan boyama gérintiileri incelendiginde, normal besi ortaminda
kUltarasyonu yapilan A-SF/P3HB grubunun 7. ginde GDF-5 buyume faktoru
iceren gruba gore nispeten daha duzensiz morfoloji sergiledigi belirlenmistir. Bu
durum haricinde, diger zaman araliklari ve farkh besi ortamlarindaki hizah A-
SF/P3HB ve S-SF/PBAT ylzeylerdeki rAdMSC’lerin tamamen fiberlerin
hizalanma ekseni boyunca birbirlerine paralel yerlesim gdsterdikleri ve igsi
yapida olduklarn tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar SEM analiz
goruntilemeleriyle benzerlik gostermektedir. Blyiume faktori icermeyen kultur
ortamindaki orneklerin de kultir suresi boyunca gergin, tek yonlu ve birbirine
paralel uzanan aktin filamentlerine sahip olmasi hizali topografyanin kok
hacrelerin farklilagsmasi surecini 6ncelikli olarak etkiledigini gostermektedir [180,
181]. Guner ve ark.’nin yakin zamanda yapti§i bir c¢alismada, hizali
topografyaya sahip PCL-jelatin nanofiberler Uzerine ekilen insan AdMSC
hicrelerinin farkli konsantrasyonlarda (0-10-50-100 ng/mL) GDF-5 blylume
faktoru ile muamelesi sonucunda huicre hizalanmasinda farkhlik goéralmemigtir
[80].
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A-SF/P3HB
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16. A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT hizali doku iskelelerine ekilen
rAdMSC’lerin normal besi ortami ve GDF-5 igeren besi
ortaminda kulturasyonlarinin 7., 14. ve 21. gununde hucre
iskeleti/gekirdegi boyama goruntileri (hicre iskeleti yesil; hiicre
cekirdegi mavi renkle boyanmistir, 40X buyutme, olgek bari 20
pm’yi gostermektedir).
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4.3.2.5. Hidroksiprolin Analizi

Hucre kiltdr ¢alismasinin 7., 14. ve 21. gunlerinde, normal ve GDF-5 blyume
faktord igceren ortamlarda ve A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskeleleri GUzerinde
kilture edilen rAMSC hucrelerinin Urettigi kolajen miktari indirekt bir yontem
olan hidroksiprolin analizi ile tayin edilmistir. Hidroksiprolin, tum kolajen
tiplerinde bulunan ve kolajenin %13.4’Un0U olusturan bir aminoasittir. Kalturdn
belirlenen gunlerinde alinan érnekler kurutulup tartilmig ve analiz sonucu elde
edilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri 570 nm’'de kaydedilmistir. Orneklerin
toplam hidroksiprolin miktari, seri dilisyonla olusturulan ve hidroksiprolin
konsantrasyonu bilinen standart edriden yola c¢ikilarak hesaplanmis ve negatif
kontrol olan hucresiz doku iskelesinden elde edilen sonug bu degerlerden
cikariimigtir. Boylece, rAdMSC'’lerin Urettigi hidroksiprolin miktari deney dncesi
kaydedilen kuru agirliklara bolunerek kuru ornek bagina uretilen hidroksiprolin

miktari her bir 6rnek icin bulunmustur (Sekil 4.17.)

"|A-SFIP3HB [[[|A-SFIP3HB+GDF-5 77/S-SFIPBAT [JliS-SFIPBAT+GDF-5
% S 1000 - i %/ %/
i ! i
20: ; - % %

Sekil 4. 17. A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT hizalh doku iskelelerine ekilen
rAdMSC’lerin normal besi ortami ve GDF-5 igeren besi
ortaminda kulturasyonlarinin 7., 14. ve 21. gununde Kkuru

agirhga gore hidroksiprolin analizi sonuglari (n = 3).
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Hidroksiprolin analizi sonucuna goére, normal besi ortami ve GDF-5 buylime
faktori iceren ortamlardaki A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskelelerinde
kaltarin boyunca hidroksiprolin miktarinda artis egilimi belirlenmistir. Fakat,
hata cubuklari dikkate alindiginda gruplar veya gunler arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark belirlenememistir. Tez c¢alismasinda yapilan diger
analizlerde 7. gun civarinda rAdMSC’lerin farklilagsmaya basladigi sonucundan
yola c¢ikarak, 14. ve 21. gunlerde toplam kolajen miktarinin 7. gine gore her
grupta 2 — 4 kat artmasi bu c¢ikarimi desteklemektedir. Literatlirde ayni
hidroksiprolin analiz protokolinun [182] uygulandigi bir galismada, taze ve
desulerize domuz tendon kesitlerinde hidroksiprolin miktari 150 pg/g olarak
bildirilmis ve tez kapsaminda elde edilen 7. gun sonuglariyla benzerlik

gOstermistir [183]. Bunun yaninda yine benzer metod ile, hizali ve hizasiz PCL

nanofibréz matriksler tzerine ekilen 5x10° hiicre/cm? yogunlukta insan AdMSC

hlcrelerinin Urettigi toplam kolajen miktari belirlenmis ve benzer sekilde 7.
gunden (ortalama 5 mg/g kolajen) 28. gune kadar (ortalama 15 mg/g kolajen)
yuksek standart sapma degerleriyle birlikte artan kolajen miktari rapor edilmistir
[39]. Hidroksiprolin aminoasiti toplam kolajenin %13.4’UnU olusturdugu igin,
hidroksiprolinden toplam kolajeni hesaplamada 1:7.46 donusim orani
kullaniimakta ve boylece tez ¢alismasinda, 7. ginde ortalama 1.5 mg/g kolajen
ve 21. gunde ortalama 9 mg/g kolajen sentezi yapildigi belirlenmistir. Sonucun
literatlrdeki benzer calismaya gore dusuk c¢ikmasi tez cgalismasinda hucre

ekiminin 5 kat daha az olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.3.2.6. RT-PCR Analizi

Statik hucre kiltar ¢calismasinin 7., 14. ve 21. gunlerinde hizalh A-SF/P3HB ve
S-SF/PBAT doku iskeleleri Uzerine ekilen ve farkli blyime ortamlarinda kultire
edilen rAdMSC’lerin tendonla iligkili ve tendon spesifik gen ifadeleri RT-PCR
analizi ile incelenmistir. Referans gen olarak B-aktin segilmis ve sonuglar 3-aktin
gen ifadesine gore normalize edilmigtir. Ayrica sonuglar istatistiksel olarak 7.
gun normal besi ortamina gére, ayni gun farkl gruplara gére ve ayni grup farkh
gune gore incelenerek yorumlanmistir. Hizali A-SF/P3HB doku iskeleleri

