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Iskelet kas1 dokusundaki hasarlarin onarilmasi amaciyla iskelet kas1 doku miihendisligi
yaklagimlar1 kullanilarak in vitro fonksiyonel bir iskelet kasinin elde edilmesi tez
calismasinin amacini olusturmaktadir. Bu amacla, calismada dogal kas dokusunu taklit
edebilen ve piezoelektrik Ozellikler sergileyen poli-pB-alanin (PBA) katkili poli(3-
hidroksibutirat) (P3HB) fibroz matriksler kullanilmistir. Matrikslerin miyojenik
farklilagsmadaki etkinligi C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 ile statik kiiltiir kosullarinda
ve mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli hibrit biyoreaktér ile dinamik kiiltiir
kosullarinda test edilmistir.

Tez ¢alismasinin ilk kisminda, rastgele ve hizali fiber morfolojisine sahip P3HB/PBA
nanofiber matriksler elektroegirme yontemi ile {iretilmistir. Matrikslerin kimyasal,
termal, morfolojik, mekanik, kristalografik ve piezoelektrik 6zellikleri karakterize
edilmistir. Rastgele ve hizal1 P3HB bazli matrikslerin dss piezoelektrik sabiti literatiirdeki
calismalardan farkl olarak artis gostermis ve sirasiyla 5 pC/N ve 5,3 pC/N olarak tespit

edilmistir. Statik kiiltiir calismalarinda, hizali matriksler tizerindeki hiicrelerin diizenli
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miyotiibiiler yapilar olusturdugu ve yogun mikrovilli barindirdig1 tespit edilmistir.
Canlilik analizleri, morfolojik analizler, gen ifadesi ve gen belirtecleri analizleri ile hizali
matrikslerin miyojenik olarak uyumlu oldugu ve miyojenik farklilagsmay1 iyi bir sekilde
destekledigi belirlenmistir.

Ikinci kisimda, hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan énce mekanik ve elektriksel uyarimlarin
malzemenin mekanik ve morfolojik 6zelliklerinde yarattifi degisimler incelenmistir.
Ardindan mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli hibrit biyoreaktor ile dinamik
kiiltiir ¢alismalar1 yiiriitilmiistiir. Canlilik analizleri, morfolojik analizler, mekanik
testler, gen ifadesi ve gen belirteci analizleri gerceklestirilmistir. Yiizde 5 gerinim, 0,5 Hz
frekans ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme siiresi parametreleri ile mekanik uyarimli M-D1
grubu ve 2 ms atim periyodu, 0,4 V voltaj, 20 dk atim /2 sa dinlenme siiresi parametreleri
ile elektrik uyarimli E-D2 grubu miyojenik farklilasma ve maturasyon agisindan en
basarili sonuglar1 vermistir. Uyaranlarin sinerjik olarak uygulandiklarinda miyojenik
farklilasma ve maturasyon tiizerine etkilerinin arastirilmast amaciyla M-D1 ve E-D2
uyarim parametreleri birlestirilerek elektromekanik uyarimli biyoreaktér caligmalari
(EM-D) gergeklestirilmistir. EM-D grubunda ¢ekme dayanimi %105 artis gostermistir.
Miyojenik maturasyon gen ifadeleri analiz edildiginde EM-D grubunda, miyozin agir
zincir (MHC) ifadesinin M-D1 grubuna gore ~ 23 kat, E-D2 grubuna gore = 13 kat;
norofilament (NF-H) ifadesinin M-D1 grubuna gore =~ 95 kat, E-D2 grubuna gore =~ 11
kat; asetilkolin reseptorii-a (AChR-a) ifadesinin M-D1 grubuna goére = 13 kat, E-D2
grubuna gore = 1,5 kat artig gosterdigi tespit edilerek miyojenik maturasyonun yiiksek
oranda desteklendigi belirlenmistir.

Tez caligmasi ile hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin morfolojik, mekanik ve
piezoelektrik ozellikleri ile miyojenik farklilasmayr basar1 ile destekledigi tespit
edilmistir. Ayrica, bu matriksler kontrollii 6n ¢aligmalarla belirlenen elektromekanik
uyarimlar ile simultane olarak desteklendiginde in vitro fonksiyonel bir iskelet kasi
dokusu elde edilebildigi gosterilmistir. Elde edilen doku miihendisligi ({iriiniiniin
gelecekte klinikte kullanilabilmesi i¢in, matriksler satelit hiicreler ile etkilestirilmeli ve in

vivo hayvan c¢aligmalari gerceklestirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: P3HB, PBA, iskelet kasi, miyojenik farklilasma, biyoreaktor ve

elektromekanik uyarim.
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The aim of the thesis is to obtain an in vitro functional skeletal muscle using tissue
engineering approaches for repairing damage in skeletal muscle tissue. To accomplish
this aim, the research utilizes fibrous matrices of poly-B-alanine (PBA) doped poly(3-
hydroxybutyrate) (P3HB) which can mimic natural muscle tissue and exhibit
piezoelectric characteristics. The effectiveness of the matrices in myogenic differentiation
was assessed in static culture conditions with the C2C12 mouse myoblast cell line and
dynamic culture conditions using a hybrid bioreactor that provides mechanical, electrical,
and electromechanical stimulations.

In the first part of the thesis, random and aligned P3HB/PBA nanofiber matrices were
produced using the electrospinning method. The matrices were characterized for their
chemical, thermal, morphological, mechanical, crystallographic, and piezoelectric
properties. In contrast to the literature, both random and aligned P3HB-based matrices
exhibited an increase in the d33 piezoelectric constant, measured as 5 pC/N and 5.3 pC/N,
respectively. In static culture studies, cells on aligned matrices formed regular myotubular
structures and showed dense microvilli. Viability analyses, morphological examinations,
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myogenic gene expression and marker analyses determined that aligned matrices were
myogenically compatible and well supported myogenic differentiation.

In the second part, the effect of mechanical and electrical stimulations on the mechanical
and morphological properties of the matrices was investigated before cell culture studies.
Subsequently, dynamic culture studies were conducted using a hybrid bioreactor
providing mechanical, electrical, and electromechanical stimulations. Notably,
mechanical stimulation with 5% strain, 0.5 Hz frequency, and a 20 min stretching/2 h
resting (M-D1 group) and electrical stimulation with a 2 ms pulsing period, 0.4 V voltage,
and a 20 min pulsing/2 h resting (E-D2 group) yielded the most successful results in terms
of myogenic differentiation and maturation. Electromechanical stimulation studies (EM-
D) were carried out by combining M-D1 and E-D2 stimulation parameters to investigate
the synergistic effects on myogenic differentiation and maturation. The EM-D group
showed a 105% increase in tensile strength. The gene expressions related to myogenic
maturation were analyzed in the EM-D group and it was determined that the expression
of the myosin heavy chain (MHC) was = 23 times higher compared to the M-D1 group
and = 13 times higher compared to the E-D2 group. Similarly, the expression of
neurofilament (NF-H) showed a = 95-fold increase compared to the M-D1 group and =
11 times higher compared to the E-D2 group. The expression of acetylcholine receptor-a
(AChR-a) was found to increase =~ 13 times compared to the M-D1 group and = 1.5 times
compared to the E-D2 group. These findings indicate that myogenic maturation is highly
supported in the EM-D group.

The thesis demonstrates that aligned P3HB/PBA nanofiber matrices successfully support
myogenic differentiation through their morphological, mechanical, and piezoelectric
properties. Additionally, it has been shown that when these matrices are simultaneously
supported with controlled electromechanical stimulations, an in vitro functional skeletal
muscle tissue can be obtained. For the future clinical use of this engineered tissue product,
the matrices should be interacted with satellite cells, and in vivo animal studies should be

conducted.

Keywords: P3HB, PBA, skeletal muscle, myogenic differentiation, bioreactor, and

electromechanical stimulation.
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1. GIRIS

Insan1 diger canlilardan ayiran bilingli davranislaridir. insan bilingli olarak uyur, beslenir,
konusur ve bunlar gergeklestirebilmek i¢in hareket eder. Ancak viicut biitiinliiglinde bir
hasar meydana geldiginde hareketleri kisitlanir. Bu kisitlamalarin baginda kas-iskelet
sisteminde meydana gelen hasarlar gelir. Ozellikle kas sisteminde olusan yaralanmalar ve
travmalar hareketleri kisitlamasinin yaninda, psikolojik ve maddi kayiplar da meydana
getirir. Ciinkli insanin bilingli olarak yiiriittiigli tiim faaliyetler hareket kabiliyeti

kisitlandig1 i¢in sekteye ugrar.

Iskelet kasi rejenerasyon yetene@ine sahip bir doku olmasma ragmen, hacimsel kas
kayiplarinda ve agir yaralanmalarda kendini yenileyebilme yetenegi sinirli kalmaktadir.
Iskelet kasi hasarlarinin tedavisine yonelik klinikte otolog kas transferi gibi cerrahi
teknikler ve bu teknikleri destekleyen fizik tedavi gibi cerrahi olmayan tedavi yontemleri
mevcuttur [1, 2]. Ancak cerrahi yontemlerin bircogunda dondr boélge morbiditesi,
enfeksiyon ve nekroz gerceklesmekte ve bunlarin sonucunda greft basarisizligi ile
karsilagilmaktadir. Fizik tedavi ise kas kaybini azaltsa da biiyiik hacimli kas kayiplarinda
kas rejenerasyonunu saglayamamaktadir. Bu nedenle iskelet kast doku miihendisligi
yaklagimlar gelistirilmektedir. Iskelet kas1 doku miihendisligi, canli kas yapisini in vitro,
in vivo ve in situ kosullarda taklit ederek kas rejenerasyonunda kullanilabilecek

miihendislik tirlinii dokularin {iretimini amaglar.

Iskelet kas1 nano boyuttan mikro boyuta kadar hizali ve diizenli bir morfolojiye sahip
birden fazla hiicre tipini barindiran bir dokudur [3, 4]. Ayrica kas dokusu yumusak ve
elastik bir dokudur ve uygulanan mekanik kuvvet altinda lineer olmayan elastik gerinim-
gerilim davranislariyla ilgili pasif mekanik 6zelliklere sahiptir [4]. Ek olarak, iskelet kas1
etrafin1 gevreleyen noral aglar ve ndromuskiiler baglanti noktalari ile elektroaktif, kasilma
aktivitesi gosteren ve elektromekanik kuvvetlerin baskin oldugu bir dokudur [4, 5, 6]. Bu
Ozelliklerin tiimiiyle taklit edilmesi fonksiyonel bir kas dokusunun eldesi i¢in sarttir. Bu
amagla gelistirilen biyomalzeme temelli yaklagimlarda kas dokusunun hizali ve diizenli
yapisinin taklidi, kas dokusuna benzer mekanik ve elektriksel 6zelliklere sahip malzeme
secimi ve buna bagl olarak uygun iskele iiretim yonteminin secilmesi temel tasarim

parametreleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Literatiirde iskelet kasi doku miihendisligi ¢alismalarinda kas dokusuna uygun yapay
hiicre dis1 matriks (ECM) olarak kolajen, fibrin, aljinat ve ipek fibroin gibi dogal
polimerler ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli-L-laktik asit (PLLA),
polikaprolakton (PCL), polianilin (PANI) ve poliiiretan (PU) gibi sentetik polimerler
kullanilmistir [1]. Bu polimerler ile kas dokusunun karmagik morfolojik 6zelliklerini
taklit edebilmek amaciyla gozenekli doku iskeleleri, rastgele ve hizali fibr6z matriksler
ve hidrojeller {retilmis; bu yapilarin iskelet kasi farklilasmasindaki etkinligi
incelenmistir. Yalnizca hizali fiber matriksler ile yapilan ¢aligmalar, yapinin morfolojik
olarak dogal kas dokusuna benzerligi nedeniyle, kas rejenerasyonunda umut vadetmistir
[1]. Uygun malzeme arayisinda bir diger goz oniinde bulundurulmasi gereken ozellik,
gerinime diren¢li mekanik Ozelliklere sahip elastik doku iskelelerinin gelistirilmesidir.
Malzeme mekanik Ozelliklerinin yetersiz oldugu kosullarda miyojenik farklilasma
kapasitesi sinirli kalmaktadir. Calismalarda malzeme topografisi ve mekanik 6zelliklerin
her ikisi birlikte dogal kas dokusuna uygun sekilde ayarlanamadigindan miyoblastlardan
miyotiiplere farklilasma, miyotlip hizalanmas1 ve miyotiip fiizyonu istenilen diizeyde
olmamustir [7]. Son olarak, tasarlanan malzemelerin ¢evresel uyaranlari tantyabilmesi ve
uyaranlar1 hiicrelere iletebilmesi i¢in elektriksel olarak iletken veya piezoelektriklik gibi
pasif elektriksel ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bu baglamda, polivinilidin
floriir (PVDF) polimeri doku miihendisligi calismalarinda elektriksel 6zellikleri
nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak PVDF biyobozunur bir polimer degildir ve bu
nedenle iskelet kas1 doku miihendisliginde kisitli bir kullanim alanina sahiptir [8]. Tim
bunlar birlikte degerlendirildiginde, malzeme temelli yaklasimlarda 6dnemli gelismeler
olmasina ragmen, iskelet kasini tam anlamiyla taklit etmek i¢in gerekli biyokimyasal,
morfolojik, mekanik ve elektriksel 6zelliklerin tiimiine sahip olan bir biyomalzemeyi

iceren bir tasarima heniiz ulagilamamistir.

Kas rejenerasyonunda malzemenin morfolojik, mekanik ve elektriksel 6zelliklerinin
disinda, fonksiyonel miyojenik farklilagsma i¢in mekanik ve elektriksel uyaranlarin da
varligr gereklidir [9]. Miyojenik farklilagma mekanik uyaranlar ile tetiklenirken,
miyojenik maturasyon elektriksel uyaranlar varliginda gercgeklesir. Yiiksek diizeyde
farklilagmis fonksiyonel bir doku eldesi icin kas dokusuna ozgili elektromekanik
uyaranlarin taklit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla kas dokusu biyoreaktor sistemleri
gelistirilmektedir [10]. Bu reaktor sistemleri arasinda kasilma sirasinda dogal kas

dokusunda ger¢eklesen mekanik hareketleri ve noral aktiviteyi taklit edebilen mekanik
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ve elektrik uyarimli biyoreaktor sistemleri 6ne ¢ikmaktadir. Literatiirde bir¢ok mekanik
ve elektriksel uyarimli biyoreaktoér ¢alismasi mevcuttur [11]. Ancak bu calismalarda
kullanilan uyarim parametreleri degiskenlik gostermekte olup, heniiz bu konuda ortak bir
gorlis olusmamistir. Yapilan calismalar, 6n ¢alismalar ile sistematik olarak
gergeklestirilmemesine ragmen literatiire in vitro iskelet kasi doku miihendisliginde
cevresel uyaranlarin gerekliligi konusunda 6nemli veriler sunmustur. Kas dokusundaki
elektromekanik ¢evreyi senkronize bir sekilde taklit edebilen mekanik ve elektriksel
uyaranlarin birlestirilebildigi elektromekanik uyarimli hibrit biyoreaktor tasarimi oldukga
Oonemlidir. Literatlirde elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismalart olduke¢a sinirlidir.
Bu c¢alismalarda uyaranlar tek baslarina ve daha sonra simultane olarak sistematik bir
sekilde test edilmemistir. Bu nedenle miyojenik farklilasma ve maturasyon yetenegi
sinirli mithendislik iriinleri elde edilmistir. Malzeme topografisinin, mekanik ve
elektriksel oOzelliklerinin bir arada istenilen diizeyde ayarlanmasinin yaninda, kas
dokusundaki ¢evresel uyaranlarin sistematik ¢alismalar ile malzemeye uygun bir sekilde

taklit edilmesi iskelet kas1 doku miihendisliginde basari icin kilit faktordiir.

Tez caligmasinda, literatiirdeki c¢aligmalardan farkli olarak, iskelet kas dokusunu
morfolojik, mekanik ve elektriksel 6zellikleri ile bir arada taklit edebilen, miyojenik
olarak uyumlu ve miyojenik farklilagmay1 destekleyebilen; mekanik, elektriksel ve
elektromekanik uyaranlarla birlikte miyojenik maturasyon asamasinda basari
sergileyebilen ve boylece fonksiyonel bir in vitro iskelet kas1 dokusunun elde edilmesini
saglayacak biyomalzeme temelli bir yaklasim gelistirilmistir. Bu amagla literatiirde ilk
defa ana polimer olarak poli(3-hidroksibutirat) (P3HB), katki polimeri olarak poli--
alanin (PBA) kullanilmistir. P3HB iskelet kasi dokusunu taklit edebilecek kimyasal,
mekanik ve elektroaktif (piezoelektrik) 6zelliklere sahip dogal bir polimerdir. Ancak
yuksek kristalinite kaynakli kirilganhiga, diisilk biyobozunma hizina ve yiiksek
hidrofobisiteye sahip olmasit doku miihendisligi ¢alismalarinda tek basina kullanimini
kisitlamaktadir [12, 13]. Bu nedenle genellikle daha esnek polimerlerle harmanlanarak
kisitlayict 6zelliklerinde istenen degisimler saglanmaktadir. Poliamid ailesinin bir iiyesi
olan PBA ise esnek zincirlere sahip bir sentetik polimer olup, amid gruplar1 (CONH)
icerigiyle a-amino asit bazli protein molekiillerine benzemektedir [14]. P3HB polimeri
PBA polimeri ile katkilanarak, P3HB’nin doku miihendisligi a¢isindan olumsuzluk
yaratan Ozellikleri iyilestirilebilmektedir [13]. 2017 yilinda tamamlanan ¢alismamizda

piezoelektrik ozellikler sergileyen PBA ile katkilanmis P3HB fiber iskelelerin yumusak
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doku uygulamalarinda kullanilabilecegi onerilmistir [13]. Buradan yola ¢ikarak, tez
caligmasinin ilk asamasinda elektroegirme yontemi ile rastgele ve hizali fiber
morfolojisine sahip P3HB/PBA nanofiber matriksler iiretilmistir. Matriksler karakterize
edilerek, matriks Ozelliklerinin kas dokusuna uygunlugu arastirilmistir. Daha sonra
C2C12 fare miyoblast hiicre hatti ile statik hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve
cesitli analizler ile matrikslerin miyojenik uyumlulugu ve miyojenik farklilasmadaki
etkinligi arastirilmistir. Hizali matrikslerin morfolojik, mekanik ve piezoelektrik
ozellikleri ile miyojenik farklilagmay1 iistiin bir sekilde destekledigi ve hiicreleri
miyojenik maturasyon yolagina yonlendirdigi tespit edilmistir. Tez ¢aligmasinin ikinci
asamasinda, literatiirde ilk defa, hem mekanik ve elektriksel uyarimlari tek basina
saglayabilen hem de bu uyarimlarin birlestirilerek simultane olarak kullanilabildigi
elektromekanik uyarimli bir hibrit biyoreaktdr grubumuzca tasarlanmis ve hizali
matriksler ile sistematik dinamik hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Bildigimiz
kadariyla, hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 Oncesinde malzemenin mekanik ve elektriksel
uyarimlara verdigi cevap daha oOnce hi¢ arastirilmamistir. Malzemenin uyarimlara
verecegi cevap hiicre kiiltiirli asamasinda miyojenik farklilasma basarisin1 dogrudan
etkileyeceginden, tez ¢alismasinda, dinamik hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan 6nce bir¢ok
parametrede matriksler ile mekanik ve elektriksel uyarimli biyoreaktorde denemeler
yapilmistir. Denemeler sonrasinda en uygun parametreler ile mekanik, elektriksel ve
elektromekanik biyoreaktorde dinamik kiiltiir caligmalar1 gerceklestirilmis ve elde edilen
doku miihendisligi {irlinliniin iskelet kasit doku miihendisliginde kullanimi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Tez ¢alismasinda incelenen konulara ydnelik literatiir bilgileri bu bdliimde verilmistir. 1k
kisimda iskelet kas1 fizyolojisi ve histolojisi, iskelet kasinin kasilma aktivitesi, iskelet kas1
yenilenmesi (miyogenez) ve miyojenik farklilasmanin yani sira bu siirecleri kontrol eden
gen ve faktorlerin regiilasyonu ile ilgili bilgiler sunulmustur. ikinci kisimda iskelet kas1
kayiplarinda ve hasarlarinda uygulanan mevcut tedavi yontemleri, tedavilerde basari
saglanamamasindan dolay1 gelistirilen iskelet kasi doku miihendisligi yontemleri ve
kullanilan biyomalzemeler ve biyoreaktorlere ait bilgiler ve ¢aligmalar 6zetlenmistir. Son
kisimda ise ¢alismada kullanilan poli(3-hidroksibutirat) (P3HB) ve poli-p-alanin (PBA)
polimerlerinin 6zellikleri, iskelet kas1 doku miihendisligi i¢in 6nemli pasif elektriksel
ozelliklerden biri olan piezoelektrisite ve P3HB’ye 6zgii piezoelektrik 6zellikler ile ilgili

bilgiler verilmistir.
2.1. Iskelet Kas1 Fizyolojisi ve Histolojisi

Iskelet kas1; miyofibrilleri, kan damarlarini, sinirleri, hiicre-dis1 bag dokusunu ve birden
fazla hiicre tipini barindiran kompozit bir dokudur. Temel yapisal birimi miyofibrillerdir.
Miyofibriller, organize kasilabilen proteinlerden olusan paralel yonelimli fibroz
birimlerdir. Bu yapilarin ¢ap1 genellikle kas yapisina bagli olarak 1-3 um civarindadir
[15, 16]. Miyofibriller paketler halinde bir araya gelerek iskelet kasini olusturur. Her bir
miyofibril paketi bag dokusu ile sarilidir. Bag dokusu kas seklini korur ve hareket
sirasinda miyofibrillerin arasinda sinerji saglar. Miyofibrillerin dis bolgelerinde yiiksek
oksijen gereksiniminin karsilandigr kan damari aglar1 bulunur. Ayrica kas sistemi,
elektriksel uyarilarin iletildigi néromuskiiler baglanti noktalar ile sinir sistemine baglidir
[17]. Iskelet kas1 nano boyuttan mikro boyuta kadar birbirine paralel olarak hizalanmig

fiber yapilardan olusur [3, 4]. Iskelet kasinin hiyerarsik yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. iskelet kasinin hiyerarsik yapisi, /18] ‘den degistirilerek.

Kas hiicresinin zarina sarkolemma, sitoplazmasina sarkoplazma, mitokondrisine
sarkozom ve endoplazmik retikulumuna sarkoplazmik retikulum adi verilir. Sarkolemma
her kas demetini saran ve bir nevi bariyer olusturan tiibiiler bir kiliftir. Sarkolemma
icindeki oyuklar "transvers tiibiil" (T tiibiil) olarak adlandirilir ve iyon degisimi i¢in
onemli bir islev goriir [19]. Cizgili kas hiicreleri hiicre sinirlart segilemeyecek sekilde
diger kas hiicreleri ile fiizyona ugrar. Bu nedenle iskelet kas dokusu ¢ok ¢ekirdekli bir
goriinim alir. Oval ve uzamis formdaki c¢ekirdekler genellikle dis kisimda,
sarkolemmanin hemen altinda yer alir [20]. Iskelet kasi1 hiicre dis1 matriksi (ECM),
glikozaminoglikanlar1 (GAG); hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, dermatan siilfat,
heparin, heparin siilfat ve keratan stilfat gibi bilesenleri; yapisal fibroz proteinleri (kolajen
ve elastin gibi); adezif proteinleri (fibronektin, laminin, tenasin, entaktin, vitronektin,
integrin, selektin, VCAM ve ICAM gibi) ve diger proteinleri (fibrillin, fibulin, nudelin,
netrin, galaktin ve glutaktin gibi) igerir [21]. Kas dokusunu ¢evreleyen bag dokusu ise
distan ice dogru; epimisyum, perimisyum ve endomisyumdan olusur. Endomisyumda kas
fibrillerinin besin ve Oz aligverisini saglayan kilcal damarlar bulunur. Birden fazla kas
fibrili perimisyum tarafindan sarilarak fasikiilleri olusturur. Perimisyum, 10 ila 100
fasikiilii cevreleyebilir. Kas fasikiilleri gruplanarak epimisyum tarafindan ¢evrelenen kas
demetini olusturur [22]. Katmanli bag dokusu ile sarilmig diizenli fiberlerin sematik ve

elektron mikroskobu fotograflar1 Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Sigir semitendinosus kasi intramuskiiler bag dokusu (endomisyum) elektron
mikroskobu fotografi (biiyiitme: 480X) (a), iskelet kasi organizasyonuna ve kasi
cevreleyen bag dokularina ait sematik goriintii (b) ve iskelet kasi fiberlerinin genel
organizasyonunu gosteren elektron mikroskobu fotografi (biiytlitme: 6,5KX) (Sr, S ve M
ile belirtilen bolgeler sirasiyla; sarkoplazma tabakalarini, sarkomerleri ve miyofibrilleri

ifade etmektedir.) (¢), /22] 'den degistirilerek.

