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Dinya Saghk Orgitt (DSO)Yniin verilerine gdre omurilik yaralanmalari her yil
250.000 ile 500.000 insani etkilemektedir. Mevcut klinik uygulamalarda omurilik
hasarlarini tamamen onarabilen bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Hulcre
temelli rejenerasyon yaklagimlarinin 6nunde, hucrelerin hasarli omurilige
transplantasyonundan sonra dusuk canlilik oranlari ile karsilasiimasi gibi engeller
bulunmaktadir. Tez kapsaminda, omurilik hasarlarinin tedavisine yonelik enjekte
edilebilir  mikrotagiyici-destekli  hlcre dagitim sisteminin  geligtiriimesi

amagclanmistir.



Dogal bir protein olan ipek fibroin (SF) temelli biyobozunur yapidaki
mikrotasiyicilar, emdilsiyon haline getiriimis faz ayrimi yéntemi kullanilarak
hazirlanmistir. Yuzde %1,5-6,5 agirlik/hacim oranlarindaki 7 farkl ipek fibroin

konsantrasyonuna sahip mikrotasiyicilar tretilmistir.

SF konsantrasyonu artikga mikrotagiyicilarin  g¢apit  160,8+34,9 pm’den
385,5+112,9 um’ye artmistir. Mikrotagiyicilarin topografik o6zelliklerinin ipek
konsantrasyonu, donma sicakligi ve karistirma hizi ile degigtirilebildigi
gosterilmigtir. Mikrotagiyici sistemlerinde partikul capi enjekte edilebilirlik ile
dogrudan iligkilidir. Hucrelerin gogalabilece@i uygun ylzey topografisi de goéz
onunde bulunduruldugunda 7 grup arasindan %2,5 SF konsantrasyonuna sahip

mikrotasiyici grubu (2,5 SF) 6n plana ¢ikmistir.

Uretilen mikrotaslyicilarin  stabilizasyonu metanol ve etanol olmak lzere iki
farkh alkol ¢ozeltisinde test edilmistir. Gelistirilen mikrotasiyicilar fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri temelinde ayrintili bir sekilde karakterize edilmistir. Yedi
gunlik in-vitro statik ve dinamik hicre kalturt ¢alismalari kapsaminda; L929
fibroblastlari, MC3T3-E1 pre-osteoblastlari ve S42-Schwann hucrelerinin SF
mikrotasiyicilarin purizli yuzeylerinde iyi bir sekilde cogaldigi gosterilmistir.
Mikrotasiyicilar, Schwann hicrelerine mekanik destek saglayarak htcrelerin

enjekte edildikten sonra da canliliklarinin artarak devam etmesini saglamistir.

Bu arastirma, G¢ boyutlu SF mikrotasiyici ylzeylerinde c¢ogalan Schwann
hdcrelerinin gogalmasini inceleyen ilk galismadir. Hicre yUkli enjekte edilebilir
ve biyobozunur yapidaki kiresel SF mikrotasiyicilar ile invaziv olmayan bir tedavi

secgenegi sunmak, ¢alismadaki fikrin 6zgunlugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: ipek Fibroin; Enjekte Edilebilir Mikrotagiyicilar; Schwann

Hucreleri; Omurilik Yaralanmalari; Doku Muhendisligi; Sinir Rejenerasyonu.
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According to the data of the World Health Organization (WHO), spinal cord
injuries affect between 250,000 and 500,000 people every year. In current clinical
practice, there is no treatment method that can completely repair spinal cord
injuries. There are barriers to cell-based regeneration approaches, such as low
viability rates after transplantation of cells into the damaged spinal cord. The aim
of this study is to develop an injectable microcarrier-assisted cell delivery system
for the therapy of spinal cord injuries. Biodegradable microcarriers based on silk
fibroin (SF), a natural protein, were prepared using the emulsified phase
separation method.



Microcarriers with 7 different silk fibroin concentrations at 1.5-6.5%
weight/volume ratios were produced. As the silk fibroin concentration increased,
the diameter of the microcarriers increased from 160.8+34.9 ym to 385.5+112.9
pm. It has been shown that the topographic properties of microcarriers can be
changed by silk concentration, freezing temperature, and mixing speed. Particle
diameter is directly related to injectability in microcarrier systems. Considering
the suitable surface topography on which cells can proliferate, the microcarrier
group (2.5 SF) with 2.5% silk fibroin concentration came to the fore among the 7

groups.

The stabilization of the produced microcarriers was tested in two different alcohol
solutions, methanol and ethanol. The developed microcarriers were
characterized on the basis of their physical and chemical properties. At the end
of study, in-vitro static and dynamic cell culture studies in 7 days were performed.
Microcarriers provided mechanical support to L929 fibroblasts, MC3T3-E1
pre-osteoblasts and Schwann cells, ensuring that the viability of the cells

increased even after they were injected.

This research describes the first report of three dimensional microcarrier surfaces
to examine Schwann cell proliferation. Cell-loaded injectability and
biodegradability of spherical SF microcarriers provide a non-invasive treatment
option. Thus supports the originality of the idea in the study.

Keywords: Silk fibroin; Injectable microcarriers; Schwann cells; Spinal cord

injuries; Tissue engineering; Nerve repair.
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1. GIRIS

Hasar goérmus dokunun onarimina yardimci olmak igin uygun fenotipte yeterli
hlcre sayisini saglayabilmek buyuk olgekli kultur dretim teknolojisi ile mumkuan
olabilmektedir. Mikrotagiyicilar, yuksek miktarlarda hicre ve mikro doku uretmek
igin kullanilan polimerik malzemelerdir. Ozellikle gdzenekli mikrotagiyicilar,
birbirine bagl gdzenek yapilari sayesinde hdcrelerin tutunma, ¢gogalma ve gog¢
davranislarini, besin aligverigini ve metabolik atiklarin uzaklagtiriimasini etkin

kilmak Uzere birim hacimde ylksek bir ylzey alani saglayabilmektedir [1].

Hucre temelli tedavilerdeki en zorlu sinirlayici etmenlerden biri, transplantasyon
sonrasinda hicre proliferasyonunun yeterli olmamasidir. Terapotik hicre
populasyonunun blyuk ¢cogunlugu intraven6z veya direkt enjeksiyondan sonraki
gunlerde canliigini yitirmektedir. Biyolojik sivilar, hucreleri istenen boélgeden
dagitarak doku lokalizasyonunun zayif olmasina neden olmakta ve enjeksiyon
sirasinda hedef dokuda mekanik hasar ve gevresel stres meydana getirmektedir.
Enjekte edilebilir mikrotasiyicilar ise hiicrelere mekanik destek saglayarak hedef

dokuda canliliklarini surdirmelerine olanak saglar [2].

Mikrotasiyici igeren kaltur sistemleri, hasar gormus dokunun onarimina yardimci
olmak i¢cin uygun fenotipte ¢ok sayida hiucre saglayabilmektedir. Bunun yani sira,
orijinal doku fenotipinin korunmasini da desteklemektedir. Mikrotasiyici
kulturlerin klinik uygulamalarda etkinligi gosterilmig olup, kikirdak ve kemik doku
muhendisligi uygulamalarinda siklikla ¢alisiimaktadir [3]. Sinir rejenerasyonu ise
cesitli sinyal yolaklarinin ve sitokinlerin sinerjik duzenlenmesini gerektiren

karmasik bir surectir.

Omurilik yaralanmalari ciddi bir sekilde motor, duyusal ve otonom iglev
bozukluguna yol agmaktadir. Potansiyel tedavi yaklagimlarinda hasarli omurilik
hlcrelerini degistirmek, aksonlari yenileyerek hasarli sinir devrelerini yeniden
kurmak ve dokularda buyumeye elverisli bir ortam yaratmak gibi konular

arastiriimaktadir [4].



Bu vyaklasimlar; hicre transplantasyonunu, doku destegi icin tasarlanmis
malzemeleri, epidural omurga stimulasyonunu ve giyilebilir robotik iskeletleri
icermektedir. Hucre temelli rejenerasyon halen klinikte arastirilan bir tedavi
yaklasimi  olarak tercih edilse de hucrelerin  hasarli  omurilige
transplantasyonundan sonra disik canhlik orani goérilmektedir [5]. Buradan yola
¢ikarak, hasarl omurilik onarimini uyarmak icin hdcre iletim araci olarak enjekte
edilebilir mikrotagiyicilarin umut vadeden bir doku muhendisligi yaklagimi oldugu

ileri surulebilir.

Sunulan tez c¢alismasinda, ipek fibroin mikrotasiyicilar Uzerinde Schwann
hlcrelerinin ¢ogaltilarak omurilik yaralanmalarina yonelik enjekte edilebilir bir
hicre dagitim sisteminin geligtiriimesi amacglanmigtir. Bu amaca yonelik Ug

hipotez olusturulmustur:

(1) Ipek fibroin konsantrasyonu ve karistirma hizi degistirilerek enjekte

edilebilirligi saglayan mikrotasiyici ¢apina ulasilabilir.

(2) Mikrotasiyicilarin ylzey topografisi, donma sicakhdi ve ipek fibroin
konsantrasyonlariyla degisebilir. Bu 06zellik, hucrelerin tutunmasi ve

¢ogalmasinda etkilidir.

(3) Hucreler, enjeksiyon sonrasinda da mikrotasiyici yizeylerinde canliliklarini

surdurmeye devam edebilir.

Hipotezleri test etmek igin ilk olarak dogal bir protein olan ipek fibroin temelli,
biyobozunur  yapida, g6zenekli/purizli mikrotasiyicilar uretilmistir.
Mikrotagiyicilarin enjekte edilebilirligine uygun ¢ap ve hicre gogalmasinda uygun
yuzeyin saglanabilmesi icin Uretim kosullari  belirlenmigtir.  Gelistirilen
mikrotaglyicilar fiziksel ve kimyasal ozellikler temelinde ayrintili bir sekilde
karakterize edilmigtir. Elde edilen sonuglar literatur ile karsilastirilarak
yorumlanmistir. Son asamada ise in-vitro hicre kultliri calismalarinda L929,

MC3T3-E1 ve Schwann hucrelerinin mikrotagiyicilara tutunma ve c¢ogdalma



potansiyelleri degerlendirilmistir. Hucreli mikrotasiyicilarin enjekte edildikten

sonra da hucre canliligini surdarulebilirligi test edilmistir.

Schwann hucrelerinin yeni bir enjekte edilebilir hicre dagitim sistemi ile
birlegtirildiginde, hasarli omurilik onarimi Uzerinde etkili olabilecegi
ongorulmektedir. Omurilik yaralanmalarina yénelik Schwann hucreleriyle gesitli
biyomalzeme c¢alismasi bulunmasina ragmen, Schwann hucrelerinin ipek
mikrotagiyici yuzeyinde ¢ogaltiimasi ve bu yapilarin hasarli omurilik dokusuna

enjekte edilmesiyle ilgili bir calismaya literattrde rastlaniimamisgtir.

Sunulan tez galismasi kapsaminda uretilen ipek fibroin mikrotasiyicilar, enjekte
edilebilir ¢ap, kuresel morfoloji ve purizlia ylzey ozellikleri ile literatlrdeki
mikrotasiyicilardan ayrilmaktadir. Fibroblast ve pre-osteoblast hicre hatlari ve
igsi morfolojideki Schwann hiicre hatti ile mikrotasiyici biyouyumlulugunun test
edilmesi ¢alismanin bir diger 6zgun yonunu olusturmaktadir. Sunulan arastirma
Schwann hucreleri ile statik ve dinamik hlcre kultGranun yuratuldigu ve ipek
fibroin mikrotasiyici-Schwann hiicre uyumlulugunun incelendigi literatlrdeki ilk

calismadir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolumde ilgili tez caligmasina ait genel bilgiler 6zetlenerek sunulmustur.
ilk kisimda, omurilik ve omurilik yaralanmalari hakkinda bilgi verilmig, ardindan
omurilik yaralanmalarinda Schwann hiicreli rejenerasyon agiklanmigtir. Uglincl
kisimda c¢alismanin temelini olusturan U¢ boyutlu hucre kualtirinden
bahsedilerek, bu sistemlerden biri olan mikrotasiyici teknolojisi ve mikrotasiyici
uretim yontemleri anlatilmigtir. Dordinct  kisimda ise dogal polimerlerden
uretilen mikrotagiyicilara yer verilmigtir. Tez ¢alismasinda kullanilan ipek fibroinin
yapisi ve fiziksel Ozellikleri anlatiimis ve literatirde yer alan ipek fibroin
mikrotasiyicilar detaylariyla acgiklanmistir. Besinci kisim, enjekte edilebilir
mikrotasiyicilari icermektedir. Son olarak da mikrotasiyici-destekli biyoreaktorler

hakkinda bilgi verilmistir.

2.1. Omurilik

Sinir sistemi; santral ve periferal sinir sistemi olmak Gzere iki anatomik yapidan
olusmaktadir. Santral sinir sistemi beyin, omurilik ve bunlarla baglantili sinirlerden
meydana gelmektedir. Periferal sinir sistemi ise beyinden ¢ikan ve beyne gelen
(kraniyal) sinirler ile omurilikten ¢ikan ve omurilige gelen (spinal) sinirlerden,

ayrica bunlarla iligkili gangliyonlardan olusmaktadir [6].

Omurilik, embriyolojik sure¢ igerisinde noéral tipun dnculliglinde kanal seklinde
gelismektedir. Omurilikten ¢ikan 31 ¢ift spinal sinir, vicut organlari ve uzuvlar ile
iliski kurmaktadir. Periferal sinir sistemi kan-beyin bariyeri ile korunmadigindan
toksinler ve mekaniksel hasarlara maruz kalabilmektedir. Periferik sinir
yaralanmalari, yasam kalitesini disuren ve oldukga sik goérulen klinik bir durum
olup, tim dlnyada travmatik yaralanmalar kapsaminda hareket kabiliyetini

kisitlayan nedenlerin baginda gelmektedir [7].

2.2. Omurilik Yaralanmalari

Omuirilik yaralanmalari sonucunda sivi dolu bosluklarin olusumu ve aksonal

rejenerasyon igin tamamen engelleyici bir ortam yaratan glial skar dokusu ortaya
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cikmaktadir. Bu nedenle, hicrelerin hasarli omurilige transplantasyonunda, kistik
bosluklari doldurarak aksonun yeniden buyumesini desteklemek asil amag olarak
dusundlmektedir [6,8]. Bu amagla, biyomalzeme destekli hiicre transplantasyonu
calismalari, omurilik yaralanmalari, fel¢ ve ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi
icin uygun bir aday olarak degerlendiriimektedir. Omurilik yaralanmalarina yonelik
transplante edilebilen hucre kaynagi olarak kemik iligi mezenkimal kok hucreleri,
dis kok hdcreleri, noral kok ve progenitor hucreleri, Schwann
hdcreleri, oligodendrosit oncu hicreleri, embriyonik kdk hicreler ve indiklenmis

pluripotent kok hicreler arastiriimaktadir [5,6].

Hucre transplantasyonu ve biyomalzeme implantasyonunun kombinasyonu,
omurilik yaralanmalari tedavisi i¢in kayip noéral dokunun degistiriimesini ve
fonksiyonel iyilesmeyi saglamak icin aksonal rejenerasyonun destedini ele alan

umut verici bir doku muhendisligi stratejisi karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.1) [4].

l. Transplantasyon Il. Hiicre ekili doku lll. Enjeksiyon ve IV. Ardigik
matriksi iskelesi in-situ jel olusumu biyomalzeme - hiicre

implantasyonu
, imp
l

Biyomalzeme f

&
0 | /N
| f BlyomalzeTe

: | i
— |

Omurilik Omurilik Omurilik Omurilik

Sekil 2.1. Omuirilik hasarlarina yénelik biyomalzeme destekli hiicre tedavilerinin

uygulama yontemleri ([4]'ten degistirilerek).



Farkli kokenlerden mezenkimal kok hicreler; noral hicre soylarina farklilagsma,
norotrofik faktorleri salgilama, hicre apoptozunu azaltma ve inflamasyonu
module etme yeteneklerinden dolayi hasarli omurilige enjekte edildiginde yararh
bir etkiye sahiptir (Sekil 2.2). Ornegin, Kandalam ve ark. apikal papilladan elde
edilen dis kok hucreleri ve beyin kaynakli norotrofik faktori (BDNF)
salan 30 ym capindaki mikrotasiyicilarin  kombine uygulamasinin omurilik
yaralanmasindaki tedavi potansiyelini vurgulamiglardir. Ayrica, hucre
tedavilerinin enjekte edilebilir bir hiicre dagitim sistemi ile birlestirildiginde hasarli

omurilik Uzerindeki yararl etkisi ilk kez bu galismada gosterilmistir [9].

Bir baska calismada, Alvarez ve ark. trafindan agir omurilik yaralanmalarina
yonelik yeni bir enjekte edilebilir tedavi gelistiriimistir. Omurilige enjekte edilen
nanofiber ag icerisindeki biyoaktif ajanlarin hareket ettiriimesiyle felgli fareler
Uzerinde basari saglanmistir. Felgli fareler enjeksiyonu takiben ylrime
yeteneqini geri kazanmis ve tedavi segenegi az olan hastalarda kullaniimak
uzere FDA tarafindan, gelistirilen bu yeni tedavi yonteminin onay almasina

yonelik sure¢ bagslatiimistir [10].

Mezenkimal kok hucrelerin yaninda siklikla tercih edilen bir diger hicre turu olan
Schwann hacreleri; GMP kosullarinda kilturlenebilmesi, otolog hicrelerin damar
icine transplante edilebilmesi, kronik immunosuipresyon ihtiyacini hafifletmesi ve
ayni zamanda erigilebilir bir htcre tipi olmasi sebebiyle literatlrde yer almaktadir
[8,9].
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Sekil 2.2. Pluripotent ve multipotent kdk hicre tedavi yaklagimlari.
Rakamlar tedaviler i¢in gerekli hiicre sayisini ifade etmektedir.
GVHH: Graft versus host hastaligi ([1]'den degistirilerek).

2.2.1. Omurilik Yaralanmalarinda Schwann Hiicreli Rejenerasyon

Noéronlar sinir sisteminin iglevsel birimleridir. Tipik bir néron; hiicre gdévdesi,
dendrit ve akson adi verilen uzantilardan olugsmaktadir. Nérondan ¢ikan sinyaller
(impuls) aksonlar boyunca tasinmakta ve aksonlar diger néronlarin gévdesi veya
dendritleriyle baglantilar kurarak, tagidiklari sinyalleri elektriksel ya da kimyasal
olarak aktarmaktadir. Bu baglanti bolgelerine sinaps adi verilmektedir. Birgok
ndéronun aksonu, miyelin kiif adi verilen, c¢ok tabakali bir protein-lipid
kompleksiyle sarmalanmistir (Sekil 2.3). Miyelin kilifin varligi, impuls Gretim hizini
artirmaktadir [11].
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Sekil 2.3. A) Schwann hucresi sitoplazmasinin katlanarak miyelin kilifi

olusturmasi B) Miyelin kilifin agiimis hali [12]'den degistirilerek.

Periferal sinir sisteminde, sinir rejenerasyonu Schwann hiicresi aracilidir. Her bir
Schwann hucresi, akson Uzerinde tek miyelin kilifi olusturmaktadir. Bir aksonun

miyelinizasyonu i¢in ¢ok sayida Schwann hlcresine ihtiyag vardir (Sekil 2.4) [12].
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Sekil 2.4. N6ron anatomisinin sematik ¢izimi (BioRender.com ile gizilmistir).



Schwann hdcreleri; korunmus néral dokuyu desteklemesi, lezyon bosluklarini
koprileyebilmesi, motor ve duyusal aksonlarin lezyon iginde blydmesini tesvik
etmesi ve periferik sinir sistemi aksonlarinda remiyelinizasyonu saglayabilmesi

acisindan o6nemlidir [9].

Schwann hdcreleri, yalnizca periferik sinir sisteminde akson rejenerasyonunu ve
miyelinizasyonu saglamakla kalmayan, ayni zamanda omurilige nakledildiginde
benzer bir iglevi gerceklestiren néroglial hicrelerdir [13]. Omurilik hasarinin
tedavisi icin klltirlenmis Schwann hucreleriyle, 1990'larin basindan beri deney
hayvanlarinda sistematik olarak ilerleme kaydedilse de insanlar Uzerindeki etkili
tedavilerin gelistiriimesindeki zorluklar halen devam etmektedir. Aksonal
rejenerasyon yaklasiminin onitndeki engeller, Schwann hucrelerinin hasarl
omurilige  transplantasyonundan  sonra  dusuk canlihk  oranlariyla
iligkilendirilmektedir [14].

2.3. Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Iki boyutlu (2B) hiicre kilttriindeki en biiyiik problem; dokulara mekanik 6zellikler
kazandiran ve hucreler arasindaki iletisimi kolaylastirarak yapiyi destekleyen
hiicre disi matriksin (ECM)’nin bulunmamasidir. iki boyutlu hiicre kiltiiri
kosullarinda hucreler, biyokimyasal sinyallere yanit olarak go¢ edemediklerinden
normal hucre buyumesinden farkl bir gelisim gosterirler. Bu nedenle 2B hucre
kaltarh sistemi, in-vivo ortamin t¢ boyutlu (3B) hlcre-doku organizasyonunun
karmasikligina ulasamaz. Tum bunlardan yola ¢ikarak hucre biyolojisi temelinde
ve muhendislik yaklasimlari ile gunumuzde 3B hidcre kultira sistemleri
gelistiriimistir (Sekil 2.5). Ug boyutlu hiicre kiiltiriinde hiicreler, hiicre disi matriksi

taklit eden bir substrat Gzerinde buyutaltr [15,16].
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Sekil 2.5. Hicre kiltlra yontemlerinin gelisimi ([16]'dan degistirilerek).

Doku muhendisligi ¢alismalarinin basarisi, biyomalzeme ile hicre arasindaki
etkilesime baghdir. Hucre davranigini yonlendiren biyomuhendislik trtinu olan 3B
hicre kultira sistemlerinden biri olan mikrotagiyici kualturt, geleneksel 2B
kaltarlerin aksine in-vivo ortamin mikrogevresini daha iyi taklit etmekte ve doku

fizyolojisi icin daha uygun kosullar saglayabilmektedir [17].