Uzerinde kulttre edilen rAdMSC’lere ait sonuglar Sekil 4.18.’de sunulmustur.
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18. Hizali A-SF/P3HB doku iskelelerine ekilen rAdMSC’lerin normal

besi ortami ve GDF-5 igeren besi ortaminda kulttrasyonlarinin
7., 14. ve 21. gininde RT-PCR analizi ile yapilan COL1A1,
COL3A1, SCX, TNMD, TNC ve PPARYy kantitatif gen ekspresyon
analiz grafikleri. (y-ekseni, [-aktine normalize edilen gen
ekspresyonunu ifade etmektedir. Istatistiksel olarak anlamli
farklihk: n=5, kontrol grubu normal besi ortamindaki A-

ale o

SF/P3HBnin 7. gini oldugunda *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001; ayni guin farkli gruplar arasinda “p<0.05; ayni grup
farkh glinler arasinda 4p<0.05, 444p<0.001).
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Kolajen tip I (COL1A1), vucutta birgok dokuda bulunup tendonun en 6nemli
yapisal proteinidir. Hizali A-SF/P3HB doku iskelelerinde kulture edilen
rAdMSC’lerin kultar suresi arttikga, COL1Al gen ifadesi her iki besi ortami
grubunda da artmigtir. Ayrica, normal besi ortaminda kultlre edilen A-SF/P3HB
grubunun 7. gunu kontrol olarak alindiginda, hem A-SF/P3HB (4.91 + 1.37,
p<0.001) hem de A-SF/P3HB+GDF-5 grubunun (5.55 * 2.62, p<0.01) 21.
guninde istatistiksel olarak anlamh fark belirlenmistir. Bunun yaninda, A-
SF/P3HB+GDF-5 grubunun 21. glntndeki gen ifadesi ayni grubun 7. ginlne
(1.29 £ 0.47, p<0.001) ve 14. gunine (3.59 = 0.88, p<0.05) goére belirgin artis
sergilemigtir. Ayni zaman araliklarindaki gruplar arasinda istatistiksel fark
belirlenmezken, GDF-5 buyime faktérinin COL1A1 ekspresyonu Uzerinde

etkisi gorulememisgtir.

Kolajen tip Ill (COL3A1), kolajen tip | fibrilogenezinde dnemli rol oynayan ve
tendon rejenerasyonunun proliferativ fazinda sentezlenen tendonla iliskili bir
proteindir. RT-PCR analiz sonuglari incelendiginde her iki grubun da kultir
boyunca, COL3A1l gen ifadesinin COL1A1 profiline olduk¢a benzer oldugu
gOrulmustir. Normal ve GDF-5 iceren bliyime ortamlarinda 21 gin boyunca
COL3A1 ifadesi artmis ve 7. giin A-SF/P3HB grubu kontrol olarak alindiginda,
A-SF/P3HB (3.96 + 1.54, p<0.05) ve A-SF/P3HB+GDF-5 grubunun (4.61 *
1.96, p<0.01) 21. gunlerinde belirgin artis belirlenmistir. Ayrica, GDF-5 blyime
faktorl iceren grubun 7. (1.41 £ 0.64, p<0.001) ve 14. gunleriyle (2.02 £ 0.30,
p<0.05) 21. gunu arasinda da anlaml artis tespit edilmistir. Bunun yaninda,
GDF-5 buyume faktérinin tek basina COL3A1 gen ifadesi Uzerinde etkili
olmadidi gorulmustir. COL1A1 ve COL3A1 gen ifadelerinin sonuclari birlikte
incelendiginde, toplam kolajen miktarini indirekt olarak gosteren hidroksiprolin
analiz sonuglari ile uyumlu olduklari bulunmustur. Tendon rejenerasyonunda,
mekanik dayanimi yuksek, saglikli ve olgun tendon dokusu gelisimi igin en
onemli parametrelerden biri kolajen tip I/kolajen tip 11l oranidir ve rAdMSC’lerin
COL1A1/COL3A1 gen ifade orani her iki grupta ve tum zaman araliklarinda
1’den yuksek bulunmustur [184].
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Tenascin-C (TNC), matriks proteinlerinin  mekanik uyarimindan sorumlu
modulator olup tendon ve ligamentlerde kolajen fibrilogenezi ile iligkili bir
glikoproteindir. Her iki besi ortaminda kultire edilen rAdMSC’lerin TNC gen
ifadeleri incelendiginde ortalama degerler Uzerinden 14. ginde azalma ve 21.
gunde artigs belirlenmigtir. A-SF/P3HB grubunun 7. gund kontrol olarak
alindiginda ayni grubun 21. gununde (1.57 = 0.53) ve A-SF/P3HB+GDF-5
grubunun 21. gununde (1.77 £ 0.59, p<0.05) TNC gen ifadesi artmigtir. Ayni
zaman araliginda gruplar arasinda veya ayni grubun farkli zamanlarinda
istatistiksel farklihk saptanmamistir. Tenojenik farklilagsmanin ge¢ doneminde
TNC gen ifadesi yukari dogru regule edilirken, 21 gunluk kaltir stresi TNC
ifadesinde belirgin bir artis goézlemlemek icin erken bir zamani ifade
edebilmektedir. Literatirde sican tendon fibroblastlarla yapilan bir ¢alismada
benzer ekspresyon profili bildiriimis, TNC gen ifadesi GDF-5 kullaniminin 9.
gununde artarken, 12. ginde azalmistir [175]. Park ve ark. rAdMSC'lerle yaptigi
bir calismada, GDF-5 blyume faktori varliginda TNC gen ifadesi kultlrin 6.
guninde azalirken, 9. ve 12. gunlerinde artis géstermistir [77]. TNC ge¢ donem
tendonla iligkili gen belirteci oldugundan, A-SF/P3HB+GDF-5 grubunun 21.
gunuandeki belirgin artig literatire uygundur [176].

Skleraksis (SCX) tenojenezde, hilcresel tendon farklilasmasinda ve ECM
organizasyonunda onemli rol oynayan protein olup en bilinen tendon spesifik
gen belirtecidir. SCX gen ifadeleri incelendiginde her iki grupta da kudltar
boyunca artis belirlenirken, genel olarak GDF-5 iceren gruplarin her zaman
araliginda normal besi ortamina gore gen ifadeleri daha fazla bulunmustur. A-
SF/P3HB grubunun 7. gunud kontrol olarak alindiginda, A-SF/P3HB+GDF-5
grubunun 14. (2.47 £ 0.29, p<0.01) ve 21. (2.93 + 0.95, p<0.01) gunlerinde
belirgin SCX gen ekspresyonu kaydedilmigtir. Ayni zaman araliginda GDF-5
kullaniminin etkisi goérilmezken, A-SF/P3HB+GDF-5 grubunun 7. (1.57 + 0.46,
p<0.05) ve 21. gUnleri arasinda da SCX gen ifadesinde artis bulunmustur. GDF-
5 icermeyen A-SF/P3HB grubunda ise 14. (2.05 + 0.36) ve 21. (2.22 + 0.41)
gun bagdil gen ifadeleri birbirine olduk¢a yakin olup GDF-5 buyume faktorunin

tendon rejenerasyonunda gen ekspresyonlarini regule ettigini kanitlamistir.
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SCX, tenojenezde Mohawk ve EGR1/2 sinyal yolaklarini aktive ederek kolajen
tip I, kolajen tip 11l ve kolajen tip IV gibi tendon dokuda oldukca fazla eksprese
edilen gen belirteclerinin ekspresyonlarini  baslatmaktadir [185]. SCX-
baskilanmis farelerle yapilan bir c¢alismada, tenomodulin ve kolajen IV
ekspresyonunun olmadigi ve kolajen tip | ekspresyonunun kisith oldugu
bildirilmigtir [186]. Bu nedenle, rAdMSC’lerin COL1A1, COL3A1 ve tenomodulin

gen ekspresyonlari SCX ile benzer bir profil gdstermektedir.