Kas fibrilleri, birkag yiiz ile birkag¢ bin miyofibril igerir. Miyofibriller, aktin, miyozin ve
destek proteinlerinden meydana gelir. Iskelet kas filamentleri aktin, tropomiyozin,
troponin ve tiyozin olmak iizere 4 temel proteinden olusur. Ek olarak, titin, dezmin,
vimentin, nebulin, a-aktinin, miyomezin ve C proteini gibi yapisal proteinler de bulunur
(Sekil 2.3). Cizgili kasin %55’ini miyozin ve aktin proteinleri olusturur. Ince filamentler
aktin, tropomiyozin ve troponinden olusurken; kalin filamentler miyozinden olusur.
Aktin ve miyozin diizeni iskelet kasina mikroskobik ¢izgili goriiniimiinii verir ve
sarkomer ad1 verilen fonksiyonel birimleri olusturur. Sarkomer, M-¢izgisi, Z-disk, H-
bandi, A-bandi ve I-bandini igerir [23]. Sarkomer, Z-diskleri arasinda bulunan miyofibril
bolgesi olarak tanimlanir. Bir sarkomer, kasilma hareketi baglamamis memeli kasinda 2-
3 um uzunlugundadir ve kasilma hareketi bagladiginda 4 um'den fazla uzayabilir ya da 1
um'ye kadar kisalabilir [22]. Koyu renkli A bandi, miyozinden olusan kalin filamentleri

icerir ve sarkomerin merkezine dogru uzanirken Z-disklere dogru genigler. Kalin
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filamentler, sarkomerin ortasinda M-¢izgisi (miyomesin proteini) ile ortalanir. Daha ag¢ik
I-band1 bolgeleri, a-aktinin ile Z-disklere baglanan ince filamentleri igerir. Ince
filamentler A-bandina dogru uzanir ve kalin filament bolgeleriyle Ortiisiir. A-bandi, kalin
miyozin ve ince aktin filamentleri icerdigi i¢in koyu renklidir. A-bandinin ortasindaki H-
bandi, sadece kalin filamentleri i¢erdigi i¢in biraz daha agik renklidir. Kasilma sirasinda
miyofilamentler birbirlerinin iizerinde kayarlar ve miyofilament uzunlugu degismez. Z-
diskler arasindaki mesafe azalir ve sarkomer kisalir. Sarkomer ile iliskilendirilen diger
yapisal proteinler aktif kuvvet liretiminde dogrudan rol oynamaz. Yapisal proteinler,

hizalanmaya yardimci olur ve sarkomer elastisitesini arttirir [24].
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Sekil 2.3. Sarkomerin molekiiler yapis1 (a), miyofibril elektron mikroskobu fotografi
(biiyiitme: 35 KX) (ince (aktin) filamentlerden olusan ve Z diski tarafindan ikiye bdliinen
I bandi, kalin (miyozin) filamentlerden olusan A bandi. A bandinda bulunan diger bantlar
ve ¢izgiler; H band1 ve M ¢izgisi.) (b), uyarilmis ve dinlenme konumundaki sarkomer (c)

ve ¢izgili kas sarkomer organizasyonu (d), /22] ‘den degistirilerek.

2.2. iskelet Kasinda Kasilma AKtivitesi

Iskelet kasi viicudun %40'm1 ve dinlenme metabolizmasmm %30'unu olusturur.

Dinlenme kosullarinda, kalp debisinin yaklasik %20'si kas boyunca geger, agir egzersiz

stirasinda ise kas, kalp debisinin %80'ini kullanir [25]. Bu nedenle iskelet kasi, kikirdak
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ve kemik dokudan daha yiiksek kiitle transferine ihtiya¢ duyar. Miyozin agir zincir
(myosin heavy chain-MHC) izoformlarina gore iskelet kasindaki fibriller, oksidatif yavas
kasilan (tip-I) ve glikolitik hizli kasilan (tip-II) olmak tizere iki ana kategoriye ayrilirlar.
Iki fibril tipi de hem metabolizmalar1 agisindan hem de sarkomerlerinin bilesimi
acisindan farklidirlar. Yavas kasilan fibriller uzun mesafe kosular1 gibi az yogun ancak
uzun siireli aktivitelerde, hizli kasilan fibriller ise sprint kosular1 gibi ¢ok yogun ancak

kisa stireli aktivitelerde etkindir.
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Sekil 2.4. Noromuskiiler baglanti noktasi sematik goriintiisii (a), ndromuskiiler baglanti
noktasi elektron mikroskop fotografi (biiyiitme: 32 KX) (M, SV ve S ile belirtilen bolgeler
sirastyla; mitokondri topluluklarini, sinaptik vezikiilleri ve Schwann hiicre sitoplazmasini
ifade ederken, JF, SnC, N ve MF ile gosterilen bolgeler sirasiyla; baglant1 katlanma
noktalarini, subnoral ¢atlaklari, kas fiberinin c¢ekirdegini ve miyofibrilleri temsil
etmektedir.), (b) néromuskiiler baglanti noktasinda motor sinir fotomikrografi (biiyiitme:
620X) (siyah oklar kas icerisine sinyal iletimini saglayan sinir dallarin1 gostermektedir.)

(c), [22] 'den degistirilerek.



Iskelet kas1 dokusu elektriksel uyaranlara cevap verebilen, elektroaktif dzelliklere sahip
ve kasilma aktivitesi gosterebilen bir dokudur. Ozellikle elektromekanik sinyaller iskelet
kas1 dokusundaki ana fiziksel uyaranlardan biridir [5, 6]. Kalp kas1 kendiliginden kasilma
ozelligine sahipken, iskelet kasi spontan membran depolarizasyonunu saglayan iyon
kanallar1 olmadigindan, kendiliginden kasilma aktivitesi gosteremez ve iskelet kasinin
aktivasyonu ancak sinir uyarim ile gergeklestirilebilir. Iskelet kasi, omurilik veya
beyincikten kdken alan motor ndronlar tarafindan yogun bir sekilde innerve edilir. Iskelet
kasma baglanan motor sinirlere ek olarak ¢ok sayida duyu siniri de bulunur. Duyu
sinirlerinin bir kism1 agr1 duyusunu algilar ve kasilmanin sonlanmasi gerektigini merkezi
sinir sistemine iletir [26]. Motor ndron uglarina ulasan elektriksel uyarim biiyiik kas
fiberlerini aktive etmek i¢in yetersiz oldugundan néronlarin iskelet kas fiberlerine
baglandig1 kompartimanlar yani sinir-kas kavsaklar1 (néromuskiiler baglant1 noktalari)

kullanilir (Sekil 2.4).

Noromuskiiler baglant1 noktalari asetilkolin gibi 6nemli norotransmiterleri iletmek igin
uygun bir ortam saglar [18]. Elektriksel uyarim, noéromuskiiler baglanti noktalarinda
artirilarak kas plakalarina iletilir ve kas kasilmasi tetiklenmis olur. Sarkolemma,
membran potansiyelini korumak ve aksiyon potansiyeli olusturmak ic¢in gerekli voltaj
kapil1 iyon kanallarini icerir [27]. Iskelet kas dokusunda olusan aksiyon potansiyeli Sekil
2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5. Iskelet kasinda aksiyon potansiyeli.

Iskelet kas demetinin kasilmasi, motor ndronun aksonu boyunca iletilen sinir impulsunun
noromuskiiler baglantiya ulagmasi ile baglatilir. Sinir impulsu, asetilkolinin sinaptik
bosluga salinmasini tetikler. Kas zarinda bulunan asetilkolin kapili katyon kanallar1 agilir.
Kas lifi zarinda yogun olarak bulunan Na" iyonlar1 bu kanallardan igeri girer. Bu yolla

bolgesel bir depolarizasyon olusur. Depolarizasyonla birlikte kas lifi zarinda aksiyon
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potansiyeli baglar. Aksiyon potansiyeli tiim kas lifi zarin1 depolarize eder ve kas lifi
merkezine dogru yayilarak, sarkoplazmik retikulumda depolanmis Ca®* iyonlar1 serbest
kalir. Kalsiyum iyonlar1 aktin ve miyozin iplik¢iklerin ¢ekici giic olusturmasini saglar.
Bir saniye gibi kisa bir siirede kalsiyum, zar pompasi ile sarkoplazmik retikuluma geri
pompalanir ve yeni bir kas aksiyon potansiyeli gelinceye kadar orada depolanir. Kalsiyum

iyonlariin uzaklastirilmasi kasilma isleminin sonlanmasina neden olur [22].

Aksiyon potansiyeli olustugunda, sarkolemma iizerinde dalgalar halinde yayilir. Iskelet
kas1 sarkolemmast, hiicre ylizeyine dik bir sekilde hiicre i¢ine dogru uzanan t-tiibiiler adi
verilen yapilardan olusur. Aksiyon potansiyeli t-tlibiiler membran boyunca ilerleyerek
elektriksel sinyali kimyasal sinyale doniistiiren ve kasilabilir elemanlarin aktivasyonunu
tetikleyecek yapilara iletilir. Tek bir iskelet kas fiberi tarafindan iiretilen kuvvet hem
fiberin kesit alaninin hem de uzunlugunun bir fonksiyonudur. Tek bir motor néron birden
fazla kas fiberini uyarir. Bir motor néron ve uyardigi kas fiberleri bir araya gelerek bir
motor birimi olusturur. Motor birim igindeki kas fiberlerinin sayis1 farklilik gosterir. En
kiiciik motor birim, 3 ile 10 kas fiberini icerebilen ince ve karmasik hareketler icin
kullanilan kaslarda bulunur. Daha biiylik motor birimler ise, birkag yiiz kas fiberine sahip
olabilen ve giiclii hareketler icin kullanilan kaslarda bulunur. Bir kasin giderek artan bir
gerilim tretmesi gerektiginde, baslangigta kasin igindeki en kiiciik motor birimler
kullanilir. Ytk arttik¢a giderek daha biiyiik motor birimler devreye alinir [27]. Bu nedenle
fonksiyonel bir motor birim kas dokusunun en 6nemli bilesenidir. Sekil 2.6’da kas

dokusundaki motor birim sematize edilmistir.
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Sekil 2.6. Iskelet kas1 dokusunda motor birim, /28] ‘den degistirilerek.
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2.3. iskelet Kasinin Gorevleri

Iskelet kasinin baslica gérevleri; hareket iiretebilmek amaciyla kasilmak, viicut postiiriinii
ve pozisyonunu siirdlirmek, viicut sicakligini korumak, besinleri depolamak ve eklemleri
stabilize etmektir. Mekanik olarak, iskelet kasinin temel islevi kimyasal enerjiyi mekanik
enerjiye doniistiirmek, bdylece kuvvet ve gilic liretmektir. Metabolik olarak, iskelet
kasinin temel islevi karbonhidrat ve amino asit gibi temel bilesenlerin depolama alani
olarak hizmet etmek ve bazal enerji metabolizmasina katkida bulunmaktir. Viicut 1sis1
iiretmek de iskelet kasinin temel islevleri arasindadir. Uretilen bu 1s1 aslinda kas
aktivitesinin bir yan iriiniidiir ve genellikle bosa harcanir. Viicut, asir1 soguk ile
karsilastiginda, homeostatik bir yanit olarak kaslara titreme kasilmalarini tetiklemek

tizere sinyaller gonderir ve bu islem gerekli 1s1y1 iiretir [29].
2.4. Iskelet Kas1 Yenilenmesi (Miyogenez) ve Farkhlasma

Iskelet kasi, satelit hiicreler olarak bilinen yerlesik multipotent kok hiicrelerinin
aktivasyonu ile endojen yetenegine sahiptir. Satelit hiicrelerin kas yenilenmesindeki
gorevinin yaninda, dokudaki farklilasmamis hiicre popiilasyonunu koruyabilmek ig¢in
kendini yenileyebilme kapasitesi de bulunmaktadir. Herhangi bir yaralanma/travma
sonrasi kas yenilenmesi (miyogenez) baslar, satelit hiicreler aktive olur, proliferasyona
gider ve ardindan miyoblastlara farklilasirlar. Miyoblastlar bir araya gelerek miyotiipleri,
miyotiipler ise miyofibrilleri olusturarak kas dokusuyla biitiinlesirler [30]. Ancak, her
yaralanma satelit hiicrelerinin aktive olmasi ile iyilesemez. Bu iyilesme %1-5 ile
stnirlidir.  Bircok vakada (Ornegin askeri yaralanmalar, trafik kazalari, cerrahi
miidahaleler) hacimsel kas kayb1 yasanir ya da yara bolgesinde fibroz yara dokusu veya
yag dokusu olusumu gerceklesir. Bu dokular, kas dokusunun kasilma gibi islevlerinden
farkli 6zelliklere sahiptir ve ana kas dokusu ile biitiinlesemediklerinden kas dokusunun

islevini yitirmesine neden olurlar [31].

Iskelet kasi hasarlarinda, miyojenik ¢evre ¢ok fazla miktarda immiinolojik hiicre
barindirmaktadir. Yaralanma sonrasi kas fibrilleri yirtilir ve nekroza giderler. Kesintiye
ugrayan fibriller tarafindan salgilanan faktorler, inflamatuar hiicrelerin yara bolgesine
gelmesi icin kemotaktik sinyaller yayarak mononiikleer inflamasyonu etkinlestirirler.
Yaralanmay1 takip eden 2 saat igerisinde bolgeye ulagan makrofaj ve notrofiller yarali
bolgeyi tamamen sararlar. Ardindan nekrotik fibriller ve hiicresel atiklar makrofajlar

tarafindan fagosite edilmeye baglar. Yaralanma sonrasi ortamda iki tip makrofaj yer alir.
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Pro-enflamatuar makrofajlar (M 1) kopan fibrillerin fagositozundan, satelit hiicreler dahil
olmak tizere kas progenitdr hiicrelerinin aktivasyonundan ve takviyesinden sorumludur.
Anti-enflamatuar makrofajlar (M2) ise yeni kas fibrillerinin olusmasini saglayan satelit
hiicrelerinden tliremis miyoblastlarin  proliferasyonundan ve farklilagmasindan
sorumludur. Son olarak ise yeni olusan miyotiipler mevcut miyotiiplerle birlikte
yapilandirilir. Yara dokusu sekil degistirir ve kas dokusu yeniden kasilma fonksiyonunu

yerine getirmeye baglar [32].

Miyojenik farklilasma ise, farklilagma asamasi (erken donem) ve maturasyon asamasi
(ge¢ donem) olmak iizere iki asamada incelenebilir. Erken donemde miyoblastlar cogalir
ve yayilirlar, ardindan miyositlere farklilasarak diizenli ve hizalanmis yapilar
olusturmaya baslarlar. Olusan diizenli yapilar flizyona ugrayarak miyotiipleri meydana
getirir. Ge¢ donemde ise olusan miyotiipler sikica paketlenir, ndromuskiiler baglanti

noktalar1 olusur ve kasilma aktivitesi baglar [32].
2.5. Iskelet Kas1 Dokusunda Gen Regiilasyonu

Hiicre dongiisii temel olarak mitoz (M faz1), sentez (S fazi) ve bu fazlarin arasinda bosluk
olarak da adlandirilan G1 ve G2 fazlarindan olusur. G1, S ve G2 hep birlikte hiicre
dongiisiiniin interfaz bolimiinii meydana getirir. Hazirlik evresi olan G1 faz1 mitozdan
hemen sonra baslar ve bu siiregte ribozomlar, enzimler ve membran tiirevi organeller gibi
pek cok sitoplazmik elementin sentezi yapilir. Kopyalama evresi olan S fazinda, DNA
replikasyonu her bir kromozomu kopyalayarak kromozom sayisinin ikiye katlanmasini
saglar. Son kontrollerin yapildig1 G2 fazinda mitozun baglamasina onciiliik edilir. Hiicre
dongiisii siiresi organizmalar arasinda cesitlilik gosterir. Bu degiskenlik G1 fazinda
harcanan siireden kaynaklanir. Ornegin insan deri hiicrelerinin dongiisii devamlidir. Sinir
hiicreleri hi¢cbir zaman G1 fazindan ¢ikamazlar. Ancak beyaz kan hiicreleri, 6zellesmis
miyoblast alt popiilasyonu olan satelit hiicreler gibi hiicreler zaman zaman suskun faz
olan GO fazindan ¢ikip hiicre dongiisiine girebilirler. Hiicre dongiisii, ilgili genler ve
proteinler tarafindan oldukca siki kontrol edilir. Bu kontrol G1/S ve G2/M gecis

noktalarinin yakinlarinda protein kinazlar ve siklin proteinlerince gergeklestirilir.

Hiicresel ekspresyon ve sinyalizasyon acisindan, miyoblastlarin farklilagsmasi ve
maturasyonu miyojenik prekiirsorler tarafindan mRNA’lar1 eksprese edilen basic-helix-
loop-helix (bHLH) ailesinin birer iiyesi olan MyoD, Myogenin, Myf5 ve MRF4/Myt6
miyojenik faktorleri ile programlanir (Sekil 2.7). Myf5 ve MyoD en erken donemde,

13



Myogenin ve MRF4 ise erken donem farklilagmada eksprese olur. MyoD eksprese
olduktan sonra hiicre dongiisiinden ¢ikis1 diizenli bir sekilde kontrol eder. Hiicreler
farklilagsmak iizere G1 fazinda hiicre dongiisiinden ¢iktiklarinda farklilasma kararlarim
Myogenin verir. Bu nedenle farklilasmig hiicreler yiiksek oranda MyoD ve Myogenin
eksprese eder [33]. Farklilasmamis miyoblastlar, hiicre dongiisiinden GO fazina ¢gikmig
%10’luk bir popiilasyona tekabiil eden ve hiicre havuzunun korunmasini saglayan bir

grup hiicreyi de bulundurur.

MHC, sitokinezden kas kasilmasina kadar cesitli hiicresel aktivitelerde aktin ile
etkilesime giren 0karyotik bir motor proteindir. MHC genleri hem yasa hem de yasanan
cografyaya bagl olarak diizenlenir. Bu nedenle MHC proteinlerinin farkli ifadesi, kas
gruplarinin fiber kompozisyonunu kasin bulundugu konumun bir fonksiyonu olarak
degistirir [34]. Iskelet kasinin kasilma fonksiyonu temel olarak MHC izoformlarinin
ekspresyonu tarafindan diizenlenir. Yetigskin insan iskelet kasi1 iic MHC izoformunu
(MHC-I, MHC-IIa ve MHC-IIx) ifade eder. MHC-I ifade eden kaslar yavas kasilir ancak
yorgunluga direnglidir, MHC-Ila ve MHC-IIx ifade eden kaslar ise hizl1 ve giiclii kasilir
ancak yorgunluga daha az direnglidir. Iskelet kasinin kasilma siiresi, kasilma giicii ve
yorgunluga kars1 direnci gibi karakteristikleri kas fiberlerinde farkli MHC izoformlarinin

ifade derecesine biiyiik ol¢lide baghdir [35].

Iskelet miyoblastlarinin farklilasmasi kiiltiir ortaminda serum tarafindan kontrol edilir.
Serum orani belli bir degerin altma diistiigiinde farklilagma baslar. i1k erken gen iiriinleri
olan c-myc, c-fos ve c-jun, miyogenez i¢in inhibitdr etkisi gosterirler. Bu iiriinlerin ifadesi
serum varligi ile indiiklenir. Bugiline kadar yapilmis c¢alismalarda belli bir seviyenin
tizerindeki serum miktarinin miyoblastlarin S fazina girmesini indiikledigi ve
farklilagsmay1 inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda ¢esitli sinyal yollar1 biiyiime
faktorleri ile indiiklenirse proliferasyon tetiklenir, ancak miyogenez inhibe olur. En
bilinen farklilagsma inhibitdrleri fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve doniistiiriicii biiytime
faktorii (TGF-B)’diir. Bu biiylime faktorlerinin yukarida bahsedilen ilk gen iiriinlerinin
sentezini tetikledigi ve ayrica TGF-f3’nin Myogenin ve MyoD aktivasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. FGF ve TGF-B’nin aksine, insiilin benzeri biiylime faktorii IGF I ve IGF
IT miyoblast farklilagmasini aktive eder [33].
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Sekil 2.7. Miyoblastlardan miyotiiplere farklilasma ve siireglerdeki gen ifadeleri,
[18] 'den degistirilerek.

Ara filamentler (Intermediate filaments, IFs) mikrofilamentlerden daha kalin,
mikrotiibiillerden daha ince yapida hiicre iskeleti elemanlaridir. Ara filamentler
farklilasan kas hiicrelerinde ifade edilmektedir. Ara filament proteinleri hiicre tiirline
bagl olarak degiskenlik gosterir ve hiicre farklilagmasi sirasinda gelisimsel olarak
diizenlenir. Ara filament proteinleri alt1 ana gruba ayrilir: Epitelyal ve epitelyal kokenli
hiicrelerde bulunan asidik keratin filamentler (tip I) ve notr veya bazik keratin filamentler
(tip II), glial ve glial kokenli hiicrelerde bulunan glial filamentler (tip III), diiz kas, iskelet
kas1 ve kalp kasi hiicrelerinde ve mezenkimal kdkenli hiicrelerde bulunan desmin ve
vimentin filamentleri (tip III), merkezi ve periferik sinir sistemi noronlarinda bulunan
norofilamentler (tip IV), niikleer matrikslerde bulunan laminler (tip V) ve gelismekte olan
merkezi sinir sisteminde bulunan nestin (tip VI). Desmin gibi ara filamentler dogrudan
iskelet kasinda bulunsalar da noérofilamentlerin (NF) iskelet kasi dokusunda ifade
edilmesi miyonenik farklilagsma, olgunlagsma ve miyofibrillogenez asamalarinda oldukca
onemli bir iglev gormektedir. Norofilamentler, 68 kDa, 140 kDa ve 200 kDa molekiil
agirliklarina sahip li¢ ana polipeptitten olusur ve sirastyla NF68K, NF140K ve NF200K
seklinde adlandirilirlar. Yapilan ¢alismalarda miyoblast hiicrelerinin NF140K ve

NF200K proteinlerini ifade ettikleri gosterilmistir [36, 37].

Noromuskiiler baglant1 noktasi, motor néron aksonundan salinan asetilkolinin (AChR)
iskelet kasindaki reseptorii ile etkilesimi yoluyla kas fiberini uyardigr kimyasal bir
sinapsis noktasidir. Noromuskiiler baglanti noktalarinin sarkolemma (postsinaptik)
tarafinda asetilkolin reseptdrleri ve Na?* kanallar1 bulunur. Bu bolgede, membran genis
krestler ve cukurlar halinde katlanmistir; AChR’lar bunlardan birine, Na?* kanallari
digerine yerlesik konumdadir. Bu diizenleme, AChR'larin néron tarafindan kimyasal bir

sinyal aldiginda yanit1 transdiiksiyon yoluyla sodyum kanallarina gondererek aksiyon
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potansiyeli iretmesini saglar [38]. Yapilan ¢alismalar, AChR ifadesinin ve
miyotiiplerdeki kiimelenmelerinin, kas fiberlerinde aktivasyonun indiiklenmesi i¢in
gereken bir faktdr oldugunu gdstermektedir [39]. Iskelet kasinin innerve edildigi
néromuskiiler baglanti noktalarinin gelisimi, miyofiberlerde AChR kiimelenmesinin
fonksiyonel modiilasyonunu gerektirir. Ancak, in vitro AChR kiimelenmesi {izerine
yapilan caligmalar genellikle ii¢ boyutlu bir yapiya sahip olmayan monokatmanli kas
hiicresi kiiltiirlerinde gerceklestirilir. Iskelet kasi uyarilmasinin temelindeki yapi-
fonksiyon iligkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in canli kas yapisini taklit eden

morfolojiye sahip bir kas sistemi gereklidir [40].
2.6. Iskelet Kas1 Kayb1 ve Hasarlarinda Mevcut Tedavi Yontemleri

Hacimsel kas kayiplar1 i¢in mevcut tedavi yontemleri genellikle otolog kas greftlerinin
transplantasyonunu ve fizik tedaviyi temel almaktadir [1, 2]. Otolog kas transferi,
genellikle travma, tiimor rezeksiyonu veya sinir yaralanmasi sonrasinda biiyiik kas
kayiplar1 yasandiginda uygulanmaktadir. Ileri sinir yaralanmalar1 veya ciddi travmalar
nedeniyle ilgili kas kullanilamadiginda ise serbest fonksiyonel kas transferi (FFMT) adi
verilen otolog kas nakli de uygulanabilmektedir. Kas flepleri makul diizeyde
fonksiyoneliteyi saglayabilmektedir, ancak dondr bdlge morbiditesine ve yetersiz
innervasiyona neden olmaktadir. Ayrica, rekonstriiktif cerrahilerin %10'undan fazlasinda
enfeksiyon ve nekroz gibi komplikasyonlar nedeniyle greft basarisizligir goriilmektedir.
Ek olarak, bu tip cerrahiler icin otolog kas kaynagi bulmak, 6zellikle hasta ciddi bir

yaralanma geg¢irmisse, sorun yaratmaktadir.