2.3.1. Mikrotasiyici Teknolojisi

Mikrotasiyicilar; 100-400 um ¢ap araliginda, hucre tutunmasini ve bluyumesini
destekleyen mikrokureler olarak tanimlanmaktadir. Mikrotasiyici kultGrinde
yuzeye-bagiml hicreler kaltir ortaminda asili mikrokureler Gzerinde ¢ogalir ve
dogrudan onarim gerektiren bolgeye iletilebilir. Mikrotasiyicili kilttr sisteminde
pasaja gerek kalmadan kultur suresi artirilir, maliyet azaltilir, htGcre kosullarinin
(htcre morfolojisi, canliik, yogunluk, farklilasma) dogrudan mikroskobik
g6zlemine olanak saglanir ve daha az insan miudahalesi ile kontaminasyon riski
en aza indirilir [1]. Bu sistemin en 6nemli avantajlarindan biri, diger htcre kaltiru
sistemlerine kiyasla birim hacimde daha fazla bir ylzey alani saglamasidir.
Hicre kiltira sistemleri karsilastirildiginda (Sekil 2.6); 80 adet 75 cm?lik flaskin
ylizey alaninin 2 gram gozeneksiz mikrotaslyicinin (2.930 cm?/g) yiizey alanina
esit oldugu gorulmektedir.
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Sonu¢ olarak mikrotasiyicilar, homojen bir slispanse kultlr sisteminde birim

hacim basina disen ylzey alanini artirabilme 6zelligine sahiptir [18].

10000
Mikrota§|y|cﬂar/
4 v Otomatik Coklu Katman_la_r_
Cok Tabakali Blyoreaktorler
100

o S -, 7z
Kompakt $|§eler/
10
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1

0.54 . — — ——
T-flask

0.1

Performans (birim basina milyar hiicre)

Ar-Ge ihtiyaci

Sekil 2.6. Cesitli hucre kultur sistemlerinden elde edilen hlcre sayilarinin

karsilastirmasi ([18]'den degistirilerek).

Van Wezel tarafindan 1967 yilinda tanitilan mikrotasiyici kultart, tavsan
embriyonik deri ve insan embriyonik akciger hucrelerinin bagariyla ¢ogaldigi
pozitif yukli DEAE-Sephadex mikrokureleri ile viral asilar ve biyolojik hucre
artnlerini Uretmek icin kullaniimistir [19]. GUnUimUizde ise dekstran, cam,
polistiren, sellloz ve kolajen malzemeli mikrotasiyicilar gézenekli ticari olarak
temin edilebilmektedir. Cizelge 2.1°’de gdzeneksiz, Cizelge 2.2’de gézenekli ticari

mikrotasiyicilar listelenmistir.
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Cizelge 2.1. Ticari olarak temin edilebilen mikrotasiyicilar ve fizikokimyasal 6zellikleri ([20]'den degistirilerek).

isim Uretici Firma Malzeme Boyut Yogunluk Sekil Yiizey Alani Yiik
(pm) (9/mL) (cm?/g)
Cytodex-1 Amersham Biosciences, Capraz bagli dekstran/ 190 1,03 Kuresel 4.400 Pozitif
Isveg DEAE (Tersiyer amin)
N,N,N trimetil-2 ile
Cytodex-2 Amershar_n Biosciences, Dekstran matriksi 135-200 1,04 Kiresel 3.300 -
Isveg hidroksiaminopropil
Cytodex-3 GE Healthcare, Dekstran 175 1,04 Kiresel 2.700 Yuksuz
ABD
Kolajen Solohill, Polistiren 125-212 1,02 Kiresel 480 Yiksuz
Boncuklari ABD
Hillex 11 Thermo Scientific, Polistiren 75-150 1,12 Kuresel 515 Pozitif
ABD
Corning Sigma/SoloHill, Gapraz bagli polistiren 125-212 1,03 Kuresel 360 Yuksuz
ABD (Tip | kolajen kapli)
G2767 Sigma, Cam 150-210 1,03 Kiresel - -
ABD
ProNectin® F SoloHill, Polistiren/Rekombinant 169 1,02 Kuresel 480 Yuksuz
ABD fibronektin
DE 52-54 Whatman™, Sellloz/DEAE 130 0,9-1,2 Silindirik 6.800 Pozitif
UK (Tersiyer amin)
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Cizelge 2.2. Ticari olarak temin edilebilen gdézenekli mikrotasiyicilar ve fizikokimyasal 6zellikleri ([20]'den degistirilerek).

isim Uretici Firma Malzeme Boyut Gozenek Yogunluk Sekil Yiizey Alani  Yuk
(um) Boyutu (g/mL) (cm?/g)
(pm)
Cytopore 1,2 GE HealthCare, Capraz baglh sellloz/ 240 30 1,03 Kiresel 11.000 +
ABD DEAE(Tersiyer amin)
CultiSpher-G | Thermo Scientific, Tip | domuz jelatin 130-380 10-20 1,04 Kiresel 40.000 Yikslz
ABD
CultiSpher-S | Thermo Scientific, Jelatin 130-380 10-20 1,04 Kuresel 7.500 Yikslz
ABD
Cultispher- Percell Biolytica, Jelatin 255 50-70 1,04 Kiresel - -
GL Isveg
Cytoline 1, 2 Amersham Polietilen ve Silika  400-2.500  10-400 1,32 Lens >1.000 -
Biosciences,
Isvec
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Cesitli hucrelerin tutunmasini ve c¢ogalmasini kolaylastiran bir dekstran

matriksinden olusan Cytodex mikrotasiyicilar (Sekil 2.7 ve 2.8) en sik tercih

edilen mikrotagiyicilar olarak kabul edilmektedir [20].

Sekil 2.7. Cytodex-1 mikrotasiyicilarin (Pharmacia Fine Chemicals, Sweden) ters

IStk mikroskobundaki (Olympus 1X73, A.B.D.) goruntuleri.

Sekil 2.8. Cytodex-3 mikrotasiyicilarin (Pharmacia Fine Chemicals, Sweden) ters

IStk mikroskobundaki goruntuleri.

Doctor ve ark. tarafindan kemik iliginden turetilmis insan yetigkin mezenkimal kok
hucrelerinin  (hRAMSC), karistirmali kapta yurGtalen kdltirde kolajen kapli
Cytodex-3 makro gdzenekli mikrotasiyicilar Uzerine kolayca baglandigi, cogaldigi

ve farklilastigi gosterilmistir [21].

14



2.3.1.1. Mikrotasiyici Uretim Yéntemleri

Mikrotasiyicilarin temel islevi, hicre tutunmasi, cogalmasi ve fonksiyonel olarak
farklilagmasi icin bir alan saglamak ve vicuttaki doku rejenerasyonu igin
hacreleri iletmektir. Bu nedenle mikrotasiyicilarin iyi derece biyouyumluluk
gOstermesi gerekir. Biyouyumlu malzemelere yuklu hicrelerin hayatta kalma
orani artirlmakta ve mikrotasiyici implantasyonuyla indiklenen konakgi tepkisini
hafifletmede fayda saglanmaktadir. Biyouyumlulugu etkileyen faktorler arasinda
biyobozunma, toksisite, boyut, yuk, hidrofobik-hidrofilik denge, purizli/plrizsiz

ve gozenekli yuzey yer almaktadir [22].

Nanodan mikro Olgege degisen puruzlu yuzeyler ve hucreler arasindaki
etkilesimlerin arastirlmasi  6nemlidir. Hucrelerin cevredeki topografyayi
algilayabildigi ve uygun bir yanit Uretebildigi 1964 yilinda bulunmustur.
Gunumuzde gelistirilen  bircok  polimerik malzemede, mikro dlgekili
topografyalarinin  olusturulmasi hedeflenmektedir. Yapilan arastirmalarda
hicrelerin  biyomalzeme ylzeylerine tutunma, buyime ve farklilagsma

davraniglarina odaklaniimistir [23,24].

Hucrelerin mikrotasiyici yluzeyine tutunma kolayhdi; malzemenin kimyasal
bilesimi, topografyasi, yuk yogunlugu, morfolojisi, boyut, fonksiyonel grup ve
yuzey kaplama Ozelliklerine baghdir [1,25]. Cizelge 2.3'te gbzenekli

mikrotastyicilarin hazirlanmasina yonelik Uretim yontemlerine yer verilmigtir.
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Cizelge 2.3. G6zenekli mikrotasiyicilarin tretimi icin kullanilan yontemler ([22]'den degistirilerek).

Yontem

Emiulsiyon
Olusturmal/Coziici
Buharlagtirma
Emiulsiyon Haline
Getirilmis Faz Ayrimi ile
Dondurarak Kurutma

Ekstriizyon-Katilagtirma

Mikroakigkanlar

Puskirterek Kurutma

Elektrostatik Piiskiirtme

Avantaj

Kolayca buydutdlebilir,
basit ve kullanisli,
dusuk maliyetli

Kolayca buydutdlebilir,
basit ve kullanisli,
duguk maliyetli

Basit ve kullanigli,
dusuk maliyetli

Tek boyutlu
mikrotasiyicilari Uretmek

Kolayca biyuttlebilir

Kiguk ve dizgin
morfolojide
mikrotasiyicilari uretmek

Dezavantaj

DasUk viskoziteli
¢ozeltiler ile sinirli

DusUk viskoziteli
cozeltiler ile sinirli

Dusuk viskoziteli
¢ozeltiler ile sinirl,
Uretim miktari gok az

Uretim miktar cok az,
pahali cihaz kullanimi

Sinirli polimer grubuna
uygulanabilir,
pahali cihaz kullanimi

Uretim miktar ¢ok az,
pahali cihaz kullanimi
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Gerekli Ekipman

Manyetik veya mekanik
karistirici

Manyetik veya mekanik
karistirici

Siringa

Ornek pompasi, sivi tespit
ve kontrol sistemi,
mikroakiskan cip sistemi

Sprey kurutucu

Siringa pompasi, yuksek
voltajli elektrik alani,
topraklama ve mikrotasiyici
toplama cihazi

Mikrotasliyici
Boyutu

Genig boyut araligi

Genig boyut araligi

BuUyuk mikrotaslyici
boyutunda
dar aralik

Dar boyut araligi

Genig boyut araligi

Klguk mikrotasiyici
boyutunda
dar aralk



2.4. Dogal Polimerlerden Uretilen Mikrotasiyicilar

Mikrotasiyicilar; biyoseramik malzemeler, dogal polimerler, sentetik polimerler ve
organik/inorganik kompozitler olmak Uzere dort farkli malzeme grubundan
uretilebilmektedir. Kirilganlik ve zayif molekller arasi kuvvetler nedeniyle
dogrudan inorganik malzemelerden gozenekli mikrotagiyicilar hazirlamak
oldukga =zordur. Mikrotasiyicilara istenen fiziksel ve kimyasal 06zellikleri

kazandirabilmek i¢in uygun biyomalzemenin sec¢ilmesi dnemlidir [22].

Gunumuzde jelatin, kitosan gibi dogal, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
polilaktik asit (PLA),poli(e-kaprolakton) (PCL) ve poli (hidroksietiimetakrilat)
(PHEMA) gibi sentetik polimerlerden mikrotasiyicilar tretilmektedir [20,26]. Dogal
polimerlerin biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zellikleri sentetik malzemelere
gére daha ustin oldugundan arastirmalarda bu polimerler tercih edilmektedir.
Oyle ki tamamen dogal kdkenli mikrotagiyicilardaki gelismelerle, doku

muhendisligi alaninda parlak bir gelecek oldugu distntlmektedir [17].

Sun ve ark. tarafindan emdlsiyon faz ayirma yontemiyle makrogézenekli kitosan
mikrotasiyicilar hazirlanmistir. Mikrotasiyicilarin hiicre tutunma kapasitesini
gelistirmek igin polilisin ile kaplama yapilmistir. Yag kaynakli mezenkimal kok
hidcre yukli mikrotasiyicilar sigan siyatik sinir kusurlarini onarmak igin sinir
kanalina enjekte edilmistir. Bu ¢alisma ile periferik sinir onarimi kapsaminda ilk
kez mikrotasiyici tabanh kok hicre transplantasyonu gdsterilmis ve yag dokudan
izole edilmis mezenkimal kok hucre yukli mikrotagiyicilarin periferik = sinir

onariminda iyi bir potansiyele sahip oldugu belirtilmistir [27].

Literaturdeki calismalarda kitosan mikrotasiyicilari icin zayif mekanik o6zellik
(54,0+9,5 kPa) bildirilmistir [28,29]. Mikrotasiyicilarin deformasyonu, ¢cokmesi ve
saflastirlmasindaki zorluklar 6nemli dezavantajlardir. Bu nedenle tez g¢alismasi
kapsaminda ipek fibroin (SF) kullaniimigtir ve asagidaki bélimde SF hakkinda
daha detayl bilgi verilmigtir.
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2.4.1. ipek Fibroinin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Bombycidae familyasindan en bol bulunan Bombyx mori ve Saturniidae
familyasindan Antheraea mylitta tarafindan uretilen ipekler, benzersiz bir dogal
polimer sinifi olarak dikkat cekmektedir. Yapisal olarak 1,3 g/cm?® yogunluga,
4,8 GPa degerinde yluksek mekanik dayanimina sahip olan ipek, dogada bulunan
en kuvvetli fiber olarak kabul edilmektedir [30]. ipek polimeri filament yapidaki
cekirdek proteini olan fibroin ve bu yapiyi saran yapiskan serisin olmak tzere iki
proteinden olusmaktadir (Sekil 2.9). ipek fibroin, 1993 yilinda FDA tarafindan
biyouyumlu bir malzeme olarak tanimlanmis ve pek cok calismada “model

biyomalzeme” olarak kullanimi kabul edilmigtir [31].

B-taba{s
st 8s
a-heliks 7
N - ucu ‘ C -ucu

OREACH
RO
/ ) Hidrofobik blok
Hidrofilik blok

Sekil 2.9. Bombyx mori tarafindan uretilen ipegin yapisi ([32]' den degistirilerek).
ipek fibroin farkli malzeme sekillerinde (kiiresel partikdil, film, membran, 3B doku

iskelesi, vb.) Uretilmigtir. Ancak ipek fibroin malzemelere hicre tutunmasi zayif

olabilmektedir.
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Hucreler ve ipek temelli biyomalzemelerin birbirleriyle olan etkilesimini artirmak
icin fibroin; jelatin, kitosan ve hulyallGronik asit gibi diger dogal polimerlerle
harmanlanarak arastinimaktadir [33]. Ek olarak RGD tripeptidinden

yararlaniimaktadir [34].

2.4.2. ipek Fibroin Mikrotasiyicilar

ipek fibroin mikrotasiyici ile raporlanan az sayida ¢alisma bulunmaktadir. ipegin
hicre tutunma ve proliferasyon 6zelliklerini iyilestirmek igin aljinat, jelatin,
kalsiyum fosfat ve pullulan ile karigtirilan kompozit mikrotasiyicilar mevcuttur
[32].

Literatirde yer alan diger calismalarda ise mikrotasiyici olarak adlandirilan
orneklerin kuresel bir tagiyici yapisinda olmadigi gortulmektedir [35-37]. Diger bir
calismada ise 3B iskele yapisina RGD tripeptidi iceren jelatin eklenmistir. Ancak
jelatinin etkisi serum proteinlerinin adsorpsiyonu ile maskelenmistir [38]. Buradaki
mikrotaglyici olarak tanimlanan yapilar, Van Wezel'in “mikrotasiyici-destekli
hicre kaltird” tanimindaki mikrotasiyicilarla boyut ve sekil agisindan benzerlik

icermemektedir.

Klresel geometriye sahip, ortalama ¢api yaklasik 400 um olan SF (%1,5 w/v)
kaph aljinat mikrotasiyicilar raporlanmistir [39]. Ayrica SF mikrotasiyicinin
purizli yuzeylerine mezenkimal kok hucrelerin tutundugu ancak yayilimadigi
gorilmektedir [40]. Bir baska c¢alismada SF ve jelatin cesitli oranlarda
karistirilarak, simetrik akis odaklama cihazi kullanilarak Gretilmistir. Mezenkimal
kok htcrelerin  mikrotasiyici Uzerinde osteojenik farklilasmasi, ticari
mikrotasiyicilara benzer oldugu belirtiimistir. Ancak uretilen mikrotasiyicilarin
boyutlari 6nemli délgide buyuktir (~300-400 um) ve gbézenek boyutlari (~2 um)
hicre goclu icin yetersizdir [33]. Chen ve ark. ise sodyum aljinat/SF
mikrotaslyicilardan stronsiyum (Sr*2) saliminin sigan kemik iligi mezenkimal kok

hicrelerinin proliferasyonunu artirdigini géstermistir [41].

Cizelge 2.4’te ipek fibroin kullanilarak literatiirde yer alan mikrotasiyicilara yer
verilmistir.
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Cizelge 2.4. ipek fibroin kullanilarak uretilen mikrotasiyicilar.

Polimer Sekil Metot Boyut Gozenek  Gozenek Stabilizasyon Salim in-vitro Yazar-Yil
Matris Olusturma  Boyutu Profili Hucre
islemi Kiiltiirii
Sodyum aljinat Yagda (petrol Sigan kemik
(SA) / ipek Kliresel eteri) su (SA, SF  254,3+ Buz kristali 420 + Mutlak etanol  Stronsiyum iligi kaynakh ~ Chen ve ark.
fibroin (SF) 2:1 ) emdlsiyonu 50,0 (-20°C) ve 5,3 um (%99,5 v/iv) (Sr*?) mezenkimal - 2022
mikrotasiyici ile birlestirilmis pm liyofilizasyon kok hicre [41]
faz ayrimi
Yagda (petrol Kemik iligi
%2,5 (W/v) Klresel eteri) su (SF) - Buz kristali 20+5 Mutlak etanol  Stronsiyum kaynakli Fang ve ark.
ipek fibroin emulsiyonu ile (-20°C) ve gm (%99,5 viv) (Sr*?) mezenkimal - 2021
mikrotasiyici birlestirilmis faz liyofilizasyon kok hicre [42]
ayrimi
Dis faz oleik
asit/metanol/Span
80 (73:25:2) - Buz
%5 (w/v) ipek Kire ic faz SF/G 342 Uzerinde 2 um Metanol - Sigan Luetchford
fibroin / Jelatin  benzeri solusyonlarinin 33 um  bekletmek mezenkimal ve ark.
mikrotasiyici akis odaklama ve kok hicre — 2020
cihazindan liyofilizasyon [33]
geciriimesi
Yuksek voltajh Sivi azotta
%3 (w/v) ipek  Kiresel- elektrostatik 95-260 dondurma 1,5-7,0 Gliserol Temel L929 Qu ve ark.
fibroin Elipsoit  jenerator ve mikro gm ve gm fibroblast fibroblastlar - 2018
mikrokure enjeksiyon liyofilizasyon baylume [43]
pompasi faktoru
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Cizelge 2.4. Devami.

%1 (w/v)
sodyum aljinat/  Kuresel

j Aljinat 462,97
%2 (w/v) Ipek sekil,

Etanol -

Adipoz ve kemik  Orfei ve ark. —
mikrotagiyicilarin 160,25 pm (%96 v/v) iligi kokenli 2018
fibroin purizsiz  SF c¢ozeltisinde mezenkimal kok [40]
mikrotasiyici yuzey karistiriimasi hicre
Fibroin kapli Klresel Aljinat insan yagindan
aljinat sekil, mikrotasiyicilarin 464,34 + - Etanol - izole edilen kok  Perteghella ve
mikrotasiyicilar purlzsuz  SF gdzeltisinde 62,190 pm (%96 v/v) hacreler ark. — 2017
ylzey karistiriimasi (hASC'ler) [39]
%5 (w/v) ipek  Kdiresel
fibroin sekil, ikili (toluen ve - - Etanol - - Jativa ve Zhang
mikrokure burusuk  etanol) damlacik (%98 viv) — 2017
yluzey ¢ozlnmesi [44]
%1 (w/v) ipek  Kiresel Yagda (etil 158 + 56 um
fibroin sekil, asetat), - - Su buhari Mavi - Srisa-Ard ve
mikrokure plrtzsiz su (SF) 167 £ 96 um dekstran Baimark — 2013
yuzey emdulsiyonu (ilaclr) [45]
¢bzucu difuzyon
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2.5. Enjekte Edilebilir Mikrotasiyicilar

Mikrotasiyicilarin kimyasal bilesimi, canli hiucrelerin yuzeyden geri kazanimini
belirlemede anahtar rol oynar. Tripsin ve kolajenaz gibi proteolitik enzimlerin
muamelesinden sonra hucrelerin mikrotagiyicilardan ayrilmasi zor olmakta ve
hicre membran proteinleri, dolayisiyla birikmis ECM bozulmaktadir. Bu durum
azalan hucre canhiligiyla iligkilendirildiginden hicre transplantasyonundaki verim
de dusmektedir. Kisacasi, mikrotagiyici-destekli kualtur sisteminin baglica
sorunlarindan biri, fiziksel veya fizyolojik harabiyet vermeden hicrelerin
mikrotaslyici ylzeylerinden ayrilmasindaki zorluktur [25,46]. Bu sorunun ¢dézimu
icin bir yandan sicaklik duyarli polimerlerin kullanimi gundeme gelirken, diger
yandan biyobozunur polimerler ile mikrotagiyicilar hazirlanmigtir. Okano ve ark.
sicakhga duyarli poli (N-izopropilakrilamid) (PNIPAAmM) kullanilarak kultir
kaplarindan duaguk sicaklikta hicre toplaniimasini dnermistir [47]. Daha sonra
sicakhga duyarli PNIPAAmM bazli mikrotagiyicilarda hicre tutunma verimliligi ve
termal olarak indiklenen yuzeyden kopma etkileri gosterilmistir [46,48]. Lam ve
ark. ise farkhlasma potansiyellerini koruyarak mezenkimal stromal htcrelerin
verimini destekleyebilen biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir PCL

mikrotagiyicilar gelistirmiglerdir [49].

Enjekte edilebilir mikrotasiyici  uygulamalarinda hdcrelerin  yuzeyden
kaldiriimasina gerek yoktur. Doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilan doku
iskeleleri gibi, mikrotasiyicilar da doku rejenerasyonu igin hicreleri ve bluyume
faktorlerini tagsimak Uzere tasarlanmistir (Sekil 2.10) [17]. Hicre tedavilerinde
enjekte edilebilir hidrojel sistemleri de kullaniimaktadir. Vicut diginda sivi halde
bulunan polimerler vicut icerisinde jel haline gecerek hucrelerin iletimini
saglamaktadirlar. Ancak mikrotasiyicilar ile karsilastirildiginda hidrojel temelli
enjekte edilebilir sistemler yuzeye-bagimh hicrelerin tutunmasinda yetersiz
kalmaktadir [1,50].
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3B go6zenekli iskele

Hicreler Hidrojel
- AdY
@ S

— —

Enjekte edilebilir
mikrotagiyicilar

Sekil 2.10. Hasarli doku onariminda kullanilan uygulamalarinda kullanilan
enjekte edilebilir hiicre dagitim sistemlerinin sematik gésterimi

([1]'den degistirilerek).