Tenomodulin (TNMD), ekspresyonu SCX tarafindan yukari yonde regule edilen
ge¢ donem tendon spesifik gen belirteci olup bir tip Il transmembran proteinidir.
A-SF/P3HB grubunda SCX gen ifade grafijine benzer sekilde kultlir boyunca
artan TNMD ekspresyonu kaydedilmistir. A-SF/P3HB+GDF-5 grubunda ise, 14.
gundeki ekspresyon asimini takiben 21. gunde istatistiksel olarak anlamli
olmayan azalma olmustur. Literatirde, GDF-5 buyume faktora kullanilan bir
calismada benzer sekilde 6. gunde artis ve kultir sonuna kadar TNMD
ekspresyonunda azalma bildirilmistir [77]. A-SF/P3HB grubunun 7. glnu kontrol
olarak alindiginda, A-SF/P3HB+GDF-5 grubunun 14. (2.15 + 0.54, p<0.01) ve
21. (1.80 = 0.25, p<0.05) gunlerinde TNMD gen ifadesinde anlaml artis
belirlenmistir. Ayni zaman araliindaki gruplar arasinda A-SF/P3HB+GDF-5
grubunun 14. guninde A-SF/P3HB grubuna (1.42 + 0.24, p<0.05) gore
istatistiksel anlamlilik belirlenirken, benzer sekilde gruplar arasinda farkli gunler
incelendiginde yine buyume faktoru iceren grubun 14. ve 7. (1.22 = 0.18,
p<0.05) gunleri arasinda belirgin artis (p<0.05) gozlemlenmistir. GDF-5 bliyume
faktorinin, SCX ekspresyonunu arttirdigi ve bdylece Smad/BMP sinyal yolagi
uzerinden TNMD gen ifadesinin de benzer sekilde arttigi belirlenmigtir [176].

Peroksizom g¢ogdaltici-aktive edici reseptor y (PPARY), kdk hicrelerde Wnt sinyal
yolagi ile adipojenik farklilagsmayi saglayan transkripsiyon faktorudir ve tez
calismasinda adipoz kokenli mezenkimal kok hucreler kullanildigr icin
adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi amaciyla incelenmek istenmistir. TUm
kultar boyunca her iki besi ortami grubunda da PPARy ekspresyon asimi
belirlenmis ve A-SF/P3HB+GDF-5 grubunda, kudlturin 14. (6.26 = 0.77)
gununden 21. gunune (13.00 £ 0.85, p<0.05) anlaml artis belirlenmisgtir.
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A-SF/P3HB grubunun 7. gunu kontrol olarak alindiginda her iki besi ortami
grubunun 21. guninde PPARy gen ifadesinde anlamli artig tespit edilmistir.
Insan AdMSC'leriyle yapilan 7 ginlik bir galismada, kdk hiicrelerin tenojenik
gen belirteclerinin yaninda dusik sevide PPARy ekspresyonu gosterdigi
bildirilmistir [14]. Chiu ve ark. kolajen kapli PMDS ylzeylerde insan
AdMSC'’lerinin statik kaltir kosullarinda PPARy gen ifadesini tespit etmiglerdir
[187]. GDF-5 buyume faktérinin ek olarak bir etkisi gozlemlense de, normal
besi ortaminda kultire edilen grupta da PPARy ekspresyon artigi hlcrelerin
hem tenojenik hem de adipojenik farklilasmaya ugradigini géstermektedir. Bu
nedenle, hizali nanofiber topografyasi ve GDF-5 buylime faktérinin yaninda,
tenojenik farkhlagmayi artirmak igin mekanik uyarim uygulanan dinamik kualtir

kosullarinin da alternatif olarak uygulanabilecegi sonucuna variimistir.

Ayni deney kosullarinda rAdMSC ekimi yapilan hizali S-SF/PBAT doku
iskelelerinden elde edilen RT-PCR analiz grafikleri Sekil 4.19.’da verilmistir.

TNMD gen belirteci igin sonug elde edilememistir.

COL1A1 gen ifadesi incelendiginde, kultir suresi boyunca her iki besi
ortaminda hizali nanofiberler Uzerinde kultire edilen rAdMSC’lerde COL1A1
ekspresyon asimi belirlenmistir. S-SF/PBAT grubunun 7. ginu kontrol olarak
alindiginda, ayni grubun 21. (8.45 % 1.31, p<0.001) gununde ve S-
SF/PBAT+GDF-5 grubunun 14. (5.79 + 0.45, p<0.01) ve 21. (11.21 + 2.31,
p<0.001) gunlerinde belirgin gen ifadesi artisi kaydedilmistir. Ayrica, S-
SF/PBAT grubunun 21. giiniinde hem 7. (p<0.05) gin hem de 14. (3.07 + 0.26,
p<0.05) gune gore istatistiksel anlaml farkhlik belirlenmistir. Benzer sekilde S-
SF/PBAT+GDF-5 grubunun da 7. gune gore, 14. (p<0.01) ve 21. (p<0.05)
gunlerinde COL1A1 gen ekspresyonunda artig gozlenmigtir. Bunun yaninda,
ayni zaman araliklarinda gruplar arasi farkliliklar belirlenmig ve 14. ginde GDF-
5 buylime faktéri iceren grupta normal besi ortamina gore gen ifadesinde artis
tespit edilmistir (p<0.05). S-SF/PBAT doku iskelelerindeki COL1A1 gen ifadesi
A-SF/P3HB doku iskeleleriyle kiyaslandiginda, kiltir sonunda bagil gen ifadesi
yaklasik 2 kat daha ylUksek bulunmustur.
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Sekil 4. 19. Hizali S-SF/PBAT doku iskelelerine ekilen rAdMSC’lerin normal
besi ortami ve GDF-5 igeren besi ortaminda kiltirasyonlarinin 7.,
14. Ve 21. GuUnunde RT-PCR analizi ile yapilan COL1A1,
COL3A1, SCX, TNC ve PPARYy kantitatif gen ekspresyon analiz
grafikleri. (y-ekseni, B-aktine normalize edilen gen ekspresyonunu
ifade etmektedir. istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=4, kontrol
grubu normal besi ortamindaki S-SF/PBAT’In 7. Ginl oldugunda
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; ayni gun farkl
gruplar arasinda “p<0.05, "“"p<0.001; ayni grup farkli glnler
arasinda 4p<0.05, 44p<0.01, 444p<0.001).
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COL3AL1 gen iadesi incelendiginde, COL1A1 gen ekspresyon profiline benzer
bir grafik elde edilmigtir. S-SF/PBAT grubunun 7. Gund kontrol alindiginda
istatistiksel olarak anlamli artislar her iki besi ortaminda da 14. Gunden itibaren
gorulmeye basglanmis ve 21. Ginde hem S-SF/PBAT (7.50 + 0.83, p<0.001)
hem de S-SF/PBAT+GDF-5 grubunda (7.32 + 1.05, p<0.001) COL3A1l
ekspresyon asimi gozlenmistir. COL1A1 gen ifadesiyle tutarli sekilde kulttrin
14. gununde GDF-5 blyume faktéru iceren grup ile normal besi ortami arasinda
da anlamli farkliik belirlenmigtir. Bunun yaninda, S-SF/PBAT grubunun 14.
(2.39 + 0.46) ve 21. gunleriyle, S-SF/PBAT+GDF-5 grubunun 14. (4.69 + 0.83)
ve 21. gunleri arasinda da COL3A1 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmistir (p<0.0001). Her iki besi ortamindaki doku iskelesinde de
COL1A1 ve COL3A1 ekspresyonlarinin A-SF/P3HB grubuna gore fazla olmasi,
hidroksiprolin analizinde S-SF/PBAT doku iskelelerinde ortalama olarak daha