Egzersiz, iskelet kas kiitlesinin azalmasini1 6nleme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle fizik
tedavi, cerrahi tekniklere ek olarak, kas dokusunun onarimini ve rejenerasyonunu
saglamanin invaziv olmayan bir yoludur. Fiziksel rehabilitasyonun, bagisiklik tepkisini
modiile ettigi, biiyiime faktorlerinin salimmi ve vaskiilarizasyonu arttirdig1 ve yara izi
olusumunu azalttig1 yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica, egzersizin hayvanlarda
ve insanlarda kas dokusundaki IGF-1 sinyal yolagini indiikledigi ve kas atrofisini 6nledigi
bildirilmistir. Fizik tedavi kas kaybini azaltmaktadir; ancak biiylik hacimli kas
kayiplarinda kas rejenerasyonunu saglayamamaktadir. Ek olarak, ciddi hastaliklar1 veya
yaralanmalar1 olan hastalar sik sik diizenli egzersiz yapamamaktadir. Bir diger tedavi
yontemi ise elektrikli akupunktur tedavisidir. Bu yontemin satelit hiicre proliferasyonunu
arttirdigr gosterilmistir. Akupunktur ve diisiik frekansta elektriksel uyarimin (Akup-

LFES) birlestirilmesi ile kas kasilmas1 uyarilarak fiziksel egzersiz taklit edilmekte ve bu
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tip bir uyarim ile kas rejenerasyonu arttirilmaktadir. Bu yontem sik olarak egzersiz
yapamayan hastalar i¢in uygun olmakla birlikte, travma veya tiimor rezeksiyonu sonrasi
biiylik hacimli kas defektlerinin rejenerasyonunda basarili degildir. Ayrica, Akup-
LFES'nin standart bir kas atrofisi tedavisi olarak kullanilabilmesi i¢in uygulama

kosullarinin optimize edilmesine yonelik ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.

ECM proteinlerinden olusan biyolojik iskeleler de genellikle doku rekonstriiksiyonu ve
rejenerasyonu ic¢in cerrahi miidahalelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyolojik
iskeleler yapisal ve biyokimyasal bir ¢erceve sunmaktadir. Kii¢iik miktarlardaki kas
kayiplart icin bircok dokudan tiiretilmis biyolojik iskele, hayvan modellerinde test
edilmis ve cerrahi uygulamalarda kullanilmistir. Ancak, allojenik veya zenojenik
iskeleler, deseliilerize edildiklerinde dahi olumsuz immiin tepkiye neden olabilmekte ve
enfeksiyon riskini arttirmaktadir. Bu nedenle, biiyiik kas dokularmin onarimi ve

rejenerasyonunu daha giivenli bir sekilde saglayabilen yeni stratejilere ihtiyac vardir [1,
2].

2.7. Iskelet Kas1 Doku Miihendisligi

Iskelet kas1 doku miihendisligi, mevcut tedavi yontemlerine alternatif olacak yaklasimlar
gelistirmektedir (Sekil 2.8). Bu konu dahilinde temel iki yaklasim sdz konusudur. ki, 3
boyutlu (3B) veya 2 boyutlu (2B) biyomalzemelerden firetilmis doku iskelelerinin
hiicrelerle kiiltiirasyonu sonrasi in vitro, in vivo ve in situ ¢alismalar kapsar. ikincisi ise,
aseliiler biyolojik doku iskelelerinin kok hiicrelerle etkilesimi ve implantasyonunu

kapsamaktadir [1].

Bu iki yaklasimda da ortak problem hiicre kaynagidir. Ilk tercih edilen hiicre kaynag
insan kaynakli satelit hiicreleridir. Ancak bu tip hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiirasyonu
olduke¢a zordur. Hayvan kokenli primer satelit hiicreleri ise immiin yanit olusturmayacak
sekilde gelistirilen hayvan modellerinden izole edilerek kullanilabilir, izolasyonu ve
kiiltiirasyonu daha kolaydir. Mezenkimal kok hiicreler (MSC), hematopoetik kok hiicreler
(HSC) ve embriyonik kok hiicreler gibi miyojenik karakterli hiicrelere farklilasma

kapasitesi olan hiicreler de kullanilabilir.
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Sekil 2.8. Iskelet kas1 doku miithendisligi yaklasimlari, /1] ‘den degistirilerek.

Genellikle, iskelet kas1 doku miihendisligi yaklagimlarinda satelit hiicrelerinin rejeneratif
kabiliyeti ile ¢ogalma ve farklilagsma potansiyellerine giivenilir. Ancak, miyofiberlere
yonelik farklilasma siireclerinin, in vitro ortamda indiiklenip kontrol edilmesi hala
oldukca zor goriinmektedir. Bu nedenle, iskelet kas1 dokusunun in vitro olusumu ile ilgili
bir¢ok calismada C3H fare iskelet kasindan izole edilen satelit hiicrelerinin dogrulanmis
bir hiicre dizisi olan C2C12 hiicre hatt1 kullanilmaktadir [41]. C2C12 hiicrelerine erigsim
olduk¢a kolaydir, kiiltiirasyonu daha ucuzdur ve birincil hiicrelere gore daha hizli
cogalirlar. Bununla birlikte, kas fizyolojisini incelemek icin C2CI12 hiicre hattinin
kullanimi1, primer hiicrelere kiyasla yapisma 6zelliklerinde ve metabolik profillerdeki

farkliliklara bagli olarak sorgulanmaktadir. Diger yandan, C2C12 hiicre hattinin dogal




kas ile benzer uzunluk-gerilim iligkileri sergiledigi goOsterilmistir. Primer hiicre
izolasyonunun olduk¢a degisken parametrelere sahip oldugu diisiiniildiigiinde, tekrar
edilebilirlik ve kontrol edilebilirlik acisindan C2C12 hiicre hattinin kullantminin uygun

oldugu degerlendirilmistir [42].

Iskelet kas1 doku miihendisliinde in vitro, in vivo ve in situ ¢alismalarin bir diger ortak
problemi, miyojenik farklilagsmay1 destekleyen yapay ECM malzemelerinin eksikligidir.
Malzeme kaynakli problemler, calismalar acisindan énemli sinirlamalar getirmektedir.
Miyoblastlarin miyotiiplere istenilen sekilde farklilastirilamamasi1 ve farklilasan
miyotiiplerin dogru dizilimde olmamasi nedeniyle kas fonksiyonlarmin saglanamamasi,
yilksek miyofiber yogunluguna ve dizilimine sahip biyiik kas yapilarinin
iiretilememesine neden olmaktadir. Miyoblastlar miyotiiplere farklilastirilsa bile, substrat
ozelliklerinin (elastisite, sertlik ve yumusaklik problemi) yetersizligi nedeniyle
miyotiiplerin yiizeyden ayrilmalar1 ve nanotopografinin kas yapisina benzetilememesi
(boyutsal, cap ve uzunluk olarak), iiretilen doku miihendisligi {iriinlerinin mekanik ve
yapisal olarak dogal doku o6zelliklerini karsilayamamasinin en 6nemli nedenleridir.
Bunlarin disinda vaskiilarizasyon ve kas doku yapisinin karmagikligi gibi durumlar da
sorun yaratmaktadir. Miyoblastlarin miyotiiplere farklilastiktan sonra yiizeyden ayrilma
egilimini engelleyebilmek icin kiiltiir ortam1 ECM proteinleri ile modifiye edilmekte ya
da 3T3 fibroblastik besleyici tabakalar kullanilmaktadir. Yiizeyin miyogenezi

destekleyebilmesi i¢in elastik ve gérece yumusak olmasi gerektigi bilinmektedir [7].

Mevcut sinirlamalarin iistesinden gelmek igin iki temel ¢6ziim sunulabilir. ilki; hiicre
tutunmasini, morfolojiyi ve ¢ogalmay1 segici bigimde kontrol edebilen uygun iskeleleri
tasarlamaktir. ikinci olarak da dinamik kiiltiir yaklasim kullanilarak, hiicreleri in vivo
organogenez ve bilylime sirasinda hakim olan mekanik, elektriksel ve biyokimyasal
sinyaller ile uyarmaktir [43]. Sekil 2.9’da iskelet kas1 rejenerasyonu igin ideal in vitro

yaklagim verilmigtir.
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Sekil 2.9. /n vitro iskelet kas1 doku miihendisliginde ideal yaklasim; hasarli bolgeye

uygun fiziksel, kimyasal, morfolojik ve mekanik 0Ozellikteki doku iskelesinin
implantasyonu (a), hasarli bolgede doku iskelesinin implantasyonu ile meydana gelen
parakrin faktorlerin salimi, konakg1 hiicre gogii ve immiin sistem cevabindan korunma
(b), miyoblast farklilasmasi ile miyotiiplerin olusumu ve doku iskelesinin bozunarak
yerini fonksiyonel iskelet kasi dokusuna birakmasi (c), fonksiyonel iskelet kasi
olusumuna bagl olarak gerceklesen vaskiilerizasyon ve innervasyon (d), hasarli bolgede

fonksiyonel iskelet kas1 olusumu (e), /1] 'den degistirilerek.

2.7.1. Iskelet Kas1 Doku Miihendisligi Tasarim Parametreleri

In vitro doku miihendisligi i¢in temel tasarim parametreleri; biyomalzeme se¢imi ve
uygun mekanik/elektriksel uyarimlardir. /n vitro iskelet kas1 doku miihendisliginde
basari, miyojenik farklilagma asamalarinin iyi anlagilmasi ve kas yapisinin iyi taklit

edilebilmesi ile miimkiindiir.
2.7.1.1. Morfolojik ozellikler

“Contact guidance” teorisine gore hiicrelerin paralel oryantasyonu, substratin kimyasal,
yapisal ve mekanik oOzelliklerine dogrudan baghdir [44]. Kas yapisinda bulunan
miyofibrillerin paralel oryantasyonu nedeniyle kullanilacak yapay hiicre dis1 matrikslerin
de paralel oryantasyonda olmasi gereklidir [45]. Ayrica iskelet kas1 dokusunun fibril
morfolojisindeki molekiilleri ve yapilari (hiicre dis1 matriksteki fibriller ve kolajenler,

aktin ve miyozin filamentler vb.) icermesinden dolayr malzemenin topografik ve
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morfolojik 6zelliklerinin de bu yapiy1 taklit etmesi gerekmektedir. Literatiirde 2B rastgele
hizalanmis fiberlere hiicrelerin daha az yapisti§i, agregatlar olusturdugu ve
farklilagsmadig1 gozlemlenirken, 2B diizenli hizalanmis fiberlerde hiicrelerin iyi yapistigi
ve farklilastigi, bunun yaninda olugan miyotiiplerin istenilen oryantasyona yakin oldugu
gbzlenmistir. Uygun olmayan substrat topografisi nedeniyle, miyoblastlarin miyotiiplere
istenilen sekilde farklilagtirilamamasi ve farklilasan miyotiiplerin de dogru dizilimde
olmamasi nedeniyle kas fonksiyonlarinin saglanamamasi, yiiksek miyofiber yogunluguna

ve dizilimine sahip biiyiik kas yapilarinin tiretilememesine neden olmaktadir [7].
2.7.1.2. Mekanik ozellikler

Dogal iskelet kas1 dokusu, kas kasilmasi sirasinda sarkomer hareketleriyle ilgili aktif
mekanik 6zelliklere ve uygulanan mekanik kuvvet altinda lineer olmayan elastik gerinim-
gerilim davraniglariyla ilgili pasif mekanik 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle, gerinimi
destekleyebilen pasif mekanik 6zelliklere sahip doku iskelelerinin gelistirilmesi, iskelet
kas1 dokusunu taklit etmek i¢in dnemlidir. Ancak dogal iskelet kasi dokusunun pasif
mekanik 6zellikleri, kas dokusunun bulundugu bolgeye gore degisir. Cekme testlerinde
dogal iskelet kaslarinin cekme dayanimlarinin 70 ile 800 kPa arasinda, kopmadaki uzama
degerlerinin %30 ile %60 arasinda, elastik modiil degerlerinin ise 30 ile 8000 kPa
arasinda oldugu bildirilmistir [4]. Bu baglamda iskelet kasi dokusunun yumusak ve
elastik bir doku oldugu sdylenebilir. Ayrica iskelet kasi doku miithendisligi ¢alismalarinda
iskelet kasi hiicrelerinin yumusak malzemelere daha kolay yapistigi, ¢ogaldigi ve
olgunlagma evresine yonlendigi belirlenmistir [2, 46, 47]. Bu nedenle doku iskelelerinin
elastik modiil, kopmadaki uzama ve ¢cekme dayanimi gibi mekanik 6zelliklerinin de dogal
dokuya benzemesi gerekmektedir [11]. Mekanik 6zelliklerin yetersiz oldugu kosullarda,
miyoblastlar miyotiiplere farklilagtirilsa bile, farklilasan miyotiiplerin maturasyon

asamasina gecemeden yilizeyden ayrildig1 gézlemlenmistir.
2.7.1.3. Biyokimyasal ozellikler

Iskelet kas1 doku miihendisliginde kullanilacak olan biyomalzemelerin, biyobozunur ve
biyolojik olarak emilebilir olmalarinin yanisira, iskelet kasi hasarlarinda miyojenik
cevrenin immiinolojik Ozellikleri nedeniyle M1 tip makrofajlar1 aktive etmeden bu
makrofajlarin hasarli bolgeye ge¢mesini engellerken, doku olusumuna yardimci olan M2

tip makrofajlarin hasarli bolgeye ulasmasina izin vermeleri gerekmektedir [32].
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2.7.1.4. Mekanik ve elektriksel uyaranlar

Miyojenik farklilasmada morfolojik, mekanik ve biyokimyasal etkenlerin disinda,
mekanik ve elektriksel uyaranlarin da varlig gereklidir. Farklilasmanin indiiklenmesi ilk
olarak mekanik uyaranlarin varliginda olur. Mekanik uyaranlar; gen regiilasyonu,
endojen protein ekspresyonu, protein akiimiilasyonu ve metabolik aktivitelerde rol oynar.
Pasif veya aktif mekanik kuvvetler iskelet kasinin embriyonik formdan olgun forma
gecisinde etkendir. Dogrudan uygulanan mekanik gerilim, miyoblastlarin fonksiyonel
dizilmis miyotiiplere organize olmasin1 saglarken, olgun miyofibril protein
izoformlariin ekspresyonu i¢in gerekli uyariyr saglar. Ayrica yapilan g¢aligmalarda
mekanik kuvvetlerin olgun iskelet kasindaki miyofibrillerin ¢apini, hiicre sayisini ve
olusan miyofibrillerin bilesimini etkiledigi tespit edilmistir. Mekanik uyarimin olmadigi
durumlarda ECM igeriginin ¢ok yogun, miyofiber yogunlugunun az ve olgunlagmanin
tamamlanmamis oldugu da belirlenmistir. Farklilagmanin devami i¢in gerekli olan bir
diger etki ise elektriksel uyarimlardir. Elektriksel uyarimlar yiiksek kapasitede
farklilagsma i¢in ¢ok dnemlidir. Bu tip bir uyarim in vivo kosullardaki sinir aglarini taklit
eder. Iskelet kasmin en 6nemli &zelligi olan kasilma yetenegi bu uyarim ile indiiklenir ve
bu yolla miyotilip farklilagmasina destek saglanir. Elektriksel etkiler dogrudan stimiile
edildiginde noral miyotiipler ve noral transmiter kasilma aktivitesi olusur, ikincil
ekspresyon faktorleri devreye girer ve ikincil miyotiiplerin olusmasini destekler. Kronik
elektriksel etkilerin birincil miyoblastlarin MHC ekspresyonlarini degistirdigi tespit
edilmistir [9].

Iskelet kasi hiicreleri islevsel ozelliklerini diizenlemek igin mekanotransdiiksiyon
yolaklarin1 kullanir. Mekanotransdiiksiyon, matriks sertligi veya kesme gerilimi gibi
mekanik sinyallerin hiicreler tarafindan kimyasal tepkilere ¢evrildigi bir siirectir. Kas
hiicreleri, integrin ad1 verilen transmembran proteinleri ile ¢cevrelerinden gelen mekanik
sinyalleri algilayabilirler. Integrinler, hiicre ici iskelet ile ECM arasindaki baglanma
noktalarin1 olustururlar ve dis mekanik uyarilarin amplifikasyonu ve asagir dogru
sinyalleme i¢in hayati 6neme sahiptirler. Ayrica, dogrudan aktin remodellemesini
etkileyerek, kas fiberlerinin mekanik Ozelliklerini ve davraniglarini belirlerler,
fonksiyonel kas dokusu olusumunun diizenlenmesinde 6neme sahip proteinlerin ifadesini
ve aktivasyonunu arttirirlar. Ayn1 zamanda MHC’nin bir izoformdan digerine
doniistiiriilmesinde rol alirlar. Kas dokusundaki elektriksel fonksiyonel alanlar ise aktin
ve miyozin proteinlerini miyofibrillerin i¢inde tekrar tekrar uyararak fiberlerin elektriksel
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uyariya yanitini etkilemektedir ve bu mekanizma mekanotransdiiksiyon yolagindan
farklidir. Ancak mekanik ve elektriksel uyarimlar kas fiberlerinin MHC bilesimine

onemli derecede etki etmektedir [18].
2.7.2. Iskelet Kas1 Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Yukarida verilen tasarim parametrelerinin test edilmesi amaciyla, iskelet kasi doku
mithendisligi calismalarinda kolajen, fibrin, aljinat, hiyaluronik asit, jelatin ve ipek
fibroin gibi dogal polimerler, poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA), poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA), poli-L-laktik asit (PLLA), polietilen glikol (PEG),
polikaprolakton (PCL), polianilin (PANI) ve politliretan (PU) gibi sentetik polimerler
kullanilmustir [11]. Iskelet kas1 doku miihendisliginde gerceklestirilmis biyomalzeme

temelli ¢aligsmalarin bir 6zeti Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. In vitro iskelet kas1 doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler,

[1] den degistirilerek.

Istenilen 6zellik Kullanilan malzeme Kaynaklar

Gozeneklilik Aljinat, Kolajen [48-51]

-2B-
PLLA, PLGA, PCL, Kolajen, PANI,

e Desenli yiizeyler Fibrin, Jelatin [52-65]
e Hizali fiber yamalari

3B-

e Oluklu iskeleler Kolajen, Kitosan [66, 67]
e Hizali gozenekler

Enjekte edilebilirlik Aljinat, Kolajen, Hiyaluronik asit, PEG, [68-74]
(Hidrojeller) Fibrin

Dogal dokuya}lyggn yapisal ve Tibialis anterior, extensor digitorum

biyokimyasal 6zellikler longus, abdominal kaslar, domuz [75-86]
(Deseliilerize doku ve ECM) mesanesi, domuz bagirsagr mukozasi

Biiylime faktorlerinin varlig Aljinat (SDF-1), Aljinat (VEGF, IGF-1), [87-89]

Aljinat (HGF, FGF)

Biyomalzeme destekli iskelet kasi doku miihendisligi c¢alismalarinda hiicresel
fonksiyonlar1 desteklemek amaciyla gozenekli yapilar, 2B/3B desenli ve hizal yiizeyler,
enjekte edilebilir hidrojeller ve deseliilerize dokular kullanilmis, biiylime faktorleri ile
iskelet kas1 biyokimyasal mikrocevresi taklit edilmeye calisilmistir. Kas dokusunun

karmasik yapisini taklit edebilmek amaciyla giderek daha kompleks biyomalzeme
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sistemleri gelistirilmistir. ilk asamada yiiksek yiizey alani/hacim oranina sahip gézenekli
iskeleler ile hiicre yayilmasi ve gocii uyarilmis ve gé¢ eden hiicreler ile dogal dokunun
etkilesime girmesi saglanarak rejenerasyon siireci desteklenmeye ¢alisilmistir. Gozenekli
iskeleler tasarlanirken gdzenek boyutlari, gdzeneklerin igsel baglantilart ve hiicre tutunma
noktalarinin varligi 6nemli parametreler olarak belirlenmistir. Bu nedenle ¢aligsmalarda
cogunlukla RGD peptit motiflerini igeren aljinat temelli gozenekli iskeleler tercih
edilmistir [48-50]. Daha sonraki ¢aligsmalarda, farkli malzemelerin bir araya getirilerek
istenilen mekanik ve fizikokimyasal o6zelliklere sahip kompozitler olusturma
potansiyelinden yararlanilarak, hizalanmis ve desenli topografiler iizerinde miyoblast
farklilagsmasi calismalar1 yapilmistir. Degistirilebilir yapisal ve mekanik 6zelliklere sahip
hizalanmis ve desenli yiizeyler ile hiicresel hizalanma, miyotiip flizyonu, miyotip
hizalanmas1 ve yiiksek yogunluklu miyotiip olusumu desteklenmistir. Ozellikle kas
yapisina benzer morfolojik 6zellikler sergileyen, elektroegirme yontemi ile iiretilmis
hizali fiber iskeleler ile dnemli basarilar saglamistir [52, 55-59]. Ek olarak, hizali 2B veya
3B yiizeylerde farklilagtirilmis miyotiiplerden olusan hiicre tabakalarinin dogrudan nakil
icin kullanilabilecegi de Ongoriilmiistiir. Hizali ve desenli topografilere sahip
biyomalzeme ¢aligmalari ile es zamanli olarak minimal invaziv uygulamaya izin veren
hidrojel ¢aligmalar1 da yiiriitilmiistiir [68-74]. Hidrojellerin hizli bozunma 6zelliginden
yararlanilmis ve hidrojel igerisine enkapsiile edilen hiicrelerin bozunma ile birlikte ortama
salimarak hasarli dokuya hiicre gogii saglanmaya calisilmistir. Enkapsiilasyon ile
hiicrelerin hasarli bolgedeki immiin sistem hiicrelerinin etkilerinden korunmasi
amaglanirken, ayarlanabilir mekanik 6zelliklere sahip hidrojel sistemler ile de hiicresel
mikrogevrenin taklidi amaglanmistir. Ek olarak pro-miyojenik ortam saglayan, korunmus
dogal ECM yapisina sahip, yapisal proteinleri, sitokinleri ve biiylime faktdrlerini iceren
deseliilerize dokularin hacimsel kas kayiplarinda klinik potansiyele sahip oldugu
goriilmistiir [75-86]. Ayrica bu dokularin biyoaktivite kayb1 olmadan enjekte edilebilir
hidrojel formuna doniistiirtilebilecegi gosterilmistir [83]. Ancak deseliilerizasyonun tam
olarak saglanamamasi ve buna karst olusan immiin yanit, deseliilerizasyon siirecinde
kullanilan kimyasal ajanlarin ve deterjanlarin istenmeyen etkileri bu yaklagimin klinikte

kullanimini sinirlayan 6nemli faktorler olmustur.