Enjekte edilebillir hiicre tasiyicisi kavrami, 2003 yilinda Burg ve Boland
tarafindan tanitiimistir [51]. Ayni yilda Malda ve ark. makro gozenekli CultiSpher
jelatin bazli mikrotasiyicilar Gzerinde ¢ogaltiimis insan nazal kondrositlerinin
fenotipindeki degisiklikleri arastirmistir. Baslangicta; 10 hucre/mikrotasiyici
varken 12 gunlik kultir sonrasinda; 400-500 hiicre/mikrotasiyici elde etmislerdir.
Ardindan farelerin deri altina enjekte edilen hdcrelerin kondrojenik potansiyeli
degerlendirilmigtir. Mikrotasiyici yuzeyinde c¢ogaltiimis hucrelerin T-flask ile
karsilastinldiginda daha yuksek derecede farklilastigi ve istatistiksel olarak

onemli 6lgtide artan miktarda proteoglikan Urettigi gosterilmistir [52].

Enjekte edilebilir mikrotasiyicilarin sagladigi avantajlar sayesinde bu alana
yonelik arastirmalar son vyillarda hizla artmistir. Ornegin, tavsan osteokondral
defekt modeline transplante edilen insan mezenkimal stromal hicre yukla PCL
mikrotagiyicilarin, hicre ¢ogalmasi ve kondrosit farkhlasmasindaki etkinligi
arastinimigtir. Kondrojenik farklilasmayi destekleyen hucre yUkli mikrotasiyici
yapilarinin in-vivo'da kikirdak iyilesmesini en iyi saglayan grup oldugu
gOsterilmigtir [53].
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2.6. Mikrotasiyici-destekli Biyoreaktorler

Fizyolojik ortami taklit edebilme 6zelligine sahip biyoreaktorler, her bir spesifik
doku icin gerekli olan belirli biyolojik, kimyasal ve fiziksel sinyalleri tanimlamak
igin kontrolli ¢aligmalar yapilmasini saglar. Doku geligsimindeki mikrogevrenin
otomatik bir sistem tarafindan kontrol edilebilmesi, tekrarlanabilir sonuglar elde
etmek icin ideal kultur kosullarinin standardizasyonunun saglanmasi onemlidir.
Hucre Uretiminin birgok kiiguk kaltur Gnitesi yerine, yuksek Uretim kapasitesindeki
tek bir biyoreaktorde gerceklestiriimesiyle kultir ortaminin ekonomik bir sekilde
kullaniimasi saglanmis olur. Ayrica otomatik izleme ve kontrol sistemine sahip
mikrotagiyici-destekli  biyoreaktorlerde daha az insan mudahalesiyle

kontaminasyon riski en aza inmektedir [54,55].

Ideal ve istenen 6zelliklerde bir biyoreaktdr tasariminda biyoreaktér tasariminda
dikkat edilmesi gereken cesitli parametreler bulunmaktadir. Oncelikle
kullanilacak olan malzemeler biyouyumlu olmal, sterilize edilebilmeli ve
kolayliklar monte edilebilmelidir. Hlcrelerin otomatik kosullarda kontrolinin
saglanabilmesi i¢in de sicaklik, basing, pH, O2 ve CO2 6lgim sensdrlerinin
yuksek verimle calismasi gerekir. Tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek igin
cevresel parametrelerin kontrol edilebilirligi son derece 6nemlidir [56,57]. Doku
muhendisligi uygulamalarinda; karistirmali kap, doner sise, doner duvarl,
perfuzyon, dolgulu-yatak, cekme gerinim, i¢i bos fiber membran biyoreaktorleri

gibi farkli amaglara yonelik gesitli biyoreaktor sistemleri kullaniimaktadir [58].

Onceki yillarda mikrotasiyicilarla durgun ortamda (Petri kabi) ve karistirmali kap
biyoreaktorlerde karsilastirmali ¢alismalar yuOrataimastar [59]. GUnUmuzde
karistirmali kap biyoreaktorler, mikrotasiyici-destekli kultlr sistemindeki dnemini

korumaktadir.

Yuzeye-bagimh  hdcreler, biyoreaktér ortaminda slUspanse haldeki
mikrotasiyicilar Uzerinde cogaltilarak hasarli dokuya enjekte edilebilmektedir
(Sekil 2.11). Meghezi ve ark. mikrotasiyicilara ekilen hicrelerin benzer ECM

urettigini gozlemlemistir. Bu go6zlemlerde, doner duvarli biyoreaktorlerdeki
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mikrotasiyicilar kikirdak ve kemik biyolojisini incelemek icin in-vitro model olarak

kullaniimigtir [60].

Diger bir galismada, Voigt ve ark. insan keratinosit hlcrelerini mikrotasiyicilar
Uzerine ekmis ve karistirmali kap biyoreaktérindeki mikrogreftleri farelerin
sirtindaki yaralara nakletmislerdir. On dort giin sonunda, kontrol grubuna kiyasla
¢cok katmanli, keratinize ve yeniden yapilandiriimis bir epitel doku olusumunun

saglandigini géstermislerdir [61].

+ @ @ tohT:sIraema
@ —

Gozenekli Hiicreler
mikrotasiyicilar

Hiicre
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biyoreaktor
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» £

In-vivo doku
rejenerasyonu

Sekil 2.11. Karistirmali kap biyoreaktor kullanilarak hazirlanan hiicre yUkli
enjekte edilebilir mikrotasiyicilarin uygulamasinin sematik gosterimi

([62]'den degistirilerek).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde tez cgalismasi kapsaminda kullanilan malzemeler ve deneysel
calismalarin yontemleri hakkinda bilgi verilmistir. Tez ¢alismasi G¢ ana bolimden
olusmaktadir. ilk kisimda, SF mikrotaslyicilarin emdilsiyon haline getirilmis faz
ayrimi  yontemiyle uretimi anlatilmistir. Mikrotagiyici yuzey oOzelliklerinin
deqistirildigi, enjekte edilebilir gapin saglanabildigi Uretim parametreleri detayl bir

bigcimde agiklanmigtir.

Ikinci  bolim; SF mikrotasiyicilarin  karakterizasyon calismalarini  temsil

etmektedir.

Uclincli bélimde; L929 fibroblast, MC3T3-E1  pre-osteoblast ve S42 igsi
Schwann hicrelerin SF mikrotasiyicilara tutunma ve c¢ogalma kabiliyetlerinin
incelendigi statik hicre kultira galigmalarina yer verilmistir. Ayrica Schwann

hicreleri yapilan statik ve dinamik hucre kiltart ¢alismalari anlatiimistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan tim malzemeler Cizelge 3.1’de detaylari ile

sunulmustur.

26



Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan malzemeler.

Malzemeler N}f::rtg;il Firma Ulke
SF Uretimi
Bombyx mori kozalari - Koza Birlik A.S. Turkiye
Sodyum karbonat (Na,CO5) 13418 Sigma-Aldrich Almanya
LiBr 746479 Sigma-Aldrich Almanya
Yilan derisi diyaliz membrani 68035 Thermo Fisher A.B.D.
(3,5 KMWCO)
SF Mikrotasiyici Uretimi
Petrol eteri TK.150370.01000 Tekkim Lab. Tarkiye
Span-80 S6760 Sigma-Aldrich Almanya
Metanol (%99,9 v/v) 1.06009.2511 Iso-Lab Tirkiye
Mutlak etanol (%99,5 v/v) 9200262500 Iso-Lab Tarkiye
Biyobozunurluk
Kolajenaz | (370 birim/mg) Cl-22 Biochrom AG Almanya
Sodyum azid (NaN;) S-2002 Sigma-Aldrich Almanya
Hucre Kulturi
DMEM-HG E0500-170 Cegrogen Almanya
a-MEM 310-010-CL Wisent Kanada
FBS A0500-3210 Cegrogen Almanya
L-glutamin K0100-670 Cegrogen Almanya
P/S P0100-790 Cegrogen Almanya
Tripsin/EDTA TRY-3B Capricorn Scientific Almanya
D-PBS PBS-1A Capricorn Scientific Almanya
BSA BSA-1S Capricorn Scientific Almanya
MTT 298-93-1 Merck Almanya
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Cizelge 3.1. Devami.

DMSO A3672 Applichem Almanya
Tripan mavisi T8154 Sigma-Aldrich Almanya
GA (%25 viv) G-6257 Sigma-Aldrich Almanya
HMDS 999-97-3 Sigma-Aldrich Almanya
70 um hcre sizgeci 352350 Biosciences A.B.D.
(BD Falcon™)
Triton X-100 215682500 Acros Organics Almanya
Alexa Fluor® 488 Phalloidin CST 8878S Cell Signaling A.B.D.
Konjuge F-Aktin Antikoru
DAPI D-1306 Invitrogen A.B.D.
Kalsein AM 56496 Sigma-Aldrich Almanya
EthD-1 46043 Sigma-Aldrich A.B.D.
18 G Spinal igne - T-Lab Turkiye
PCR Reaksiyonu
RNA izolasyon Kkiti 74006 Qiagen Almanya
E'[t)'NA reverse transkripsiyon 4368814 Thermo Fisher A.B.D.
iti
EvaGreen® 08-24-00001 Solis Biodyne Estonya
RNase inhibitorii N8080119 Thermo Fisher A.B.D.
Trizol 79306 Qiagen Almanya
Kloroform 1.02445 Merck Almanya
Primerler - Oligomer Biyoteknoloji Turkiye
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3.2. ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Uretimi
3.2.1. ipek Fibroin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tarif edilen protokol kullanilarak Bombyx mori kozalarindan SF ¢ozeltisi elde
edilmigtir. Bu protokole gore; kozalar ipek boceginden uzaklastirilarak, 5 g'lik
kUguk pargalar halinde kesilmistir. Koza pargalari 0,02 M Na,CO; ¢Ozeltisinde
30 dk sureyle birbirinden ayrilarak kaynatilmigtir. Boylece ipek kozalarinda
safsizliga neden olan, yapiskan, suda ¢ézunur serisin proteini uzaklastiriimigtir.
Uc kez ultra saf su (UPW) ile yikanan fibroin ekstrati 1 gece ceker ocagin
igerisinde kurutulmustur. Kuruyan 6z tartilmis ve agirhginin 4 kati kadar 9,3 M
LiBr c¢ozeltisi icerisinde 60°C’de 4 sa sureyle ¢dzdurulmustir. Daha sonra,
¢6zunmus SF/LiBr viskoz ¢ozeltisi UPW igerisinde 48 sa diyaliz edilmistir. Diyaliz
sonucunda SF ¢ozeltisinden LiBr uzaklastirilmistir. Cozeltinin konsantrasyonu,

gravimetrik olarak hesaplanarak 4°C’de saklamaya hazir hale getirilmistir [63].

3.2.2. ipek Fibroin Mikrotastyicilarin Uretimi

ipek fibroin mikrotasiyicilari, literatiirde belirtilen prosediirdeki emiilsiyon haline
getirilmis faz ayrimi ile dondurarak kurutma yontemi kullanilarak hazirlanmistir
[42]. Tez calismasi kapsaminda karistirma hizi, karigtirma suresi ve donma
sicakligi ile ilgili farkli kosullar denenmistir. ilk olarak, 0,175 mL Span-80 (lipofilik
emulgator), 10 mL petrol eteri (yag fazi-O) icerisinde manyetik karistirma ile 20
dk’da tamamen ¢ézdurtulmustar. Agirhkga %1,5-6,5 (w/v) oranlarindaki 7 farkli SF
cozeltisinden 2,5 mL (sulu faz-W), oda sicakhgindaki Span-80/petrol eteri
karigsimi igerisine, yuksek karistirma hizi varliginda (850 rpm) damlatiimistir.
Ardindan olusan emdulsiyon (W/O), o©nceden sogutulmus -20/-80°C

sicakliklardaki petrol eteri icerisine hizlica ilave edilmis ve 1 gece bekletilmistir.

Bdylece buz kristali iceren SF mikrotasiyicilar elde edilmistir. Son asamada ise
mikrotasiyicilar -20 ve -80°C’deki petrol eterinden sizulerek uzaklastiriimis ve
ornekler liyofilizatérde (Christ, Germany) 1 gece kurutulmustur. Buz kristalinin
mikrotasiyici  ylzeyinden uzaklastirlmasiyla gdzenekli  mikrotasiyicilar
dretilmistir (Sekil 3.1).
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Sulu faz-W Buz kristali igeren
Lipofilik emulgatsr (SF gozeltisi) "ao‘} og SF mikrotasiyic
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_ b ] \
— o = 2- Hizh buz
- 3 | |kristali !/ 3-Dondurarak /&% =
- — olusturma - / kurutma ;'.': e -‘,"
Yaj fazi-0 ' I ‘..“' 3¢ ‘;1: 7::""&
(Petrol eteri) .
. Sogutulmug Gozenekli SF
yag fazi-0 mikrotasgiyici

W/0 Emulsiyon

1- Emulsiyon olusturma

Sekil 3.1. Emulsiyon haline getirilmis faz ayrimi ile dondurarak kurutulan
g6zenekli mikrotasiyicilarin  Uretim  semasi (Biorender.com ile

cizilmistir).

3.2.2.1. ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Stabilizasyonu

ipek fibroin, genellikle sulu bir gozelti igerisinde ¢dzilmektedir. Ancak bu sorun,
suda ¢ozunmezlik ve mekanik stabilite saglayan B-tabaka igerigini ayarlayarak
kontrol edilebilmektedir [64]. SF’in a-sarmaldan [(-tabaka yapilarina
konfigirasyon degisikliklerini indUkleyebilen organik c¢ozlcller arasinda en
yaygin kullanilani alkollerdir [65]. Buradan vyola ¢ikilarak Uretilen SF
mikrotaslyicilarin stabilizasyonu; metanol ve etanol olmak Uzere iki farkl alkol
cOzeltisi  kullanilarak  gerceklestiriimisti.  Metanol  modifikasyonu igin;
mikrotasiyicilar %90 (v/v) metanol ¢bzeltisinde 1 sa boyunca +4°C’de bekletilip,
1X PBS (pH:7,4) ile 3 kez yikanmistir [66]. Etanol modifikasyonunda ise; metanol
protokoline benzer sekilde mikrotasiyicilar, %99,5 (v/v) etanol ¢dzeltisinde 1 sa
boyunca +4°C’de bekletilmistir. Bir saatin sonunda etanol cekilerek 6rnekler

deiyonize su ile 3 kez yikanmigtir [42].
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3.3. ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Karakterizasyonu
3.3.1. Mikrotasiyicilarin Gériintillenmesi ve Gap Olgiimii

SF mikrotasiyicilarin morfolojik 6zellikleri ters 1sik mikroskobu (Olympus IX73,
A.B.D.) ve taramali elektron mikroskobu (SEM, GAIA3, Tescan, Czech Republic)
ile belirlenmigtir. Elde edilen gérintiler Image J (NIH, A.B.D.) programina
aktariimis ve mikrotasiyicilarin ¢aplari 3 farkl goérintiden (4X) 200 mikrotasiyici

Olculerek hesaplanmistir.

3.3.2. Mikrotasiyicilarin Yogunluk Olgiimii

Mikrotasiyicilarin yodunluklari, Arsimet prensibine goére olglilmustur. Eppendorf
tuplerin icerisinde 1 mL su eklenmis ve tlpteki seviye isaretlenmistir. Ardindan
sular  bosaltimig, tupler kurutulmustur. Yedi farkh ipek fibroin
konsantrasyonundaki mikrotasiyicilar, 22-35 mg olacak sekilde tuplere
eklenmistir. isaretlenen su seviyesine kadar tekrar saf su ilave edilmis ve
mikrotagiyicilarin ¢okmeye bagl olarak tasan su seviyesi Olgulmustir. Her bir

mikrotasiyici grubunun baglangi¢ agirhigi 6lgulen su miktarina bolunmasgtur [67].

3.3.3. Mikrotasiyicilarin Kimyasal Karakterizasyonu

Mikrotasiyicilarin kimyasal yapisi, FTIR cihazinda (Thermo Scientific Nicolet
iS10, A.B.D.) ATR teknigi kullanilarak 400-4000 cm~! dalga boyu arasinda

incelenmigtir.

3.3.4. Mikrotasiyicilarin Termal Karakterizasyonu

Mikrotasiyicilara ait 1sisal karakteristik 6zellikler, diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) analizi (Perkin Elmer Inc., A.B.D.) ile oda sicakhdindan 400°C'ye kadar
10°C/dk bir 1sitma hizinda gergeklestirilmigtir.

Termal kiitle kaybi, N, atmosferi altinda oda sicakligindan 400°C'ye kadar termal

gravimetrik analiz (TGA, EXSTAR 6000, SIl Nanotechnology Inc., Japan) ile tayin
edilmistir.
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3.3.5. Su Alim Kapasitesinin Belirlenmesi

SF mikrotasiyicilarin sisme davranigi, gapindaki degisime gore belirlenmigtir. Tek
bir mikrotagiyiciya PBS’in damlatildigi ilk andan itibaren 15, 30, 45, 60 dk ve 2,
4, 6 sa araliklarinda ters i1s1k mikroskobunda goruntu alinarak degerlendirilmigtir.
Mikrotagiyicilarin  degisen c¢aplart Image J vyazihminda oOlgulmustar.

Mikrotasiyicilarin sisme yuzdesi Esitlik 3.1’e gore hesaplanmistir [68].

D¢—Dy

Sisme Ylzdesi = X100 (3.1)

0

Esitlikte, Dy: Mikrotasiyicinin kuru haldeki ¢api, D;: Sismenin t anindaki ¢apini
belirtmektedir.

3.3.6. In-Vitro Biyobozunurluk Testi

SF tabakalarinin biyobozunurluk davranisinin incelenmesi igin kolajenaz |
kullanilmigtir. Kolajenaz enzimi (1,0 U/mL) %0,1 (w/v) NaN; iceren 0,05 M
sodyum fosfat tamponunda (pH:7,0) ¢ozdurtlmastir [69]. SF mikrotasliyicilar,
hazirlanan enzimatik ¢ozelti icerisinde 5 hafta boyunca 37°C sicakliktaki
calkalamali inkibatorde tutulmustur. Enzimatik ortamlari her hafta yenilenmistir.
Mikrotasiyicilar, baglangic ani ve 1., 3., ve 5. haftalarda gorintilenmis ve cap
degisimi Image J yaziliminda Olgulmustir. Mikrotasiyicilarin bozunma orani

Esitlik 3.2’e gore hesaplanmigtir [68].

Bozunma Yiizdesi = 2==° X 100 (3.2)

0
Esitlikte, D, : Mikrotagiyicinin baslangictaki ¢api, D.: t zamandaki bozunan

mikrotagiyicinin ¢apini belirtmektedir.

3.4. In-Vitro Hiicre Kiiltiirii Caligmalari
3.4.1. Schwann Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Hacettepe Universitesi Biyomalzeme ve Arastirma Laboratuvar’ndan temin
edilen Schwann hicre hattinin karakterizasyonunda yapilan analizler Cizelge

3.2.'de gosterilmistir.
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Schwann hucreleri %10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin ve %21 P/S (100 birim/mL-
100uL/mL) iceren DMEM-HG ortaminda 37°C’de %95 nem ve %5 CO: igeren

inkibatorde (Heraeus Instruments, Almanya) kuiltire edilmistir [70]. Schwann

hdcrelerinin karakterizasyon c¢alismalari,

surdurulmastar.

14 gun boyunca kesikli kulturde

Cizelge 3.2. Schwann hucrelerinin karakterizasyonunda yapilan analizler.

Analiz Analiz gunleri Analizin Calisilan tekrar
yuratildiigia hiicre sayisl
kiilttir kabi
Hicre Sayimi 1,2,3,5,7,10, 14 | 48 kuyucuklu hicre 3 (Her gbzden iki
kultdr kabi kere sayim)
MTT 1,235,710, 14 | 48 kuyucuklu hicre 3 (Her gozden iki
kultdr kabi kere okuma)
Kristal Viyole 1,5, 7 6 kuyucuklu hicre 2
kultdr kabi
Alexa Fluor® 488 1,7 48 kuyucuklu hiicre 2
Phalloidin/DAPI kaltur kabi

Cizelge 3.3. Karakterizasyonda kullanilan hucre kultur kaplari ve cesitli 6zellikleri

Hiicre kltiir kabi Kuyucuk yuzey alani Goze eklenen ortam
(cm?) miktari (mL)
6 kuyucuklu 9,6 3,0
48 kuyucuklu 0,75 0,5

Hicre ekimi

karakterizasyonda kullanilan hacre kaltar

kaplari verilmigtir.

2x10* hiicre/cm? yogunlukta gerceklestirilmistir. Cizelge 3.3'te

Pasaj 5'te

dondurulan hiicreler uygun besi ortami ile 25’cm?’lik hiicre kdltir flaskina agilmig
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(pasaj 6), hucreler kultar kabinin %90’in1 kapladiginda (confluence) pasaj 7’de

ekim yapilmistir.

3.4.1.1. Hucre Canlihgi ve Proliferasyonunun Belirlenmesi

Hiicre Bliyiime Eqgrisi

Hucre buyume egrisi ve ikilenme suresinin belirlenmesi amaciyla hucrelerin
sayimi, hemositometrik yontem ile gergeklestiriimistir. Kaltaran 1., 2., 3., 5., 7.,
10. ve 14. gunlerinde, hicrelerin ekili oldugu gézlere 0,3 mL %0,25 tripsin/
0,53 mM EDTA c¢ozeltisi eklenip 5 dk boyunca 37°C’deki CO2 etuvinde inkibe
edilmigtir. Tripsin ile kaldirilan Schwann hucreleri, 0,7 mL buyume ortamiyla
toplanmistir. Toplam hacmin 1 mL oldugu slUspanse hucreler, 1/1 oraninda
seyreltilerek (100 pyL hucre/100 yL boya) PBS igerisinde ¢ézulmis %0,4 tripan
mavisi (w/v) ile boyanmigtir. Hucre/boya karisimindan 10 pl’si lamel ve
Neubauer laminin arasina alinmistir. Neubauer lami, ters i1sik mikroskobunda
10X objektifine yerlestirilerek 3 paralel kuyucuktan 2’ser kere sayim yapilmistir.

Parlak ve boyanmayan canli hicreler, sekiz farkli 1 mm’lik kareden sayilmistir.