fazla toplam kolajen miktarinin belirlenmesiyle uyumlu bulunmustur.

Ayrica, daha once de belirtildigi gibi saglikh tendon doku rejenerasyonunda
kolajen tip | ve tip Ill gen ekspresyonlarinin niceliginden ziyade birbirine orani
onem arz etmektedir. Her iki besi ortaminda ve her zaman araliginda
COL1A1/COL3A1 orani 1’den buylk bulunmus ve 6zellikle GDF-5 blyume
faktora iceren grupta COL1A1/COL3A1 orani 1.53 olarak hesaplanmistir.

TNC, ge¢ donem tendonla iligkili gen belirteci olarak bilinmekte ve elde edilen
sonuglar bunu dogrulamaktadir. S-SF/PBAT grubunun 7. gind kontrol olarak
alindiginda ayni grubun 21. (3.59 % 0.31, p<0.0001) guninde ve S-
SF/PBAT+GDF-5 grubunun 21. (5.31 £ 0.84, p<0.0001) gununde istatistiksel
olarak anlamli TNC ekspresyonu belirlenmistir. Ayni zaman araliginda gruplar
arasinda farkhlik bulunmazken, GDF-5 buyume faktoru iceren grubun 7.-14., 7.-
21. ve 14.-21. gunleri arasinda da surekli artis tespit edilmistir (p<0.05). Elde
edilen 21. gun sonuglann A-SF/P3HB doku iskeleleri ile karsilastirildiginda
normal besi ortaminda 2.3 kat, GDF-5 buyume faktoru iceren grupta 3.0 kat
artis o6lgulmastur. Ayrica, kaltir sonunda A-SF/P3HB grubunda elde edilen bagil
gen ifadeleri, S-SF/PBAT doku iskelesi gruplarinin 14. gununde yakalanmigtir.
GDF-5 buyume faktorinun istatistiksel olarak etkisi olmasa da ge¢ donem kultur

sonunda, GDF-5 igeren grupta TNC gen ekspresyonu daha fazla bulunmustur.
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SCX gen belirteci RT-PCR analizinde galisilan diger gen belirteglerinin gogunun
aktivasyonunu ve ekspresyonlarinin surekliligini sagladigi igin, 14. gunden
itibaren SCX gen ifadesindeki artis COL1A1 ve COL3A1 gen ifadelerinin
artistyla uyumlu bulunmustur. S-SF/PBAT grubunun 7. gunu kontrol olarak
alindiginda ayni grubun 14. (2.60 + 0.43, p<0.05) ve 21. (4.38 £+ 0.25,
p<0.0001) gunlerinde, S-SF/PBAT+GDF-5 grubunun da benzer gekilde 14.
(5.86 + 1.22, p<0.0001) ve 21. (6.83 £ 0.31, p<0.0001) gunlerinde SCX gen
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir. Ayni zaman arahgi
icerisinde sadece 21. gunde normal besi ortami ve GDF-5 blyume faktoru
iceren besi ortaminda SCX gen ekspresyonu agisindan farklilik tespit edilmistir
(p<0.001). Bunun yaninda S-SF/PBAT grubunun 7.-14. (p<0.05), 7.-21.
(p<0.001) ve 14.-21. (p<0.05) gunleri arasinda da anlamli artis belirlenmistir.
Benzer sekilde, GDF-5 iceren grubun 7.-21. (p<0.01) glnleri arasinda SCX
ekspresyon asimi goézlemlenmistir. Basta S-SF/PBAT doku iskelesi olmak Gzere
A-SF/P3HB grubunda da GDF-5 buayime faktori kullaniminin  SCX
ekspresyonunu o6nemli derecede artirdigi goértulmustar. Bagil gen ifadeleri
incelendiginde S-SF/PBAT doku iskelelerinde SCX ekspresyonu A-
SF/P3HB’nin yaklasik 2 kati kadardir. GDF-5 blyime faktérinin tenojenezi
indUkleyerek ECM yapisini iyilestirdigi ve SCX gibi tenojenik gen belirtecglerinin
ifadesini arttirdig1 ispatlanmis ve elde edilen sonuglar literatirle uyumlu
bulunmustur [77, 78].

PPARy gen ifadesine ait sonuglarda, zamana veya GDF-5 bluyume faktorine
bagli olarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir. S-
SF/PBAT+GDF-5 grubunda kultar suresi boyunca PPARYy ekspresyonu sabit
kalirken, S-SF/PBAT grubunda gen ifadesinde azalma egilimi belirlenmigtir.
Literatur incelendiginde, GDF-5 buyume faktérinin PPARYy gen ekspresyonunu
regule etmesi veya baskilamasiyla ilgili ipucuna rastlanmamigtir. Elde edilen
sonuglar standart sapmalarla birlikte degerlendirildiginde kulturtin 7. gintnde S-
SF/PBAT (1.00 £ 0.51) ve S-SF/PBAT+GDF-5 (0.32 £ 0.01) gruplari arasinda
istatistiksel anlamli olmayan fark tespit edilirken, bu grup haricinde PPARYy gen

ekspresyonu tim gruplarda 0.60 degerinin altinda kalmistir.
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A-SF/P3HB doku iskelelerinde kiltir boyunca siddetle artan PPARy gen
ekspresyonu, S-SF/PBAT doku iskelelerinde kontrol grubunun hep altinda
kalmig ve asagl yonde duzenlenmigtir. Adipojenik farklilasma belirteci olan
PPARy'nin bagil gen ifadesi, normal ya da GDF-5 buylime faktoru igeren besi
ortami ve zaman farketmeksizin S-SF/PBAT doku iskelelerine ekilen

rAdMSC’lerin adipojenik farklilasmaya ugramadigini kanitlamistir.