Kas rejenerasyonunu baslatan satelit hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonunda ¢esitli
transkripsiyon faktorleri rol almaktadir. Bu nedenle in vitro ¢alismalarda birgok trofik

faktor satelit hiicre aktivasyonu baglaticist olarak kullanilmigtir. Bu faktorler arasinda
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hepatosit biliylime faktorii (HGF) ve fibroblast biiyiime faktoriiniin (FGF) satelit
hiicrelerin aktivasyonunda gii¢lii mitojenler oldugu bilinmektedir. Aljinat iskeleler ile
yapilan bir c¢alismada, HGF ve FGF biiylime faktorleri bir arada kullanildiginda
miyoblastlarin canliligin1 ve gociinii onemli dl¢lide artirdigi, ancak FGF’in tek basina
kullanildiginda miyojenik farklilagsmay1 ve rejenerasyonu engelledigi belirlenmis ve bu
faktdriin uygun baglamda kullanilmasimimn &nemli oldugu belirtilmistir [87]. Iskelet kas
rejenerasyonunda bir diger 6nemli etken olan neovaskiilarizasyon, kas onciil hiicreleri
tarafindan salgilanan parakrin faktorler ile gerceklesmektedir. Bu faktérlerden biri olan
hasarli kas hiicrelerinden salgilanan stromal hiicre tlirevli faktér-1 (SDF-1), kan
dolasimindaki onciil hiicrelerin kemik iligi gibi uzak dokulardan hasarli dokuya
yonlendirilmesini saglamaktadir. Yonlendirilmis 6nciil hiicrelerin pro-anjiyojenik oldugu
ve vaskiilarizasyonu tesvik ederek fonksiyonel iyilesmeyi artirabilecegi diistiniilmektedir.
SDF-1 yiiklenmis aljinat mikrokiireler ile yapilan bir c¢alismada, SDF-1 varlig: ile
inflamatuar sitokinlerin hasarli bolgede azaldigi ve anjiyogenik aktivitenin arttig1 tespit
edilmistir [88]. Ancak miyojenik farklilasma inhibitérii FGF’in ifadesinde de artis
belirlenmigtir. Ayrica, vaskiilarizasyon tetiklenmis ancak miyojenik rejenerasyon
kapasitesi azalmistir. Vaskiilarizasyon ve miyogenez iizerinde etkili bir diger dnemli
faktor ise vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)’diir. Polimerik tastyicilar ile
VEGF'in siirekli saliminin neovaskiilarizasyona etkisi bir¢ok calismada incelenmis ve
hasarli kas dokusunda kan damar1 olusumunu ve perflizyonu artirdig1 gosterilmistir. Ek
olarak VEGF'in kas rejenerasyonuna katki saglayan kan damarlar ile iligkili kok hiicreleri
de aktive ettigi belirlenmistir. Ancak, VEGF pro-anjigenik bir diizenleyici oldugundan
neovaskiilarizasyonu saglarken, miyojenik farklilasma {izerinde olumsuz etkiler
yaratabilmektedir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ise miyogenez ve kas
rejenerasyonunun tiim agamalarinda gorev alan en 6nemli diizenleyici faktordiir. IGF-1
satelit hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonunu, MyoD ve Myogenin gibi miyojenik
farklilagma ifadelerini, protein sentezini ve miyofiberlerin sagkalimini diizenler. Aljinat
iskeleler ile gerceklestirilen bir calismada VEGF ve IGF-1 faktorleri arasindaki
etkilesimler ve bu iki faktoriin fonksiyonel kas rejenerasyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir [89]. VEGF tek basina kullanildiginda vaskiilarizasyonu desteklemis ancak
kas rejenerasyonu lizerine olumlu bir etkide bulunmamistir. Bununla beraber VEGF ve
IGF-1 birlikte kullanildiginda hem vaskiilarizasyon hem de miyojenik rejenerasyon

desteklenmistir.

25



Cizelge 2.1°de belirtilen biyomalzemelere ek olarak, son yillarda ferroelektrik ve
piezoelektrik Ozellikler sergileyen polivinilidin floriir (PVDF) polimeri doku
miihendisligi calismalarinda elektriksel 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir [90].
PVDF filmler iizerinde kiiltiire edilen C2C12 miyoblast hiicrelerinin daha uzamis bir
morfoloji gosterdigi belirlenmistir. Ote yandan, hiicresel sinyal yolaklarmin aktivasyonu
ile hiicre iskeleti yerlesimine bagl olarak net yiizey ylikiine (yiik kutbundan bagimsiz
olarak) sahip piezoelektrik malzemelere hiicrelerin daha kolay tutundugu, ¢ogaldig: ve
farklilastig1 tespit edilmistir [91]. Ancak iskelet kas1 doku miihendisliginde kullanilacak
olan doku iskelesinin belirli bir siire sonunda bozunarak yerini rejenere olan dokuya
birakmasi ve bozunma iiriinlerinin de insan viicuduna toksik olmamasi beklenmektedir.
PVDF biyobozunur bir polimer degildir. Bu nedenle, oldukg¢a iyi elektriksel 6zellikler
sergilemesine ragmen iskelet kasi doku miihendisliginde kisitli bir kullanim alanina

sahiptir [8].
Ozetle yapilan ¢alismalar ile su sonuglara ulasiimistir:

1. Yiksek yilizey alani, hiicrelerin ¢ogalmasina olanak tanir. Makro gézenekli yapi,
nakledilen hiicrelerin disa dogru gdciinii ve konake1 hiicrelerin ise ige dogru gogiinii
destekler. Go¢ eden hiicreler daha sonra dogal dokudaki hiicrelerle etkilesime girer
ve rejenerasyon siirecine katilir.

2. Istenilen mekanik ve fizikokimyasal dzellikleri saglayabilmek amaciyla kompozit
malzemeler olusturulmalidir. Ornegin, hiicrelere elektriksel uyarim saglayabilmek
icin elektrik iletken polimerler kullanilmalidir. Miyoblast farklilagmasi,
elektroaktivite ve fiber hizalanmasinin sinerjik etkileriyle artirilabilir.

3. Malzeme topografisi ve mekanik ozellikleri dogal dokuya uygun oldugunda; hiicre
iskeleti hizalanmasi, miyotiip fiizyonu ve hizalanmasi desteklenir. Ayarlanabilir

mekanik 6zellikler hiicresel mikro ortamin taklidine olanak tanir.

Belirtilen polimerler kullanilarak hidrojeller, fibroz matriksler, mikro desenli substratlar
ve tibialis anterior, ekstansor digitorum longus ve karin kaslarinin deseliilerizasyonu ile
elde edilen iskeleler ile yapilan ¢aligmalar fonksiyonel iskelet kas1 dokusu eldesinde umut
vadetmektedir [1, 92]. Ancak iskelet kasini tam anlamiyla taklit etmek i¢in gerekli tiim
biyokimyasal, morfolojik, mekanik ve elektriksel 6zelliklere sahip bir biyomalzemeyi

igeren uyarimli bir biyoreaktor tasarimi gereklidir.
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2.7.3. Iskelet Kas1 Biyoreaktor Sistemleri

Kas biyoreaktor sistemleri, karigtirmali kap biyoreaktorler, doner duvarli biyoreaktorler,
perflizyon biyoreaktorleri ve kas doku miihendisligine 6zgii mekanik ve elektriksel
uyarim saglayan biyoreaktorlerdir. Hiicre fizyolojisinin diizenlenmesi ve doku
olusumunun kolaylastirilmasi amaciyla mekanik sikigtirma ve siklik hidrostatik sivi
basincinin uygulandigi sistemler gelistirilmektedir [93]. Uygulanan kuvvetlerin genlik ve
yon bakimindan, iskelet biiylimesine bagli statik gerilme ve kas kasilmasindan
kaynaklanan dinamik gerilimi yani in vivo embriyogenezi taklit etmek iizere tasarlanmasi
gerekmektedir [10]. Bu nedenle kasilma sirasinda dogal kas dokusunda gergeklesen
mekanik hareketleri ve noral aktiviteyi taklit edebilen mekanik ve elektrik uyarimli
biyoreaktor sistemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Hem mekanik hem elektriksel ¢evreyi
senkronize bir sekilde taklit edebilen elektromekanik uyarimli biyoreaktor tasarimi in
vitro fonksiyonel kas dokusu olusumu i¢in sarttir. Elektromekanik uyarimh
biyoreaktorler literatiirde hibrit biyoreaktor olarak adlandirilmakta ve ¢aligmaya 6zgii
olarak arastirmacilar tarafindan 6zel olarak tasarlanmaktadir. Iskelet kasi doku
miihendisliginde kullanilan mekanik, elektrik ve elektromekanik biyoreaktor sistemlerine

ait Ozet bilgiler sirasiyla Cizelge 2.2, Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.2. Mekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismalari, [11] 'den degistirilerek.

Mekanik uyarimh biyoreaktor calismalar:

Hiicre Biyomalzeme Diizenek Uyarim rejimi ve frekansi Gerinim Uyarim siiresi Yil/Kaynak
Embriyonik kus Kolajen Bilgisayarli mekanik 0,35 mm/sa hizinda dongiisel %300’e kadar 3 giin 1989, [94]
pektoralis kas uyarim cihazi Tamp fonksiyonu
hiicreleri
C2C12 miyoblastlar1 Kolajen hidrojel Ozel tasarlanmig Déongiisel 60 Hz %S5 7 giin 1998, [95]
stres haznesi
Insan iskelet kast Kolajen/Matrigel®  Ozel yapim mekanik 2 dk boyunca 5 Hz’te 5 uyarrm  8-10. giinler %5 8 giin 2002, [96]
hiicreleri karigimu uyarim cihazi ardindan 28 dk dinlenme 10-12. giinler
%10
12-16. giinler
%15
Miyoblastlar Gozenekli kolajen Bio-Stretch sistemi Siirekli veya dongiisel tek %7,5 ve %15 6 sa 2005, [97]
iskeleler eksenli hizl1 ramp fonksiyonu
veya dongiisel ramp fonksiyonu
C2C12 miyoblastlar1 Kolajen Biyoreaktoriin Tekrarlayan dongiisel gerinim %1 ve %10 12 sa 2005, [98]
gerinimi ile V€ Iamp gerinimi
uygulanan mekanik
uyarim
Miyoblastlar Fibrin Ozel yapim mekanik Cekme gerinimi %25 ve %50 7 glin 2007, [99]
uyarim cihazi
Primer kas dnciil Kolajen bazli ECM Bilgisayarl Déngiisel gerinim %10 5-21 giin 2008, [100]
hiicreleri iskeleler biyoreaktdr sistemi
C2C12 miyoblastlar1  Diizenli PU fiberler ~ Tiibiiler 6zel yapim  Tekrarlayan dongiisel gerinim %5 ve %10 2-14 giin 2008, [101]

bilgisayar kontrolli
biyoreaktor

6 sa boyunca her saatte 1 Hz

%S5 statik 6n
gerilimli veya 6n
gerilimsiz

28



Cizelge 2.2. Mekanik uyarimli biyoreaktor calismalari (devam).

Hiicre Biyomalzeme Diizenek Uyarim rejimi ve frekansi Gerinim Uyarim siiresi Yil/Kaynak
C2C12 miyoblastlar1 Biyobozunur Ozel yapim uyarim 2 giin ramp gerinimi (%3,3) %6,7 7-10 giin 2010, [102]

mikrofiber iskeleler cihazi ardindan dongiisel gerinim (5

DegraPol® uyarim, 0,5 Hz, %3,4 gerinim)
Yetiskin sican kas ~ Deseliilerize mesane Bilgisayarli Her saat bags1 dakikada 3 kez %10 7 giin 2011, [103]
projenitor hiicreler ECM’si biyoreaktdr sistemi dongiisel gerinim 2012, [104]

(MPC'ler)
Sican primer Kolajen Kayan hazneli Isometrik gerinim - 21 giin 2012, [105]
hiicreleri sistem
C2C12 miyoblastlart Fibrin hidrojeller MagneTissue Statik gerinim %10 9 giin 2015, [106]
biyoreaktorii ile
uyarim
Primer insan iskelet Deseliilerize fare Ozel yapim mekanik Yavas Iamp fonksiyonu: 7 sa %0-%10 ve %5 Yavas ramp 2022, [107]
kas1 miyoblastlari diyafram uyarim cihazi boyunca %0'dan %10'a kadar fonksiyonu: 5 giin
mekanik gerinim ardindan 17 Egzersiz protokolii:
sa dinlenme 7 glin
Egzersiz protokolii: 8. giinden
itibaren, 10 dk boyunca 1
gerinim/dk ve %5 mekanik
gerinim 3 dongii/giin dongiisel
mekanik uyarim
Fare embriyonik 6n Fare embriyonik Ebers TC-3 0,67 Hz - 6 giin 2023, [108]
kol kas dokusu doku biyoreaktor 2 saatte bir 2 mm yer

degistirme, giinde 3 kere
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Cizelge 2.3. Elektrik uyarimli biyoreaktor ¢alismalari, [11] 'den degistirilerek.

Elektrik uyarimh biyoreaktor calismalar:

Hiicre Biyomalzeme Diizenek Uyarim rejimi, frekans, voltaj, atim genligi, Uyarim siiresi Yil/Kaynak
gerinim
Primer sican Fibrin Platin elektrotlar 6,8 mA (4 ms siire), 250 ms'lik atim, her 4 saniyede 8 giin 2005, [109]
miyoblastlari kullanilarak kiiltiir bir araliklarla
haznesinin iki fazli
uyarilmasi
Sican primer Fibrin Ozel yapim 20 Hz'de 5 atim/ 45,5V, 1,5 ms 14 giin 2006, [110]
hiicreleri doniistiiriici
araciligtyla miyooid
yapilarin uyarilmasi
C2C12 miyoblastlar1 - Elektriksel atim 40 V/60mm, 1Hz 1, 2 veya 6 saatlik 2007, [111]
uyarimi farklilagmadan 8
gln sonra
%90 C2C12 Fibrin Ozel yapim uyarim 4 atim, 1,25, 2,5 ve 5 V/mm'lik periyotlar, 400 7 glin 2010, [112]
miyoblastlari reaktori ile miyooid ms'lik bir sekansta 0,1 ms, 3,6 saniyelik dinlenme
%10 3T3 yapilarin uyarilmasi
C2C12 miyoblastlar1 Kolajen Tip 1 C-Pace Culture 4 V/cm, 2 Hz’te 6 ms atim 48 sa 2011, [113]
ve kas onciil Pacer araciligiyla
hiicreleri bipolar alan uyarimi
%90 C2C12 Fibrin Ozel yapim 0,7,1, 1,4 V/mm, 0,25 ile 1, 4, 9 ve 16 ms atim 24 sa 2012, [114]
miyoblastlari elektriksel uyarim genligi
%10 3T3 reaktorii
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Cizelge 2.4. Elektromekanik uyarimli biyoreaktor calismalari, [11] 'den degistirilerek.

Elektromekanik uyarimh biyoreaktor calismalar:

Hiicre Biyomalzeme Diizenek Uyarim rejimi, frekans, atim genligi, gerinim Uyarim siiresi Yil/Kaynak
C2C12 miyoblastlar1 PU fiberler Tiibiiler 6zel yapim Déngiisel gerinim, 4 V/mm, 1 Hz, %5 7 glin 2008, [115]

bilgisayar kontrolli 1 sa uygulama/5 sa dinlenme

biyoreaktor

C2C12 miyoblastlar1 Biyobaskilanmis Ozel yapim Mekanik: 10 giin 2023, [116]

cekirdek/kabuk biyoreaktor Gerinim 1 s ara ile 0,5 mm s

3 3. giin %5, 7. giin %10 ve 10. giin %20
aljinat

8 sa dongiisel gerinim/16 sa dinlenme
Elektrik:
1 sa uyarim/7 sa dinlenme, 70 mA, 2 ms
Elektromekanik: Mekanik+elektrik protokolleri
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Iskelet kasi doku miihendisliginde ilk mekanik uyarimli biyoreaktdr ¢aligmalar1 1989
yilinda Vandenburgh ve Karlisch tarafindan gerceklestirilirken, ilk elektrik uyarimli
biyoreaktér calismalar1 2005 yilinda Stern-Stracter ve arkadaslar1 tarafindan
yiriitilmustir [94, 109]. Elektromekanik uyarimli hibrit biyoreaktor calismalar ise ilk
defa 2008 yilinda Liao ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir [115]. Yapilan
caligmalar ile, iskelet kasinin elektroaktif 6zellikleri nedeniyle elektrik uyarimli veya
elektromekanik uyarimli biyoreaktor c¢alismalarinda kullanilan biyomalzemenin de
elektroaktif dzellikler gostermesi gerektigi tespit edilmistir. Iskelet kasinin temel islevi
olan kasilma aktivitesinin ger¢eklesmesi biyomalzemenin disaridan uygulanan elektriksel
uyaranlara cevap vermesi ile iliskilidir [5, 6]. Bu nedenle iskelet kas1 dokusundaki

elektriksel ortamu taklit edebilen elektroaktif polimerlerin kullanilmasi 6nemlidir [90].
2.8. Poli(3-Hidroksibutirat) (P3HB) ve Poli-B-Alanin (PBA) Polimerleri

Piezoelektrik ozelliklere sahip kemik, kikirdak ve tendon gibi dokular ile piezoelektrik
0zelligi olmayan ancak elektroaktif 6zellikler sergileyen kas ve sinir dokularini igeren
doku miihendisligi calismalarinda piezoelektrik polimerlerin kullanimi ile elektrik
sinyallerinin mekano-elektriksel transdiiksiyon yoluyla hiicrelere iletilmesinin miimkiin
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle piezoelektrik malzemelerin iskelet kast doku

mithendisligi calismalarinda kullanimi arastirilmaktadir [8, 91].

Bahsedilen tiim bilgiler 1s18inda, iskelet kas dokusunun taklidi i¢in daha onceki
calismalarimizda yumusak doku uygulamalarinda kullanilmak iizere 6nerdigimiz PBA
polimeri ile katkilanmig P3HB polimerik fibréz matrikslerin basarili olacagi
Ongorilmiistiir [13]. Daha Once literatiirde hicbir iskelet kast doku miihendisligi
calismasinda kullanilmamis olan matrikslerin morfolojik, mekanik, piezoelektrik ve
biyokimyasal Ozellikleri miyojenik farklilagmay1r ve maturasyonu basar1 ile
destekleyecegi hipotezi ile calismalar yiiriitilmiistiir. P3HB ve PBA polimerlerinin

ozellikleri asagida detaylandirilmistir.
2.8.1. P3HB Polimeri

Poli(3-hidroksibutirat) (P3HB), hiicre i¢ci karbon ve enerji depolama bilesigi olarak bir¢cok
mikroorganizma tarafindan tretilen polihidroksialkanoat (PHA) ailesinin tiyesi dogal
poliesterlerden bir tanesidir. Mikrobiyal P3HB optikge aktif, biyouyumlu ve biyobozunur
bir polimerdir. Bakteri tiirtine bagl olarak elde edilen PHA’larin kimyasal bilesimi ve

molekiil agirligr degismektedir. P3HB, orta zincirli PHA sinifina girmektedir [117].
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P3HB’nin molekiil agirligr yaklagik olarak 300 kDa’dur ve erime sicakligt molekiil
agirhigina bagli olarak 172°C ile 179°C arasinda degisir. P3HB yiiksek kristaliniteye [118,
119] ve diisiik biyobozunma hizina (6-12 ay) [120, 121] sahiptir. Oldukc¢a hidrofobik bir
yapidadir [122, 123]. P3HB nin molekiiler yapis1 Sekil 2.10°da verilmistir.
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Sekil 2.10. P3HB polimerinin molekiiler yapisi.

P3HB’nin 3-hidroksi butirat (3HB) monomeri, insan kaninda keton formunda 3-10
mg/100 mL oraninda bulmaktadir ve beynin glikoz kaynagi smirlandiginda, enerji
kaynag1 olarak 3HB monomeri kullanilir. Ayrica, nérodejeneratif bozukluklar ve epilepsi
tedavisi de dahil olmak iizere birgok metabolik hastaligin kontrolii i¢in agiz veya damar
yolu ile 3HB verilebilmektedir. Bununla beraber, 3-hidroksibutirat (3HB) olan P3HB'nin
bozunma monomerinin, kalsiyum iyonlarinin varliginda hiicrenin L tipi voltaja bagl
kalsiyum kanallar1 iizerinde etki ederek hiicre ¢ogalmasini destekledigi gdsterilmistir
[124]. Ek olarak, birkac biyomateryali karsilastiran bir kardiyak rejenerasyon
calismasinda, P3HB'nin M1 tipi makrofajlar filtrelerken M2 tipi makrofajlara izin
verdigi gosterilmistir. Ayrica, kullanilan materyaller arasinda en yiiksek biyouyumluluk
ve anjiyogenik kapasiteyi P3HB gostermistir [125]. Biyobozunur, biyouyumlu ve
biyololik metabolizma tarafindan emilebilir olma o6zellikleri nedeniyle P3HB’nin
biyomedikal uygulamalarda kullanimina yonelik bir¢ok c¢alisma yapilmigtir. Ancak,
literatiirdeki ¢calismalarda P3HB, doku iskelesi uygulamalarinin cogunda tek basina degil,
kompozit veya karisgim halinde kullanilmigtir. Bunun nedeni P3HB'nin tek basina
kullanilmasini  engelleyen bazi1 yetersizliklerinin bulunmasidir. Bunlar; yiiksek
kristalinite kaynakli kirilganlik, polilaktitlere gore diisiik biyobozunma hizi, erime
noktas1t civarinda termal Kkararsizliktan kaynakli islenebilme zorlugu ve yiiksek
hidrofobisiteye sahip olmasidir. Daha esnek polimerlerle veya plastiklestiricilerle
karigtirtlarak  P3HB'nin  mekanik dayaniklilik, hidrofilisite ve biyobozunurluk
ozelliklerinde istenen degisimler saglanmaktadir [126-128]. P3HB ayn1 zamanda iskelet
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kas1 dokusunun elektriksel 6zelliklerinin taklidi i¢in dnem arz eden pasif elektriksel
Ozelliklere sahip piezoelektrik bir polimerdir. Piezoelektrisite fenomeni ve P3HB’nin

piezoelektrik 6zellikleri asagidaki boliimlerde detayli olarak agiklanmistir.
2.8.1.1. Piezoelektrisite

Piezoelektrisite uygulanan mekanik strese karsi olarak malzemede biriken elektrik
yukiidiir. Kristal ve seramik gibi katt malzemelerin yani sira kemik ve tendon gibi
biyolojik yapilar da piezoelektrik 6zellikler sergilemektedir. Piezoelektrik etki tersine
cevrilebilir bir siirectir. Piezoelektrik 6zellikler sergileyen malzemeler, uygulanan
elektrik alan ile mekanik degisimler de gdsterir [129]. Polipeptitler, polisakkaritler ve
poliniikleotidler gibi optik olarak aktif ve yari-kristalin biyopolimerler, dipol rotasyonlara
bagl olarak elektriksel polarizasyonlar iiretir ve piezoelektrik 6zellikler gosterir [130].
Teoride, sarmal polimerlerde, gerilime bagli olarak kristalin ve kristalin olmayan bolgeler
yonlenir ve lameller arasinda diizenli fazlar olusur [131]. Piezoelektrik 6zelliklere sahip

polimerler 3 gruba ayrilmaktadir:

1- Optikce aktif polimerler (fibroz proteinler, polisakkaritler, polipeptitler ve
poliaminoasitler)

2- Yiiksek voltaj altinda kutuplanan polimerler (PVDF ve naylon)

3- Ferroelektrik seramikler ile kompozit haline getirilmis polimerler (Kursun zirkonat

titanat)

Optikge aktif polimerlerde piezoelektrisitenin kaynagi, optik aktivite ile iligkili asimetrik
karbon atomlarina bagli polar atomik gruplarin i¢ rotasyonudur. Dogal kaynakli
malzemeler i¢in piezoelektrik sabitinin biiytikliigii 0,1 pC/N civarindadir. Cogunlukla
kolajen liflerden olusan kemik, tendon, dis, deri ve trake, bag doku, kan damarlar1 ve
bagirsak piezoelektrik  Ozellikler gosterir [130]. Piezoelektrik malzemelerde
elektromekanik etkilesimin yonii malzemenin mekanik etki altinda gosterecegi
elektriksel tepkiyi belirlediginden olduk¢a oOnemlidir. Bu etkilesim iic sekilde
gerceklesmektedir:

1- Uzunlamasina piezoelektrik etki,
2- Transvers piezoelektrik etki,

3- Kesme piezoelektrik etki [132].
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Uzunlamasina piezoelektrik etkide mekanik gerilim altinda, kristal bir miktar uzar ve
bunun sonucunda mekanik olarak indiiklenen bir elektriksel kutuplanma meydana gelir.
Transvers piezoelektrik etki ise genellikle altigen kristal sistemlerde pozitif ve negatif
iyonlarin diizenlenerek diizlemsel merkezi olmayan bir yap1 olusturmas: ile meydana
gelir. Kesme piezoelektrik etki, yapisinda ii¢ kutupsuz eksen igeren kristallerde olusur.
Bu kristallerde yonlenme igsel polarite ile gerceklesir, herhangi bir mekanik etkide
elektriksel tepki gosteremez. Ancak, yonlendirilmis (tensor) etkilesimler hem
uzunlamasina hem de transvers piezoelektrik etkileri birlikte saglayarak kayma
piezoelektrisitesi gosterir [132]. Yonlendirilmis polimerler icin piezoelektrik matriks,
uzunlamasina ve transvers kesme piezoelektrik etki sematik goriintiileri Sekil 2.11°de

verilmistir.
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Sekil 2.11. Yonlendirilmis polimerler igin Doo ve Coo simetrilerinde piezoelektrik matriks
ve stres yoniine bagli olusan polarizasyonlar; di4 ve dis kesme piezoelektrisite, d31 ve dss
uzunlamasina piezoelektrisite (a), /130] ‘dan degistirilerek, uzunlamasina (b) ve transvers

(c) kesme piezoelektrik etki modellemeleri, [132] 'den degistirilerek.
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2.8.1.2. P3HB’nin piezoelektrik ozellikleri

P3HB biyobozunur, biyouyumlu ve biyolojik olarak emilebilir olmasinin yani sira iskelet
kast dokusunu taklit edebilecek kimyasal ve elektroaktif (piezoelektrik ve piroelektrik)
ozelliklere sahiptir [130-132, 133-135]. P3HB, asimetrik karbon atomlar1 ile sarmal
formda optik olarak aktif, yari-kristalin bir polimerdir. Buradan yola ¢ikarak poli-B-
hidroksibutiratin (PHB) (veya P3HB) piezoelektrik 6zelliklere sahip olabilecegi ilk defa
Fukada’nin piezoelektrik dogal polimerler iizerine yaptig1 bir ¢alismada belirtilmistir
[130]. Daha sonra PHB ve kopolimerlerinin piezoelektrik 6zelliklerini aragtiran bir
calismada PHB'nin kesme piezoelektrik (di4) 6zellikleri gosterdigi tespit edilmistir [131].
Bir baska calismada ise farkli oranlarda PHB/kursun zirkonat titanat karisimlari igeren
filmlerle yapilan 6l¢timlerde PHB polimerinin uzunlamasina (dss3) piezoelektrik 6zellikler

gosterdigi tespit edilmis ve ds3 sabiti 1,6-2,0 pC/N olarak belirlenmistir [136].
2.8.2. PBA Polimeri

Nylon-3 olarak da bilinen poli-p-alanin (PBA), poliamid ailesinin bir {iyesidir. PBA
zincirleri, amid gruplar1 (CONH) igerigiyle a-amino asit bazli protein molekiillerine
benzer [137]. Sentez tiirline gore molekiil agirligi degismekle birlikte, molekiil agirlig
yaklasik 40 kDa’dur. Erime sicaklig1 yaklasik 300°C’dir. PBA’nin molekiiler yapist Sekil

2.12°de verilmistir.