Canlilik Analizi

Schwann hdcrelerinin mitokondriyal aktiviteleri, kaltarin 1., 2., 3., 5., 7., 10. ve
14. gunlerinde 3-[4,5-dimetiltiazol-2]-difeniltetrazolyum bromur (MTT) analizi ile
kantitatif olarak belirlenmistir. Oncelikle hiicreler (izerindeki ortam uzaklastirilip
her bir géoze 300 yL serumsuz besi ortami (DMEM-HG) ve 30 uyL MTT ¢ozeltisi
(2,5 mg/mL PBS) eklenerek 37°C’deki CO2 etuvinde 3 sa boyunca inkube
edilmistir. inklibasyon siiresi sonunda hiicreler (zerindeki ortam uzaklastiriimis
ve her bir goze 400 uyL DMSO eklenerek formazan kristallerinin ¢dézlinmesi
saglanmistir. Kristallerin goziUnmesiyle ortaya gikan mor renkli gozeltiden 200 yL
alinarak 96 kuyucuklu kultir kaplarina aktariimis ve 690 nm referans olmak
uzere, 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile

spektrofotometrik olarak ¢ozeltilerin optik yogunluklari belirlenmistir.
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3.4.1.2. Schwann Hiicrelerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
Schwann hdcrelerinin Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI ve kristal viyole

boyamasi ile morfolojik karakterizasyonu tamamlanmistir.

Floresan Gorintiileme

Hucrelerin morfolojik karakterizasyonu; kiltartin 1. ve 7. gunlerinde Alexa Fluor®
488 Phalloidin/DAPI boyamalar ile gergeklestiriimistir. Hlcre iskeleti Alexa
Fluor® 488 Phalloidin ile yesil, hiicre ¢ekirdegi ise DAPI ile mavi boyanmistir.
Kaltdrun belirlenen gunlerinde hucreler Gzerindeki ortam uzaklastirilmis ve 3 kez
PBS ile yikanmigstir. Ardindan 4°C’deki %2,5 (w/v) glutaraldehit ile 20 dk boyunca
oda sicakliginda, karanlk kosullarda hicrelerin fiksasyonu gergeklestirilmistir.
Fiksasyon sonrasinda hucreler PBS ile 3 kez yikanmistir. Hucrelerin membran
gecirgenligini artirmak i¢in %0,1 (v/v) Triton-X-100 igceren PBS ¢oOzeltisi kultur
kaplarina eklenmistir. On dk sonunda %0,1 (v/v) Triton-X-100 c¢ozeltisi
uzaklastirilarak, hticreler %1 (w/v) BSA iceren PBS ile 3 kez 5’er dk yikanmistir.
Daha sonra her bir gbze Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI karigimi
(1:100Alexa/1:1000DAPI) eklenerek karanlikta 30 dk boyunca inkuibe edilmigtir.
inkiibasyon sonrasinda hiicreler BSA’'li PBS ile 3 kez daha yikanmis ve floresan

mikroskobu (Olympus I1X73) ile gorintileme yapilmistir.

Kristal Viyole Boyama

Kristal viyole ile boyamalari yapilacak olan Schwann hicrelerinin kultlr ortami
uzaklastirilmis ve huicreler 3 kez PBS ile yikanmistir. Fiksasyon islemi igin
hicreler 4°C’de 20 dk boyunca %20 (v/v) metanol/PBS ¢dzeltisinde bekletilmistir.
Ardindan hucreler uzerine 500 pL %0,1 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi eklenerek
30 dk inkibe edilmistir. Boyanan yuzey su ile yikanmis ve hicreler ters isik

mikroskobunda incelenmisgtir.

3.4.2. Mikrotasiyici-destekli Statik Hiicre Kulturi Galigmalan

Hazirlanan mikrotasiyicilarin hlcre biyouyumluluk testleri L929 fibroblast ve

MC3T3-E1 pre-osteoblastlari ile test edilmistir.
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Statik hiicre kiltirti  ¢alismalari, laminar akis kabininde (Bioair, Italya)
L929 fibroblast (pasaj 15), MC3T3-E1 pre-osteoblast (pasaj 10) ve S42-Schwann
(pasaj 7) hicre hatlan ile gergeklestiriimistir. Asagida detaylar ile agiklanan

analizler, 3 hicre hatti igcin de ayni sekilde gergeklestirilmigtir.

Mikrotasiyicilarin kimyasal ve termal 6zelliklerinin sonuglari dogrultusunda uygun
sterilizasyon yontemine karar verilmigtir. Stabilize edilmis mikrotasiyicilar,
%75 (v/v) etanol icinde 1 sa calkalanarak sterilize edilmig ve steril D-PBS ile g

kez yikanmigtir. Daha sonra steril tipler 45 dk UV 15101 altinda tutulmustur.

3.4.2.1. L929 Hiicre Kulturu Galigmalari

L929 fibroblastlart %10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) P/S igeren
DMEM-HG kultar ortaminda gogaltiimistir.

Hiicre Ekimi

Hucre kulturi calismalarinin gergeklesecegi 24 kuyucuklu kualtar kabinin
1 kuyucugu 1,9 cm? 'dir. Bir kuyucuk alanin tamamen mikrotasiyici ile
kaplanabilmesi icin gerekli olan miktar, mg olarak belirlenmistir. Sirasiyla 10, 5 ve
3 mg mikrotasiyici tartilarak kuyucuklara yerlestiriimistir. SF mikrotasiyicilarin
elektrostatik Ozelliginden dolay! kuru haldeyken kuyucuk c¢evresine dagildigi
gorilmektedir. Sulu ortamda kapladiklari alanin belirlenebilmesi i¢cin 3 mg
mikrotasiyici Uzerine 1 mL PBS eklenmistir. Bu miktarin kuyucuk ylzeyini
kaplamak igin fazla oldugu goralmustir (Sekil 3.2). Bu nedenle kuyucuk basina

ideal mikrotasiyici miktarinin 1 mg/mL olmasina karar verilmistir.

10 mg/Kuru 5 mg/Kuru 3 mg/Kuru

| —

3 mg/PBS

S,

Sekil 3.2. Farkli miktarlardaki SF mikrotasiyicilarin 24 kuyucuklu kultar
kaplarinda kapladigi alan.
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Hucre ekimi oncesi mikrotasiyicilar, serum iceren DMEM-HG sartlandirma
ortaminda 1 gece bekletiimistir. Boylece serum igerisinde bulunan proteinlerin
mikrotasiyici yuzeylerine adsorplanmasi saglanmigtir. Ertesi gun sartlandirma
ortami, taze buyume ortami ile degistiriimis ve SF mikrotasiyicilari, 50 mL'lik steril
bir tlp igerisinde slUspanse edilmisti. SuUspanse haldeki mikrotasiyicilar,
1 mg/mL olacak sekilde 24 kuyucuklu non-treated kuiltir kaplarina
paylastiriimistir (Sekil 3.3). Kuyucuk basina 2x10* hiicre/mL ekilmistir. Hiicrelerin
mikrotaglyici yuzeylerine yapismasini kolaylastirmak icin kultur kabi araliklarla
calkalanmistir. Hicre-mikrotasiyici stspansiyonlari, yedi glin boyunca kultlire
edilmistir. Etkilesimleri ters 1sik mikroskobunda gunlik olarak incelenmistir.
Kontrol grubu olarak 48 kuyucuklu hucre kdltar kabi (TCPS) kullaniimis ve

kuyucuk basina 8x103 hiicre/mL ekilmistir.

Sekil 3.3. SF mikrotasiyicilarin hucre kulturt ¢galigmalari dncesindeki goruntusu.
Mikrotagtyicilar 24 kuyucuklu kultar kabinin her géziine 1 mg/mL

konsantrasyonda dagitiimistir.

MTT Analizi

Mikrotasiyici yuzeyine tutunan hicrelerin kantitatif analizi MTT ile kalttrtn 1., 3.
ve 7. glnlerinde belirlenmistir. Oncelikle mikrotasiyicilar yeni bir kiltir kabi

yuzeyine aktariimis ve Uzerindeki ortam uzaklastiriimistir.
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Daha sonra her bir kuyucuga 600 pL serumsuz besi ortami (DMEM-HG) ve 60
ML MTT cozeltisi (2,5 mg/mL PBS) eklenerek 37°C’deki CO:z etlvinde 3 sa

boyunca inkube edilmistir. Analizin diger detaylari Bolum 3.5.1.1°de agiklanmigtir.

Enjekte Edilebilirlik

Mikrotasiyicilarin enjekte edilebilir boyutta olmasi, 18 G spinal igne kullanilarak
test edilmistir (Sekil 3.4). Mikrotasiyicilar, kultirin 7. gininde 1 mL hicre
blylume ortamiyla birlikte siringa igerisine ¢ekilmis ve yeni bir kuyucuga enjekte
edilmistir. Hlicre canlihdinin devam ettigini test etmek igin enjeksiyon sonrasi
6. sa (ES-6. Saat), 1. gunde (ES-1. Gun) MTT analizi ve SEM fiksasyonu
gerceklestirilmistir [71].

TCPS yuzeyinde ¢ogalan hlcreler de kaltirin 7. gininde tripsinizasyon islemi
ile yuzeyden kaldiriimig, buyime ortami varliginda siringa icerisine ¢ekilmis ve
yeni bir kuyucuga enjekte edilmigtir. ES-6. Saat ve ES-1. Gun’de MTT analizi
gergeklestirilmistir. Analiz dncesinde mikrotasiyicili drnekler ve kontrol grubu ters

ISIk mikroskobunda incelenmistir.

Sekil 3.4. (A) Spinal ignenin (18 G) genel gorintusu (B) Bir mL igerisinde gekilen
1 mg 2,5 SF (C) Enjeksiyon sonrasi siringa ucu.
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Mikrotasiyici Yiizeylerinden Hiicrelerin Kaldirilmasi

Hucreler mikrotasiyici yuzeylerinden tripsinizasyon iglemi ile kaldirilip sayiimigtir.
Kaltdrtn 1., 3. ve 7. gunlerinde, htcrelerin ekili oldugu mikrotasiyicili kuyucuklar,
hiicre matriks baglarinin zayiflatiimasi igin Ca*? ve Mg*? icermeyen D-PBS ile
yikanmistir. Ardindan 0,3 mL %0,25 tripsin/0,53 mM EDTA ¢ozeltisi eklenip
5 dk boyunca 37°C'deki CO: etiiviinde inkiibe edilmistir. Ornekler, 0,7 mL
blylime ortami eklenerek Eppendorf tiplerine toplanmis ve 1000 rpm, +4°C’de
5 dk santriftj edilmigtir. Mikrotagiyicl yuzeylerinden hacrelerin  tamamen
ayriimasini saglamak icin pipetleme ile mekanik etki uygulanmigtir. Toplam
hacmin 1 mL oldugu suUspanse hucreler, 1/1 oraninda seyreltilerek (100 pL
hicre/100 uL boya) PBS igerisinde ¢6zulmus %0,4 tripan mavisi (w/v) ile
boyanmistir. Hicre/boya karisgiminin 10 pyL’si lamel ve Neubauer laminin arasina
alinmigtir. Neubauer lami, ters i1sik mikroskobunun 10X objektifine yerlestirilerek
3 paralel kuyucuktan 2’ser kere sayim yapilmistir. Parlak ve boyanmayan canli

hicreler ile boyanan 6lU hiicreler sekiz farkli 1 mm’lik kareden sayilmistir.

Canli/Olii Hiicrelerin Goériintiilenmesi

SF mikrotasiyicilar Uzerindeki hlcre canhliklarni Calcein AM ve Etidyum
Homodimer-1 (EthD-1) boyalari kullanilarak kultirin 3. ve 7. gunlerinde
belirlenmistir. Ornekler Ca*2 ve Mg*2 iceren DPBS (DPBS+) ile iki kez yikanmig
ve hazirlanan boya ¢ozeltileri (1 yM Calcein AM ve 1 yM EthD-1) ile DPBS+
icerisinde 30 dk boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
DPBS+ ile iki kez daha yikama yapilmistir. Ardindan o&rnekler, floresan

mikroskobunda incelenmisgtir.

Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI Boyama

Mikrotasiyici ylzeylerindeki hiicre iskeleti Alexa Fluor® 488 Phalloidin ile yesil,
hicre ¢ekirdegi ise DAPI ile mavi boyanmistir. Analizin detaylari Bolum 3.5.1.2°de

aciklanmsgtir.
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SEM Analizi

Schwann hucrelerinin mikrotasiyici ylzeyine tutunmasi ve yayiimasi kultirin
3. ve 7. gunlerinde SEM analizi ile belirlenmigtir. 1k olarak drneklerin tGzerindeki
kaltar ortami uzaklastiriimis ve oda sicakligindaki PBS ile Ug¢ kez yikanmistir.
Mikrotasiyicilar, +4°C’deki %2,5’luk (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi ile 20 dk boyunca
karanlkta fikse edilmig, ardindan etanol serilerinden (%30-100) gegirilerek
dehidrasyon islemi saglanmigtir. Son olarak, mikrotagiyicilar HMDS ile 5 dk
muamele edilmistir. Mikrotasiyicilar stamplara yerlestirebilmek i¢in 70 um hcre
suzgecinden (BD Falcon™) gegcirilerek ¢eker ocakta kurutulmustur. Analizden

once, hicreli SF mikrotasiyicilar altin-paladyum ile kaplanmistir.

3.4.2.2. MC3T3-E1 Hiicre Kulturu Galigmalar

MC3T3-E1 pre-osteoblastlari ile yapilan galismalarda %10 (v/v) FBS, %2 (v/v)
L-glutamin, %1 (v/v) P/S ile desteklenmis a-MEM ortami kullaniimistir.

Hucre ekim yogunlugu ve tum analizler, Bolum 3.5.2.1°de agiklandidi gibidir.

Ek olarak, bu hlicre hatti ile 7 farkli SF mikrotasiyici grubu kultlre edilmistir. SF
konsantrasyonunun artmasiyla biyouyumluluk test edilmigtir. Artan SF
konsantrasyonuna sahip mikrotasiyicilar ve MC3T3-E1 hucrelerinin etkilesimi

SEM analizi ile incelenmisgtir.

3.4.2.3. S42-Schwann Hucre Kulturi Galigmalar

Schwann hucreleri ile yapilan ¢alismalarda %10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin
ve %1 (v/v) P/S iceren DMEM-HG kaltlr ortami kullaniimistir.

Mikrotasiyici-Schwann hicreleri ile yapilan ¢calismalarda kuyucuk basina 2x104
ve 4x10* hicre ekilmistir. Analizler, karar verilen ekim yogunlugu ile

surdurulmastdr. Yapilan analizler Bolum 3.4.2.1°’de aciklandigi gibidir.
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Schwann Hiicreli Mikrotasiyicilarda Kolajenaz Etkisinin incelenmesi

Mikrotasiyici yuzeylerinden hlcrelerin geri kazanilmasinda rol oynayan bir baska
enzim Kkolajenazdir [72]. Calismada kolajenaz enziminin mikrotasiyici
yuzeylerindeki hucrelere etkisi test edilmigtir. Kalturan 7. gununde, ornekler
Uzerinden hucre baylime ortami uzaklastiriimis ve kolajenaz ortami (1,0 U/mL)
eklenmigtir. Ornekler 15, 30 ve 60 dk boyunca 37°C’deki inkibatérde
bekletilmistir. Enzimin uygulama suresini artirmanin, hucre canliiginda nasil bir
etki gbsterecegdi test edilmistir. ilgili siire sonlarinda érnekler 151k mikroskobunda
incelenmigtir. Mikrotasiyicilardan ve TCPS yuzeylerinden kalkan hucrelerin

sayimi yapilmistir.

3.4.3. Mikrotasiyici-destekli Dinamik Hiicre Kiltiria Caligsmalari

In-vitro hiicre kiiltiirQ calismalarinin ticlincti asamasinda, dinamik kltiir kosullari
karistirmali kap biyoreaktor igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Calisma
oncesinde, karistirmali kap biyoreaktorin tum pargalari otoklavlanarak steril

edilmigtir.

Statik hdcre  kalturG  galismalari  sonucunda  belirlenen  kosullarda,
2x 10* hiicre 1 mg mikrotasiyiciya ekilmis, ardindan kiltirin 3. glininde

karistirmali kap biyoreaktore tasinmistir (Sekil 3.5).

Hicre

Ekimi 3. Gln 7. Gln
Mikrotasiyicilarin Kaltdrin
kanstirmali kap sonlandiriimasi
biyoreaktdrine

aktariimasi

Sekil 3.5. Dinamik hiicre kultirl ¢galismasi zaman gizelgesi.
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Biyoreaktor calisma kosullari literatirdeki benzer calismalar dikkate alinarak
belirlenmistir [40,73]. Mikrotasiyicilar 30 rpm hizinda karistirilarak stispanse

halde kultire edilmistir.

Sekil 3.6. Karistirmali kap biyoreaktorin ettv igerisindeki goruntisu.

3.4.4. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Aksonlarin miyelin kilifini olusturan Schwann hicreleri, birgok miyelin gen
ekspresyonunu regiile etmektedir. in-vitro statik kiiltirde SF mikrotasiyicilar
uzerinde c¢ogalan Schwann hucrelerinin gen ekspresyon seviyeleri kantitatif
gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tespit edilmistir.
Schwann hdcreleri tarafindan salgilanan ve bazal laminanin énemli bir bileseni
olan Laminin (LN), periferik sinir sistemi néronlarinin pro-rejeneratif durumunu
uyaran ECM'nin bir diger dnemli bileseni olan Fibronektin (FN), Schwann hicre
zarinl aksonun zari etrafinda saran Miyelin Protein Sifir (Po, MPZ) glikoproteini
ve miyelin kilifin birincil lipidi olan galaktoserebrosid’in (GalC) aksonal
rejenerasyonu tesvik etme seviyeleri incelenmistir [74]. Bagil gen ifadesi igin
housekeeping gen olarak (3-aktin kullaniimigtir. Hedef gen, 3-Aktin ifadesine gore

normallestirilmis ve 2-22Ct yontemi kullanilarak hesaplanmistir.
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Ornekler ilgili kiiltiir glinlerinde 2 kez D-PBS ile yikanmis ve analiz giiniine kadar
-80°C’de saklanmigtir. Analiz 6ncesi mikrotagsiyicilara 200 uyL Trizol eklenmis ve
ornekler parcalanmigtir. Qiagen’in RNeasy Mini Kit protokoline uygun olarak

kaltaran 3. ve 7. gunlerinde RNA izolasyonu gergeklestiriimigtir.

RNA izolasyonunu takiben Yuksek Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kit (Applied
Biosystem) ile cDNA sentezi yapiimistir. cDNA sentezi igin termal donguleyicideki
sicaklik profilleri 25 °C'de 10 dk, 40 °C'de 120 dk, 85 °C'de 5 dk'dir. Ornekler PCR
analizine kadar -20°C'de tutulmustur. Gergek zamanlh PCR analizi, 5x HOT
FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis Biodyne, Estonya) kit protokolliine gére
bir Light Cycler Nano (Roche, isvigre) analiz sisteminde gerceklestirilmistir. Her 20
ML reaksiyon karigimi, EvaGreen, QuantiTect RT Mix, RNase icermeyen su, ileri ve
geri spesifik primerler ve hicrelerden izole edilmis RNA'lari icermektedir. PCR'nin ilk
aktivasyon adimi, ortamdaki primerlerin hedef DNA bileseni ile 95°C'de 12 dk,
proliferasyon adimi 95 °C'de 15 sn, ayrisma adimi 60°C'de 20 sn ve uzatma adimi
72°C'de 20 sn sureyle gerceklestiriimistir. Analizde kullanilan primerler Cizelge

3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. RT-PCR analizinde kullanilan primerler.

GEN FORWARD 5°’-3’ REVERSE 5’-3’
LN GCCAGAGTAGGGTTTCCGAG ATGAGCCCCAGAGTGGGTAT
FN CTGGTTACCCTTCCACACCC GGTGACGAAGGGGGTCTTTT

MPZ TGTCAAAAACCCACCGGACA TCAAATCCCGCTAACCTGCC

GalC TCCCTGCTCCAGGATGATAC CTTGTGAGGACGAACTGCAA

B-aktin | AGCAAGCAGGAGTACGATGAG AAAGGGTGTAAAACGCAGCTC
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3.5. istatistiksel Analiz

Deneysel calismalar kapsaminda elde edilen veriler, GraphPad Prism v9.3.0
(GraphPad Software, A.B.D.) programi kullanilarak istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Her deney grubu igin 3 paralel ornek ile ¢aligilmis ve ortalama
+ standart sapma degerleri ile sunulmustur. Gruplar arasindaki farkliliklarin tespit
edilebilmesi igin iki yonli varyans analizi (ANOVA) yontemi kullaniimig ve

p degerinin 0,05’ten kiguk oldugu durumlar anlaml kabul edilmistir.

44



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez galismasinda elde edilen sonuglar {i¢c temel baslikta 6zetlenmistir. ilk
olarak Ipek fibroin mikrotasiyicilarin tretimine ait bulgular paylasiimis, ardindan
ardindan karakterizasyon sonuglari ¢alismalari sunulmustur. Son olarak ise
in-vitro hucre kaltirt calismalarinin sonuglari verilmistir. TUm sonuglar literatlr

bilgisi Is1ginda yorumlanarak sunulmustur.

4.1. ipek Fibroin Mikrotastyicilarin Uretimi

Dogal polimer bazli kurelerin g¢api; polimerin tiru ve konsantrasyonundan,
emulsiyon olusum hizindan, su ve yag fazin hacminden, ylzey aktif maddenin
tiri ve konsantrasyonundan etkilenmektedir [75]. Buradan yola c¢ikarak, SF
mikrotasiyicilarda enjekte edilebilir ¢apin saglanabilmesi, hucreler ile iyi
derecede biyouyumluluk gdsteren yuzeyin olusturabilmesi icin farkli Uretim
parametreleri test edilmistir. Yedi farkh SF konsantrasyonunda gruplar
olusturulmustur. Cizelge 4.1’de calisilan Uretim kosullari ve Uretilen mikrotasiyici

gruplari gosterilmigtir.

Gizelge 4.1. ipek fibroin mikrotasiyicilarin Gretim kosullari.

Mikrotasiyici ipek fibroin Karistirma Karistirma Donma

konsantrasyonu hizi suresi sicakhgi
(%) (rpm) (dk) ’c)
1,5 SF 1,5 850 3 -80
2,0 SF 2,0 850 3 -80

550;750;850; . :

2,5SF 2,5 950:1000 3;20 -20;-80
3,5 SF 3,5 850 3 -80
4,5 SF 4,5 850 3 -80
5,5 SF 55 850 3 -80
6,5 SF 6,5 850 3 -80

ilk olarak yag/su fazi karistirma hizi icin denemeler olusturulmustur.
Span 80/petrol eteri icerisine %2,5 (w/v) SF ¢dzeltisi damlatiirken karistirma
hizinin ¢gok yuksek olmasiyla mikrotagiyicilar pargalanmig, dusuk karigtirma
hizinda ise gapin yuksek oldugu gorulmastir. En uygun karigtirma hizinin

850 rpm olduguna karar verilmistir (Sekil 4.1).
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Emdulsiyon olustuktan sonra karigtirma 20 dk kadar devam ettirildiginde,
emulsiyon yapisinin kaybedildigi gértlmuastir. Bu nedenle su fazinin eklenme

suresi 3 dk ile sinirlandiriimigtir.