Ozetle, incelenen tim genetik belirtecler ve bu gen belirteglerinin ekspresyon
seviyeleri disundldiginde (yuksek SCX, TNC ve dusuk PPARY), S-SF/PBAT
doku iskeleleri saglikh tendon rejenerasyonu agisindan A-SF/P3HB doku
iskelesine gore ustin bulunmustur. Doku iskelelerinin yuzey, kimyasal, mekanik
vb. o6zelliklerinden dolayr rAdMSC’lerin tutunma, c¢odalma ve farkllasma
davraniglari kullanilan doku iskelesine gore degismigtir. Ayrica, GDF-5 buyume
faktord iceren gruplarla normal besi ortaminda kultire edilen doku iskeleleri
kargilastirildiginda, gen ekspresyon farki her iki doku iskelesi grubunda da
korunmustur. GDF-5 buyume faktorinin tenojenik farklilasmada hicre
iskeletinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynadidi ve gen dizeyinde SCX,
TNMD, COL1A1, COL3AL1 gibi tendonla iligkili gen ekspresyonlarini artirirken,
RUNX2, SOX9, BGLAP gibi osteojenik farklilasma gen belirteglerinin
ekspresyonlarini azalttigi baska gruplar tarafindan da goésterilmistir [77, 78, 176,
188, 189].

4.3.2.7. Mekanik Analiz

Statik hdcre kiltir galismasinin sonunda, normal besi ortami ve GDF-5 blylime
faktorl iceren besi ortaminda kulttre edilen rAdMSC ekilmis hizali A-SF/P3HB
ve S-SF/PBAT doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerinde olugan degisim ¢ekme

testi belirlenmistir. Bu amagla, tez galismasinda yapilan diger analizlerden farkl

olarak 6rnek boyutu 1 cm x 5 cm olarak olarak belirlenmis ve ayni yogunlukta

hicre ekimi yapiimigtir. Statik kultir dncesi hizali nanofibréz matrikslerle ayni
kosullarda cekme testi gerceklestirilerek elde edilen sonuglar Cizelge 4.10.'da

verilmigtir.
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Cizelge 4. 10. Statik kultrin 21. gununde farkli ortamlarda rAdMSC’lerle
kalture edilen hizali A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku

iskelelerine ait mekanik analiz sonuglari (n=3).

oot Gakme Touy Kopm noktasnds
(MPa) (MPa) (MI/m3) (%)

A-SF/P3HB 56.8+15 1.9+0.2 1.0x0.2 64 + 1

A- SF/P3HB + GDF-5 425+6.3 20x£0.1 09204 56 +3

S-SF/PBAT 158.4 + 4.1 45+0.2 42+0.6 144 + 15

S-SF/PBAT + GDF-5 155.3+6.2 42+04 4111 148 £+ 21

Statik kultir éncesi hizali A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerin
mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi igin yapilan ¢ekme testi sonuglan 4.2.5.
Mekanik Karakterizasyon béliumuinde, Cizelge 4.9.°da sunulmustur. Cekme testi
sonucu olusturulan gerilim-gerinim egrisinde elastik bolgedeki birim uzamaya
karsilik uygulanan birim kuvveti ifade eden elastik modul degeri, statik kaltlr
oncesi A-SF/P3HB doku iskelelerinde 182 + 17 MPa iken kultlr sonrasi 56.8 +
1.5 MPa degerine diusmus ve benzer sekilde S-SF/PBAT doku iskelelerinde
kaltar dncesi 541 + 22 MPa olan elastik modul 158.4 + 4.1 MPa dederine kadar
azalmisgtir. Bunun yaninda doku iskelelerinin cekme kuvvetine kargi gosterdigi
maksimum diren¢ olan ¢gekme dayanimi, A-SF/P3HB doku iskelelerinde kaltir
oncesi deger olan 7.3 £ 0.7 MPa’dan 2.0 + 0.1 MPa degerine kadar azalirken,
S-SF/PBAT doku iskelelerinde 25.6 + 1.5 MPa’dan kultur sonrasi 4.5 £ 0.2 MPa
degerine kadar dusgmustir. Cekme testindeki gerilim-gerinim grafiginin altinda
kalan alani ifade eden tokluk degerlerinde de her iki doku iskelesi igin kalttr
sonrasinda kultir dncesine gore azalma meydana gelmistir. Doku iskelelerine
uygulanabilecek maksimum gerinimi ifade eden kopma noktasinda uzama
deg@erlerinde ise her iki grupta da kultir oncesi ve sonrasi olmak Uzere belirgin
bir farkliik bulunmamaktadir. Ayrica, 21 gin boyunca GDF-5 buylime faktori
kullaniminin sadece A-SF/P3HB doku iskelesi grubunun elastik modul degerinin
daha yuksek seviyede korunmasini sagladigi, bunun disinda kalan doku

mekanik ozelliklerinde degisim olusturmadigr saptanmigtir.
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Kultir oncesi ve sonrasinda her iki doku iskelesi grubunun elastik modul,
cekme dayanimi ve tokluk degerlerinde azalma, hizali nanofibréz matrikslerin
kultar ortamlari igerisinde bozundugunu gostermektedir. 4.2.8. Hidrolitik ve
Enzimatik Bozunma Davranisinin Incelenmesi bélimiinde 21 giin boyunca
hidrolitik ya da enzimatik kosullarda belirgin bir bozunma gérinmese de ortam
pH degeri ve hucreler tarafindan ortama salinan enzimler vb. nedeniyle doku
iskelelerinin in vitro kosullarda molekul agirliklarinda olusan degisimlere bagh
olarak mekanik 6zelliklerinin azalmis olabilecedi sonucuna varilmistir. Tendon
rejenerasyonunda 2-3 gunluk enflamatuvar fazini takiben gelisen ve hucre
proliferasyonuyla kolajen tip | Gretiminin artiginin gerceklestigi yaklagik 3-4 hafta
suren proliferativ fazda, her iki doku iskelesinin de rAdMSC hicrelerinin
tutunmasi, ¢ogalmasi ve kendi ECM elemanlarini Gretmesi icin destek gorevi
gorerek zamanla bozunmaya ugramasi tendon doku muhendisligi Graninden

beklenen bir 6zelliktir.