CH,CH,-CO-NH
1l

Sekil 2.12. PBA polimerinin molekiiler yapisi.

PBA, hidrofobik alt birimleri ile konak¢1 savunma peptitleri taklit eden antibakteriyel ve
antifungal 6zelliklere sahiptir [138, 139]. Ayrica protein adsorplayici 6zelligi ile PBA’nin
kolajen gibi pozitif hiicre kiiltiirii substratlarindan daha iistiin hiicre yapigsma 6zellikleri
sergiledigi gosterilmistir [137]. Bununla beraber PBA da P3HB’ye benzer sekilde, sarmal
formda optik olarak aktif bir polimerdir. Ek olarak diger poliamidlere kiyasla yiiksek
kristaliniteye sahiptir [140]. Bu nedenle, protein benzeri PBA polimerinin, elektroegirme
gibi islemler sirasindaki elektriksel gerilim altinda piezoelektrik 6zellikler sergileyecegi

One surilebilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

P3HB/PBA fibroz matrikslerin iskelet kasi rejenerasyonundaki etkinliginin incelendigi
tez kapsaminda, deneysel ¢alismalar 2 kisimda gerceklestirilmistir. Ik kisimda, rastgele
ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {iretilmis ve karakterize edilmistir. Ardindan
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ile miyojenik uyumluluklar1 ve miyojenik farklilasmadaki
etkinlikleri incelenmistir. Ikinci kisimda, miyojenik olarak uyumlu olduguna ve
miyojenik farklilasmay1 destekledigine karar verilen matriks grubu ile mekanik, elektrik
ve elektromekanik uyarimli biyoreaktorde miyojenik farklilasmanin iyilestirilmesi ve

maturasyonun desteklenmesi kapsaminda calismalar yiiriitiilmstiir.
3.1. Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan ana polimer, poli[(R)-3-hidroksibiitirik asit] (P3HB) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Katki polimeri poli-p-alanin (PBA), hidrojen
transfer polimerizasyonu ile sentezlenmistir [13]. Elektroegirme isleminde kullanilan
polimer c¢oziiclisi 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) ve cesitli c¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan mutlak etanol (> 99,5%, v/v) Merck (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Sterilizasyon amacl ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan teknik
etanol (96%, v/v), Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasindan tedarik edilmistir. Dagitma
ve yikama ortami fosfat tampon ¢ozeltisi tabletleri (PBS) (pH: 7,4), enzimatik bozunma
deneylerinde kullanilan lipaz enzimi (3090 U/mg) ve mikroorganizma
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in kullanilan sodyum azid, Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan satin alinmistir.

Hiicre kiltlirii caligmalarinda kullanilan C2C12 fare miyoblast hiicreleri (ACC 565)
Leibniz  Enstitlisii  DSMZ-Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirleri
Koleksiyonundan temin edilmigtir. RPMI 1640 besi ortami, biiyiime ve farklilagsma
ortami bileseni L-glutamin, farklilagma ortami bileseni at serumu (HS), Capricorn
Scientific (Almanya) firmasindan tedarik edilmistir. Bliylime ortami bileseni fetal sigir
serumu (FBS), biiyiime ve farklilagma ortami bileseni penisilin/streptomisin (P/S) ve
steril yikama islemlerinde kullanilan Dulbecco'nun fosfat tampon c¢ozeltisi (DPBS),
Biowest (ABD) firmasindan satin alinmistir. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla
kullanilan tripsin-EDTA ¢ozeltisi ve canlilik analizlerinde kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) tozu, Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan temin edilmistir. Kriyoprotektan ajan olarak kullanilan steril dimetil stilfoksit
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(DMSO), Santa Cruz (ABD) firmasindan tedarik edilmistir. Hiicre fiksasyonu igin
kullanilan glutaraldehit (25%, v/v) (GA) ve hiicre dehidrasyonu i¢in kullanilan
hekzametildisilazan (HMDS), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Formazan kristallerinin ¢dziilmesi amaciyla kullanilan, isopropanol Isolab (Almanya)
firmasindan, sodyum dodesil siilfat (SDS) ve DMSO Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan tedarik edilmistir.

Hiicre zar1 gegirgenligini arttiran Triton X-100 ajan1 ve gen ekspresyon analizlerinde
kullanilan kloroform, Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Floresan

t™ ve bloklama

goriintiilemelerde kullanilan sigir serum albiimini (BSA), Flouromoun
cozeltisi bileseni ke¢i serumu (GS), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan tedarik
edilmistir. Floresan boyamalarda kullanilan Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin antikor
ve 4',6-diamidino-2- fenilindol, dihidrokloriir (DAPI), Invitrogen (ABD) firmasindan
satin alimustir. Gen ekspresyonu analizlerinde kullanilan miyoblast belirleme proteini 1
(MyoD), miyojenik faktér 4 (Myogenin), miyozin agir zincir (MHC), asetilkolin
reseptorii-alfa (AChR-a veya Chrnal) ve nérofilament agir zincir (NF-H veya mNefh)
primerleri, Oligomer Biyoteknoloji (Tiirkiye) firmasi tarafindan sentezlenmistir. mRNA
izolasyonunda kullanilan RNeasy Mini Kit ve QIAzol liziz reaktifi, Qiagen (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. cDNA sentezinde kullanilan yiiksek kapasite cDNA ters
transkripsiyon kiti, Applied Biosystems (ABD) firmasindan, gen ekspresyonu analizinde
kullanilan 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCRMix Plus, Solis Biodyne (Estonya)
firmasindan tedarik edilmistir. Immiinohistokimyasal analizlerde kullanilan anti-myoD1
(ab203383), anti-myogenin (ab124800), anti-fast myosin skeletal heavy chain (ab91506)
primer antikorlari ile yesil floresan Alexa Fluor® 488 (ab175471) ve kirmizi floresan

Alexa Fluor® 568 (ab150077) sekonder antikorlari, Abcam (Birlesik Krallik)

firmasindan satin alinmistir.
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KISIM I

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin iiretimi, karakterizasyonu ve hiicre

kiiltiirli calismalarina ait yontemler bu kisimda verilmistir.
3.2. Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2017 yilinda tamamlanmis ¢alismamizda, P3HB ve PBA polimerlerinin 10:1 (w/w)
oranindaki karisimi ile 3-boyutlu (3B) 1slak elektroegirme islemleri gerceklestirilmistir
[13]. Sunulan tez ¢alismasinda onceki bu ¢alismanin sonuglari dikkate alinmis ve iskelet
kas1 icin gerekli mekanik Ozelliklere uygun olarak daha elastik matrikslerin
hazirlanmasina karar verilmistir. Matrikslerin elastikiyetini artirmak amaciyla,
P3HB/PBA orani 5:1 (w/w) olacak sekilde azaltilmistir. P3HB (%5, w/v) ve PBA (%20,
w/w) polimerleri HFIP icerisinde ve 80°C’lik su banyosunda bir giin boyunca manyetik

karigtirict yardimiyla karistirilarak ¢oziilmiistiir.
3.3. Elektroegirme Parametrelerinin Belirlenmesi

Elektroegirme islemleri, nem ve sicakligin sabit tutulabildigi kontrollii elektroegirme
kosullarina izin veren NE300 Multinozzle Elektroegirme Cihazi (Inovenso, Tiirkiye) ile
gerceklestirilmigtir. Rastgele nanofiber matriksler geleneksel diiz toplayici ile, hizalanmig
nanofiber matriksler doner toplayici ile elde edilmistir. Fibroz matrikslerin tiretim

parametreleri Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Rastgele ve hizali P3HB/PBA fibr6z matrikslerin liretiminde parametreler.

Rastgele fiber
Akis hizi1 (mL/sa) Uzaklik (cm) Voltaj (kV)
1,0 15
0,9 15
0,8 23
0,7 22,5 24
0,6 24,5
0,5 25
Hizah fiber
Akis hizi (mL/sa) Uzaklik (cm) Voltaj (kV) Toplayici doniis hizi (rpm)
1 }g 15,20 ve 22,5 1000
15
1 13 15,20 ve 22,5 1500
15
1 13 15,20 ve 22,5 2000
21
1 5 20 ve 22,5 2000
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Rastgele fiber tiretiminde, akis hizi, voltaj ve igne ucu-toplayici uzakligi degistirilerek
fiber morfolojisindeki ve fiber ¢apindaki degisim izlenmistir. Bu denemeler sonucunda
rastgele ve hizali fiberlerin tiretiminde akis hizinin 1 mL/sa olarak sabit tutulmasina karar
verilmigtir. Malzeme kaybini1 6nlemek amaciyla daha yiiksek akig hizlarina ¢ikilmamastir.
Hizali fiberlerin iiretimi amaciyla 15 kV ile 22,5 kV voltaj araliginda denemeler
yapilmistir. Ayrica, 1000 rpm, 1500 rpm ve 2000 rpm olmak iizere 3 farkli hizda doner
toplayict hizi denenmistir. Toplayici-igne ucu uzaklhigi daha onceki ¢aligsmalar goz
oniinde bulundurularak 15 cm ve 18 cm olarak 2 farkli degerde sabit tutulmustur.
Toplayici-igne ucu uzakligi bir miktar daha arttirilarak fiber morfolojisinin diizeltilip
daha hizal1 bir morfoloji elde edilebilecegi ongoriilmiistiir. Bu nedenle, akis hizi 1 mL/sa,
toplayici doniis hiz1 2000 rpm olarak sabit tutulup; 21 ve 25 cm toplayici-igne ucu
uzakliginda, 20 ve 22,5 kV voltajda denemeler yapilmistir. Elektroegirme cihazinda
yapilan tiim egirme islemleri boyunca ortam sicakligi 25-30°C araliginda, nem 30-35%

araliginda sabit tutulmustur.
3.4. Matrikslerin Karakterizasyonu

Rastgele ve hizalanmis P3HB/PBA nanofiber matrikslerin kimyasal yapisi, termal,
morfolojik, kristalografik, piezoelektrik ve mekanik ozellikleri c¢esitli analizlerle
belirlenmistir. Ek olarak su temas acis1 Ol¢iimleri yapilmig ve enzimatik/hidrolitik
bozunma davranislar1 incelenmistir. Karakterizasyonlar 6ncesinde, rastgele nanofiber
matriksler diiz toplayici lizerine 10 sa boyunca, hizalanmis nanofiber matriksler déner
toplayict lizerine 15 sa boyunca, kalinliklar1 0,1 mm olacak sekilde toplanmistir.

Matriksler analizler 6ncesinde ilgili analize uygun boyutlarda hazirlanmistir.
3.4.1. Kimyasal Karakterizasyon

Matrikslerin kimyasal yapisinin belirlenmesi amaciyla Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) analizi, Enerji Dagilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX) analizi ve

elementel analiz yapilmstir.
3.4.1.1. FTIR analizi

PBA’nin katkilama sonrasinda yapidaki varligin1 dogrulamak amaciyla FTIR analizi
(Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) gerceklestirilmistir. FTIR analizi, ATR teknigi
ile 500-4000 cm! dalga say1s1 araliginda yapilmustir.
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3.4.1.2. EDX analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazina (Tescan, FIB-SEM, GAIA 3, Cek
Cumhuriyeti) entegre Enerji Dagilimli X-Isinlar1 Spektroskobu (EDX) (Oxford XMax
150 EDS, Cek Cumhuriyeti) yardimiyla fiberlerin elementel analizi yapilmistir. EDX
analizi SEM goriintiilemesi sirasinda gergeklestirilmistir. Bu nedenle 6rnekler altin-

paladyum kapli ve aliiminyum mat tizerindedir.
3.4.1.3. Elementel analiz

EDX analizinin dogrulanmasi amaciyla matrikslerin elementel analizi Truspec Micro
Elementel Cihazi (Leco, ABD) ile gerceklestirilmistir. Birer mg'lik 6rnekler, kalay ve
giimiis kapsiillerin igine yerlestirilmis ve yiiksek sicaklikta (1000—1500°C’de)
yakilmistir. Ardindan, 6rneklerdeki karbon (C), azot (N), oksijen (O) ve hidrojen (H)

atomlarinin yiizdeleri belirlenmistir. Yapilan tiim Sl¢iimler 3 kez tekrarlanmastir.
3.4.2. Termal Karakterizasyon

Matrikslerin termal ozelliklerinin arastirllmast amaciyla Diferansiyel Taramali

Kalorimetre (DSC) analizi ve Termogravimetrik Analiz (TGA) yapilmstir.
3.4.2.1. DSC analizi

DSC analizi Diamond DSC (PerkinElmer, ABD) cihazi kullanilarak yapilmistir. Analiz
oda sicakligindan baglayarak 300°C'ye kadar 10°C/dk 1sitma hizinda gergeklestirilmistir.
Yapidaki kristal suyu uzaklasinca (75-175°C araliginda) hizla sogutma islemi

uygulanarak ikinci tarama yapilmistir.
3.4.2.2. TGA

TGA oncesinde her gruptan matriks kuru halde kiitlece ayn1 miktarda olacak sekilde
(yaklasik 50 mg) tartilmistir. Ardindan TG/DTA 6300 (Seiko Instruments, ABD) cihazi
kullanilarak, azot atmosferinde 25-400°C araliginda ve 10°C/dk 1sitma hiziyla analiz

gerceklestirilmistir.
3.4.3. Morfolojik Karakterizasyon

Matrikslerin morfolojik 6zellikleri Taramal1 Elektron Mikroskobisi (SEM) ve Atomik
Kuvvet Mikroskobisi (AFM) analizleri ile belirlenmistir.
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3.4.3.1. SEM analizi

Matrikslerin morfolojik incelemeleri SEM cihazi (Tescan, FIB-SEM, GAIA 3, Cekya) ile
yapilmistir. Matriksler, analiz 6ncesinde altin-palyadyum ile kaplanmistir. Analizde
farkli biiytitmelerde goriintiiler alinmistir. SEM fotograflar1 kullanilarak ImageJ yazilimi

(NIH, Bethesda, MD) ile fiber ¢aplar1 belirlenmistir.
3.4.3.2. AFM analizi

Matrikslerin AFM goriintiilemesi NanoMagnetics ezAFM"' cihaz1 ile Hacettepe
Universitesi Elektrik-Elektronik Miihendisligi boliimii dgretim {iyesi Dog. Dr. Dinger
Gokeen’in laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Hizalanmis fiberlerin analizi 5 pm/sa
tarama hizinda 45° agiyla aralikli temas (tapping) modunda yapilmistir. Ayrica 7 pm/sa,
10 um/sa, 20 pm/sa tarama hizi, 90 ve 135° tarama agilarinda, 6rnegin farkli bolgelerinde
denemeler gerceklestirilmistir. Goriintiileme ile birlikte AFM cihazina ait yazilim
yardimiyla yiizey profili ¢ikartilarak fiber caplari belirlenmistir. Rastgele fiberlerin
analizi 5 um/s tarama hizinda 90° (yiizeye dik) agiyla aralikli temas (tapping) modunda
yapilmistir. Ayrica 10 um/sa ve 20 pm/sa tarama hizi, 45 ve 135° tarama acilarinda,
ornegin farkli bolgelerinde denemeler gerceklestirilmistir. Ek olarak, AFM ignesinin

ylizeye olan uzaklig1 da belirlenmistir.
3.4.4. Kristalografik Karakterizasyon

Matrikslerin kristalografik ozellikleri X-Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi ile tespit
edilmigtir. XRD analizi, Hacettepe Universitesi Fizik Miihendisligi boliimii emekli
dgretim iiyesi Prof. Dr. Sadan Ozcan’1n laboratuvarinda X-Isim Difraktometresi ile CuKa
radyasyon kaynagi kullanilarak, 10°-50° tarama araligi (26), 1°/dk tarama hiz1
kosullarinda yapilmistir. XRD desenleri OriginPro 8.1 yazilimi (ABD) kullanilarak elde
edilmistir.

3.4.5. Piezoelektrik Ozelliklerin Belirlenmesi

Matrikslerin piezoelektrik gerinim sabiti veya piezoelektrik modiilii, d33, Berlincourt
Piezo D33 Meter (Piezotest PM300) kullanilarak belirlenmistir. Analizde matrikslere
mekanik stres uygulanmis ve olusan polarizasyon piezometre araciligiyla piezoelektrik

gerinim sabitine doniistiiriilmistiir (dogrudan piezoelektrik etki). Tiim 6l¢timler, her bir

ornek grubu icin 4 kez tekrarlanmustir.

42



3.4.6. Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Matrikslerin mekanik 6zelliklerinin arastirilmasit amaciyla 6rneklere g¢ekme testi
uygulanmistir. Texture Analyzer TA.XTplusC (Stable Micro Systems, Birlesik Krallik)
kullanilarak ASTM 638 standartlarina gére ¢ekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik
modiil degerleri ol¢iilmiistiir. Ornekler 1 cm genisliginde ve 5 cm uzunlugunda
dikdortgen parcalara kesilmis ve analiz 6ncesinde 37°C'de 1 sa boyunca PBS (pH: 7,4)
icinde bekletilmistir. Analiz 50 N yik ve 10 mm/dk sabit piston basligi hizinda

gerceklestirilmistir. Tiim Ol¢limler, her bir 6rnek grubu i¢in 3 kez tekrarlanmustir.
3.4.7. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davranisi

Matrikslerin hidrolitik bozunma davranisi enzim icermeyen PBS ortaminda incelenirken,
enzimatik bozunma davranisi enzim i¢ceren PBS ortaminda incelenmistir [141]. Enzim
olarak lipaz kullanilmistir. Elli mg lipaz enzimi, 100 mL PBS igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve
cozeltiye %0,1 (w/v) oraninda sodyum azid eklenmistir. Bozunma ortamlari ile
etkilestirilen matriksler 37°C sicaklikta 50 rpm hizinda g¢alkalama yapan inkiibatorde
muhafaza edilmistir. Matrikslerin iizerindeki bozunma ortamlar1 haftada bir
yenilenmistir. Iskelelerin kuru agirhiklar1 inkiibasyonun 1., 3., 5. ve 7. haftalarinda
Olciilmiis ve gravimetrik olarak kiitle kayb1 belirlenmeye calisilmistir. Ancak, anlamli
sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle bozunurlugun belirlenmesi igin, test siiresince

malzemelerin morfolojilerindeki degisimler SEM goriintiilemeleri ile incelenmistir.
3.4.8. Su Temas Acilan

Matrikslerin hidrofobisitesi, su temas acis1 6l¢timii ile degerlendirilmistir. Su temas agisi
Kruss DSA 100 (Almanya) cihazi kullanilarak durgun damla (sessile drop) yontemi ile

oda kosullarinda 6l¢iilmiistiir. Tiim 6l¢iimler her 6rnek grubu i¢in 15 kez tekrarlanmistir.
3.5. Hiicre Kiiltiir Calismalar

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 ile hiicre kiiltiir kaplar1 ve
rastgele ve hizalanmis morfolojiye sahip P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde
gerceklestirilmistir. Calismalar 6ncesinde C2C12 hiicre hatti karakterize edilmistir.

Karakterizasyon c¢aligmalarindan sonra hiicre kiiltiir calismalarina gegilmistir.

Hiicre kiiltiirii dncesinde 0,1 mm kalinligindaki matriksler, 1 cm x 1 cm boyutlarinda kare
seritlere kesilmistir. Matriksler, sterilizasyon amaciyla, %70 etanol (v/v) igerisine

alinmis, vakum etiiviinde coktiirilerek 1 sa boyunca bekletilmis ve laminer kabin
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icerisinde steril DPBS ile yikanmistir. Ardindan, her bir yiizeyi 30 dk boyunca UV 1s181na
maruz birakilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda, %10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin
ve %0,5 (v/v) P/S iceren RPMI 1640 biiyiime ortami kullanilmistir. Hiicreler 75T flaskta
kiiltiirlenmis, %70 proliferasyon oranina ulasildiginda yiizeyden tripsin/EDTA ile
kaldirilmistir. Farklilagsma ortami olarak %2 (v/v) HS, %2 (v/v) L-glutamin ve %0,5 (v/v)
P/S igeren RPMI 1640 kullanilmistir. Farklilasma c¢aligmalarinda hiicreler, proliferasyon
icin siire taninmasi amaciyla, kiiltiirtin 3. gliniine kadar biliyiime ortami ile inkiibe
edilmistir. ~ Uglincii giin hiicrelerin {izerindeki biiyiime ortam uzaklastirilmis ve
farklilagsma ortami eklenmistir. C2C12 hiicreleri, 21 giin boyunca COz2 inkiibatériinde

(Heraus, Almanya) kiiltiirlenmis ve ortamlar her 2 giinde bir yenilenmistir.
3.5.1. C2C12 Hiicre Hattimin Karakterizasyonu

DSMZ hiicre bankasindan temin edilen C2C12 hiicre hattinin tireme davranist MTT
analizi ve hiicre sayimu ile incelenmis; ayrica F-aktin/DAPI ve kristal viyole boyamalari
ile de morfolojik karakterizasyonu yapilmistir. Belirlenen yogunluktaki hiicreler kiiltiir
kaplarina ekilmis ve hiicre biiylime egrisi ve hiicre ikilenme siiresinin belirlenmesi

amactyla 10 giin boyunca kesikli kiiltiire tabi tutulmuslardir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. C2C12 hiicre hatt1 karakterizasyonunda yapilan analizler.