550 rpm 750 rpm 850 rpm

'0;? ..'.'(.‘.‘.
‘ .':"“’ "'-“‘

Sekil 4.1. Farkh karistirma hizlarinda olusan ve pargalanan 2,5 SF

mikrotagiyicilar.

Buz kristalinin olusum hizi, gé6zenek boyutunu belirlemede anahtar faktordar [22].
Bu nedenle emdulsiyon olusturulunca hizlica yag fazinin igerisine eklenmigtir.
Go6zenek boyutunu etkileyen bir baska parametre donma sicakhgidir. Guangyuan
ve ark. yapti§i calismada, donma sicakligi -10°C’den -270°C’ye degistirildiginde
kitosan mikrotasiyicilarin gdézenek boyutu 60 pm’den 5 pm’ye dustugu
g6sterilmistir [76]. Tez calismasi kapsaminda ise -20°C ve -80°C olmak lizere iki
farki donma sicakligi denenmistir. Emiilsiyonun -20°C’de bekletilmesi,
hedeflenen ylzey topografisini saglamamistir (Sekil 4.2). Bu nedenle ¢alismalar

-80°C’de buz kristali olusturulan mikrotasiyicilar ile devam ettirilmistir.
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Uretilen SF mikrotasiyicilarin PBS damlatildigi anda biiziistigu gérilmistir. Bu
sorunu ¢6zebilmek igin SF proteinin ¢éziinmeyen antiparalel p-tabaka igerigine
odaklaniimigtir. B-tabakalarinin ipek yapisina suda ¢ozinmezlik ve mekanik
stabilizasyon kazandirdigi bilinmektedir [66,77]. SF mikrotagiyicilardaki
a-sarmaldan B-tabaka yapilarina konfigirasyon degisiklikleri etanol ve metanol
ile indUklenmistir. Stabilizasyon ajanlarinin mikrotasiyici yuzeylerine etkisi Sekil

4.2’de gosterilmektedir.

2,5 SF/Kontrol 2,5 SF/Metanol 2,5 SF/Etanol

-20°C

-80°C

Sekil 4.2. Donma sicakligi ve stabilizasyon ajanlari ile degisen mikrotasiyici

yuzeylerinin SEM goruntuleri.
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Mikrotasiyicilarin gap dagilimi, gdézeneklilik ve ylzey purazlaligu gibi 6zelliklerin
polimer bilesimi, karistirma hizi ve donma sicakligi ile degigstirilebilecegdi
gosterilmigti. SEM goruntlulerine ek olarak uygun stabilizasyon ajaninin

secilebilmesi igin karakterizasyon testleri yapilmigtir.

4.2. ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Karakterizasyonu
4.2.1. Mikrotasiyicilarin Goruntilenmesi ve Cap Degerleri

Sekil 4.3'tekine benzer sekilde elde edilen 1sik mikroskobu goéruntileri ImageJ
programina aktariimig, mikrotasiyicilarin ¢ap dagilimi 3 farkli gérintiden (4X)
200 mikrotasiyicinin ¢api dlgllerek ortalama degerleri hesaplanmistir. Yedi farkli

grubun ¢api1 Sekil 4.4’de gosterilmigtir.

e

Sekil 4.3. Ters 1sik mikroskobunda 2,5 SF mikrotasiyicilarin PBS igerisindeki

goruntaleri.
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Sekil 4.4. Farkh SF konsantrasyonlarina bagl olarak élgulen ¢ap
degerleri (Karistirma hizi:850 rpm; donma sicakligi:-80°C

kosullarinda Uretilmistir).

SF konsantrasyonu %1,5’'dan %6,5’a yukseldiginde; mikrotasiyicilarin gaplari
160,8+34,8 ym’den 385,5+112,7 um’ye artmistir. Uretilen mikrotasiyicilardan
2,5 SF grubu 211,9+45,8 uym cap degerine sahip olup hedeflenen enjekte
edilebilir basari dlgutinu saglamigtir.

Mikrotasiyicilarin Gg boyutlu kiresel yapilari, genis bir ylzey alani saglamaktadir.
Artan yuzey alani, hiacresel tutunmayi ve buyuameyi desteklemektedir [78]. SF
mikrotasiyicilarin ylzey topografisinin polimer konsantrasyonu ve donma
sicakhgi ile degistirildigi goOsterilmistir. Sekil 4.5'te mikrotasiyicilarin degisen

yuzey morfolojisini gosteren SEM goruntulerine yer verilmigtir.
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1,5 SF 2,0 SF 2,5SF

4,5 SF 5,5 SF 6,5 SF

Sekil 4.5. %1,5-6,5 (w/v) oranlarindaki 7 farkli SF konsantrasyonuna
sahip mikrotasiyicilarin farkli blyatmelerindeki SEM goruntuleri.

Sekil 4.5'teki SEM goruntuleri incelendiginde artan SF konsantrasyonu ile
mikrotaglyici  yuzey topografisinin  degistigi  gorulmektedir.  YUzeydeki
puriz/gézenek  boyutlart  Image J  programinda  Olgulmustir.  SF
konsantrasyonunun artmasiyla boyutlar 29,0 ymz8,8’den 0,8 umz1,6’ya
dismustuar (Sekil 4.6-A). 2,5 SF grubunda puriz/gézenek boyutu 17,0+4,9 olarak
OlculmUstur. Enjekte edilebilirligin saglandigi ¢ap ve uygun yilzey topografyasi
nedeniyle 7 grup arasindan 25 SF grubu 06n plana ¢ikmis ve tez

calismasindaki tim galismalar bu grup ile sturdtrdimustar.
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Sekil 4.6. Artan SF konsantrasyonlarindaki mikrotasiyicilarin

(A) Purtz/gézenek boyutlari (B) Yogunluk degerleri.

Bu sonuglar literatur ile karsilastirildiginda, benzer sonuglarin elde edildigi
gorilmistir. Ornegin bir calismada, donma sicakh@i sabit tutulurken (-78°C)
kitosan konsantrasyonunun artmasi kuguk gdézenek c¢aplari ile iligskilendirilmistir
[79]. Cizelge 4.2’deki SF mikrotagiyicilarin gézenek caplari karsilastirildiginda
ise donma sicaklhigina gore farkliliklar rapor edilmistir. Mikrotasiyici Uretiminde
referans alinan calismadaki gézenek ¢api 20+5 um olarak oélgtlmustur [42]. Tez
calismasi kapsaminda uretilen SF mikrotasiyicilarin gézenek ¢api bu degere
yakindir.

4.2.2. Mikrotasiyicilarin Yogunluk Degerleri

Mikrotasiyicilarin yogunlugu kualtir ortamininkinden biraz daha ytksek olmalidir.
Bu kosulu saglayan mikrotasiyicilar, biyoreaktdr igerisinde kesme kuvvetini
azaltan hafif karigtirma ile sispanse halde kalabilirler [67].
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Sunulan tez c¢alismasinda Uretilen SF mikrotagiyicilarin  (%1,5-6,5 SF)
yogunluklar, 0,93-1,17 mg/uL arasindadir (Sekil 4.6-B). Yogunlugun
mikrotagiyici gruplarinda artmamasi, gozenek boyutu ile iligskilendirilebilir. SF
konsantrasyonu artik¢a kugtlen gozeneklere daha az su molekult absorblanmis,
bu da yogunlugun azalmasi ile sonuglanmistir. Segilen 2,5 SF mikrotasiyici grubu
1,17 g/mL yodunluk degerindedir. Yiksek ylzey purizltligld nedeniyle bu

mikrotastyicilara daha fazla su molekulunun absorbe oldugu sdylenebilir.

4.2.3. Mikrotasiyicilarin Kimyasal Yapisi

ATR-FTIR analizi proteinlerin ikincil yapisini karakterize etmek i¢in en yaygin
kullanilan tekniktir. Metanol ve etanol ile stabilize edilmis SF mikrotasiyicilarin
kimyasal ozellikleri ATR-FTIR analizi ile belirlenmistir ve ilgili spektrumlar

Sekil 4.7'de gosterilmigtir.

I
|
|

T

2,5 SF/Kontrol

. - |

2,5 SF/Metanol

% Gecirgenlik

2,5 SF/Etanol

1
I
|
|
|
I
|
|
I
I
|

T " benn "o

o< 1|
o : I b neH

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi {cm™1)

Sekil 4.7. Metanol ve etanol ile stabilize edilmis SF mikrotasiyicilarin
stabilize edilmemis mikrotasiyicilar (kontrol) ile karsilastirmal
ATR-FTIR spektrumlari.
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Cizelge 4.2. SF mikrotasiyicilarin ATR-FTIR spektrum verileri.

Gruplar N-H C=0 N-H C-N
Gerilimi Gerilimi Bukulmesi Gerilimi
(cm™1) (cm™?1) (cm™1) (cm™1)
(Amid I) (Amid II) (Amid III)
Ham ipek 3077 1618 1509 1227
2,5 SF/Kontrol 3266 1644 1517 1235
2,5 SF/Metanol 3282 1625 1516 1232
2,5 SF/Etanol 3082 1623 1516 1231

Uygun stabilizasyon yéntemine, a-sarmal ve B-tabakaya ait karakteristik pikler
degerlendirilerek karar verilmigtir. Cizelge 4.2’deki 2,5 SF/Metanol grubuna ait
piklerin 1625 cm™! (Amid 1), 1516 cm™! (Amid 1), 1232 cm™! (Amid 1ll) dalga
sayisinda oldugu gorulmektedir. FTIR spektrumunda ipegin metanol
stabilizasyonunu saglayan B-tabaka icerigine ait pikler, literatlrdeki degerler ile
uyusmaktadir [80]. SF, organik ¢odzlculerde ve suda ¢ozinmeyen yuksek

miktarda B-tabaka iceren bir forma getirilmistir.

SF’teki B-tabaka olusumu, su molekulleri ile SF arasinda yeni olusan hidrojen
baglar tarafindan indiklenir [81]. Hidrojen baglarinin bu yeniden diizenlenmesi,
su molekdlleri ile organik ¢ozicl arasindaki etkilesim tarafindan dizenlenir.
Etanol, su molekilleriyle metanole gore daha dusik afinite gostermektedir.
Dolayisiyla etanol ile stabilizasyon daha az (-tabaka olusumu ile
sonuc¢lanmaktadir [82]. Bu literatur bilgisi hem FTIR spektrum degerleri hem de
metanol ile stabilize edilen mikrotasiyicilarin PBS icerisinde daha kolay
¢Okmesiyle dogrulanmigtir. Metanol ile stabil hale getirilen 2,5 SF mikrotagiyicilar

ile calismalar surdurtlmuastar.

4.2.4. Mikrotasiyicilarin Termal Ozellikleri

SF mikrotasiyicilara ait isisal 6zellikler ve uygulanan stabilizasyon isleminin
termal 6zeliklerde olusturdugu degisim DSC ve TGA analizleri ile belirlenmistir.

Analizler sonucunda belirlenen i1sisal degerler Cizelge 4.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. Termal 6zelliklere iliskin DSC ve TGA analiz degerleri.

Termal Gegis

Sicakiiklan . Ty Bozunrr/la 1(°C) Bozunﬁ;a I (°C)
Gruplar (O (O o Kitle Kaybr % Kiitle Kaybi
Ham ipek 91 316 60/9 314 /55
2,5 SF Kontrol 104 283 53/2 282 /58
2,5 SF Metanol 75 281 7212 294 [ 42
6,5 SF Kontrol 85 284 55/ 4 283 /54
6,5 SF Metanol 89 281 64/3 297/ 47

SF, amid | ve amid Il yapisina bagh olarak iki farkli bozunma sicakligina sahiptir
[80]. Bu iki endotermik bozunma zirvesinin ilki amorf yapilarin bozundugu, ikincisi
ise malzemede mevcut olan kristal yapiyl temsil etmektedir. Ekzotermik tepe
noktasi yalnizca stabilize edilmemis gruplarda gorulmektedir. TGA analizinde 6,5
SF kontrol grubunda 206°C’de bir ekzotermik pik gordlmustir. Metanol ile
muamele edilmis gruplarda B-tabakasindaki artistan dolayr ekzotermik pik

bulunmamaktadir [83].

TGA analiz sonuglari degerlendirildiginde, B-tabakasindaki degisikliklerin termal
stabiliteyi sagladigini gostermistir. 2,5 SF/Metanol grubunda kontrol grubuna
goére, daha yuksek sicaklikta (294°C) daha az bir kitle kaybi olmustur. SF’in
a-sarmal agirhkh (amid 1) yapisi 250°C’ye kadar termal kararlihidini korumaktadir
[84]. B-tabaka’ya ait yapilarin (amid 1) ise yaklasik 260°C’de bozundugu
bildirilmistir [85].

DSC analiz verilerinden metanol ile muamelemenin mikrotagiyicilarin camsi
gecis sicakligini degistirmistir. Metanol ile stabilize edilen 2,5 SF grubu; camsi

gecis sicakligr (Ty) 75°C olarak endotermik bir pik, yapinin tamamen eridigi

sicaklik (T,) 281°C olarak ekzotermik pik gostermigtir.
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T, sonuclari literatirde belirtilen degerlerlerden dusuktir. Bunun nedeni olarak
ipek kozalarinin kalitesi 6ne surulebilir. Ayrica SF yapisinda bagli su igerdiginde,
80°C gibi erken bir T, sicakligi gostermektedir [86]. 2,5 SF kontrol grubunda ise

T, sicakliginin 104°C’de gosterilmesi, diizensiz yapi ile iligkilendirilebilir.

4.2.5. Su Alim Kapasitesi

Mikrotagiyicilarin su alim kapasitesi belirlenirken c¢aptaki degisim dikkate
alinmigtir. Sekil 4.8’deki gibi tek bir mikrotasiyicinin gapi Olgulerek denge sisme
oranlari Esitlik 4.1 ile hesaplanmstir. iigili degerler Cizelge 4.4’de gosterilmistir.
Esitlikteki D;: Sismenin t anindaki ¢gap degeri, D,: Mikrotasiyicinin kuru haldeki
cap degderini belirtmektedir [59].

Denge sisme orani= % Esitlik 4.1.
0

| 15sF || 20sF || 25sF || 35sF || 45sF | 55sF || 65sF

Kuru

PBS -2 Sa

Sekil 4.8. Artan SF konsantrasyonlarinda uretilen mikrotasiyicilarin kuru haldeki

ve PBS igerisinde 2 saat sonundaki goruntuleri.
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Cizelge 4.4. Artan ipek konsantrasyonlarinda mikrotasiyicilarin PBS igerisindeki

zamana bagli sisme degerleri.

Zaman (dk) Zaman (sa)

SF

konsantrasyonlari 15 30 60 2 4 6

(%)

1,5 1,18 +0,04]1,20+0,05(1,23+0,03|1,25+0,03]1,25+0,04[1,25+ 0,04
2,0 1,14 +0,02]11,16 +0,0211,19+0,02]1,21 +0,02]1,22 + 0,03 | 1,22 + 0,03
2,5 1,16 +£0,0311,18+0,0311,20+0,02]1,22 +0,03]1,23 +0,02]1,23 + 0,02
3,5 1,14 +0,00|1,17+0,0111,18+0,01]|1,18+0,01]|1,19+0,01]1,19+ 0,01
4,5 1,12+0,0211,13+0,0211,14+0,02]|1,15+0,02]11,15+0,02] 1,15+ 0,02
5,5 1,09+0,0211,10+0,0211,11+0,03|1,12+0,03]|1,12+0,03|1,12 + 0,03
6,5 1,06 +0,01]|1,07+0,00|1,09+0,01]|1,10+0,01]|1,10+0,01]1,10+ 0,01

Cizelge 4.4’teki artan ¢ap oranlari su alimina bagh olarak gergeklestiginden bu

degerlerden mikrotagiyicilarin su alhm yuzdeleri hesaplanmig ve zamanla

degisimleri Sekil 4.9'da gosterilmistir.

25 - — m —=15SF
2,0 SF
_ 20 - § 2,5SF
X § \ 3,5SF
= 15 A \ 4,5SF
£ \ \ 55 SF
= 10 - ) * ¥ —%—65SF
=
0 54
0 15 30 45 60 2 4 6
Zaman (dk) Zaman (sa)

Sekil 4.9. Artan ipek konsantrasyonlarinda mikrotasiyicilarin su alim ytzdeleri.

Hucre ve materyal arasindaki etkilesimi etkileyen dnemli parametrelerden biri,

yuzeyin hidrofilik-hidrofobik dengesidir. Bu denge, mikrotasiyicilarin yizeyindeki

adsorbe edilen proteinlerin konformasyonunu degistirir ve mikrotasiyicilara hiicre

tutunmasini etkiler. Ornegin, giigli bir hidrofilik ylizey, protein adsorpsiyonuna

elverigli degildir. Benzer sekilde, guglu bir hidrofobik ylzey, adezyon protein

zincirinin dogal yapisini bozabilir. Sonug¢ olarak, orta dereceki hidrofilik yuzey,

hlcre tutunmasi ve buyimesi igin uygundur [22].
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Sekil 4.9'daki egriler incelendiginde mikrotasiyicilarin su alim kapasitesinin
yaklasik 1-2 saatte dengeye ulastigi goérulmektedir. Diger yandan SF
konsantrasyonunun artmasiyla su alim yuzdesi azalmigtir. Secilen 2,5 SF

grubunun ise %23 oraninda su tuttugu hesaplanmistir.

4.2.6. in-Vitro Biyobozunurluk Sonuglari

SF mikrotasiyicilarin enzimatik ortamdaki bozunmasi, 5 hafta boyunca isik
mikroskobunda incelenmigtir. Bu suregte captaki degisim yuzde olarak

hesaplanmisg, ilgili degerler Sekil 4.10°da gosterilmisgtir.

100 4.
S
‘E 90 4 .
&
D

4

'g_ 80 A
o L 4
&4

70

1 3 5
Bozunurluk Siiresi (Hafta)

Sekil 4.10. 2,5 SF mikrotasiyicilarin in-vitro biyobozunurluk grafigi.

SF protein yapida olup ve enzimatik bozunmaya ugrar ve vicut tarafindan
kolayca emilebilen aminoasitlere parcalanmaktadir. Kolajenaz, ipedin p-tabaka
kisimlarini etkilemektedir [69]. ipegdin bozunma hizi B-tabaka icerigi ayarlanarak
kontrol edilebilmektedir. Artan B-tabaka konsantrasyonlari malzeme ile dogrudan
iligkili olup, malzemelerin daha yavas bozunmasina neden olmaktadir [87]. Sekil
4.11’de goruldigu tzere, 5 haftanin sonunda 2,5 SF/M grubunun %22 oraninda

bozunmustur.
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Sekil 4.11. Kolajenaz ortaminda 2,5 SF mikrotasiyicinin isik mikroskobundaki

5. hafta goruntusa.

Ayrica enzimatik bozunma ortamindaki SF mikrotasiyicilar SEM goéruntileri ile

degerlendirilmistir. ilgili bozunurluk gorintileri Sekil 4.12’de gbsterilmistir.

250 x 500 x

1,0 kx

Sekil 4.12. SF mikrotasiyici bozunurlugunun 5. haftadaki SEM goruntuleri.

SF mikrotasiyicilarin, 1U kolajenaz ortaminda ve 5 haftanin sonunda ¢aplarinin
klguldigu ve yulzeylerinin deforme oldugu gorulmektedir. Gelistirilen enjekte
edilebilir mikrotasiyicilarin, uzun sureli rejenerasyonu destekleyebilecek uygun

biyobozunurluk suresine sahip oldugu ileri surulebilir.
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4.3. in-vitro Hiicre Kiiltiirii Galismalar
4.3.1. Schwann Hiicrelerinin Karakterizasyonu
4.3.1.1. Hucre Buyume Egrisi

Hemositometrik sayim degerlerinden 1 mL’ye dusen hulcre sayisi Esitlik 4.2 ile
hesaplanmigtir. Bu veriler kullanilarak ¢izilen hucre Ureme egrisinde, hiucrelerin

3. gunde ustel Ureme fazina (logaritmik faz) gectigi gorulmektedir (Sekil 4.13).

Sayim
Hicre/mL= x 10* x DilGsyon orani x Stspansiyon hacmi Esitlik 4.2.

Sekil 4.13’teki grafikte dogrusalliga en yakin olan zaman araligi olarak 24., 48.
ve 72. saatler secilmigtir. Bu saatlerdeki hicre sayisinin dogal logaritmasi
alinarak (In) zamana kargsi grafigi ¢izilmis ve grafigin egiminden ¢odalma hizinin
(6zgll Greme hizi, y) 0,0125 sa! oldugu tespit edilmistir (Ek-1). Hiicre ikilenme

siresi, In2/p formill ile 55 saat olarak belirlenmistir (R%=0,99) [88].

200,000 -
_, 150,000 ;
E
9 100,000 |
(&)
He)
T 50,000 |
0 . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (Giin)

Sekil 4.13. Schwann hicrelerinin hlicre blylime egrisi (Baslangi¢ hicre

yogunlugu: 2x10*hicre/mL’dir).

4.3.1.2. Canhlik Analizi

MTT analizi; hicre canlihgi, proliferasyonu ve sitotoksisitenin bir gostergesi
olarak hucresel metabolik aktiviteyi dlgmek igin yapilir. Sekil 4.14’de Schwann

hacrelerine ait 14 gunluk MTT sonuglari verilmigtir.
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Sekil 4.14. Schwann hicrelerinin 14 gunlik kiltirasyonu siresince elde edilen
absorbans degerleri (Baslangi¢ hiicre yogunlugu:
2x10*hicre/mL’dir).

Sekil 4.14’deki grafikten anlasildigi Uzere 10 gunlik kultirasyon boyunca
yukselen absorbans dederleri elde edilmistir. Schwann hucreleri Ustel tGreme
fazinda, en yuksek metabolik aktiviteyi gostermistir. Kaltiriin 14. gunundeki
azalan deger, kudltir suresince ortam degisiminin yapiimamasi sonucunda
(kesikli kaltar) hacrelerin 6lum fazina gegtiklerini géstermistir. Kalttrin 1., 3. ve
7. gunlerindeki hucre sayisi ve Olgulen absorbans degerleri cakistiriimig ve

dogrusal bir yénelim gdstermistir. iigili kalibrasyon grafigi Ek-2'de sunulmustur.
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4.3.1.3. Schwann Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri

Schwann hucrelerinin tutunduktan sonra sitoplazmalarini genis bir alana yaydigi
g6zlemlenmistir. Isik mikroskobunda hucrelerin oldukg¢a uzun filopod yapilarina
sahip olup, bu yapilar yardimiyla birbirleri ile temas kurduklari goralmustar.
Kdltaran ilerleyen gunlerinde hicrelerin yayilan sitoplazmalarini ¢ekerek, filopod
yapilarini iki u¢ noktada uzatma egiliminde olduklari da go6zlemlenmistir
(Sekil 4.15 ve 4.16).