4.3.3. Dinamik Kiiltir Caligmalari

Tendon rejenerasyonunda dokuyu en iyi sekilde taklit edebilmek igin kullanilan
doku iskelesi 6zellikleri, hiicre sec¢imi, sitokinlerin yaninda mekanik uyarim da
oldukga 6nem arz etmektedir. Mekanik uyaranlara baglh olarak hicrelerin ECM
organizasyonu degismektedir. Bu kapsamda, kullanilan mekanik uyarim
biyoreaktorleri in vivo kosullar yansitacak bir ortam saglamaktadir. Dinamik

kaltar calismalarinda, statik kultlr galismalarindaki yontem ve yogunlukta htcre

ekimi yapilmis fakat doku iskelesi boyutu 1cm x 5cm olarak belirlenmistir. A-

SF/P3HB doku iskeleleri hucre ekimini takiben 2 gun boyunca statik ortamda
kilture edilmis ve sonrasinda dinamik kaltur kogullarinin uygulanacagr mekanik
uyarim biyoreaktorine aktariimigtir. Cizelge 2.3. Tendon rejenerasyonunda
mekanik uyarim biyoreaktéri ile yapilan calismalar bolumunde 6zetlendigi gibi
literatlr arastirmasi yapilarak on galismalar igin gerekli olan gekme gerinimi (%4
ve %8), cekme frekansi (0.2 Hz ve 0.5 Hz) ve ¢ekme suresi (1 sa/gin ve 3
sal/glin) kosullari belirlenmistir. On caligmalar kapsaminda yapilan Kultlr
calismalari 2 gun statik kultar ve 5 gin dinamik kultar olmak Uzere toplamda 7
glin boyunca devam ettirilmis ve kultir sonunda MTT analizi yapilarak

mitokondriyal aktivite ve hicre canlih@i belirlenmigtir (Cizelge 4.11.).
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Cizelge 4. 11. Dinamik kdltar kosullarinda yapilan 6n g¢alismalar ve ilgili MTT

analizi absorbans degerleri (n=3)

Statik Kiltur Dinamik Cekme Cekme Cekme MTT
Siiresi Kultiir Gerinimi Frekansi Siiresi Absorbansi
Siiresi

(gun) (gln) (%) (Hz) (sa) (OD @570 nm)
2 5 4 0.2 1 0.128 + 0.028
2 5 4 0.2 3 0.094 + 0.010
2 5 8 0.2 1 0.119 £ 0.009
2 5 8 0.2 3 0.110+£0.010
2 5 4 0.5 1 0.099 + 0.021
2 5 4 0.5 3 0.071 £ 0.011
2 5 8 0.5 1 0.088 £ 0.012
2 5 8 0.5 3 0.085 + 0.025

A-SF/P3HB doku iskelelerine ekilen rAdMSC hucrelerinin toplamda 7 gunluk
statik ve dinamik kultir sonunda mitokondriyal aktiviteleri yapilan MTT analizi ile
belirlenmis ve en fazla 0.128 + 0.028 absorbans degeri elde edilebilmistir. Statik
klltir ortaminda A-SF/P3HB doku iskelelerine ait absorbans degeri Sekil 4.13.’te
verildigi Uzere 0.185 + 0.093 olarak belirlenmigtir. Hlcre canlihdinin dusik
cikmasi (1) hucrelerin ylzeye tutunmadan dinamik kiltar kosullarina gegilmesi,
(2) cekme frekansinin hicreler igin fazla gelerek hicrelerin iskele ylzeyinden
ayrilmasi, (3) ¢ekme frekansinin yaninda c¢ekme suresinin de hucrelerin
yluzeyden ayrilmasina neden olabilecegi ve (4) biyoreaktdr kiltir haznesinden
gelebilecek toksisitenin hicre canliligini etkilemesi nedenlerinden kaynaklandigi

dusundlmustar.

Hucrelerin doku iskelesine tutunmayl tamamlamadan dinamik kuilttr kosullara
gecilmesini onlemek icin statik kultur suresi 2 gunden 7 gune c¢ikariimigtir.
Cekme frekansinin fazla gelmesi durumu igin, ¢ekme frekansi 0.2 Hz'den
0.0167 Hz'e dusurilmus ve bunun yaninda biyoreaktor kiltar haznesinde 0 Hz
frekansta durgun ortamda kuatur yapilan bir grup denenmigstir. Cekme suresinin
fazla gelmesine karsilik gekme sulresi toplamda 1 sa olacak sekilde 4 kisma
bolinmus ve 15 dk/sa, 4 sa/gun olarak uygulanmistir.
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Kultir haznesinden gelebilecek toksisite etkisini gozlemlemek igin de bir grup A-
SF/P3HB doku iskelesi diger gruplar gibi 7 gun statik ortamda kulture edilmis
fakat diger gruplar gibi biyoreaktér ortamina alinmayarak ayni kap igerisinde 7
gln daha kudltart devam ettirilmistir. Bu kapsamda revize edilen kultir kosullari

ve kultdr sonunda yapilan MTT analiz sonuglari Cizelge 4.12.’de verilmigtir.

Cizelge 4. 12. Dinamik kultlr gcalismalarinda revize edilen kultir kosullari ve ilgili

MTT analizi absorbans degerleri (n=3).

Statik Dinamik Cekme Cekme Cekme Siiresi MTT

Kiltiir Kiultiir Gerinimi Frekansi Absorbansi

Siiresi Siiresi

(gin) (giin) (%) (Hz) (sa) (OD @570 nm)
7 7 4 0.0167 1 0.111£0.017
7 7 4 0.0167 3 0.106 = 0.028
7 7 4 0.0167 15 dk/sa, 4 sa/gin 0.092 + 0.014
7 7 0.065 + 0.014
14 - - - - 0.106 + 0.030

Dinamik kualtir calismalarinda yapilan revizyonun ardindan MTT absorbans
degerlerinde beklenmeyen dusuklik devam etmigstir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde statik ve dinamik kultir sidresinin, gerinimin, frekansin, ¢cekme
suresinin absorbans degerlerini etkilemedigi ve biyoreaktdr kultir haznesinden
kaynaklanabilecek her hangi bir toksisite nedeniyle absorbans degerinde ayrica
bir azalmaya neden olmadigi belirlenmistir. rAdMSC hicrelerinin ekim 6ncesi
¢ogaltiimasi slrecinde kontaminasyon yasanmamasi, Ureme hizlarinin normal
olusu ve hicre morfolojisinde farkllik gérulmemesi nedeniyle hucrelerin saglikli
oldugu sonucuna varilarak hicre ekimi esnasinda, hdcrelerin tutunmadan
olume gitmesi olasiligi degerlendiriimek istenmis ve buna bagh olarak hucre

ekim protokolinde degisiklik yapiimistir.