Analiz Giin Kiiltiir kabi Paralel sayisi

MTT 1,2,3,5,7,10, 14 24-gizIi 4
Hiicre sayimi 1,2,3,5,7,10, 14 24-gozli 4
Kristal viyole 1,3,7 6-gozli 2
F-aktin/DAPI 1,3 48-gozli 1

Hiicre ekim yogunlugu, DSMZ hiicre bankasmin 6nerdigi sekilde, 1x10° hiicre/80 cm?
olarak secilmistir. Bu baglamda 6-gozlii hiicre kiiltiir kaplarina yaklasik 12x10°
hiicre/gdz, 24-gdzlii hiicre kiiltiir kaplarma yaklasik 2,375x10° hiicre/goz, 48-gozlii hiicre
kiiltiir kaplarina yaklasik 1,375x10° hiicre/goz olacak sekilde ekim yapilmustir (Cizelge
3.3). Pasaj 2’de (P2) dondurulan hiicreler uygun ortam ile 75T kiiltiir flasklarina agilmis
(P3), hiicreler %70 yayilima geldiginde pasaj 4’te (P4) ekim yapilmistir.
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Cizelge 3.3. C2C12 hiicre hatt1 karakterizasyonunda kullanilan hiicre kiiltiir kaplari,

ylizey alan1 ve ¢alisma hacmi degerleri.

Hiicre kiiltiir kab1 Yiizey alam (cm?) Ortam miktar1 (mL)
6 gozlii 9,6 3
24 gozlii 1,9 1
48 gozlii 1,1 0,5

3.5.1.1. Hiicre biiyiime egrisi

Kiiltirtin 1., 2., 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerinde yiizeyden 0,5 mL %0.25 tripsin/EDTA
cozeltisi ile 5 dk boyunca 37°C CO: etiivinde muamele edilip kaldirilan hiicreler
hemositometreyle sayilmistir. Dort paralel gézden ve her gozden 2 kere sayim
gerceklestirilmistir. Hiicre biliylime egrisinin elde edilebilmesi i¢in grafikten dogrusalliga
en yakin zaman aralig1 secilmis ve bu saatlerdeki hiicre sayisinin dogal logaritmasi (In)
alinarak zamana kars1 grafigi cizilmistir. Grafigin egiminden 6zgiil iireme hiz1 (n) tespit

edilmistir. Hiicre ikilenme siiresinin (td) tespiti i¢in ise ta = In2/p formiilii kullanilmistir.
3.5.1.2. Canhlik analizi

Hiicre canliliginin tespiti i¢in kiiltiirin 1., 2., 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerinde MTT analizi
yapilmistir. Hiicreler iizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve her bir géoze 600 pL
serumsuz besi ortam1 ve 60 pL MTT c¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan 3 sa boyunca 37°C
CO: etiiviinde inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler {izerindeki
ortam uzaklastirilmig ve her bir géze 400 uL DMSO ¢ozeltisi eklenerek formazan
kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 200 uL. alinarak 96-gozli
kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Olgiimler, 690 nm referans olmak iizere 570 nm’de
spektrofotometrik olarak yapilmis ve ¢ozeltilerin optik yogunluklari belirlenmistir (Asys
UVM 340, Avusturya). Ek olarak, kiiltiirdeki hiicre sayist ile MTT analiz sonuglari

birlikte degerlendirilerek hiicre sayisi-absorbans iliskisi belirlenmistir.
3.5.1.3. Floresan goriintiileme

Hiicre morfolojisinin goriintiilenmesi F-aktin/DAPI boyama ile gergeklestirilmistir.
Hiicre iskeletini boyamak i¢in Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin antikor, ¢ekirdegini
boyamak i¢in DAPI boyasi kullanilmistir. Kiiltiiriin belirlenen giinlerinde hiicreler
tizerindeki ortam uzaklastirilmis, 3 kez PBS ile yikanmis ve GA (%2,5; v/v) ile 10 dk

boyunca fiksasyon gerceklestirilmistir. Fiksasyon islemi sonrasinda, tekrar PBS ile 3 kez
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yikama iglemi uygulanmistir. Ardindan hiicreler %0,1 (v/v) Triton X-100 iceren PBS
cozeltisinde 10 dk bekletilmistir. Cozelti uzaklastirildiktan sonra 6rnekler %1 (w/v) sigir
serum alblimini (BSA) iceren PBS (PBS/A) ile 3 kez 5 dk calkalanarak yikanmistir. Daha
sonra her bir géze 100 puL F-aktin/DAPI (1:100 diliisyonda anti F-aktin antikoru, 1:1000
dilisyonda DAPI) eklenerek karanlikta 30 dk boyunca inkiibe edilmis ve bu siirenin
sonunda hiicreler tekrardan PBS/A ¢ozeltisi ile 3 kez 5 dk yikanarak boyama islemi
tamamlanmistir. Gorlintiilemeler invert floresan mikroskop (Olympus, ABD) ile

yapilmistir.
3.5.1.4. Histolojik boyama

Kristal viyole ile histolojik boyamasi yapilan hiicrelerin morfolojileri takip edilmistir.
Hiicreler lizerindeki ortam uzaklastirilmis ve 3 kez PBS ile yikama yapilmistir. Fiksasyon
islemi i¢in hiicreler 4°C’de 20 dk boyunca aseton/metanol ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Fiksasyon gerceklestikten sonra hiicreler tizerine 500 pL kristal viyole ¢ozeltisi eklenmis
ve 30 dk inkiibe edilmistir. Boyanan yiizey su ile yikanmig ve invert mikroskop altinda

goriintiileme yapilmustir.
3.5.2. Hiicre Kiiltiir Kaplarinda Miyojenik Farkhlasma Calismalar:

C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 ile kiiltlir kaplarinda yapilan hiicre kiiltiirleri 21 giin
boyunca siirdiiriilmiigtiir. Hiicrelerin kap yiizeyine tutunmalari, c¢ogalmalar1 ve
farklilagmalar1 incelenmistir. MTT analizi i¢in 12-go6zlii kiiltiir kaplari; kristal viyole ve
F-aktin/DAPI boyamalari i¢in 6-gdzlii kiiltiir kaplar tercih edilmistir. Hiicreler 7x10°
hiicre/cm? yogunlugunda kiiltiir kaplarina ekilmistir. Kontrol grubu olarak hiicreler
biiyiime ortaminda kiiltiir edilmistir. Farklilasma grubundaki hiicreler ilk 3 giin biiytime
ortaminda kiiltiire edilmistir. Kiiltliriin 3. giiniinde hiicrelerin {izerindeki biiyiime ortami
uzaklastirilip yerine farklilagma ortami eklenmistir. Hiicreler, %95 nem ve %5 COz iceren

inkiibatorde 2 giinde bir ortamlari tazelenerek kiiltiire edilmislerdir.
3.5.2.1. Canhlik analizi

Kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin canliign MTT analizi ile belirlenmistir. Hiicreler
tizerindeki besi ortami kiiltiiriin 1., 3., 7., 10., 14. ve 21. giinlerinde uzaklastirilmis ve
Boliim 3.5.1-i1 kisminda belirtilen protokol uygulanmistir. Kiiltiiriin ilk giiniinde elde
edilen ¢ozeltiden 200 pL alinarak 96-gdzlii kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Ancak kiiltiiriin
ilerleyen giinlerinde sirasiyla 4, 8, 8, 4 ve 2 kat seyreltme uygulanarak optik yogunluklar

belirlenmistir.
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3.5.2.2. Morfolojik analizler

Invert mikroskop araciligryla hiicrelerin, biiyiime ve farklilasma ortaminda kiiltiiriin farkls
giinlerindeki dagilimlar1 ve morfolojileri incelenmistir. Kiiltiiriin 1., 3., 7., 14. ve 21.
giinlerinde hiicre iskeleti ve ¢ekirdegi Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin antikor/DAPI

boyamasi ile incelenmis ve Boliim 3.5.1.3’te belirtilen protokol uygulanmistir.
3.5.2.3. Histolojik analizler

Kristal viyole ile histolojik boyamasi yapilan hiicrelerin morfolojileri kiiltiiriin 1., 3., 7.,

14. ve 21. gilinlerinde, B6liim 3.5.1.4’te belirtilen protokol uygulanarak incelenmistir.
3.5.3. P3HB/PBA Matrikslerde Miyojenik Farklilasma Calismalar:

C2C12 hiicrelerinin matriksler {izerinde kiiltiirasyonunda 2,1x10* hiicre/matriks
yogunlugunda hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan 1 sa sonra
matrikslerin iizerine belirli oranlarda hiicre biiylime ortami eklenmis ve 6 saat sonunda
toplam besi ortam1 hacmi 1 mL'ye tamamlanmstir. Farklilasma ortami kiiltiiriin 3. giinde
eklenmistir. Hiicreler, %95 nem ve %5 COz igeren inkiibatdrde 21 giin boyunca 2 gilinde
bir ortamlar1 degistirilerek kiiltiire edilmistir. Malzeme yiizeyindeki hiicrelerin canliligi
MTT ve canl/olii hiicre boyama analizleri ile; tutunma, yayilma ve farklilasma
davraniglart SEM ve hiicre iskeleti-gekirdegi boyama analizleri ile; gen ve belirteg
diizeyinde miyotiip farklilasmasi ve maturasyonu RT-qPCR (Ger¢ek Zamanli-Polimeraz

Zincir Reaksiyonu) ve immiinohistokimyasal boyama (IHC) analizleri ile incelenmistir.
3.5.3.1. Canhlk analizleri

Matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin canliligi, MTT analizi ve canli/6lii boyama ile
belirlenmistir. Kiiltiiriin 1., 3., 7., 14. ve 21. giinlerinde MTT analizi gergeklestirilmistir.
MTT analizi i¢in B6liim 3.5.1.2°de belirtilen protokol uygulanmistir.

Canl1/6lii boyama analizinde, matriksler iizerindeki canli ve 6li C2C12 hiicreleri,
sirastyla Calcein AM ve Etidyum homodimer-1 (EthD-1) boyamasi ile kiiltiiriin 21.
giiniinde gozlemlenmistir. Bu amagla, matriksler tizerindeki kiiltiir ortami aspire edilmis
ve Ornekler, Ca’" ve Mg?" igeren DPBS (DPBSY) ile 3 kez yikanmustir. Ardindan,
matriksler, oda sicakliginda 30 dk boyunca 1 pM Calcein AM ve 1 uM EthD-1 (1:1000
seyreltme) iceren DPBS™ iginde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda matriksler, 3

kez DPBS" ile yikanmig ve goriintiilemeler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM 510,
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Almanya) ile yapilmigtir. Canli (yesil) ve 6li (kirmizi) hiicre oranlari ImageJ Yazilimi

kullanilarak hesaplanmustir.
3.5.3.2. Morfolojik analizler

Hiicrelerin matriks {izerindeki tutunma ve yayilma davranislari ve miyojenik
morfolojileri SEM analizi ile belirlenmistir. Bu amagla kiltiirtin 3., 7., 14. ve 21.
giinlerinde Ornekler tizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve PBS ile iki kez yikama
islemi gergeklestirilmistir. Ardindan %2,5’luk (v/v) GA ¢ozeltisi ile yaklasik 30 dk
boyunca fiksasyon yapilmistir. Fiksasyon isleminden sonra PBS ile yikama bir kez daha
tekrar edilmistir. Matriksler etanol serilerinden (%30, %50, %70, %90, %100; v/v)
gecirilerek hiicrelerin yapisindaki su uzaklastirilmistir. Daha sonra orneklerin {izerine
HMDS eklenmistir. Bes dk sonunda HMDS uzaklastirilmis, 6rnekler 1 gece boyunca
ceker ocakta kurutulmuslardir. SEM ile goriintiileme islemine gecilmeden Once

matriksler vakum ortaminda altin-paladyum ile kaplanmigtir.

Matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin iskeleti ve ¢ekirdegi kiiltiiriin 7., 14. ve 21.
giinlerinde Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin antikor/DAPI boyamasi ile tespit
edilmistir. Analiz i¢cin B6liim 3.5.1.3’te belirtilen protokol uygulanmistir. Goriintiilemeler

konfokal mikroskobu ile ger¢eklestirilmistir.
3.5.3.3. Gen ekspresyonu analizleri

In vitro Xkiltirde C2C12 hiicrelerinin kiiltir kaplar1 ve matriksler {izerinde
farklilagmasinin gen diizeyinde belirlenebilmesi i¢in RT-qPCR analizi ile MyoD,
Myogenin ve MHC gen ekspresyonlari incelenmistir. Bagil gen ifadesi i¢in housekeeping
gen olarak B-aktin kullanilmistir. RT-qPCR analizi i¢in kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde
Trizol yontemi ile RNeasy Mini Kit kullanarak mRNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izolasyonda ilk olarak matrikslerin iizerine 500 pL QIAzol liziz reaktifi eklenmis ve
matriksler mikro-makas yardim ile parcalanmistir. Ardindan 12000 rpm’de +4°C’de 10
dk boyunca santrifiij yapilmis ve siipernatan yeni bir tiipe aktarilmistir. Ornekler 10-20 s
vortekslenmis ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir
ornege 100 pL kloroform eklenmis ve drnekler 15-20 kere altiist edilerek calkalanmus,
oda sicakliginda 3-5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 13000 rpm’de +4°C’de 15 dk
santrifiij yapilmistir. Olusan seffaf faz (= 200 pL) dikkatlice ¢ekilerek yeni tiiplere
aktarilmistir. Orneklerin {izerine fazdan alinan miktar kadar %70 etanol (v/v) eklenmistir.

Bu asamadan sonra tiim islemler oda sicaklifinda RNeasy Mini Kit ile
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gerceklestirilmistir. Ornekler pipetlenerek kolonlara aktarim yapilmis ve 13000 rpm’de 1
dk boyunca santrifiijlenmis, kolonun altinda kalan sivi uzaklagtirilmistir. Ardindan her
bir 6rnege 700 pL RWI1 tamponu eklenmis ve 13000 rpm’de 30 s santrifiij yapilmas,
kolonun altinda kalan siv1 uzaklastirilmistir. Daha sonra her bir 6érnege 500 uL. RPE
tamponu eklenmis, 13000 rpm’de 30 s santrifiijlenmis, kolon altinda kalan sivi
uzaklastirilmistir. RPE tamponu ile bir yikama daha gerceklestirilmis, ancak bu defa 2 dk
boyunca ayni kosullarda santrifiij yapilmistir. Bu asamadan sonra kolon altinda kalan
toplama tiipti degistirilmistir, 13000 rpm’de 1 dk santrifiijden sonra toplama tiipleri bu
kez kit icerisindeki 1,5 mL’lik tiiplerle degistirilmistir. Kolonlara 30 uL. RNase-free su
eklenerek 1 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir. Son olarak 13000 rpm’de son bir kez 1
dk boyunca santrifiij yapilmis ve mRNA izolasyonu tamamlanmustir. Uretici firmanin kit
icin Onerdigi protokol kapsaminda mRNA izolasyonu sonras1 Yiiksek Kapasite cDNA
Ters Transkripsiyon Kiti yardimi ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Light Cycler
Nano (Roche, Isvigre) analiz sistemi ile yapilan RT-qPCR analizi i¢in 5x HOT FIREPoI®
EvaGreen® gqPCRMix Plus kiti kullanilmistir. Analiz i¢in kullanilan primerler ve
yapisma sicakliklari (Ta) Cizelge 3.4’te listelenmektedir.

Cizelge 3.4. RT-qPCR analizinde kullanilan primerler ve yapigma sicakliklari.

Gen Forward 5’ -3’ Reverse 5’ -3’ Ta
MyoD CTGGTTCTTCACGCCCAAA TAGGACAGACTTCTGCTCTTCC  55°C
Myogenin CCATGGTGCCCAGTGAAT AAATGATCTCCTGGGTTGGG 53°C
MHC AGAACAAGGACCCACTGAAC CACTACTTGCCTCTGCTTCA 53°C

3.5.3.4. Immiinohistokimyasal analizler

Immiinohistokimyasal analiz ile MyoD, Myogenin ve MHC miyojenik farklilagma
belirtegleri incelenmistir. Bu analiz i¢in kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde alinan 6rnekler
PBS ile 3 kez yikanmis, ardindan %2,5 (v/v) GA ile fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.

Fiksasyon igleminden sonra drnekler tekrardan PBS ile yikanmistir.

Satict firmanin Onerileri g6z oniinde bulundurularak MyoD ve Myogenin antikorlar ile
ornekleri muamele etmeden Once antijen geri-kazanim protokolii uygulanmistir. Zarar
gormemeleri i¢in matriksler doku kasetlerine alinmigtir. Kasetler beher igerisine

konulmus ve tizerlerine 500 mL sodyum sitrat tampon ¢ozeltisi (pH: 6,0) eklenmistir.
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Ardindan mikrodalga yardimriyla 6rnekler 20 dk boyunca 850 W giiciinde kaynatilmistir.
Bu asamadan sonra ornekler soguk su igerisine alinmistir ve soguduktan sonra %0,01
(v/v) Triton X-100 iceren PBS’te 30 dk bekletilmislerdir. Yikama tamponu olarak %5
(v/v) GS igeren PBS kullanilmistir. Spesifik olmayan protein baglanmalarini engellemek
icin %5 (v/v) GS ile 1 sa boyunca inkiibasyon gergeklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler
anti-myoD/1, anti-myogenin, anti-fast myosin skeletal heavy chain primer antikorlar ile
(swrastyla, 1:250, 1:200 ve1:500 diliisyonlarinda) 4°C’de bir gece boyunca bekletilmistir.
Son olarak ornekler 1:500 dillisyondaki yesil floresan Alexa Fluor® 488 ve kirmizi
floresan Alexa Fluor® 568 sekonder antikorlar ile 1 sa boyunca PBS/A igerisinde inkiibe
edilerek  immiinohistokimyasal boyama tamamlanmistir. Analiz ~ Oncesinde
{T™

Flouromount'™ yardimi ile lam ve lameller arasina ornekler sikistirilmis ve ardindan

konfokal analizi yapilmistir.
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KISIM 11

Miyojenik olarak uyumlu oldugu ve miyojenik farklilasmay1 destekledigi belirlenen
hizal1 P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli
biyoreaktor kosullarinda miyojenik farklilasma ve maturasyon fiizerine etkilerinin

incelendigi calismalara ait yontemler bu kisimda verilmistir.
3.6. Mekanik, Elektrik ve Elektromekanik Uyarimh (Hibrit) Biyoreaktor

Mekanik, elektriksel ve elektromekanik uyarim biyoreaktorii olarak Hiicre ve Doku
Miihendisligi Arastirma Grubu’'nda Prof. Dr. Menemse Giimiisderelioglu’ nun
danismanhiginda tasarlanan biyoreaktdr kullanilmistir. Ilgili cihaz, yatay diizlemde iki
yonlii olarak 0,01 mm c¢oziiniirliiglinde ¢ekme hareketi yapabilen, 0,5 mm ile 4 mm
arasinda hareket edebilme kabiliyetine sahip, 2 adet elektriksel uyarim noktasi bulunan,
1 mA ¢oziiniirliikte 10-40 Hz aras1 frekans ayarlamasi yapilabilen, 1 ms ¢ozilintirliikte
sinyal ayarlamaya uygun {iretici {initeye sahip bir biyoreaktordiir. Cekme hareketinin
siklig1, frekans1t ve genligi sisteme bagl bilgisayar ara yiizii ile ayarlanabilmektedir.
Bunun yaninda sistem siniis fonksiyonu ve aktivasyon (ramp) fonksiyonu ile dongiisel
olarak calisabilmektedir. Ozel tasarim biyoreaktor Axolotl (Tiirkiye) firmasindan tedarik

edilmistir. Biyoreaktore ait gorseller Sekil 3.1°de verilmistir.

Mekanik, elektriksel ve elektromekanik uyarim biyoreaktoriine ait sematik gorseller Sekil
3.1.a ve b’de verilmistir. Calismalar 6ncesinde sokiilebilir tiim parcalar otoklavlanmas,
ana govdedeki motor ve diger aksamlar %70 etanol (v/v) ile temizlenmistir. Reaktor ile
hiicre kiiltiirtinde caligilirken tam steril ortamda; ameliyat eldiveni ve ameliyat ortiisii
kullanilarak calismalar gergeklestirilmistir. Sekil 3.1.e’de goriildiigii ilizere klempler
araciligiyla matriksler reaktor haznesine sabitlenip yerlestirilmistir. Baglant1 noktalar
araciligi ile gerginlik ve ¢alisma uzunlugu ayarlanmistir. Reaktor {ist kapaginda bulunan
biiylik deliklere yerlestirilen aparatlar ve hidrofobik filtreler araciligi ile reaktoriin

havalandirilmas1 yapilmistir (Sekil 3.1.f).
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Kultir haznesl-gaft
sabitioylel vidalar
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Bilgisayar kontrollii ayarlanabilir sistem

I

d Cell Stimulator -~ 0 X [XRampBlockP.. — o X
I
o Amplitude(mm) 0,000 Bl
| | Stretch duration(s; 10,000 =
Protocol fle editor Hold duration(s) 30,000 :
| X ® 1| V| Memoyusage| 0% Total estimated time Recover duration(s) (10,000 =
Function type | _Amplitude | Period Repetitions Estimated Time | | Rest duration(s) 10,000 =
Repetition count 10 HC
Electrical Stimulation 5]
Mode o 3:
Frequency (Hz) 0 E[:
wwwww ) - -
J J 0] sclectevice I e (Mot = B e 5 s et (=) e
Current (mA) 1 E[:
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Po Sine Block Parameters [m] X
Amplitude(mm) [to,000 = L ETEEYEl LIS
Period(s) 8,000 = V\/\ ‘ 7 /\
1 L 1
Repetition count 10 = . '
Bocircs Sumutmion Wren
Electrical Stimulation e
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Becricat Surulsion When 002
Frequency (Hz) 0 = { I I I "
Pulse Duration (ms) |1 =
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Parameters are
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Save I Cancel |

Sekil 3.1. Mekanik, elektriksel ve

gorseller (a-b); elektrik uyarimli

biyoreaktdr haznesine yerlestirilmis fiber matriks (Kirmizi oklar matriks hatlarinm

gostermektedir.) (e-list); tam kurulumu yapilmis reaktdr haznesi (Lacivert cergeve

elektromekanik uyarim biyoreaktdriine ait sematik

biyoreaktor gorintiisii (c);

matriks hatlarin1 gostermektedir.) (e-alt); tam kurulumu yapilmis reaktor (f).
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Reaktor iist kapagindaki kiiclik deliklere yerlestirilen iletken vidalara elektrotlar takilarak
elektriksel uyarimin gerceklestirilmesi saglanmistir (Sekil 3.1.c). Elektrotlar ayrica bir
gii¢ tlinitesinin pozitif ve eksi kutuplarina baglanmis, boylece giic iinitesinden voltaj ve
akim ayarlar1 yapilabilmistir. Sekil 3.1.d’de sisteme ait parametrelerin ayarlanabildigi ara
yliz gorlintiisii verilmistir. Ara yiiz aracilifi ile mekanik uyarim i¢in; ¢ekme (veya
birakma) ve dinlenme hizi, miktar1 ve siiresi ayarlanmistir. Bununla beraber elektriksel
uyarim i¢in; hangi asamada elektriksel uyarim verilecegi, hangi frekansta verilecegi, atim
stiresi, voltaj ve akim gibi degerler de ayarlanabilmistir. Yazilima bilgiler tanitildiktan

sonra reaktor programlandigi siire ve miktarda calistirilmastir.
3.7. Biyoreaktorde Hiicre Kiiltiirii Oncesi Calismalar

Biyoreaktorde hiicre Kkiiltiiri ¢aligmalarina baslamadan once literatiirden derlenen
mekanik ve elektriksel uyarim parametreleri hizali P3HB/PBA fiber matriksler tizerinde
denenerek, iskelet kasi farklilagsmasinda malzeme agisindan en 6nemli parametreler olan
mekanik ve morfolojik 6zellikler iizerine etkisi arastirilmistir. Bu baglamda ilk asamada
mekanik ve elektrik uyarimli reaktor ¢alisma kosullar belirlenerek dinamik hiicre kiiltiiri
calismalarma gecilmistir. On denemelerde test edilen mekanik ve elektriksel uyarim

parametreleri Cizelge 3.5'te verilmistir.