1. Gun 3. Giin 5. Gin

10X

20X

32X

Sekil 4.15. Schwann hdcrelerinin kaltiran 1., 3. ve 5. gunlerine ait 11k

mikroskobu goruntuleri.
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7. Glin 10. Gun 14. Gun

10X

20X

32X

Sekil 4.16. Schwann hacrelerinin kaltiran 7., 10. ve 14. glnlerine ait 11k

mikroskobu goéruntuleri.

Floresan Goriintiileme

Isik mikroskobu ile incelenen Schwann hucrelerinin, Alexa Fluor® 488
Phalloidin/DAPI ve kristal viyole boyama ile morfolojik karakterizasyonu
tamamlanmistir. Sekil 4.17°de kultartn 1. ginindeki, Sekil 4.18’de ise kultirin 7.

gunundeki floresan boyama goéruntuleri verilmigtir.

Schwann hucrelerinin 1. ve 7. gunundeki morfolojik goruntulerinin literatlre
uygun sekilde oldugu, ilerleyen kultlr surecinde igsi hlcre morfolojisi gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica 7. gune ait floresan mikroskop goruntileri dikkatle
incelendiginde, hucrelerin birbirleri Uzerinde katman olusturarak yayilmaya

devam ettigi gozlemlenmigtir.
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10X

20X

32X

Sekil 4.17. Schwann hucrelerinin Alexa Fluor® 488 Phalloidin (hlcre
iskeleti)/DAPI (¢cekirdek) boyamasina ait 1. glin géruntuleri

(Hucre iskeleti yesil; hlicre ¢ekirdedi mavi ile boyanmigtir).
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10X

20X

32X

Sekil 4.18. Schwann hucrelerinin Alexa Fluor® 488 Phalloidin (hucre
iskeleti)/DAPI (¢cekirdek) boyamasina ait 7. glin géruntuleri

(Hucre iskeleti yesil; hiicre ¢ekirdedi mavi ile boyanmistir).

Kristal Viyole Boyama

Kristal viyole boyamasi ile hdcrelerin canliigi hakkinda degerlendirme yapilmasi
saglanmistir. Sekil 4.19-4.21°de Schwann hucrelerinin kristal viyole goruntuleri

bulunmaktadir.
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10X

20X

32X

10X

20X

32X

Sekil 4.20. Schwann hucrelerinin kristal viyole boyamasi 5. glin géruntuleri.

65



10X

20X

32X

Sekil 4.21. Schwann hucrelerinin kristal viyole boyamasi 7. gun goruntuleri.

Floresan boyama goruntuleri ve kristal viyole boyamalari birbirini destekler

nitelikte olup, hicrelerin igsi morfolojide oldugu tespit edilmistir.

4.3.2. Mikrotasiyici-destekli Statik Hucre Kiiltiiru
4.3.2.1. L929 Hiicre Kulturi

Hiicre Ekimi

ipek mikrotasiyici-hiicre etkilesimleri 7 giin boyunca ters isik mikroskobu ile
incelenmigtir (Sekil 4.22). L929 fare fibroblastlari ekim anindan itibaren
mikrotasiyici yuzeylerine yoneldigi gdézlemlenmistir. Kiltir kuyucugu non-treated
olmasina ragmen kuyucuk Uzerinde de hucrelerin gogalmalari devam etmigtir.
Yedinci gune gelindiginde, kuyucuk yluzeyinde ¢ogalan hucrelerin mikrotagiyici
yuzeyindeki hucreler ile etkilesime girdigi gorulmektedir.
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10X

20X

32X

Sekil 4.22. 2,5 SF mikrotasiyicilar Gzerinde ¢ogalan L929 fibroblastlarin 1., 3. ve

7. gundeki mikroskop goruntuleri.

MTT Analizi

ipek fibroin mikrotasiyicilar ile kiltiire edilen L929 fibroblastlarinin canliigi MTT
analizi ile tespit edilmistir (Sekil 4.23-A). 2,5 SF ylzeylerine etkili bir sekilde
tutunan fibroblastlardan 1. gunde 0,54+0,03, cogaldiklari 3. ginde 0,74+0,01
(*p<0,05) ve 7. glinde 2,031£0,02 (****p<0,0001, umump<0,0007) absorbans degeri

OlcUlmasgtar.

TCPS ylzeylerinden elde edilen absorbans degerleri Ek-2’de sunulmustur. Bu
degerler, daha 6nce grubumuzdan Karakegcili tarafindan gergeklestirilen L929
fibroblastlarinin  karakterizasyon c¢alismasi ile karsilagtiriimigtir [88]. Tez

calismasi kapsaminda elde edilen deg@erler birbiriyle uyusmaktadir.
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Sekil 4.23. (A) ipek mikrotasiyicilar/L929 fibroblastlarin 7 glnlik kiltiirasyonu
boyunca elde edilen absorbans degerleri (B) ipek mikrotasiyicilar
yuzeylerinden tripsinizasyon ile kaldirilan toplam L929 hucre sayisi
(Istatistiksel anlamli  farkliliklar n=3, *p<0,05, ****p<0,0001
mikrotagiyici yuzeylerinde ¢ogalan hucrelerin 1. gun canlilik degeri
kontrol olarak kabul edildiginde, .mmmp<0,0001 3. gun kontrol olarak
kabul edildiginde ve A Ap<0,07, A A A Ap<0,0001 7. gun kontrol
olarak kabul edildigindeki durum) (Baslangi¢ hiicre yogunlugu:
2x10*hlicre/mL’dir).

Enjekte Edilebilirlik

Mikrotaslyici yuzeylerinde gogalan L929 fibroblastlarin enjeksiyon sonrasinda da
canlihklarini korudugu MTT analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.23-A). L929
fibroblastlari mikrotagsiyici ylzeylerinde enjekte edildikten 6 saat sonra absorbans
degerleri anlaml seviyede dismus (0,681£0,05, A A A Ap<0,0001) ancak ertesi

gun artmistir (0,91+0,06, A Ap<0,07).
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Yedinci gun ve enjeksiyon sonrasi 1. giin absorbans degerleri arasinda anlamli
bir fark bulunmasina ragmen (A Ap<0,07) mikrotasiyici yuzeylerindeki hlcre
canhligi yuksek degerdedir. Bu sonug ile enjeksiyonun hicre canhligini kismen
azalttigi ve mikrotagiyici yuzeylerinde L929 fibroblastlarin gogalmaya devam

ettigi anlagiimistir.

Hiicre Sayimi

2,5 SF yizeylerine 2x10* hicre/mL ekilmesi g6z 6ninde bulunduruldugunda, bu
hiicrelerin yaklasik yarisi tutunmus ve 1. giinde toplam 1,1x10*+0,5 hiicre/mL
sayllmistir. Uglincli giinde ise toplam 7,5x10%+0,0 hiicre/mL (****p<0,0001) ve 7.
gun toplam 47,5x10*+1,5 hicre/mL (****p<0,0001, =mmmp<0,0001) sayimistir
(Sekil 4.23-B). L929 fibroblastlarin ikilenme suresi 32 saattir [88]. Bu ikilenme
suresine gore elde edilen hucre sayilari da uyusmaktadir. Tripsinizasyon islemi

hidcre canhliginda anlamli bir azalma meydana getirmemigtir.

Kaltaran 1., 3. ve 7. gunlerindeki 2,5 SF ylzeylerinden elde edilen hicre sayisi,
Olculen absorbans degerleri ¢akistiriimis ve dogrusal bir yonelim gostermistir

(R?=1). ligili kalibrasyon grafigi Ek-3'te sunulmustur.

Canli/Olii Hiicrelerin Goriintiilenmesi

ipek mikrotasiyici yizeylerinde gogalan L929 fibroblastlari kiltiriin 3. ve 7.
guninde canli/6li hidcre boyamasi ile incelenmistir (Sekil 4.24). Boyama
bilesenlerinden EthD-1, canl hicre membranindan gegcemez. Ancak olu hucre
membranindan gecerek DNA’'ya baglanir ve 6lu hucrelerin kirmizi floresan ile
goruntilenmesini saglar. Calcein AM ise hlcre membranindan gegebilen
floresan olmayan bir bilesiktir. Sitozoldeki esterazlar tarafindan asetometoksi 85
grubu parcalanmasiyla yesil floresan isima yapan kalseine dénusur. Boylece ipek
fibroin mikrotasiyici ylzeylerindeki canli hicreler Calcein AM boyasi ile yesile,

OlU hucreler EthD-1 boyasi ile kirmiziya boyanmigtir.
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3. Giin

7. Gln

10X

20X

Sekil 4.24. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerindeki L929 fibroblastlarin

3. ve 7. gun canh/dlu hicre boyama géruntdleri

(Canli hucreler yesile, 6lu hucreler kirmiziya boyanmigtir).

Sekil 4.24’te ¢ok az 6lu hucreye (Eth-1, kirmizi) rastlanmis, hiicre canliiginin

(Calcein-AM, yesil) oldukga yuksek oldugu gorulmuastar.

Hiicre iskeleti/Cekirdek Boyamasi

Ipek mikrotaglyici yizeylerinde yayilan ve ¢ogalan L929 hiicre iskeleti Alexa
Fluor® 488 Phalloidin ile yesile, hicre ¢ekirdedi ise DAPI ile mavi boyanmistir.

Sekil 4.25'te kaltirin 3. ve 7. guninde yapilan floresan boyama géruntuleri

verilmistir.
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3. Giun

7. Gun

10X

20X

Sekil 4.25. 2,5 SF yuzeylerinde ¢ogalan L929 fibroblastlarin 3. ve 7. glin

Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI boyama goruntileri

(Hucre iskeleti yesil; hiicre ¢ekirdedi mavi ile boyanmigtir).

Canlh/olu hucre ve hucre iskeleti/gekirdek boyamasi ile yapilan morfolojik

incelemede, 6zellikle 7. giinde yogun bir sekilde ¢odalan L929 fibroblastlari dikkat

cekmektedir.

SEM Analizi

ipek mikrotasiyict ve L929 fibroblastlarin etkilesimi SEM ile incelenmis ve

goruntiler Sekil 4.26-4.27°de verilmistir.

71




3. Giin

Sekil 4.26. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerinde yayilmaya bagslayan L929
fibroblastlarin 3. gun SEM goéruntuleri.

Uclincl glin SEM géruntileri incelendiginde, mikrotasiyici yiizeyine tutunan ve
yayllan L929 fibroblastlari goértulmektedir. Hucreler, ipek mikrotasiyicinin
g6zeneklerine tutunup cogalabilmektedir. Sekil 4.26’da bdlliinen fibroblastlar
beyaz ok ile gosterilmistir. Hlcrelerin yerlesebilecedi uygun gézenek boyutu,

tutunma davranigini olumlu etkilemisgtir.
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7. Glin

Sekil 4.27. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerinde ¢ogalan L929 fibroblastlarin
7. gun SEM goruntuleri.

Yedinci gunde ise 2,5 SF yulzeylerini g¢ogalarak tamamen kaplayan L929
fibroblastlari goérilmektedir. Hicre yiginlari mikrotasiyicilarin  da birbirine
yapismasina sebep olmustur. Olusturulan gugclu etkilesim kantitatif ve morfolojik
olarak dogrulanmigtir. Ayrica jelatin bazli mikrotasiyici ylzeylerinin de L929
fibroblastlari ile kaplandigi bildirilmistir [72]. Burada hucrelerin mikrotasiyici
yuzeyini tek tabaka olacak sekilde kapladigi gorulmektedir. Ancak sunulan tez
calismasinda 2,5 SF yuzeylerindeki hicreler, tabakalar olusturmustur. Boyle bir
hicre/mikrotasiyici  etkilesimini iceren bagska bir c¢alismaya literatlirde

rastlaniimamigtir.
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ES - 6. Saat

ES - 1. Gun

Sekil 4.28. ipek mikrotasiyicilar/L929 fibroblastlarin enjeksiyon sonrasi 6. saat

ve 1. guin SEM goruntuleri.

Enjeksiyonun ipek mikrotagiyici ve L929 fibroblastlarina bir zarar vermedigi
gorilmektedir (Sekil 4.28). Altinci saat ve birinci gin SEM gorintileri
incelendiginde, mikrotasiyici yuzeylerinde hucrelerin korundugu ve canhligin

devam ettigi anlasiimaktadir.

4.3.2.2. MC3T3-E1 Hiicre Kiiltiiru
Hiicre Ekimi

Bolim 3.5.2.1°de aciklandidi gibi ipek mikrotasiyicilara MC3T3-E1
pre-osteoblastlari ekilmistir. Mikrotasiyici/hlcre etkilesimleri 7 gin boyunca ters

Isik mikroskobu ile incelenmigtir (Sekil 4.29).
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10X

20X

Sekil 4.29. 2,5 SF mikrotasiyicilar Gzerine tutunan ve ¢ogalan MC3T3-E1

pre-osteoblastlarin 1., 3. ve 7. gindeki mikroskop goruntileri.

MTT Analizi

ipek fibroin mikrotasiyicilar ile kiltire edilen MC3T3-E1 pre-osteoblastlarinin
canliigir MTT analizi ile tespit edilmigtir (Sekil 4.30-A).  Osteoblastlar;
mikrotasiyici yuzeyine tutundugu 1. guinde 0,26%0,02, ¢ogaldiklari 3. gunde
0,311+0,02 (*p<0,05) ve 7. gunde 0,5+0,04 (*p<0,05, w=p<0,05) absorbans
degerinde olcllmustir. Ozellikle 7. giindeki absorbans degeri L1929
fibroblastlarina gore daha dusuktlr (eeeep<0,0001).

TCPS ylzeylerinden elde edilen absorbans degerleri Ek-2’de sunulmustur. Bu
degerler, daha 6nce grubumuzdan Aday tarafindan gergeklestirilen MC3T3-E1
karakterizasyon c¢aligsmasi ile karsilastiriimigtir [89]. Tez ¢alismasi kapsaminda

elde edilen degerler birbiriyle uyusmaktadir.
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Sekil 4.30. (A) ipek mikrotasiyicilar/MC3T3-E1 pre-osteoblastlarin 7 giinliik
kiltirasyonu boyunca elde edilen absorbans degerleri (B) ipek
mikrotagiyicilar ylUzeylerinden tripsinizasyon ile kaldirilan toplam
L929 hiicre sayisi (Istatistiksel anlaml farkliliklar n=3, *p<0,05,
**p<0,01 mikrotasiyici yuzeylerinde ¢ogalan hicrelerin 1. gin canlilik
degeri kontrol olarak kabul edildiginde, sp<0,05, =mp<0,01 3. gin
kontrol olarak kabul edildiginde ve A Ap<0,07 7. gun kontrol olarak
kabul edildigindeki durum) (Baslangic hlicre yogunlugu:
2x10*hlicre/mL’dir).

Enjekte Edilebilirlik

Mikrotasiyici ylzeylerinde gogalan MC3T3-E1 pre-osteoblastlarin enjeksiyon
sonrasinda da canliliklarini korudugu MTT analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.30-
A). Osteoblastlarin mikrotasiyici yuzeylerinde enjekte edildikten 6 saat sonra
absorbans deg@erleri anlamli seviyede dusmus (0,24+0,03, A Ap<0,07) ve ertesi
gun artmistir (0,32+0,05).
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Yedinci gun ve enjeksiyon sonrasi 1. giin absorbans degerleri arasinda anlamli

bir fark bulunmamistir.

Hiicre Sayimi

2,5 SF yuzeylerine 2x10* hiicre/mL ekilmesi g6z 6ninde bulunduruldugunda, bu
hlcrelerin de yaklasik yarisi tutunmus ve 1. glinde toplam 1,2x10*+1,2 hiicre/mL
sayllmistir. Uglincti glinde ise toplam 3,4x10*+1,5 hiicre/mL (*p<0,05) ve 7. giin
toplam 9,9x10*+1,2 hilicre/mL (**p<0,01, =mp<0,01) sayilmistir (Sekil 4.30-B).
MC3T3-E1 osteoblastlarinin ikilenme silresi 36 saattir [86]. Bu ikilenme suresine
gore elde edilen hucre sayilari daha dusuktur. Tripsinizasyon iglemi hucre

canlihginda anlaml bir azalma meydana getirmemistir.

Kultaran 1., 3. ve 7. gunlerindeki 2,5 SF yuzeylerinden elde edilen hicre sayisi,
Olcllen absorbans dederleri gakistiriimis ve dogrusal bir yonelim gostermistir

(R?=0,99). lgili kalibrasyon grafigi Ek-3'te sunulmustur.

Canli/Olii Hiicrelerin Goriintiilenmesi

ipek mikrotaslyici yiizeylerinde cogalan MC3T3-E1 pre-osteoblastlari kiiltiiriin 3.
ve 7. gununde canh/6lu hucre boyamasi ile incelenmistir. Sekil 4.31°de ¢ok az olu
hicreye (Eth-1, kirmizi) rastlanmis, hicre canliiginin (Calcein-AM, yesil) oldukca

yuksek oldugu gorulmustar.
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3. Giun 7. Gun

10X

20X

Sekil 4.31. 2,5 SF mikrotasiyici yuzeylerindeki MC3T3-E1 pre-osteoblastlarin
3. ve 7. gun canh/dla hicre boyama goruntuleri

(Canli hucreler yesile, 6lu hucreler kirmiziya boyanmigtir).

Canli/6lt hdcre boyama goruntisinde 3. guinden 7. gune artan canl hucre

miktari net bir sekilde ayirt edilmektedir.

Hiicre iskeleti/Cekirdek Boyamasi

Ipek mikrotasiyici yuzeylerinde yayilan ve gogalan MC3T3-E1 hiicre iskeleti
Alexa Fluor® 488 Phalloidin ile yesile, hicre c¢ekirdedi ise DAPI ile mavi
boyanmistir. Sekil 4.32'de kultlrin 3. ve 7. glinlnde yapilan floresan boyama

gorantuleri verilmistir.
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3. Gun 7. GuUn

10X

20X

Sekil 4.32. 2,5 SF yuzeylerinde ¢odalan MC3T3-E1 pre-osteoblastlarin 3. ve
7. gun Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI boyama goruntuleri

(Hucre iskeleti yesil; hlicre ¢ekirdedi mavi ile boyanmigtir).

SEM Analizi

ipek mikrotasiyici ve MC3T3-E1 pre-osteoblastlarinin etkilesimi SEM ile

incelenmis ve goruntuler Sekil 4.33-4.34’te verilmigtir.

Literatlrdeki bir calismada, MC3T3-E1 pre-osteoblastlarinin PCL ve PLA’dan
uretilmis gozenekli mikrotasiyicilar yuzeyinde MC3T3-E1 osteoblastlarinin
kultire edilmesini ilk kez gergeklestirmistir. Doner sise biyoreaktorinde
gergeklestirilen kultiran 14. gununde, hucreler yuzeyi tamamen kaplamistir.
Mikrotasiyici gozenekleri kalin hucre tabakasi nedeniyle gorulmemigtir [90].
Sunulan tez galismasinda temsil edilen SF mikrotasiyicilar, 7 glnlik statik kaltir

kapsaminda bu basari délgutind saglamigtir.

79



3. Giin

Sekil 4.33. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerine yayilmaya baglayan MC3T3-E1

pre-osteoblastlarin 3. gin SEM gorantaleri.

ipek mikrotasiyici yiizeylerindeki L929-fibroblast ve MC3T3-E1-osteoblastlarin
Sekil 4.33'deki GUguncu gune ait SEM goruntuleri karsilastirildiginda; mikrotasiyici
yuzeyine osteoblastlarin daha hizli yayildigi gorulmektedir. Hlcre uzantilari
mikrotasiyici ylzeyinden ayirt edilmektedir. Sekil 4.34’daki yedinci ginde ise 2,5
SF ylzeylerini tamamen kaplayan MC3T3-E1 osteoblastlar gértlmektedir. Bu
hicre hattinin Urettigi ECM daha genis yayilimh olup, L929 fibroblastlarindan
farkhlik gostermektedir. Hucre sayimi ile iligkilendirilebili. MC3T3-E1
osteoblastlari mikrotasiyici ylzeylerinde tutunacak yeterli alan bulamadigi igin

¢ogalma kabiliyeti sinirlanmig olabilir.

Ayrica enjeksiyonun ipek mikrotasiyici/MC3T3-E1 yapilarina bir zarar vermedigi
gorulmektedir (Sekil 4.35). Altinci saat ve birinci gin SEM goruntuleri
incelendiginde, mikrotasiyici yuzeylerinde hucrelerin korundugu ve canliigin

devam ettigi gorulmektedir.
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7. Gun

Sekil 4.34. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerine yayilan MC3T3-E1

pre-osteoblastlarin 7. gin SEM gorantuleri.

500 x 750 x

ES - 6. Saat

ES - 1. Giun

Sekil 4.35. ipek mikrotasiyicilar/MC3T3-E1 pre-osteoblastlarin enjeksiyon

sonrasl 6. saat ve 1. gin SEM goruntuleri.
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MC3T3-E1 pre-osteoblastlari ile yedi farkli SF mikrotasiyici grubu kaltlre
edilmistir. SF konsantrasyonunun artmasiyla hicrelerin gcogalma potansiyelleri
kultarin 7. gininde SEM analizi ile belirlenmistir. Sekil 4.36 incelendiginde artan
SF konsantrasyonu hucreler igin zararli olmamig, hucreler mikrotasiyici
yuzeylerini  kaplamaya devam etmigstir. Buradan da SF’in artan

konsantrasyonlarda bile biyouyumluluk gosterdidi anlasiimaktadir.

Sekil 4.36. Artan SF konsantrasyonundaki mikrotasiyicilar/MC3T3-E1

pre-osteoblastlarin 7. gin SEM gorantuleri.
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4.3.2.3. S42-Schwann Hiicre Kultiru

Hiicre Ekim Yogunlugu On Deneme Sonuclari

Hucre ekim yogunlugunun belirlenebilmesi igin 1 mg ipek mikrotasiyici tUzerine ikKi
farkh yogunlukta hticre ekimi yapilmistir. Mikrotasiyici/hicre etkilesimleri 7 gin

boyunca ters 151k mikroskobu ile incelenmistir (Sekil 4.37-4.39).