Normal kosullarda rAdMSC ekiminde %10 FBS (v/v) iceren a-MEM ile 20
uL/cm? hacimde ve tek asamali ekim prosediri uygulanirken, revize edilen
ekim protokolinde serum ve glikoz miktari fazla olan ortam kullanilarak %15
FBS (v/v) iceren a-MEM:DMEM HG (1:1) besi ortami ile 20 uL/cm? hacimde ve
1 sa arayla iki asamali olacak sekilde rAdMSC hucre ekimi gergeklestirilmigtir.
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Bunun vyaninda, A-SF/P3HB doku iskelelerine yapilan rAdMSC ekim
yogunlugunun az gelmis olabilecegi de dusunulerek bir gruba da 3 kat
yodunlukta (3x10° hiicre/cm?) hiicre ekimi yapilmistir. Hlcre ekim
prosedurinde yapilan degisiklikle birlikte A-SF/P3HB doku iskeleleri hem statik
kulturde hem de mekanik uyarim olmadan biyoreaktdor ortaminda durgun
sartlarda kultire edilmigtir. Dinamik kultir galigsmalarinda farkli ekim protokolu
kullanilarak revize edilen kultir kosullari ve MTT analiz sonuglari Cizelge

4.13.’te verilmistir.

Cizelge 4. 13. Dinamik kultir ¢alismalarinda farkli ekim protokolu kullanilarak
revize edilen kudltir kosullari ve ilgili MTT analizi absorbans

degerleri (n=3).

Ekim protokolii Statik Kiiltiir Biyoreaktérde Durgun MTT Absorbansi
Siiresi Kiltiir Siiresi

(gin) (gin) (OD @570 nm)

Standart 7 - 0.312 £ 0.011
Standart 2 5 0.154 £ 0.034
Standart (x3 kat) 2 5 0.205 £ 0.076
Yeni 7 0.292 + 0.071

Yeni 2 5 0.193 £ 0.055

Yapilan denemeler sonucunda hucre ekim protokolinun de hucre canhihgini
artirmak igin yeterli olmadigr gorulmustur. A-SF/P3HB doku iskelelerine 3 kat
yogunlukta yapilan rAdMSC ekimi sonrasi ise MTT de@erlerinde artis
yasanmamistir. EKim oncesi oldukc¢a saglikli olan hucrelerin ekim protokolunin
degistiriimesi ve ekim yogunlugunun artiriimasina ragmen canliliklarinin dasuk
cikmasinin nedeni olarak, her ne kadar statik kdltir calismalarinda problem
yasanmasa da A-SF/P3HB doku iskelelerinin dinamik kaltur kosullarina uygun

olmadigi dusunulmustar.
ilk yapilan 6n calismalarda diisik MTT absorbanslarinin elde edilmesi

sonucunda asagida siralanan uygulamalarla olasi problemler elenmigtir.

Dinamik kultir caligmalari boyunca:
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e Dinamik kulltir parametreleri olan gerinim, frekans ve ¢ekme slresi hem
azaltihp hem de tamamen durgun kosullarda ¢alisma yapilarak mekanik

uyarima bagli ihtimaller,

e A-SF/P3HB doku iskelelerinin statik kultir calismalarinda 14. gunde
gbzlenen MTT absorbans artiglarina istinaden kultur suresinin uzatilarak

dinamik kultar kosullarindaki kultir suresinin az gelme ihtimali,

e Hem biyoreaktdr haznesinde hem de ekim yapilan Petri kabinda ayni
surelerde kultur yapilarak biyoreaktor haznesinden gelebilecek toksisite
ihtimali,

e A-SF/P3HB doku iskelesine 3 kat fazla yogunlukta rAdMSC ekimi
yapilarak hicre yogunlugunun dinamik kultar ¢calismasi i¢in dusik gelme
ihtimali,

e Farkli ekim protokoll uygulanarak rAdMSC’lerin ekim sirasinda besin

yetersizliginden veya ekim suresinden 6lume gitme ihtimali elenmistir.

Ozetle dinamik kltiir kosullari ve hiicre tutunmasini artiracak girisimlerin etkisi
test edilmis ve disik MTT absorbans degerlerinin A-SF/P3HB doku iskelesi
kaynakli oldugu sonucuna variimigtir. Bu nedenle, tez ¢alismasi kapsamina S-
SF/PBAT doku iskelelerinin Uretimi, karakterizasyonu ve statik hdcre kaltur
calismalari dahil edilmigtir. S-SF/PBAT doku iskelelerinin mekanik 6zellikler,
hicre tutunmasi, hucre proliferasyonu ve farklilasma acisindan A-SF/P3HB
doku iskelelerine gore daha iyi sonuglar vermesi nedeniyle de, dinamik kalttr

¢aligsmalari igin daha uygun olacagi degerlendirilmigtir.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda tendon doku muhendisligi calismalarinda yama
olarak kullanilabilecek hizali topografyaya sahip SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibroz matrikslerin elektroegirme yontemiyle fabrikasyonu
gerceklestiriimistir. Belirli ¢ap dagiliminda nanofiberlerin elde edilmesi igin
optimizasyon tekniginden yararlaniimistir. Uretilen nanofibréz matriksler ve bu
matrikslere uygulanan stabilizasyon ve sterilizasyon uygulamalari sonunda
nanofibréz matriksler mekanik, ylzey, termal, kimyasal, slatilabilirlik,
kristalografik Ozellikler acisindan karakterize edilmigtir. Primer rAdMSC
hdcrelerinin  hizali topografyaya sahip SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz
matriksler lzerine ekilerek normal besi ortami ve GDF-5 blytme faktora iceren
besi ortamlarinda 21 gunlik statik kultir calismalari tamamlanmigtir. Statik
kaltar sonrasi hucrelerin tutunma, c¢odalma ve farklilasma o6zellikleri c¢esitli
tekniklerle belirlenmistir. Bunun yaninda mekanik uyarim biyoreaktoru ile
dinamik hicre kaltirG calismalari  yapilmistir.  Sunulan tez c¢alismasi

kapsaminda elde edilen sonuglar asagida o6zetlenmistir:

e RSM ile yapilan SF/P3HB nanofiber optimizasyonunda elektroegirme
parametreleri toplam polimer konsantrasyonu %5, SF:P3HB orani 3:1,
akis hizi 1 mL/sa, uzaklik 25 cm, déner toplayici dénme hizi 2,000 rpm
ve uygulanan voltaj 14 kV olarak optimize edilmistir. Toplamda 15 sa
boyunca yapilan elektroegirme ile yaklasik 100 ym kalinlikta, 699 £ 203
nm ortalama fiber ¢gapinda ve +15° araliginda %81 hizalanmaya sahip
SF/P3HB nanofibréz matriksler Gretilmistir.

e RSM ile yapilan SF/PBAT nanofiber optimizasyonunda elektroegirme
parametreleri toplam polimer konsantrasyonu %7.6, SF:P3HB orani
35:65, akis hizi 1 mL/sa, uzakhk 25 cm, doner toplayici donme hizi
2,000 rpm ve uygulanan voltaj 16 kV olarak optimize edilmigtir.