Cizelge 3.5. Biyoreaktorde hiicre kiiltiirii caligmalarindan once test edilen mekanik ve

elektriksel uyarim kosullari.

Mekanik uyarim kosullar

Gerinim Frekans Cekme Dinlenme Toplam
(%) (Hz) siiresi siiresi siire
15 0,5,1ve?2 6 sa 18 sa 7 gilin
15 0,5,1ve2 1 sa 5sa 7 giin
15 0,5,1ve?2 20 dk 2 sa 7 giin

15 2 20 dk 2sa 14 giin*

Elektriksel uyarim kosullari

Atim periyodu Voltaj Atim Dinlenme Toplam
(ms) W) siiresi siiresi siire
6 0,4 20 dk 2 sa 7 gilin
6 1,2 20 dk 2sa 7 giin

*Matrikslere 7 giin boyunca mekanik uyarim uygulamadan once 7 giin boyunca PBS'te bekletilmiglerdir.
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3.7.1. Mekanik ve Elektrik Uyarimh Biyoreaktor Caliyma Kosullarinin Belirlenmesi

Iskelet kas1 doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilan mekanik uyarim parametreleri
lizerine ortak bir goriis bulunmamaktadir. Bu nedenle yapilan literatiir taramasindan sonra
Maleiner ve arkadaglarinin derleme makalesi temel alinarak 6n denemeler igin
kullanilacak parametreler belirlenmistir [11]. Temel mekanik uyarim parametreleri
arasinda gerinim, frekans, c¢ekme-dinlenme siliresi ve toplam uygulama siiresi
bulunmaktadir. Iskelet kasi doku miihendisligi mekanik uyarim c¢alismalarinda
maksimum gerinim miktar1 %15 olarak ve maksimum frekans 2 Hz olarak belirlenmistir.
Bu baglamda malzemenin dayanabilecegi maksimum kosullar1 test edebilmek amaciyla

Cizelge 3.5’teki parametreler secilmistir.

Ornekler (1 cm x 5 cm boyutlarinda) reaktdre yerlestirildikten sonra haznelere 25 mL
PBS ilave edilmis ve hiicre kiiltiirii ortam kosullarinin taklit edilebilmesi amaciyla reaktor
37°C etiivde tutulmustur. Yedi giin sonunda Ornekler reaktorden alinarak mekanik ve
morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. Ek olarak, ayr1 bir deneysel grupta drnekler 7 giinliik
biyoreaktér uygulamasindan once 7 giin boyunca statik kosullarda PBS icinde

bekletilmistir.

Temel elektriksel uyarim parametreleri arasinda voltaj, atim periyodu, atim-dinlenme
stiresi ve toplam uygulama siiresi bulunmaktadir. Literatlirdeki voltaj degerleri iskele
uzunlugu baz alinarak mm bagsina diisen voltaj degeri tlizerinden hesaplanmustir [11].
Ancak bu ¢alismada, maksimum ve minimum uygulama voltajlari fiber matriks uzunlugu,
kas dokusu motor birimi ve maksimum/minimum aksiyon potansiyeli degerleri iizerinden
hesaplanarak belirlenmigtir. Matriksler 5 cm uzunlugunda kesilerek reaktore
yerlestirilmistir. Matrikslerin reaktore sabitlenmesi amaciyla kullanilan klempler i¢in
iskeleden 2 cm pay verilmesi gerekmistir. Bu durumda ¢alisma uzunlugu 3 cm olmustur.
Kas doku motor iinitesi ise yaklasik 3-10 kas fiberinden olusmaktadir (ortalama 5 fiber,
yaklagik uzunluk 50-55 pm) [27]. Calisma uzunlugu 3 cm olan bir drnekte %5 gerinim
750 um yer degistirmeye yol agmaktadir. Boylece her bir %5’lik ¢ekme dongiisiinde
teorik olarak =14 kasilan motor birim bulunmaktadir. iskelet kas1 aksiyon potansiyeli
grafikleri incelendiginde motor birim bagina membran potansiyeli maksimum 30 mV
degerini alirken, minimum -90 mV degerini aldig1 goriilmektedir [142]. Kasilan 14 motor
birim goz oniinde bulunduruldugunda, calisma uzunlugu 3 cm ise minimum voltaj
degerinin yaklasik 0,4 V; maksimum voltaj degerinin ise yaklasik 1,2 V olmasi gerektigi

hesaplanmistir. Atim-dinlenme siiresi, calismalar arasinda korelasyon ve esgiidiim
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saglamak amaciyla, mekanik uyarim ¢alismalarindan elde edilen en uygun parametreye
gore revize edilmistir. Atim periyodu ise aksiyon potansiyeli egrilerindeki maksimum
degere gore belirlenmistir. Bu baglamda malzemenin dayanabilecegi maksimum
kosullar1 test edebilmek amaciyla Cizelge 3.5’te verilen parametreler se¢ilmistir.
Reaktore ornekler (1 cm X 5 cm) yerlestirildikten sonra haznelere 25 mL PBS ilave
edilmis ve hiicre kiiltiirii ortam kosullarinin taklit edilebilmesi amaciyla reaktor 37°C
inkiibatorde tutulmustur. Yedi giin sonunda ornekler reaktorden alinarak mekanik ve

morfolojik 6zelliklerinin tayini gerceklestirilmistir.
3.7.2. Uyarimin Mekanik Ozelliklere Etkisi

Cizelge 3.5’te belirtilen kosullarda mekanik ve elektriksel uyarima maruz birakilmis
matrikslerin uygulama sonrasi mekanik o6zellikleri ¢ekme testleri ile belirlenmistir.
Analizler Boliim 3.4.6°da verilen protokol ile, analiz 6ncesinde PBS igerisinde bekletme
asamast uygulanmadan, gergeklestirilmistir. Cekme dayanimi baslangic degerine gore
%25’in altinda azalma gosteren veya baglangic degerine gore artis gdsteren parametreler

ile hiicre kiiltiirii ¢alismalarina devam edilmistir.
3.7.3. Uyarimin Morfolojik Ozelliklere Etkisi

Cizelge 3.5°te belirtilen kosullarda mekanik ve elektriksel uyarima maruz birakilmis
matrikslerin uygulama sonrasi morfolojik 6zellikleri SEM analizi ile belirlenmistir.
Analiz Bo6liim 3.4.3.1°de verilen protokol ile gergeklestirilmistir. Mekanik ve elektriksel
uyarim sonrasinda hizalanmis fiber yapisi korunmus gruplara ait parametreler ile hiicre

kiiltiirli caligmalarina devam edilmistir.
3.8. Biyoreaktor Kosullarinda Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiiri Oncesi calismalar ile devam edilmesine karar verilen mekanik ve
elektriksel uyarim parametreleri biyoreaktér calismalarina yon vermistir. Boylelikle
hizal1 P3HB/PBA nanofiber matrikslere en uygun, ayni zamanda literatiir ve iskelet kas1
dokusu ile uyumlu parametreler belirlenmistir. Reaktorde hiicre kiiltiir caligmalari iki
asamali olarak gerceklestirilmistir. Ilk asama Faz 1 analizler olarak, ikinci asama Faz 2
analizler olarak adlandirilmistir. Hiicre kiiltiiriinde Faz 1 ve 2 analizlerde kullanilan
gruplar Cizelge 3.6’da verilmistir. Faz 1 analizlerde, hiicre canlilig1 ve hiicre morfolojisi
incelenerek deney grubu sayist azaltilmistir. Faz 2 analizlerde ise 6n denemelerdeki

analizlere ek olarak, se¢ilen gruplarin mekanik 6zellikleri, miyojenik gen ifadeleri ve
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miyojenik belirtecleri incelenerek skorlama yontemi ile miyojenik farklilagsmay1 en iyi

destekleyen gruba karar verilmistir.

Cizelge 3.6. Hiicre kiiltiirii biyoreaktoér caligmalarinda kullanilan 6n ve ileri analiz

gruplari, grup kisaltmalar1 ve analizler.

Kisaltmalar Analizler
S-7 Statik kiltiir — 7. Giin Faz 1*-2%*
S-14 Statik kultir — 14. Gin Faz 1-2

Mekanik uyarimh biyoreaktor — 14. Giin

Uygulama siiresi Gerinim (%) Frekans (Hz)

M-D1 20 dk ¢ekme 5 0,5 Faz 1-2
2 sa dinlenme

M-D2 20 dk ¢ekme 5 1 Faz 1
2 sa dinlenme

M-D3 20 dk ¢cekme 10 0,5 Faz 1-2
2 sa dinlenme

M-D4 1 sa ¢ekme 5 0,5 Faz 1
5 sa dinlenme

M-D5 1 sa gekme 10 0,5 Faz 1

5 sa dinlenme

Elektrik uyarimh biyoreaktor — 14. Giin

Uygulama siiresi Voltaj (V) Atim periyodu (ms)
E-D1 20 dk atim 0,4 6 Faz 1-2
2 sa dinlenme
E-D2 20 dk atim 0,4 2 Faz 1-2

2 sa dinlenme

Elektromekanik uyarimh biyoreaktor — 14. Giin

Uygulama siiresi Gerinim  Frekans Voltaj Periyot
(“) (Hz) \2) (ms)
EM-D 20 dk/2 sa 5 0,5 0,4 2 Faz 1-2

*Faz 1 analizler: MTT, SEM ve F-aktin/DAPI boy.ama.
**Faz 2 analizler: Mekanik analizler, RT-gPCR, Immiinohistokimyasal boyama.

Biyoreaktor caligmalar1 dncesinde fiber matriksler 1 cm x 5 cm boyutlarinda kesilmistir.
Sterilizasyon amaciyla %70 etanolde (v/v) 1 sa boyunca bekletilmis, steril DPBS ile
yikanmis ve ardindan laminer kabin igerisinde her iki yiizii 30 dk boyunca UV 1simaya
maruz birakilmistir. Kiiltiir ¢aligmalar1 boyunca biiyiime ortami olarak %10 FBS, %2 L-
glutamin ve %0,5 P/S iceren RPMI 1640; farklilasma ortami olarak %2 HS, %2 L-
glutamin ve 0,5 P/S igeren RPMI-1640 kullanilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
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hiicre ekimi cm? basina 2,1x10* hiicre olacak sekilde Sekil 3.2°de gosterildigi gibi
gerceklestirilmistir.

200k S50 20mL

Ekim yogunlugu: 21xX10° hicre/cm?

Sekil 3.2. Biyoreaktor ¢aligmalarinda hiicre ekimi.

Ornekler 6-gdzlii bakteriyolojik kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilmis olup, ekimden sonra 3.
giinde ornekler iizerindeki biiyiime ortami uzaklastirilarak farklilasma ortami eklenmistir.
Kiiltiirlin 7. giliniinde statik kiiltiirden alinan o6rnekler reaktore yerlestirilmis ve mekanik
uyarim baslatilmistir. Yedi giin boyunca mekanik uyarima maruz kalan érnekler kiiltiiriin
14. giiniinde reaktorden dikkatlice uzaklastirilarak analizlere tabii tutulmustur (Sekil 3.3).
Kontrol grubu olarak 1 cm x 5 cm fiber matriksler bakteriyolojik 6-gozlii plakalarda statik
olarak kiiltiire edilmis, kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde ortamdan uzaklastirilarak ilgili

analizler gergeklestirilmistir.

~ 7.Giin
Ornek Toplama 14, Gin
FARKLILASMA ORTAMI  Dinamige gegis Ornek Toplama
...43.6iin |‘ J‘
STATIK KULTUR DINAMIK KULTUR >
7 GUN 7 GUN

Created in BioRender.com bio

Sekil 3.3. Biyoreaktorde hiicre kiiltiirii i¢cin ¢alisma planlamasi.

3.8.1. Mekanik Uyarimh Biyoreaktor Calismalari

Hiicre kiiltlirii oncesi yapilan mekanik uyarimli biyoreaktdr g¢aligmalari sonrasinda
gerceklestirilen mekanik ve morfolojik analizler ile deney grubu sayis1 5’e indirgenmistir
(Cizelge 3.6). Ayrica, hizalanmis P3HB/PBA nanofiber matrikslerin belirli parametreler

icinde en yiiksek gerinime (%15) dayandigi belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda
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ozellikle kas dokusuna daha yakin olan %5 ve %10 gerinim degerleri kullanilmistir. Faz
1 analizlerde hiicre canlilig1 ve hiicre morfolojisi incelenerek deney grubu sayisi skorlama
yontemi ile 2’ye indirgenmistir. Faz 2 analizlerde, Faz 1’deki analizlere ek olarak, 2
grubun mekanik 6zellikleri, miyojenik gen ifadeleri ve miyojenik belirtegleri incelenerek

skorlama yontemi ile miyojenik farklilagmay1 en iyi destekleyen gruba karar verilmistir.
3.8.2. Elektrik Uyarimh Biyoreaktor Calismalar:

Hiicre kiiltlirii 6ncesi yapilan elektrik uyarimli biyoreaktér g¢alismalarinda aksiyon
potansiyeli egrisindeki maksimum atim periyodu degeri kullanilmistir. Bu denemeler
sonrasinda gergeklestirilen mekanik ve morfolojik analizler ile en uygun voltaja karar
verilmigtir. Belirlenen uygun voltaja gore, iskelet kas dokusu aksiyon potansiyeli
egrilerinde belirtilen minimum atim periyodu (2 ms) da eklendiginde, deney grubu sayisi
2’ye indirgenmistir (Cizelge 3.6). Faz 1 analizlerde hiicre canlilig1 ve hiicre morfolojisi
skorlama yontemi ile incelenerek, her iki grubun da Faz 2 analizlere taginmasi gerektigine
karar verilmistir. Faz 2 analizlerde, Faz 1’deki analizlere ek olarak, 2 grubun mekanik
Ozellikleri, miyojenik gen ifadeleri ve miyojenik belirtecleri incelenerek skorlama

yontemi ile miyojenik farklilagmayi en iyi destekleyen gruba karar verilmistir.
3.8.3. Elektromekanik Uyarimh Biyoreaktor Calismalar:

Mekanik ve elektriksel uyarimli biyoreaktdr ¢alisma kosullarina karar verildikten sonra
her iki calismadan ¢ikan en iyi veriler birlestirilerek elektromekanik uyarimli biyoreaktor
calismalar1 gerceklestirilmistir. Elektromekanik uyarimli biyoreaktdr caligmalarinda
kullanilan parametreler Cizelge 3.6’da verilmistir. Faz 1 analizlerde hiicre canlili1 ve
morfolojisi incelenmis, Faz 2 analizlerde mekanik 6zellikler, gen ifadeleri ve belirtegleri

tespit edilmistir.
3.9. Biyoreator Calismalarina Ait Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Hiicre kiiltiirii  analizleri, hiicre canliliinin ve morfolojisinin belirlenmesini,
matriks/hiicre kompleksinin mekanik ozelliklerinin tayin edilmesini, miyojenik gen
ifadelerinin ve miyojenik belirteclerin arastirilmasim1i  kapsamaktadir. Analizler
oncesinde, statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde ve dinamik kiiltliriin 14. giiniinde
matriksler kiiltiir kaplarindan alinmis ve diseksiyon makasi ile 1 cm % 1 cm boyutlarinda

kesilerek 24-gozlii kiiltiir kaplarina aktarilmistir.
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3.9.1. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Hizali P3BHB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin
statik ve dinamik kiiltiirde mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Boliim

3.5.1.2°de verilen protokole uygun olarak MTT analizi ger¢eklestirilmistir.
3.9.2. Hiicre Morfolojisi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik ve dinamik
kiiltiirdeki morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla SEM ve hiicre iskeleti/¢ekirdegi
boyama analizleri ger¢eklestirilmistir. SEM analizi Boliim 3.6.4-ii’de verilen protokole
uygun olarak yapilmistir. Matriksler {izerindeki hiicrelerin statik ve dinamik kiiltiirde
iskeleti ve cekirdegi Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin antikor/4',6-diamidino-2-
fenilindol, dihidrokloriir (DAPI) boyamasi ile tespit edilmistir. Analiz Bolim 3.5.1-1ii’de
verilen protokole gore gergeklestirilmistir. Statik kiiltlir 6rnekleri floresan mikroskop ile

goriintiilenirken, dinamik kiiltiir 6rnekleri konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir.
3.9.3. Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde, dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde matrikslerin mekanik
ozelliklerindeki degisimin belirlenebilmesi i¢in ¢ekme mekanik analizi yapilmistir.
Matriksler kesilmeden orijinal boyutlar1 (1 cm % 5 cm) ile analize tabii tutulmuslardir.
Analizler Boliim 3.4.6’da verilen protokol ile, analiz 6ncesinde PBS igerisinde bekletme

asamasi uygulanmadan, ger¢eklestirilmistir.
3.9.4. Miyojenik Gen ifadeleri

Statik kiiltlirtin 7. ve 14. giinlerinde, dinamik kiiltlirtin 14. glinlinde hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler iizerindeki C2CI12 hiicrelerinin gen ifadelerinin belirlenmesi
amaciyla RT-qPCR analizi Boliim 3.6.4.3°te verilen protokol ile gergeklestirilmistir.
Belirtilen protokolden farkli olarak RT-qPCR analizi Viia7 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, ABD) cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Ek olarak miyojenik maturasyon ve
néromuskiiler baglanti noktalarinin belirtegleri olan NF-H ve AChR-a gen ifadeleri de
arastirilmistir. Analiz i¢in kullanilan primerler ve yapisma sicakliklari (Ta) Cizelge 3.7 de

listelenmektedir.
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Cizelge 3.7. Biyoreaktor ¢caligmalarina ait RT-qPCR analizinde kullanilan primerler ve

yapisma sicakliklari.

Gen Forward 5’ -3’ Reverse 5’ -3’ Ta
MyoD CTGGTTCTTCACGCCCAAA TAGGACAGACTTCTGCTCTTCC  55°C
Myogenin  CCATGGTGCCCAGTGAAT AAATGATCTCCTGGGTTGGG ~ 53°C
MHC  AGAACAAGGACCCACTGAAC CACTACTTGCCTCTGCTTCA  53°C
(nljlgegl) CTCCCAAAAATTCCCTCCAT TCACCCGGATCTCTTCTGTC ~ 54°C
AChR-a

(Chrnal) CTTAACCAGCCTGGTGTTCTACC GCTCCACAATGACCAGAAGGAAC 59°C

3.9.5. Miyojenik Belirtecler

Statik kiiltlirtin 7. ve 14. giinlerinde, dinamik kiiltliriin 14. gliniinde hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler {lizerindeki C2C12 hiicrelerinin MyoD, Myogenin ve MHC
belirteclerinin  incelenmesi amaciyla immiinohistokimyasal boyama analizleri
gerceklestirilmistir. Analizler Bolim 3.6.4.4’te verilen protokole uygun olarak
gerceklestirilmistir. Statik kiiltiir ornekleri floresan mikroskop ile goriintiilenirken,

dinamik kiiltiir 6rnekleri konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir.
3.10. istatistiksel Analiz

GraphPad InStat yazilimi (ABD) kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir. Tim
analiz verileri mekanik analizler i¢in {i¢ defa, diger analizler i¢in dort defa tekrar edilen
deneyin ortalama + standart sapmasi ile birlikte verilmistir. Gruplar arasindaki anlamli
farklar1 degerlendirmek icin Tek Yonli ANOVA yontemi Tukey—Kramer post hoc
testiyle birlikte ve ¢ift yonlii Student’s t-test kullanilmis, p degerlerinin 0,05 ten kiiciik

oldugu durumlar anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Iskelet kasim tiim 6zellikleri ile taklit edebilen bir biyomalzemeyi gelistirmeyi amaglayan
tez calismasi iki kisimda gerceklestirilmistir. Ik kisimda rastgele ve hizali P3HB/PBA
fiber matriksler elektroegirme yontemi ile liretilmis ve karakterize edilmistir. Ardindan
C2C12 fare miyoblast hiicre hatti ile miyojenik uyumluluklar1 ve miyojenik farklilagsma
kapasiteleri statik hiicre kiiltiiriinde incelenmistir. Ikinci kisimda miyojenik farklilasmayi
basarili bir sekilde destekleyen hizali P3HB/PBA fiber matriksler ile mekanik, elektrik
ve elektromekanik uyarimli biyoreaktdrde dinamik hiicre kiiltiirli kosullarinda miyojenik
olgunlasma ¢alismalar yiiriitiilmiis ve fonksiyonel iskelet kas1 dokusu olusumu c¢esitli
analizler ile incelenmistir. Tez calismasinin birinci ve ikinci kisimlarina ait sonuglar ve

tartigmalar asagida detaylari ile verilmistir.

KISIM 1

Iskelet kas1 doku miihendisligi calismalari, iskelet kas dokusu hiicresel siireclerinin
aydmlatilmast ile hizlanmistir. Ancak, malzeme temelli iskelet kast doku
miithendisliginde 6nemli gelismeler olmasina ragmen, heniiz dogal dokuyu tam olarak
taklit edebilen bir malzeme gelistirilememistir. Iskelet kasi doku miihendisliginde,
miyoblastlarin istenildigi gibi miyotiiplere farklilastirilamamas1 ve farklilagmis
miyotiiplerin uygun yogunlukta hizalanmamasi temel problemlerdir. Ek olarak,
miyoblastlar miyotiiplere farklilastirilsa bile, yetersiz substrat Ozellikleri nedeniyle

miyotiiplerin ylizeyden ayrilmasi da 6nemli bir problem teskil etmektedir [7].

Iskelet kasin1 morfolojik olarak basari ile taklit edebilmek igin fiber morfolojisinde
iskelelerin tiretimi Onemlidir. Bu baglamda fibr6z matrikslerin iiretimi igin siklikla
elektroegirme yontemi kullanilmaktadir [1]. P3HB polimeri kimyasal ve elektriksel
ozellikleri nedeniyle elektroegirme yontemi ile fiber liretimine uygun bir polimerdir [13].
Bununla beraber yiiksek molekiil agirligina sahip olan P3HB’nin mekanik dayanimi
oldukga yiiksektir [13]. P3HB’nin bu 6zellikleri ile iskelet kasi i¢in gerekli olan yiiksek
cekme dayanimi ve elastik modiil degerlerini karsilayabilecegi ongoriilmiistiir. Ancak
P3HB’nin elastik 6zellikleri sinirhidir. Bu nedenle daha elastik zincirlere sahip olan,
ancak diger poliamitlere kiyasla yiiksek mekanik dayanima sahip PBA polimeri ile
katkilanarak P3HB’nin elastikiyeti arttirilabilmekte ve katkilama orani degistirilerek
elastikiyeti ayarlanabilmektedir [13]. Ayrica P3HB piezoelektrisite gosteren bir
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polimerdir [130-135]. iskelet kasinin elektriksel 6zelliklerini, P3HB nin pasif elektriksel
(piezoelektrik) 6zellikleri ile hiicrelerin mekanotransdiiksiyon yolaklarini uyararak, taklit
edebilme potansiyeli vardir. Ek olarak aminoasit benzeri bir zincire sahip olan PBA
katkilamas1 ile hiicre tutunmasinin, hiicre yayilmasinin ve hiicre farklilasmasinin
desteklenebilecegi diistiniilmiistiir. P3HB’ye benzer sekilde PBA polimeri de elektrik
alanda zincir yonelimleri gosterebildiginden elektroegirme yontemi ile fiber liretiminde
basarili olmaktadir [13]. Her iki polimer de sarmal yapida benzer geometrilere sahiptir.
Ayrica P3HB ve PBA arasinda hidrojen baglar1 kurulabilmektedir. Bu nedenle her iki
polimer arasinda bir uyum bulunmaktadir [13]. Iskelet kas1 doku miihendisligindeki
problemlere ¢6ziim iiretmek amaciyla tez ¢alismasinin bu ilk kisminda, iistiin morfolojik,
mekanik, kimyasal ve piezoelektrik Ozelliklere sahip PBA katkili P3HB nanofiber

matriksler gelistirilmistir. Sekil 4.1°de Kisim I ¢aligmalarina ait akis 6zetlenmistir.
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Sekil 4.1. Tez ¢alismasinin ilk kismina ait akis semasi.