EKm || 1.Guin || Ekim || 1.Gin

i
A

Sekil 4.37. ipek mikrotagiyicilar Gizerine 2x10*/mL ve 4x10*/mL hiicrenin ekim

ani ve 1. gindeki mikroskop goruntuleri.

2x10* hiicre 3. Giin

‘ \,s%{i

5. Glin 7. Gln
oo s : = _

10X

© T a200 pm

20X

32X

Sekil 4.38. Mikrotasiyicilar Gizerine ekilen 2x10* hiicre/mL yogunlugundaki

hdcrenin 3., 5. ve 7. gundeki mikroskop goéruntuleri.
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4x10* hiicre l

10X

20X

32X

Sekil 4.39. Mikrotasiyicilar Gizerine ekilen 4x10* hiicre/mL yogunlugundaki

hdcrenin 3., 5. ve 7. gundeki mikroskop goruntuleri.

ipek Mikrotasiyicilara Hiicre Ekimi

On deneme sonuclari dogrultusunda ekim yogunluguna 2x10* hiicre/mg SF
mikrotasiyici olacak sekilde karar verilmis ve caligmalar bu ekim yogunlugunda
surddrtlmastir. Schwann hucrelerinin 2,5 SF mikrotagiyicilara ekilmesinden

itibaren mikrotasiyicilarla etkilesimleri Sekil 4.40 ve 4.41°de gosterilmigtir.
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10X

20X

Sekil 4.40. 2,5 SF mikrotasiyicilar tGzerine Schwann hlcrelerinin ekim ani ve 1.

gundeki mikroskop goruntuleri.

3. Gun

10X

20X

32X

Sekil 4.41. 2,5 SF mikrotasiyicilar Gzerinde ¢odalan Schwann hucrelerinin 3., 5.

ve 7. gindeki mikroskop goruntuleri.
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MTT Analizi

ipek fibroin mikrotasiyicilar ile kiiltire edilen Schwann hiicrelerinin canliigi MTT
analizi ile tespit edilmistir (Sekil 4.42). Schwann hucreleri, ipek mikrotasiyicilar
yuzeyinde etkili bir sekilde gogalarak 7. gunde ylksek bir absorbans degeri
(0,85+0,02) gostermistir (**p<0,01, mmmp<0,001). Hucrelerin birbirleri ile etkilesim
kurmak icin filopod yapilarini oldukga uzatmasi, metabolik aktivitelerinde artisa

neden olmustur.
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Sekil 4.42. ipek mikrotasiyicilar/Schwann hiicrelerinin kiiltiirasyonu ile
elde edilen absorbans degerleri (istatistiksel anlamli farkhiliklar n=3,
*p<0,05, *p<0,017 mikrotasiyici yuzeylerinde ¢ogalan hucrelerin 1.
gun canlihk degeri kontrol olarak kabul edildiginde, ==mp<0,001,
smp<0,07 3. gun kontrol olarak kabul edildiginde ve A Ap<0,01
7. gun kontrol olarak kabul edildigindeki durum) (Baslangi¢ hicre
yogunlugu: 2x10*hlicre/mL’dir).

Enjekte Edilebilirlik

ipek fibroin mikrotasiyicilar, 18 G spinal igneden bir tikaniklik olmaksizin,
rahatlikla enjekte edilebilmistir (Sekil 3.4-C). Mikrotasiyici yuzeylerinde ¢ogalan
Schwann hicrelerinin enjeksiyon sonrasinda da canhliklarini korudugu, ters 11k
mikroskobu ile go6zlenmisti. TCPS yulzeylerinden kaldirilip, enjekte edilen

hicreler ise saglikli bir morfolojide goriimemektedir (Sekil 4.43).
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Enjeksiyon Sonrasi Enjeksiyon Sonrasi
6. Saat 1. Gilin

2,5SF

TCPS

Sekil 4.43. Mikrotasiyici ve TCPS yuzeylerinde gogalan Schwann hucrelerinin
enjekte edildikten sonra 6. saat ve 1. gundeki 1sik mikroskobu

gorantaleri.

Schwann hucreleri mikrotasiyici ylzeylerinde enjekte edildikten 6 saat sonra
absorbans degerleri anlamli seviyede dusmus (0,53+0,03 , A Ap<0,071) ancak
ertesi gun artmigtir (0,76+0,04). Yedinci gun ve enjeksiyon sonrasi 1. gun
absorbans degerleri arasinda anlamh bir fark bulunamamigtir. Bu sonug ile
enjeksiyonun huacre canhligini kismen azalttigi ve mikrotagiyici yuzeylerinde
Schwann hucrelerinin gogalmaya devam ettigi anlasiimistir. Mikrotasiyicilar,
Schwann hucrelerine mekanik destek saglayarak, hicrelerin enjekte edildikten

sonra canlihgini surdirmesine olanak saglamistir.

Hiicre Sayimi

Sekil 4.44’te tripsin varlidinda mikrotagiyici ¢evresinde Schwann hicreleri
gorilmektedir. Mikrotasiyici yuzeylerinden hucreleri ayirmak kolay olmamistir.
Tripsin Uzerine bliyume ortami eklenip, pipetaj yapildiginda ise hicrelerin buylk
bir kismi mikrotasiyici yuzeylerinden ayrilmistir. Kontrol grubunda g¢ogalan

Schwann hdcrelerinin ise gruplar halinde yizeyden kalktigi géralmustur.
87



Tripsin

Tripsin+Ortam

Sekil 4.44. Tripsin ile muamele edilerek kaldirilan Schwann hicrelerinin 3. ve 7.

gunlerdeki 10X ve 20X buyutmede mikroskop goruntuleri.

Ipek mikrotasiyici yiizeylerinden 1. glin toplam 2,2x10%+1,2 hicre/mL, 3. giin
toplam 3,1x10*+0,9 hiicre/mL (*p<0,05) ve 7. ginden toplam 5,9x10*+0,5
hicre/mL (*p<0,05, wmp<0,01) sayilmigtir. TCPS yuzeylerinden ise 1. guin toplam
3,3x10*+0,0 hiicre/mL, 3. gin toplam 8,8x10* + 1,0/mL (**p<0,01) ve 7. glinde
toplam 1,6x10°+9,0 hiicre/mL (****p<0,0001, ====p<0,0001) olarak sayilmistir
(Sekil 4.45-A). TCPS yuzeylerinde daha ¢ok sayida hlcre ¢gogalmasina ragmen,
tripsin uygulamasiyla hucre canliiginin azaldigi gorulmustur (Sekil 4.45-B). Canl
hicre sayisi, toplam hucre sayisina oranlanarak yuzde canliik degerleri
hesaplanmistir (Sekil 4.45-C). Yedinci glinde mikrotasiyici yuzeylerinden
5,4x 10*+0,5 canl hiicre/mL sayillmis ve %91 oraninda canllik elde edilmistir
(**p<0,01, wwp<0,01). Ancak TCPS yizeylerinden 7. giinde 4,3x10%+0,0 canli
hicre/mL sayllmis ve %27 oraninda canlilik elde edilmistir (**p<0,01). Buradaki
sonuglar 1siginda; TCPS ylzeylerine kiyasla, mikrotasiyici ylzeylerinde hicreleri
¢ogaltmanin daha yuksek bir hidcre canhihigini sagladigi vurgulanmaktadir
(ep<0,05).
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Sekil 4.45. ipek mikrotagiyicilar ve TCPS ylizeylerinden tripsinizasyon ile

kaldirilan (A) Toplam Schwann hicre sayisi (B) Canli hiicre sayisi
(C) Canli hiicre yiizdesi (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001 mikrotagiyici yuzeylerinde ¢ogalan hicrelerin
1. gundeki hucre sayisi kontrol olarak kabul edildiginde, =mp<0,01,
»mmnP<0,0001 3. gln kontrol olarak kabul edildiginde ve ep<0,05,
0ep<0,01, eeep<0,001 ayni gunde farkli gruplarin karsilastirildigi
durum). (Baslangig hiicre yogunlugu: 2x10*hicre/mL’dir).

Schwann Hiicreli Mikrotasiyicilarda Kolajenaz Etkisinin Degerlendirilmesi

Kultdrasyonun 7. gintndeki 6rnekler 1,0 U/mL kolajenaz ortaminda 15, 30 ve 60

dk bekletilmig ve ters i1sik mikroskobunda incelenmigtir (Sekil 4.46).
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2,5 SF

TCPS

Sekil 4.46. ipek mikrotasiyicilar ve TCPS yiizeylerinin kolajenaz ortamindaki
gorantaleri.

ipek mikrotasiyicili kuyucuklara kolajenaz ilavesinden itibaren 15., 30. ve 60.
dakikalarda sirasiyla toplam 3,8x 10* hiicre/mL, 8,8x 10* hicre/mL ve
1,7x 10° hiicre/mL sayillmistir. TCPS ylizeylerinden ise ayni siire sirasiyla toplam
hicre sayisi 4,0x 10* hiicre/mL, 8,3x10* hiicre/mL, 1,8x 10° hiicre/mL olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.47-A). Enzim suresinin artiriimasiyla yizeyden kaldirilan
hiicre sayisinda artis olmustur. Ozellikle mikrotasiyicili érnekleri 60 dk boyunca
kolajenaza maruz birakmak, hucrelerin yluzeyden daha c¢ok kalkmasini
saglamistir. Ylzde canhlik degerleri hesaplandiginda, 6,5x 10* canl hicre/mL
sayllmig ve %38 oraninda canlilik elde edilmigtir. Ancak TCPS yuzeyleri 60 dk
boyunca kolajenaz ortaminda bekletildiginde 5 x 103 canli hiicre/mL sayilmis ve
%6 oraninda canlilik elde edilmistir (Sekil 4.47-B,C). Buradaki sonuglara gore,
mikrotasiyicili  ylUzeylerden hicre kaldirirken enzim muamele suresinin
uzatilmasi sayim verimini artirmig, ancak yuzde canlligini azaltmistir.
Mikrotagiyicil yUzeylerden kaldirilan hucrelerin canliligi TCPS’e gére daha

yuksektir.
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Sekil 4.47. ipek mikrotasiyicilar ve TCPS ylizeylerinden kolajenaz ile kaldirilan

(A) Toplam Schwann hicre sayisi (B) Canli hicre sayisi (C) Canli
hlcre yuzdesi.

Tripsin ve Kkolajenaz etkisi karsilastirildiginda ise, 7. glnde mikrotasiyici
ylzeylerinden 5,9x10* hiicre/mL 5 dk igerisinde kaldirilirken, kolajenaz varliginda
3,8x 10* hiicre/mL 15 dk igerisinde kaldiriimistir. Hucreli mikrotasiyicilar,
kolajenaz icerisinde 60 dk bekletildiginde TCPS ylizeylerinde ¢ogalan hicre
sayisi kadar elde edilmigtir. Toplam hicre sayisi g6z onunde bulunduruldugunda,

kolajenaz ile muamele suresinin artirilmasi daha etkili sonu¢ vermistir.

Canli/Olii Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Ipek mikrotaglyici yizeylerinde gogalan Schwann hiicreleri, kiltirin 3. ve 7.
guninde canh/6li hiicre boyamasi ile incelenmistir (Sekil 4.48 ve 4.49). SF
mikrotasiyici ylUzeylerindeki canli hicreler Calcein AM boyasi ile yesile, 6l
hicreler EthD-1 boyasi ile kirmiziya boyanmistir.
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10X

20X

Sekil 4.48. 2,5 SF mikrotaslyici yuzeylerinde gogalan Schwann hucrelerinin
3. ve 7. gundeki canh/dlu hicre boyama goruntaleri

(Canli hicreler yesile, 6lu hucreler kirmiziya boyanmigtir).

Sekil 4.49. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerinde ¢ogalan Schwann hicrelerinin
7. gundeki canli/6lG hicre boyama goruntusu (4X)

(Canli hucreler yesile, 6lu hucreler kirmiziya boyanmigtir).

Sekil 4.48 ve 4.49'da yok denecek kadar az Olu hiacreye (Eth-1, kirmizi)

rastlanmis, hicre canliiginin (Calcein-AM, yesil) yuksek oldugu goértulmastur.

SEM Analizi

ipek mikrotasiyici-Schwann hiicrelerinin etkilesimi SEM ile incelenmis ve
goruntuler Sekil 4.50’de verilmistir.
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SEM goruntileri incelendiginde; 3. gunde mikrotaslyici ylzeyine tutunan
Schwann hicreleri, 7. glnde ise mikrotasiyici ylzeyine yayillan Schwann
hdcreleri gorulmektedir. Enjekte edilme ile mikrotasiyici yuzeylerindeki hicrelere
mekanik bir zarar gelmemis, hdcre yayllimi devam etmistir. Hucrelerin ve

mikrotasiyicilarin birbirleri ile baglanti kurmaya devam ettigi gértlmektedir.

7 Gun ‘ ‘ Enjeksiyon Sonrasi Enjeksiyon Sonrasi

Sekil 4.50. 2,5 SF mikrotasiyici ylzeylerinde ¢cogalan Schwann hiicrelerinin SEM

goruntaleri.

ipek mikrotasiyicilar ile (i¢ farkli hiicre hattinin kiiltirasyonu boyunca elde edilen
absorbans degerleri Sekil 4.51’de verilmistir. Statik hlcre kaltart ¢alismalari, Gg
hiicre hatti igin 2x10* hiicre/mg 2,5 SF kosulunda gergeklestirilmistir. Ayni
kosullardan olclilen absorbans degerleri ve elde edilen hicre sayilar birbirleriyle

kargilagtirmali olarak agiklanmigtir.
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Sekil 4.51. ipek mikrotasiyicilar ile (¢ farkl hiicre hattinin kiltiirasyonu boyunca
elde edilen absorbans degerleri (Istatistiksel anlaml farkliliklar n=3,
ep<0,05, eep<0,07, ®#0ep<0,001, eeeep<0,0001 ayni ginde farkli
gruplarin karsilastirildigr durum).

(Baslangig hiicre yogunlugu: 2x10*hicre/mL’dir).

L929 fibroblastlarindan 7. ginde diger hicre hatlarindan daha ylksek absorbans
degeri ve hiicre sayisi elde edilmistir (eeeep<0,0007). Ancak enjekte edildiginde
hidcre canhligindaki azalma daha fazla olmustur. Bu durum L929 hucreleri igin
ayni miktardaki mikrotagiyicinin kullaniimasinin yeterli olmamasindan kaynakli
oldugu soylenebilir. Cinkl onceki goéruntilerde goruldigu gibi L929 hicreleri
mikrotaslyici ylzeyinde tek tabaka degil tabakalar halinde c¢ogalmislardir.
Enjeksiyon sirasinda ust katmanlardaki hucrelerin zarar gérmesine bagh olarak
hiicre canliiginda azalma olmustur. Ug farkli hiicre hatti ile gerceklestirilen
calismalardan elde edilen hicre sayilan Cizelge 4.5'te verilmistir. Baslangi¢
hicre sayilari ile 1. glin arasinda sadece L929 fibroblastlari igin anlaml farkhlik

bulunmustur (*p<0,05).
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Cizelge 4.5. ipek fibroin mikrotasiyicilar ile kiiltiire edilen ti¢ farkli hiicre hattina

ait zamana bagli hiucre sayilari.

Gun Baslangic 1 3 7
(hticre/mL)  (hticre/mL) (hticre/mL) (hticre/mL)
Hiicre
L929 2x10* 1,1x10*+0,5 7,5x10%+0,0 47,5x10*%1,5
MC3T3-E1 2x10* 1,2x10%%1,2 3,4x10*+1,5 9,9x10%+1,3
S42 2x10* 1,8x10%+1,2 2,9x10%+0,9 7,0x104+0,5

Cizelge 4.5.’teki degerler incelendiginde 1. gliinden 7. gline tim kalttrlerde hicre
sayllarinin artigi, ancak bu artisin o6zellikle L929 hicre hattinda ¢ok daha
belirgin oldugu gorulmuagtur (MC3T3-E1 ve S42 hucreleri ile farki; eeeep<0,0007).
Birinci glin hiicre sayilarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir. L929
hidcreleri daha duguk ikilenme suresi sebebiyle mikrotagiyici yuzeylerinde
3. gunde daha fazla sayida ¢ogalmistir (MC3T3-E1 hlcreleri ile farki; eep<0,017,
S42 hicreleri ile farki; eeeep<0,00017). Birbirlerine yakin sayida ¢ogalan MC3T3-
E1 ve Schwann hicreleri arasinda sadece 7. glinde anlamli bir fark bulunmustur
(eep<0,01).

4.3.3. Mikrotasiyici-destekli Dinamik Hiicre Kultiiri

ipek fibroin mikrotagsiyicilara ekilen Schwann hiicreleri, kiiltirasyonun 3. giininde
karistirmali kap biyoreaktorine aktariimistir. Mikrotasiyicilar, karigtirmali kap
biyoreaktor icerisinde homojen bir gekilde, 30 rpm hizinda karistiriimigtir.
Kulturasyonun 7. gunune gelindiginde ters i1sik mikroskobunda mikrotagiyicilarin

parcalandigi gorulmustar (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Dinamik hticre kiltart sonucu pargalanan 2,5 SF mikrotasiyicilarin

#:2, 7l

7. gundeki mikroskop goruntuleri.

Mikrotasgiyici yuzeyine etki eden kayma kuvvetleri nedeniyle, malzemenin
parcalandigi dusunulmustuar. Buradan yola g¢ikarak, hucresiz mikrotasiyicilar ile
bir deneme olusturulmus ve karistirmali kap biyoreaktdrin karigtirma hizi
15 rpm’e dusurulerek cahstiriimistir. Mikrotasiyicilarin bu hizda homojen

karismadigi, ancak pargalanmadidi goralmustar (Sekil 4.53).

Sekil 4.53. Karistirma hizinin 15 rpm oldugunda 2,5 SF mikrotasiyicilarin

7. gundeki mikroskop goruntuleri.

Buradan elde edilen sonuglar ile dinamik kaltir kosullari yeniden planlanmistir.
Bir mg 2,5 SF/1x10° hiicre yogunlugunda 24 kuyucuklu non-treated kiltir
kaplarina ekilmigtir. Kaltrin tglncu gununde, mikrotasiyici-hicre yapilarinin
bayume ortami degistirilmis ve karistirmali kap biyoreaktor igerisine aktariimigtir.
Son hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve 15 rpm karistirma hizi uygulanmistir. Bu

kosullar icerisinde dinamik hicre kaltlrd, dort gin devam ettirilmistir.
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Statik hicre kultir igin de ayni yogunlukta (1 mg 2,5 SF/1x10°) hiicre ekilmis ve
dclncl gunde yeni bir kiltdr kabina aktariimistir. Kaltdr suresi toplam 7 gunde
sonlandinimistir. Statik ve dinamik hucre kultira galigsmalarindan elde edilen

sonuglar birbirleriyle karsilastiriimigtir.

Mikrotaslyici-hlicre etkilesimleri ters 151k mikroskobu ile incelenmigtir (Sekil 4.54
ve 4.55). Hucrelerin kisa surede mikrotasiyicilara tutunup, c¢ogaldiklari

goriimustir. Bu degerlendirmeler kantitatif olarak da dogrulanmistir.

7. Gun / Statik

1. Gun / Statik 3. Guin / Statik
WA Bl B . 22

g = . - 7
b v

10X

20X

32X

Sekil 4.54. 2,5 SF mikrotasiyicilar Uzerinde ¢gogalan Schwann hucrelerinin statik

kalturdeki 1., 3. ve 7. gun mikroskop goruntuleri.

Karigstirmali kap biyoreaktorun tabanina mikrotagiyicilar birikerek, yigin
olusturduklari gézlenmistir. Birbirine yapisan mikrotasiyicilar, 7. giin analizleriigin

toplanirken kismen birbirinden ayrilmistir.
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Mikroskopta incelendiginde, ipek mikrotasiyicilarin parcalanmadidi, kiresel
morfolojilerini korudugu, sadece birka¢ mikrotasiyicinin yassi bir sekilde oldugu
gorulmustur. Bu yassi mikrotagiyicilarin ¢evresinde de hucrelerin tutunmaya
devam ettigi gozlenmigtir (Sekil 4.55, 10X goéruntusinde beyaz ok ile

gOsterilmigtir).

Dinamik hucre kualtir kogullari kapsaminda, hucrelerin yogun bir sekilde ¢ogalip

mikrotasiyicilari tabakalar halinde kapladiklari dikkat cekmektedir.

20X

7. Gliin / Dinamik

Sekil 4.55. 2,5 SF mikrotasiyicilar Uzerinde ¢odalan Schwann hicrelerinin

dinamik kalturdeki 7. gun mikroskop goéruntuleri.

MTT Analizi

ipek fibroin mikrotasiyicilar ile kiiltiire edilen Schwann hiicrelerinin statik ve
dinamik kaltur kogullarindaki canhligi, MTT analizi ile tespit edilmigtir (Sekil 4.56).
Mikrotasliyicilar analiz gunlerinde, ilk saatlerden itibaren mor renk ile boyanmistir.
Statik hidcre kaltirinde c¢oézduartlen mor renkli ¢ozelti, 1. ginde 0,9710,03,
3. gunde 1,64+0,04 ve 7. ginde 1,91+0,04 absorbans degerinde dlgulmugtar.
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Birinci gln kontrol olarak kabul edildiginde, 3. ve 7. gundeki hicre canlihgi
anlamh  bir sekilde artmistir (Sirasiyla *p<0,05, ****p<0,0001). Boylece
mikrotagiyici ylUzeylerine ekilen hucre yogunlugunun artinimasiyla, kualtar

suresinin azaltilabilecegi on gorulmektedir.

Statik kaltirde gogalan hucreli mikrotasiyicilar 18 G spinal igneden tikanikhk
olmaksizin enjekte edilmis ve enjeksiyon sonrasi 6. sa, 0,46+0,03 absorbans
degeri olgculmuagtur. Enjeksiyon uygulamasiyla 7. gine gore hucre canhliginda
anlamli bir dists olmustur (A A A A p<0,0001). Enjeksiyon sonrasi 1. giinde ise
canlihk 0,63+ 0,08 absorbans degerinde artmistir ( A p<0,05).

Dinamik hacre kaltarandn 7. gunuande 1,98 £ 0,1 absorbans degeri olgulmugtur
(*™*p<0,0017). Statik ve dinamik hucre kultirinun 7. gun absorbans degerleri
arasinda anlaml bir farkliik bulunamamigtir. Bunun nedeni 690 nm referans
olmak Uzere 570 nm’de dalga boyundaki mikroplaka okuyucunun kalibrasyon
ayarinin 1,99 absorbans degerinde olmasidir [91]. Ayrica MTT ¢dzeltisinin
indirgenmesi hicrenin metabolizmasina bagldir ve hicre sayisi ile iligkilir. Ancak
hicreler sabit faza ulasirsa, olgculen absorbans ile hiicre sayisi dogrusal degildir
[92]. Bu nedenle dinamik hticre kiltiriinde ¢ogalan hlcreler, sabit faza ulasarak

maksimum absorbans degerini temsil etmektedir.