Toplamda 15 sa boyunca yapilan elektroedirme ile yaklasik 100 um
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kalinhkta, 677 £ 137 nm ortalama fiber gapinda ve +15° araliginda %90

hizalanmaya sahip SF/PBAT nanofibroz matriksler elde edilmigtir.

SF/P3HB ve SF/PBAT nanofibroz matrikslerin metanolle stabilizasyon
uygulamasi sonrasinda, ipek fibroine ait a-heliks yapisinin B-tabaka
yapisina gegcisi FTIR analizi ile 1623 cm™ ve 1515 cm™ dalga boyundaki
piklerin  varhdiyla tayin edilmigtir. Stabilizasyon uygulamasinin
kristalinitede ve bozunma sicakliklarinda artisa neden oldugu
gozlenirken, malzemelerin mekanik dayanimi ve islatilabilirlik 6zellikleri

uzerinde etkisi bulunmamistir.

SF/P3HB nanofibroz matrikslerin bakteriyostatik etkisi oldugu belirlenmis
ve SF/P3HB matrikslere uygulanan otoklav ve etilen oksit yontemlerinin
malzemede herhangi bir yapisal degisiklige yol agmadigi tespit edilmistir.
L929 hdcreleri ile yapilan 7 gunluk hucre kualtur galismasina gore
SF/P3HB nanofibroz matrikslerin sterilizasyonunda otoklav yonteminin

kullaniimasina karar verilmigtir.

Sican adipoz dokudan izole edilen mezenkimal kdk hucreler akis
sitometri analizi ile mezenkimal kok hucre yuzey belirtecleri agisindan
karakterize edilmis ve P5’teki rAdMSC hucrelerinin 6zgul Ureme hizi

0.0163 sa! ve ikilenme sliresi 42.3 sa olarak hesaplanmistir.

A-SF/P3HB ve S-SF/PBAT doku iskelelerine ekilen rAAMSC hucrelerinin
normal besi ortami ve farklilasmayi indukleyen GDF-5 buyume faktoru
iceren besi ortami igerisindeki 21 gunluk statik kultur ¢alismasinda, MTT
analiziyle farklilagsmaya bagli olarak mitokondriyal aktivitenin kultaran 7.
glinune kadar azalma ve 7. gunden sonra artis egilimine gectigi
belirlenmistir. Kaltiran ilk ve son gunleri temel alinarak, GDF-5 buyume
faktori kullaniminin ve S-SF/PBAT nanofibréz matrikslerin hicrelerin

tutunma ve gogalmasini artirdigi gérulmasgtur.

Statik kdltarin 7., 14. ve 21. gunlerinde vyapilan goérintilemeler
sonucunda hucrelerin her iki doku iskelesi Uzerinde ve her iki besi ortami
kosullarinda kdltir boyunca canliliklarinin  yuksek oldugu, hizah
topografya uygun sekilde hizalandiklari ve hicre iskeletinin de nanofiber

ekseni boyunca uzadigi gbzlemlenmisgtir.
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e Statik kultir sonunda yapilan mekanik analiz sonucunda her iki doku
iskelesinde de bozunmaya bagli olarak mekanik dayanimin azaldigi
belirlenmis ve A-SF/P3HB doku iskelelerinde statik kultir dncesi 182 +
17 MPa olan elastik modul degeri 56.8 £ 1.5 MPa’a; S-SF/PBAT doku
iskelelerinde statik kultur oncesi 541 + 22 MPa olan elastik modul degeri

ise kultur sonrasi 158.4 + 4.1 MPa degerine kadar azalmistir.

e Tenojenik farklilagsma kalttrtn 7., 14. ve 21. gunlerinde tendonla iligkili ve
tendon spesifik gen ekspresyonlari tzerinden belirlenmistir. S-SF/PBAT
doku iskelelerine ekilen rAdMSC hucrelerinin @ A-SF/P3HB doku
iskelelerine gore, daha yuksek COL1A1/COL3A1 orani, SCX ve TNC
gen ekspresyonu ve daha dusuk PPARy gen ekspresyonu nedeniyle
saglikh tendon rejenerasyonu igin daha uygun bir biyomalzeme oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica, GDF-5 buylime faktéri kullaniminin
hicrelerin proliferasyon ve tenojenik farklilasma 6zelliklerini olumlu

yonde etkiledigi belirlenmigtir.

e Hucrelerin A-SF/P3HB doku iskeleleri Gzerinde ve 6zgun olarak uretilen
mekanik uyarim biyoreaktdor ortaminda dinamik kudltir c¢alismalari
yapiimig, ancak farkli parametrelerin denenmesine ragmen hucre
canhliklarinin artmadigi belirlenmis ve A-SF/P3HB doku iskelesinin
dinamik kudltar calismalari icin mekanik Ozellikleri agisindan uygun

olmadigi degerlendirilmigtir.

Sunulan tez ¢alismasinda, rAdMSC hucrelerinin yuzey topografyasi ve mekanik
uyarima bagh olarak ek farkllastirici ajan gerektirmeksizin tenojenik
farklilagsabilecegi hipotezinden yola c¢ikilmistir. Bu kapsamda, hizali
topografyaya ve belirli nanofiber ¢ap degerlerine sahip, SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibréz matriksler uretilmistir. rAMSC hucrelerinin sadece polimer bilesimi
ve hizalh topografyaya bagh olarak tutunma, c¢ogalma ve farkhlasma
Ozelliklerinin literatirdeki galigmalara goére daha iyi oldugu belirlenmis, fakat
GDF-5 buyume faktérinin gen dlzeyinde etki ederek, hlcrelerin ECM

organizasyonunu iyilestirdigi degerlendirilmistir.
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Sonug olarak, tez galismasinda SF/P3HB ve SF/PBAT doku iskelelerinden elde
edilen sonucglar literature katki saglamig ve tendon rejenerasyonu
calismalarinda yama olarak kullanimi hedeflenen SF/P3HB ve SF/PBAT
nanofibréz matrikslerin tendon doku muhendisligi icin etkinligi belirlenmigtir.
Dinamik kaltur c¢alismalarn icin etkili sonuglar alinabilecegi dusunulen S-
SF/PBAT doku iskeleleri ile biyoreaktdr calismalarinin tamamlanarak ileri
uygulamalar igcin kullaniimasi onerilmektedir. Bu g¢aligmalar tamamlandiginda
alinacak olumlu sonuglar ile SF/PBAT doku iskelelerinin hem in vivo hem de
klinikte kolaylikla uygulanabilir mezenkimal kok hucrelerle butincul bir tedavi

olanagi sunabilecegi degerlendirilmigtir.
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