Birbirine hucreler araciligiyla baglanan mikrotasiyicilar, yigin olusturmalarina
ragmen enjekte edilebilmistir. Mikrotasiyici capin kiigiik olmasi (211,9+45,8 um)
tikaniklik sorunun 6nune gec¢mistir. Enjeksiyon sonrasi 6. sa 1,03 + 0,11
(A p<0,05) ve 1. gln 1,06 £ 0,07 (A A p<0,07) absorbans dederleri dlgulmustur.
Her iki kultir kosulunda, enjeksiyon sonrasinda hucre canliliklar yedinci gune
gére anlamli olarak dismistir. iki kiltir kosulu degerlendirildiginde; dinamik
kultardeki mikrotasiyicilarda gogalan hucreler enjekte edildiginde, daha yuksek
hicre canhligi gostermigstir (ep<0,05). Hucreler, birbirine yapisan mikrotasiyicilar
sayesinde mekanik hasardan daha az etkilenmislerdir. Bdylece dinamik kultarin,

hdcre canhligini sirdirmek agisindan daha avantajli oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.56. ipek mikrotasiyicilar/Schwann hiicrelerinin statik ve dinamik
kosullardaki kultirasyonu boyunca elde edilen absorbans dederleri
(Istatistiksel anlamli  farkliliklar n=3, *p<0,05, ***p<0,001,
****n<0,0001 mikrotagliyici yuzeylerinde ¢ogalan huacrelerin 1. gun
canlihk degeri kontrol olarak kabul edildiginde, Ap<0,05, A Ap<0,01,
A A A AP<0,0001 mikrotasiyici yuzeylerinde cogalan hucrelerin 7.
gun canhlik degeri kontrol olarak kabul edildiginde ve ep<0,05 ayni
gunde farkh gruplarin karsilastirildigi durum) (Baslangi¢ hicre
yogunlugu: 1x10>hicre/mL’dir).

TCPS yuzeylerinde 1. giinde gogalan Schwann hicrelerinin canliigi %100 kabul
edilmistir. Statik ve dinamik kultirden elde edilen canhlik, TCPS’e gore

oranlanarak hicre canhliklari hesaplanmistir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. ipek mikrotasiyicilar/Schwann hiicrelerinin statik ve dinamik
kosullardaki kualtirasyonu boyunca elde edilen hucre canlihgi
(Istatistiksel ~anlamli  farkliliklar n=3, *p<0,05, ***p<0,001,
****n<0,0001 mikrotagliyici yuzeylerinde ¢ogalan hucrelerin 1. gun
canhlik degeri kontrol olarak kabul edildiginde, Ap<0,05 A Ap<0,017,
A A A AP<0,0001 mikrotasiyici yuzeylerinde ¢ogalan hucrelerin 7.
gun canhlik degeri kontrol olarak kabul edildiginde ve ¢p<0,05 ayni

gunde farkh gruplarin karsilastirildigi durum).

Hiicre Sayimi

Sekil 4.58'de tripsin varliginda mikrotasiyici ¢evresinde Schwann hucreleri
gorulmektedir. Mikrotagiyici yuzeylerinden hucreleri ayirmak kolay olmamistir.
Tripsin Uzerine buyume ortami eklenip, pipetaj yapildiginda ise hucrelerin bir
kismi mikrotasiyici yuzeylerinden ayriimistir. Kontrol grubunda ¢ogalan Schwann

hdcrelerinin ise gruplar halinde yuzeyden kalktigi goralmuastur.
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Statik Dinamik

7. Gun

Tripsin

Tripsin+Ortam

Sekil 4.58. Tripsin ile muamele edilerek mikrotasiyici yuzeylerinden kaldirilan
Schwann hucrelerinin statik-dinamik kulturdeki 3. ve 7. gun

mikroskop goéruntuleri (10X).

ipek mikrotasiyici yiizeylerinden 1., 3. ve 7. glinde sayilan toplam Schwann
hiicresi sayisi Cizelge 4.6'da gosterilmistir. Baslangi¢ hiicre yogunlugu 1x10°
hicre/mL olmasi g6z 6ninde bulundurularak, ilk gin mikrotasiyici ylzeylerine
tutunan 2,3x 10* £1,0 hiicre sayillmistir. Baslangi¢ hiicre yogunlugu 2x 10*
hiicre/mL ekildiginde de, ilk giin 1,8x10* £ 1,2 hicre sayilmistir (Sekil 4.45).
Ekilen hicre sayisi artilirsa da ilk ginde tutunan hicre sayisi arasinda anlamh
bir fark yoktur. Buradan da mikrotasiyicilarin belirli bir ylzey alanini temsil ettigi
gorilmektedir. Hicre yogunlugunun 2 x 10* hicre/mL olmasi, ipek

mikrotasiyicilara tutunma basarisini desteklemektedir.

Kultirin Gglincl glndnde 2,2x10%+0,9 hiicre sayilmistir (**p<0,07). Buradan
mikrotaglyici yuzeylerine tutunan hdcrelerin Uzerlerine ¢evredeki hicrelerin de
tutunup ¢ogalmaya devam ettigi kantitatif olarak belirlenmistir. Statik hicre
kUlturinUn 7. gunu de 3. gun sayim sonucuna yakin degerdedir. Baslangi¢ hucre
sayisina gore, 7. glinde hlcre sayisi 2,5 kat artmistir (***p<0,001 , wp<0,05).
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Dinamik hdcre kultird sonucunda ise, baslangi¢ hiicre sayisina gére 7. ginde
7 kat artmistir (****p<0,0001 , wmp<0,01). Statik ve dinamik kultlr kosullar ile elde
edilen hicre sayilarindaki farklilik, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(e0ep<0,0017) (Sekil 4.59).

Cizelge 4.6. Statik ve dinamik kultir kosulunda elde edilen Schwann hucre

sayisl.
Gin Baslangi¢ 1 3 7
(hicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL)
Mikrotasiyici
2,5 SF / Statik 1x10° 2,3x10*+1,0 2,2x10°0,9 2,6x10°+0,5
2,5 SF/ Dinamik 7,0x10°%1,0
+25 SF/S oo
750,000 - e 25SF/D *%%% mm
4 "o
£ 600,000 +
o
o 450,000 -
=3
< 300,000 - . HRx .
S 150,000 ° ’
o ]
0e 9 ' ' ' ' ' ' )
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (Giin)

Sekil 4.59. ipek mikrotasiyici ylizeylerinden tripsinizasyon ile kaldirilan canli
hiicre sayisi. (istatistiksel anlamh farkhliklar n=3, **p<0,01,
***p<0,001, ***p<0,0001 mikrotasiyici ylzeylerinde ¢ogalan
hdcrelerin 1. gindeki hiucre sayisi kontrol olarak kabul edildiginde,
ap<0,05, =mp<0,01 3. gun kontrol olarak kabul edildiginde ve
eeep<0,001 ayni gunde farkh gruplarin karsilastirildigr durum).
(Baslangig hiicre yogunlugu: 1x10°hiicre/mL’dir).
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Canli/Olii Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Statik ve dinamik kultur kosullarinda, ipek fibroin mikrotasiyici ylzeylerindeki
canli hucreler Calcein AM boyasi ile yesile, 6lu hucreler EthD-1 boyasi ile

kirmiziya boyanmistir (Sekil 4.60 ve 4.61).

Sekil 4.60. Schwann hucrelerinin statik kultardeki 3. guninde canh/dla hicre
boyama goruntusu

(Canli hicreler yesile, 6lu hicreler kirmiziya boyanmistir).

Sekil 4.60 ve 4.61'de yok denecek kadar az Olu hucreye (Eth-1, kirmizi)
rastlanmis, hicre canlihdinin (Calcein-AM, yesil) 3. glinde bile olduk¢a yuksek
oldugu gorulmustur. Ayrica daha kuguk ¢capa sahip mikrotasiyicilara, hucrelerin
sayica daha fazla tutunup, ¢ogaldiklari dikkat cekmektedir. Bunun sebebi olarak,
daha dar bir alanin hicrelerin birbirleriyle daha c¢ok etkilesime gecebilmesiyle
iligkilendirilebilir.
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7. Gun / Statik 7. Gun / Dinamik
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Sekil 4.61. Statik ve dinamik kultarin 7. ginunde 2,5 SF mikrotasiyici
yuzeylerinde ¢ogalan Schwann hicrelerinin canli/61l hicre boyama
goruntileri (Canli hicreler yesile, 610 hicreler kirmiziya

boyanmigtir).

Dinamik kultir kosullari sonucunda olusan mikrotasiyici/hlicre, hucre/hlcre
yapilari floresan mikroskobunda belirgin bir sekilde gortulmektedir (Sekil 4.61°de

beyaz ok ile gosterilmigtir).

Hiicre iskeleti/Cekirdek Boyamasi

Ipek mikrotasiyici yiizeylerinde gogalan Schwann hiicre iskeleti Alexa Fluor® 488
Phalloidin ile yesile, hiicre ¢ekirdegi ise DAPI ile mavi boyanmistir. Sekil 4.62°de

kllturlerin 7. gininde yapilan floresan boyama gorantileri verilmigtir.
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7. Gun / Statik

7. Gun / Dinamik

10X

20X

Sekil 4.62. Schwann hucrelerinin statik ve dinamik kultirlerindeki 7. gliniinde

Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI boyama goérintileri (HUcre iskeleti

yesil; hlcre ¢ekirdegi mavi ile boyanmigtir).

Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI boyamasi ile yapilan morfolojik incelemede,
Schwann hucrelerinin karakteristik, igsi morfolojiye sahip olduklari gérilmektedir.

Dinamik kosullardaki ipek mikrotagiyici/hicre yidinlari, yogun i1gima vererek

dikkat cekmektedir.
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SEM Analizi

Statik ve dinamik kultarlerdeki ipek mikrotasiyicilar-Schwann hucrelerinin

etkilesimi SEM ile incelenmis ve goruntuler Sekil 4.63-4.64’te verilmigtir.

1,0 kx

3. Gun / Statik

Sekil 4.63. Statik kaltirdeki ipek mikrotasiyicilar Gzerinde tutunan Schwann

hdcrelerinin 3. gun SEM goruntuleri.

Schwann htcreleri, 6n kenarlarindan (aksiyal lamellipod) ve hucreler boyunca
(radyal lamellipod) ¢ikinti yapan lamellipod yoluyla diger hicrelerle etkilesime
girer [93]. Sekil 4.63 incelendiginde, mikrotasiyici yuzeyine tutunan Schwann
hlcrelerinin  birbirleri ile etkilesime girmek igin uzattigr lamellipodlari

gorulmektedir.
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500 x 1,0 kx 2,5 kx

7. Gun / Statik

Sekil 4.64. Statik kilturdeki ipek mikrotasiyicilar Gzerinde yayilan Schwann

hdcrelerinin 7. gun SEM goruntuleri.

Statik kultiran 7. gininde, mikrotasiyici ylzeylerinde olduk¢a yogun gogalan
Schwann hucreleri gorulmektedir (Sekil 4.64). Hucrelerin tum mikrotasiyici
yuzeyini kapladigi ve mikrotasiyicilari birbirine yapistirip Uzerinde kat kat hucre
tabakalarinin olugtugu dikkat gekmektedir. Katman halindeki bir grup hucrenin,

karbon bandi Uzerine dokuldugu beyaz ok ile gosterilmigtir.
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7. Guin / Dinamik

Sekil 4.65. Dinamik kulttrdeki ipek mikrotasiyicilar Gzerinde yayillan Schwann

hdcrelerinin 7. gun SEM goruntuleri.

Dinamik hdcre kulturd kapsaminda, mikrotasiyici yuzeylerinde yigin olusturan
hicreler gorulmektedir (Sekil 4.65). Karistirmali kap biyoreaktor icerisinden 6rnek
alinirken bir miktar ayrim olmasina ragmen, mikrotasiyicilar hicreler araciligiyla
birbirine yapismay! surdurmektedir. Mikrotasiyici yuUzeylerinden hucrelerin

tabaka halinde ayrilmasi gosterilmistir.

Shakhbazau ve ark. tarafindan bildirilen bir calismada, Cytodex
mikrotasiyicilarina Schwann hucrelerinin tutunmasini kolaylastirmak icin poly-
D-lizin/laminin ile kaplanmistir. Bu ¢alisma Schwann hcrelerinin, mikrotasiyici
bazli biyoreaktdrde gogalmasini igeren ilk raporudur [94]. Ancak bilindigi Gzere,
Cytodex mikrotasiyicilari  biyolojik olarak  pargalanmamaktadir.  Sinir
rejenerasyonundaki uygulamalarda, hucrelerin nakil dncesinde biyolojik olarak
parcalanmayan mikrotasiyicilardan toplanmasi gerekecektir. Hiicre dagitimi igin
alternatif bir segenek olan tez galismasinda, biyolojik olarak pargalanabilen 2,5

SF mikrotaslyicilarinin potansiyeli degerlendirilmigtir.
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ES - 6. Saat
Statik

ES - 6. Saat
Dinamik

Sekil 4.66. Statik ve dinamik kiltirlerdeki ipek mikrotasiyicilar/Schwann

hdcrelerinin enjeksiyon sonrasi 6. saat SEM goruntuleri.

Enjeksiyonun ipek mikrotasiyici ve Schwann hucrelerine bir zarar vermedigi
gorilmektedir (Sekil 4.66 ve 4.67). Altinci saat ve birinci gun SEM gorintileri
incelendiginde, mikrotasiyici yuzeylerinde hucrelerin korundugu ve canlhigin
devam ettigi anlasiimaktadir.
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Sekil 4.67. Statik ve dinamik kuilttrlerdeki ipek mikrotasiyicilar/Schwann

hdcrelerinin enjeksiyon sonrasi 1. gun SEM goéruntuleri.

ipek mikrotasiyicilar yiizeyinde Schwann hiicreleri, iki kiiltiir kosulunda da basari
ile cogaltilmistir. ipek mikrotasliyicilar, enjeksiyon sonrasinda surdirilen hiicre
canhhg ile iliskilendirilmigtir. Diger analizler gibi SEM analizi de bu sonucu
dogrulamaktadir. Statik ve dinamik hicre kilttrleri arasindaki niceliksel fark, MTT

ve hucre sayim analizleri ile ortaya konmustur.

4.3.4. Gen Ekspresyon Seviyeleri

Calismalar kapsaminda ilk yapilan statik hicre kalttrindeki, ipek fibroin
mikrotaglyicilar Uzerinde ¢ogalan Schwann hucrelerinin @ (1 mg 2,5
SF/2x10* hiicre) gen ekspresyon seviyeleri kantitatif gergcek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tespit edilmigtir. Bagil gen ifadesi icin referans gen
olarak p-aktin kullanilmigtir. Hedef gen, B-Aktin ifadesine gdére normalize
edilmistir (Sekil 4.68).
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ipek mikrotasiyici yiizeylerindeki Schwann hiicrelerinin 3. giindeki belirtegleri;
MPZ (0,2+0,1), GalC (0,2+0,0), LN (7,840,4), FN (0,910,3) ifade olmustur.
Yedinci gunde ise GalC (1,4+0,1) ekspresyonu artmis (*p<0,05), LN (1,5+0,1)
ekspresyonu azalmigtir (****p<0,0001). FN (1,5£1,2) ve MPZ (0,5+0,1) seviyeleri

de artmig, ancak bu artig anlamli degildir.

Ipek fibroin mikrotasiyici ylzeylerindeki Schwann hiicrelerinde gen ifadesinin

korundugu sonucuna ulasiimigtir.
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Sekil 4.68. ipek mikrotasiyici yiizeylerindeki Schwann hiicresi belirteclerinin
(MPZ, GalC, LN ve FN) 3. ve 7. glindeki RT-PCR analizi (istatistiksel
anlamli farkliliklar n=3, ayni grup farkh gunlerde *p<0,05, ***p<0,001,
****n<0,0001 ve ayni gunde farkli gruplarin karsilastinldigr durum
eep<0,01, eeeep<0,0001).
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5. YORUM

Sunulan yUksek lisans tez galismasinda, ipek fibroin mikrotasiyicilar Uzerinde
Schwann hicrelerinin ¢ogaltilarak omurilik yaralanmalarina yonelik enjekte

edilebilir bir sistemin olusturulmasi amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda;

v' Dogal bir polimer olan ipek fibroin diger biyomalzemelere gére kolay
islenmesi, ucuz maliyetiyle kaynaklarinin bol bulunmasi, oksijen ve su
gecirgenligiyle iyi derecede biyouyumluluk gostermesi, yuksek mekanik
mukavemeti ve kontrol edilebilir biyobozunurluk &zelliklerine sahip

olmasindan dolayi tercih edilmigtir.

v' Emilsiyon haline getirilmis faz ayrimi ile dondurarak kurutma yontemi
kullanilarak ipek fibroin mikrotagiyicilar Uretilmistir. Yontemdeki karistirma
hizi ve polimer konsantrasyonu mikrotasiyicilarin boyutunu etkilerken,
donma asamasinin mikrotasiyicilarin gdézenek boyutunu etkiledigi
gOsterilmigtir. Tum parametreler hedeflenen mikrotasiyici 6zelliklerine

gOre uyarlanmisgtir.

v Ipek fibroin temelli farkli biyomalzemelerde hiicre tutunma ézellikleri zayif
olabilmektedir. Tez calismasi kapsaminda, hucre tutunma ozelligini
iyilestirmek igin yuzey kimyasinin islevsellestiriimesi yerine, yuzey
topografyasi kullaniimigtir. Bu yontem potansiyel olarak guvenilir,
tekrarlanabilir ve ucuzdur. Doku muhendisligi galismalarina yonelik bu tur
islevsel  yaklasimlar, yapi-fonksiyonel iliskilerin uygun sekilde
degerlendiriimesiyle ipegin U¢ boyutlu bir malzeme yuzeyinde yeniden

tasarlanmasini icermektedir.
v" Yuksek gozeneklilik, biyomalzemelerde disik mekaniksel dayanim ile

iligkilendiriimektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen mikrotasiyicilar

uygun yuzey capi ve topografik 6zellikleri ile temsil edilmistir.
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v" Mikrotasiyicilar ve hicre yapilarinin viicuda enjeksiyonu ile implante
edilen hlcrelerin, hem miktar hem de fonksiyon ihtiyaglarini karsilayarak
doku rejenerasyon yetenegini gelistirebilmesi igin in-vitro’da ¢odalmasi
gerekmektedir. Sunulan tez galismasinda; ipek fibroin mikrotagiyicilarda
L929 fibroblast, MC3T3-E1 pre-osteoblast, S42-Schwann hicre hatlarinin
cogalmasi test edilmistir. U¢ boyutlu kiiresel morfoloji ve karakteristik
yuzeye sahip ipek fibroin mikrotasiyicilara Ug hiucre hatti da iyi derecede
biyouyumluluk gostermistir. Bu yapilarin in-vitro ortamda enjekte

edilmesiyle hucre canlihginin surduraldigu gosterilmistir.

v Ug farkli hiicrenin  ipek mikrotasiyicilardaki  proliferasyonunu
kargilastirarak benzer sonuglari almak, c¢alismanin guvenirligini

guclendirmigtir.

v" Ug hiicre hatti arasinda baglangi¢ hiicre sayisi ile 1. glin hiicre sayilari
kargilastinldiginda, Schwann htcrelerinin daha fazla sayida mikrotasiyici
yuzeyine tutundugu goérulmastir. Bu durum Schwann hcrelerinin
tutunabilecegi bir ylzeye daha c¢ok ihtiyag duydugu seklinde

yorumlanabilir.

v' Hasarli omurilige yonelik hicre transplantasyon calismalari olmasina
ragmen, nakledilen hdcrelerin rejenerasyonu tesvik ettigi ve fonksiyonel
gelismelere aracilik ettigi mekanizmalar hakkindaki bilgiler sinirhdir.
Sinir doku mihendisligi alaninda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag
oldugu aciktir. Sunulan tez ¢alismasinda, ipek fibroin mikrotasiyicilarin ve
Schwann hucrelerinin uygun kombinasyonu, omurilik yaralanmalarina
yonelik tedavi yaklasiminda fonksiyonel iyilesmeyi saglamak Uuzere,
aksonal rejenerasyonun destegini saglayan bir doku muhendisligi stratejisi
olarak  degerlendirimektedir. Bu kapsamda; saglk alaninda
kullanilabilecek bir hicresel Urin elde edilmis, gunimuz bilim ve

teknolojisine yeni bir yaklagim kazandiriimigtir.
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EKLER

EK 1 — Schwann hiicrelerinin In (hiicre sayisi/mL) / zaman(sa) grafigi
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EK 2 — TCPS yiuzeylerinde ¢ogalan hiicrelerin;

o MTT grafigi
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e Tripsinizasyon ile kaldirilan toplam hlcre sayisi gizelgesi

Gun Baslangig 1 3 7
(hticre/mL)  (hucre/mL) (hticre/mL) (hticre/mL)
Hucre
L929 0,8x10% 0,9x10%+0,5 10x10%+1,5 28x10%+3,0
MC3T3-E1 0,8x10* 0,6x10*+0,47 2,2x10*+1,5 14x10%+2,9
S42 2x10* 3,6x10%+0,0 6,9x10%+1,0 18x10*+9,0

o L1929 fibroblastlart MTT ve hucre sayisi kalibrasyon grafigi

Absorbans 570 nm

(ref: 690 nm)
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e MC3T3-E1 osteoblastlari MTT ve hicre sayisi kalibrasyon grafigi
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e Schwann hicreleri MTT ve hucre sayisi kalibrasyon grafigi
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EK 3 — Mikrotasiyici/hiicre kalibrasyon grafikleri

ipek mikrotasiyici/L929 fibroblastlari MTT ve hiicre sayisi kalibrasyon

grafigi

'y = 3E-06x + 0,5014

Absorbans 570 nm
(ref: 690 nm)
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ipek mikrotasiyici/MC3T3-E1 osteoblastlari

kalibrasyon grafigi

MTT ve hlcre sayisi

______________________ |

'y = 3E-06x + 0,2227

R?=0,9979 !

Absorbans 570 nm
(ref: 690 nm)
o
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80,000 100,000

128



ipek mikrotasiyici/Schwann hiicreleri MTT ve hiicre sayisi kalibrasyon
grafigi
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