4.1. Elektroegirme Kosullari

2017 yilinda tamamlanan ¢alismamizdan farkli olarak, tez ¢alismasinda P3HB oran1 %5
(w/v)’e diisiiriilmiis ve PBA, P3HB’ye %20 (w/w) oraninda katkilanmistir [13]. Egirme
islemindeki siiriicii giiciin viskozite oldugu g6z Oniline alinmig ve PBA oraninin

arttirllmasinin polimer ¢ozeltisinin viskozitesinde 6nemli bir degisiklik yaratmadigi

gbzlemlenmistir.
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Viskoz polimer ¢ozeltilerinin egrilmesinde diger temel parametre akis hizidir. Akis hizi
arttirildiginda polimer zincirleri daha rahat hareket ederek elektriksel alanda daha kolay
fiber formuna dontisiirler [143]. Bu nedenle akis hiz1 degerleri degistirilerek rastgele fiber
morfolojisindeki ve fiber capindaki degisimler izlenmistir. Rastgele fiberlerin morfolojisi

SEM analizi ile incelenmis ve SEM fotograflar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

500 X 2500 X 5KX 10 KX 10 KX

1 mL/sa
22,5 cm
15kV

0,9 mL/sa
22,5cm
23 kV 15kV

0,8 mL/sa
22,5cm

24 kV

. S 4 < = § ¥ ;
15

0,6 mL/sa 0,7 mL/sa
22,5 cm 22,5cm
24,5 kV

0,5 mL/sa
22,5 cm
25kV

Sekil 4.2. Sabit igne ucu-toplayict uzakliginda (22,5 cm), degisen akis hizlar1 (0,5 — 1,0
mlL/sa araliginda) ve voltajlarda (15 — 25 kV araliginda) elde edilen rastgele PsHB/PBA
fiberlerin farkl biiyiitmelerdeki SEM fotograflari.

Elektroegirme sirasinda akig hizi 0,8 mL/sa degerinin altina diistiiglinde polimer
coOzeltisinin egrilmesinin  zorlastigi, Taylor konisi olusumunun ger¢eklesmedigi
goriilmistir. Akis hiz1 distiriildiigiinde voltaj arttirilarak fiberlerin daha rahat egrilmesi

saglanmaya calisilmistir. P3HB oldukea yiliksek molekiil agirligina (yaklasik 300 kDa)
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sahip dogal bir polimer oldugundan, %5 (w/v) oraninda P3HB iceren bir ¢ozelti
hazirlandiginda dahi ¢ozelti viskoz olmaktadir. Polimer ¢6zeltisinin viskozitesi arttikga,
elektroegirme asamasinda elektriksel alanin yenmesi gereken sivi yiizey gerilimi de
artmaktadir. Bu durumda P3HB/PBA c¢ozeltisindeki temel fiber olusum parametresi
voltajdir [144]. Ayrica, literatiirde kullanilan polimerlerden beklenenin aksine, akis hizi
diistiikge fiber ¢caplar1 azalmamais, artmistir [ 143]. Bunun en 6nemli nedeni birim zamanda
elektriksel alana giren P3HB miktarinin artmasi ve daha fazla piezoelektrik 6zellikteki
polimer zincirinin elektrik alana maruz kalmasi ve bunun sonucunda polimer zincirlerinin
belirli bir diizene girmesidir. Diizenli sekilde elektriksel alanda dizilen polimer zincirleri
fiber ¢apinda azalmaya yol agmistir. Bu deneme sonucunda rastgele fiberlerin tiretiminde
akis hizinin 1 mL/sa olarak sabit tutulmasina karar verilmistir. Daha yiiksek akis hizlarina
malzeme kaybin1 onlemek i¢in ¢ikilmamistir. Rastgele P3HB/PBA fiber matrikslerin
tiretimi i¢in en uygun elektroegirme parametreleri olarak, 1 mL/sa akis hiz1, 22,5 cm igne

ucu-toplayict uzakligi ve 15 kV voltaj secilmistir.

Sekil 4.2°deki SEM fotograflarinin son kolonunda verilen 10 KX biiylitmelerde SEM
cithazinin yazilimi kullanilarak fiber ¢aplari tespit edilmistir. Akis hizinin azalmasi fiber
capinda dnemli bir degisiklige neden olmamstir. Tiim fotograflarda fiber ¢aplart 800 nm
ile 1100 nm arasinda degismektedir. Fiber capindaki minimal diisiisiin iki nedeni olabilir.
Birincisi, katkilama polimeri olan PBA’nin diisiik molekiil agirlig1 (40 kDa) nedeniyle
elektriksel alanin siv1 ylizey gerilimini kolaylikla yenmis olabilmesidir. PBA ve P3HB
polimer zincirleri birbiri ile elektrostatik etkilesime girerek sarmal haline gelmis ve
elektriksel alan tarafindan g¢ekilerek daha kiiciik ¢apta fiber olusumuna neden olmus
olabilir [13]. Ikincisi ise NE300 elektroegirme cihazinda toplayici ve siringa yere gore
dikey pozisyondadir. Bu durumda ylizey gerilimi, elektriksel alan ve yer g¢ekimi
kuvvetleri bir arada degerlendirilmelidir. Elektriksel alan bir yandan siv1 ylizey gerilimini
yenerken bir yandan da yer ¢ekimine karsi is yapmaktadir. Yani polimer birden fazla

kuvvet tarafindan ¢ekilmektedir. Bu nedenle fiber ¢capinda diisiis meydana gelmis olabilir.

Rastgele fiber tiretiminde akis hizi, uzaklik ve voltaj parametreleri degistirilirken, hizal
fiber iiretiminde bu parametrelere ek olarak toplayici doniis hiz1 da katilmaktadir. Hizal
morfolojideki fiberlerin olusabilmesi i¢in doner toplayict hizinin minimum 500 rpm
olmas1 gerekmektedir [143]. Bu nedenle ilk denemeler i¢in doniis hiz1 1000 rpm olarak
secilmistir. Buradaki temel ama¢ mevcut polimer ve sistem ile hizali morfolojide fiber

elde edilip edilemedigini test etmektir. Elektroegirme cihazinda hizali fiberlerin
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egrilmesinde P3HB polimeri i¢in optimum voltaj araliginin 15 kV ile 22,5 kV arasinda
oldugu goriilmiistiir. Bin rpm, 1500 rpm ve 2000 rpm olmak iizere 3 farkli hizda doner
toplayict hiz1 denenmistir. Ayrica toplayici-igne ucu mesafesi, daha dnceki ¢caligmalar da
g6z onilinde bulundurularak, 15 cm ve 18 cm olarak iki farkli uzaklikta sabit tutulmustur.
Sekil 4.3’te 1000 rpm, 1500 rpm ve 2000 rpm doniis hizlarinda elde edilen hizali

fiberlerin optik mikroskop ve SEM fotograflar1 verilmistir.
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Uzaklik: 15 cm Uzakhk: 18 cm
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Sekil 4.3. 1 mL/sa sabit akis hizinda, farkli toplayict doniis hizi, uzaklik ve voltajlarda
elde edilen hizali P3HB/PBA fiberlerin optik mikroskop (10 X) ve SEM fotograflar1 (500
X) (sar1 6lcek barlari: 200 um).
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Bin rpm ve 1500 rpm toplayict doniis hizlarinda hizali fiber {retimi
gerceklestirilememistir. Daha yiiksek toplayici dontis hizi olan 2000 rpm’de daha hizali
morfolojide fiber iiretimi gerceklestirilebilse de fiberlerin hala istenilen hizalanmaya
sahip olmadig1 goriilmektedir. Ayrica tiim toplayict doniis hizlarinda, 15 cm igne ucu-
toplayict mesafesinde fiber formunun bozuldugu, fiberlerin birbirine yapistig1 ve daha
yayvan bir morfolojide oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni elektroe§irme asamasinda
¢Oziiciinlin u¢gmasi i¢in gerekli olan mesafenin yeterli olmayis1 olabilir. Coziicii yeteri
miktarda buharlasamadigindan fiberler yapida kalan c¢oziicli ile birbirine yapismis
olabilir. Bu nedenle bir sonraki asamada igne ucu-toplayict mesafesi arttirilmistir. igne
ucu-toplayict mesafesi 18 cm oldugu durumda daha hizali morfolojide fiberler elde
edilmistir. Bu uzaklikta elde edilen fiberlerin boyut analizi SEM fotograflar iizerinden
her gruba ait 3 fotograf ve her fotograftan 75 veri kullanilarak ImageJ yazilimi ile

yapilmistir. Sekil 4.4°te analiz sonucunda elde edilen ¢ap degerleri verilmistir.
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Sekil 4.4. 1 mL/sa akis hizi, 2000 rpm toplayict doniis hizi ve 18 cm toplayici-igne ucu
uzaklig1 sabitken farkl voltajlarda elde edilen hizali P3HB/PBA fiberlerin ¢ap degerleri.

On bes kV voltaj degerinde cap ortalamasi 1.38 + 0.46 um, 20 kV voltaj degerinde ¢ap
ortalamasi 1.64 + 0.88 um, 22,5 kV voltaj degerinde ¢ap ortalamasi 1.10 + 0.40 um olarak
bulunmustur. Istatistiksel olarak cap degerlerinde anlamli bir farklilik gériilmemistir.
igne ucu-toplayici mesafesi arttirilarak daha diizenli bir fiber morfolojisi elde

edilebilecegi ongoriilmiistiir.

Tiim bunlara ek olarak, ayni parametre gruplarmna ait optik mikroskop ve SEM
goriintiileri karsilagtirildiginda fiber morfolojilerinde farklilik oldugu goriilmektedir.
Optik mikroskopta goriintiileme yapmak amaciyla toplama islemi lam {izerine yaklagik 2
dk stireyle yapilmistir. SEM analizi i¢in ise 30 dk siireyle toplama islemi yapilmistir.

Uzun siireli toplama isleminde {ist iiste toplanan fiber miktar arttikga uzakligin yetersiz
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gelmesi ile birlikte fiberlerin olusturdugu katmanlar ¢Oziliciiniin buharlagmasini
zorlastirmig ve fiber morfolojisi daha da bozulmustur. Ayrica P3HB piezoelektrik bir
polimer oldugundan bir araya gelen fiberler mekanik ve elektriksel etkiye maruz kaldik¢a
morfolojik olarak degisimler gosterebilmektedir [13]. Goriintiiler arasindaki farkliligin

temel nedenleri bunlardir.

Akis hiz1 1 mL/sa, toplayici doniis hiz1 2000 rpm olarak sabit tutulup; igne ucu-toplayici
mesafesi 21 ve 25 cm degerlerine artirilarak, 20 ve 22,5 kV voltajda denemeler
yapilmustir. Elde edilen fiberlerin morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir. Sekil 4.5°te

tiretilen hizali fiberlere ait SEM fotograflar1 verilmistir.

2000 rpm — Akis hizi: 1 mL/sa

Uzakhik: 21 cm Uzaklik: 25 cm
500 X

500 X

Sekil 4.5. 1 mL/sa akis hiz1 ve 2000 rpm toplayict doniis hiz1 sabit olmak tizere, farkli

uzaklik ve voltajlarda elde edilen hizali fiberlerin SEM fotograflari.

Tiim parametrelerde hizali fiber iiretimi gerceklestirilebilmistir. Ancak 25 cm igne ucu-
toplayic1 mesafesi ve 20 kV voltaj kosullarinda iiretilen fiberlerin digerlerine gére cok
daha diizenli bir yap1 olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica diger gruplarda fiberler
arasinda elektriksel alanin kararsizligindan kaynaklanan agsi yapilar bulunurken,
bahsedilen parametrelerde iiretilen fiberlerde bu yapilarin ¢ok daha az oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle hizali P3HB/PBA fiber matrikslerin, 1 mL/sa akis hizi, 2000
rpm toplayici doniis hizi, 25 cm toplayici-igne ucu uzakhigi ve 20 kV voltaj

parametrelerinde iiretilmesine karar verilmistir.
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4.2. Matrikslerin Karakterizasyonu

Rastgele ve hizali P3HB/PBA fiber matrikslerin kimyasal yapilari, termal, morfolojik,
mekanik ve piezoelektrik oOzellikleri belirlenmistir. Ek olarak hidrolitik/enzimatik

bozunma davranislari ve su temas agilari da incelenmistir.
4.2.1. Kimyasal Yap1 Karakterizasyonu
4.2.1.1. FTIR

P3HB polimerine PBA katkilamasinin basar1 ile gergeklestirildigini tespit edebilmek
amaciyla tiretilen fiber matrikslerin kimyasal yap1 karakterizasyonu ATR-FTIR analizi
ile gerceklestirilmistir. P3HB fiber matrikse ve PBA katkilanmig P3HB fiber matrikse ait
FTIR spektrumlari Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. P3HB ve P3HB/PBA fiber matrikslere ait FTIR spektrumlari.

P3HB/PBA matrikslerine ait FTIR spektrumunda yer alan NH gerilme bandi (3291 cm”
1, ikincil amit karbonil asimetrik gerilme band1 (1640 cm™) ve NH egilme band: (1544
cm™') PBA'nin yapidaki varhigina isaret etmektedir [13, 140]. P3HB helikal formda, PBA
ise B heliks formunda bir polimerdir. Bu nedenle aralarinda geometrik bir uyum vardir.
Bununla birlikte her iki polimerin zincirleri arasinda hidrofobik ve hidrofilik
etkilesimlerden dolay1 elektrostatik bir ¢ekim kuvveti oldugu da sdylenebilmektedir.

Ayrica P3HB’nin karbonil grubu ile PBA’nin amit grubu arasinda potansiyel bir hidrojen
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bag1 bulunmaktadir. Ikincil amit karboksil asimetrik gerilme band1 (1640 cm™), P3HB ve
PBA arasinda hidrojen baglarinin kuruldugunu desteklemektedir.

4.2.1.2. EDX

P3HB polimerine PBA katkilamasiin basari ile gergeklestirildigini tespit edebilmek
amaciyla tiretilen fiber matrikslerin kimyasal karakterizasyonu FTIR analizine ek olarak
EDX analizi ile de gergeklestirilmistir. Sekil 4.7°de PBA katkilanmis P3HB polimerine

ait EDX spektrumu verilmistir.

Sekil 4.7. P3HB/PBA fiber matrikslere ait EDX spektrumu.

Spektrum incelendiginde, karbon (C), oksijen (O), azot (N), aliiminyum (Al), altin (Au)
ve paladyum (Pd) elementlerine ait pikler goriilmektedir. EDX cihazi SEM cihazina
entegre oldugundan SEM cihazi ile goriintiileme sonrasinda EDX analizi yapilmistir.
SEM analizi 6ncesinde 6rnekler altin/paladyum kaplanmistir. Yapidaki altin ve paladyum
elementlerinin varlig1 bu sekilde agiklanabilmektedir. Aliiminyum elementinin kaynagi
ise elektroegirme islemi sirasinda fiberlerin toplandig1 alttastir. Ornekler aliiminyum
alttastan ayrilmadan analiz yapilmistir. Azot elementinin yapidaki varligr ise PBA
polimerinin P3HB polimerine basari ile katkilandiginin bir gostergesidir. Sekil 4.7°de sag
iistte verilen kiitlece degerler normalize edilmemis degerlerdir. Degerler altin, paladyum
ve aliminyum elementleri ¢ikarilip normalize edildiginde, azot orami kiitlece 1,8
olmaktadir. PBA polimerinin P3HB’ye oranla kiitlece %20 oraninda katkilandig1 ve

P3HB polimerinin de c¢ozeltide kiitlece %5 oraninda bulundugu goéz Oniinde
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bulunduruldugunda yapidaki azotun toplam kiitleye oraninin olduk¢a az olmasi beklenen

bir sonuctur.
4.2.1.3. Elementel analiz

FTIR ve EDX analizlerine ek olarak fiber matriksler i¢in elementel analiz de yapilmistir.
Cizelge 4.1’de P3HB ve PBA katkilanmis P3HB fiber matrikslere ait elementel analiz

sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. P3HB ve P3HB/PBA fiber matrikslerin elementel analiz sonuglari.

Element (%) P3HB matriksler P3HB/PBA matriksler
C 57,5+0,5 58,9 +4,6
N 0,4+0,1 32+0,1
(0] 33,0+ 1,1 28,3+5,7
H 6,9+0,2 7,1+£0,6

P3HB matrikslerinin %57,5 oraninda karbon, %33,0 oraninda oksijen, %6,9 oraninda
hidrojen ve %0,4 oraninda azot elementlerini igerdigi belirlenmistir. P3HB polimeri ise
teorik olarak, %55,8 oraninda karbon, %37,2 oraninda oksijen ve %7,02 oraninda
hidrojen icermektedir [145]. P3HB matrikslerin elementel analizinde tespit edilen azotun
varligr kontaminasyona baglanmaktadir. P3HB/PBA matriksler ise %58,9 oraninda
karbon, %?28,3 oraninda oksijen, %7,1 oraninda hidrojen ve %3,2 oraninda azot
elementleri icermektedir. Protein benzeri bir polimer olan PBA, yapisinda azot atomlari
barindirmaktadir. P3HB/PBA  matrikslerde artis gosteren azot igerigi, PBA
katkilamasinin basar ile gerceklestigini gostermektedir [146].

4.2.2. Termal Karakterizasyon

4.2.2.1. DSC

PBA katkilamasinin, P3HB polimerinin termal 6zelliklerindeki etkisinin arastirilmasi
amactyla DSC analizi gergeklestirilmistir. P3HB ve P3HB/PBA matrikslerin DSC

termogramlar sirasiyla Sekil 4.8.a ve Sekil 4.8.b'de verilmistir.

Termoplastik polimerlerin molekiil agirligi arttik¢a erime sicakligi (Tm) artar. Bu nedenle,
yaklasik 300 kDa molekiil agirligina sahip P3HB'nin yiiksek bir Tm'ye sahip olmasi
beklenir [117]. P3HB’nin literatiirde belirtilen Tm degeri 179 °C’dir [90]. Sadece P3HB

iceren fiberlerin Tm degeri ise literatiirden farkli olarak 176 °C bulunmustur.
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Elektroegirme i¢in hazirlanan ¢ozelti 80 °C sicaklikta karistirilmaktadir. Bu iglem ile
zincirler bir miktar kirilmakta, kristalinite diismektedir. Kristalinitedeki diisiisle beraber

erime sicakliginda diisiis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.8. P3HB (a) ve P3HB/PBA (b) fiber matrikslere ait DSC termogramlari.

PBA ile katkilanan P3HB’nin Tm degeri ise yaklasik 173 °C olarak belirlenmistir.
Molekiiller arasinda kurulan ikincil baglar kristaliniteyi etkiledikleri i¢in erime sicakligini
degistirebilir. Zincirdeki dallanmalar polimer zincirlerinin daha az yogunlukta
paketlenmesine neden olur. Yapidaki ikincil baglar arttikca polimerin kristalinitesi
azalacagindan erime noktas1 diiser [147]. P3HB ile PBA arasinda kurulan ikincil baglar

(hidrojen baglar1) kimyasal analizler ile kanitlanmistir. Hidrojen baglariin kurulmasi ile
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P3HB’nin erime noktasinin diistiigli belirlenmistir. Hem yiiksek sicaklikta karistirma

isleminin hem de PBA ile katkilama isleminin polimerin kristalinitesini diisiirdiigi

sOylenebilir.
4.2.2.2. TGA

PBA katkilamasinin, P3HB polimerinin termal 6zelliklerindeki etkisinin arastirilmasi
amaciyla termogravimetrik analiz gerceklestirilmistir. P3HB ve P3HB/PBA matrikslerin

TGA termogramlar sirasiyla Sekil 4.9.a ve Sekil 4.9.b'de verilmistir.
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Sekil 4.9. P3HB (a) ve P3HB/PBA (b) matrikslere ait TGA termogramlart.
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P3HB matrikslerin termal bozunma sicakligi (Td) 275,30 °C olarak belirlenirken,
P3HB/PBA matrikslerin bozunma sicakliginin 259,34 °C ile 342,28 °C arasinda oldugu
tespit edilmistir. P3HB/PBA matrikslerin termograminda iki ayr1 doniim noktasi
belirlenmistir. ilk déniim noktasinda (259,34 °C), PBA katkilamasi, P3HB ve PBA
zincirleri arasinda hidrojen baglar1 olusturarak P3HB'nin termal bozunma sicakligini
azaltmistir. PBA'min bozunma sicakli§i literatiirde yaklasik 360 °C olarak
belirtilmektedir. [140]. Ikinci déniim noktas1 (342,28 °C) ise PBA polimerinin
P3HB/PBA matrikslerde varliginin bir kanitidir. Ancak, P3HB ve PBA zincirleri arasinda
olusan ikincil baglar nedeniyle, PBA’nin literatiirdeki bozunma sicakligina gore, ikinci

doniim noktasi sicakliginda diisiis gdzlemlenmistir.
4.2.3. Morfolojik Karakterizasyon
4.2.3.1. SEM

Iskelet kas dokusu miihendisliginde en énemli parametrelerden biri, doku iskelesinin
morfolojik 6zellikleridir. Hiicrelerin hizalanmasi, malzemenin morfolojik 6zelliklerine
dogrudan baglidir [44]. Dogal kas yapisindaki miyofibrillerin paralel hizalanmasi
nedeniyle yapay hiicre dis1 matriksler de paralel yonlendirilmelidir [95]. Huber ve ark.
hiicrelerin rastgele yonlendirilmis yiizeylere yetersiz sekilde tutundugunu, agregatlar
olusturdugunu ve farklilagmadigini tespit etmiglerdir [7]. Ancak, hiicrelerin diizenli
topografiye sahip yiizeylere yeterli diizeyde tutundugunu ve istenen hizalanmada
miyotiiplere farklilastigini gézlemlemislerdir. Bu nedenle tez ¢alismasinda, hizalamanin
hiicresel davranis lizerindeki etkisini incelemek amaciyla rastgele ve hizali yonelimlerde
P3HB/PBA fiber matriksler hazirlanmistir. Rastgele matrikslere ait farkli biiyiitmelerdeki
SEM fotograflar1 Sekil 4.10.a ve b’de, hizali matrikslere ait farkli biiyiitmelerdeki SEM
fotograflar1 Sekil 4.10.c ve d’de verilmistir.

Her iki grupta da boncuksuz ve homojen fiberler elde edilmistir. Hizali matrikslerde,
dogal kas dokusu morfolojisine benzer homojen ve paralel bir dagilim gézlemlenmistir.
Miyofibriller, diizenli kasilabilen proteinler iceren paralel yonlendirilmis temel
birimlerdir. Miyofibriller genellikle kas yapisina bagl olarak 1-3 pum capa sahiptir [15,
16]. Iskelet kas dokusu miihendisliginde basari, miyofibrilleri taklit etme yetenegi ile
yakindan iligkilidir. Fiber c¢aplarinin tespit edilebilmesi amaciyla SEM goriintiileri
kullanilmis ve Image] yazilimi ile fiber caplari hesaplanmistir. Rastgele ve hizali

matrikslerin fiber caplari sirasiyla 951 + 153 nm ve 891 + 247 nm olarak belirlenmistir.
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Bu degerlerin dogal dokudaki miyofibril ¢aplarina ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Bu
baglamda, hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin, fiber ¢aplarinin benzerligi ve hizal
yonlenmeleri nedeniyle morfolojik olarak miyofibrilleri basariyla taklit edebilecegi

distiniilmustir.

Rastgele

Hizah

Rastgele

Hizah

4.4,00
T

Sekil 4.10. Rastgele (a-b) ve hizali (c-d) P3HB/PBA fiber matrikslerin farkl
biliylitmelerde SEM fotograflari; rastgele (e-f) ve hizali (g-h) P3HB/PBA fiber
matrikslerin 2B ve 3B AFM goriintiileri (6lgek: 2,8 um (e); 4,4 um (g)).
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4.2.3.2. AFM

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin AFM goriintiileri sirasiyla Sekil
4.10.e-f ve Sekil 4.10.g-h'de verilmistir. Rastgele matrikslerin AFM analizi, 6rnegin
farkli bolgelerinde 5 pm/s, 10 pm/s ve 20 um/s tarama hizlari, 45°, 90° ve 135° tarama
acilari ile aralikli temas modunda gerceklestirilmistir. Ancak, rastgele matriksler igin
yalnizca 5 pm/s tarama hizinda ve 90° (yilizeye dik) tarama agisinda goriinti
alinabilmistir. Hizal1 matriksler de rastgele matrikslerle ayn1 parametreler kullanilarak
analiz edilmistir. Ancak, yalnizca 5 pm/s tarama hizinda ve 45° tarama ag¢isinda goriintii
aliabilmistir. Literatiirde P3HB fiber matrikslerin AFM ile goriintiilendigi sadece birkag
calisma bulunmaktadir ve bu ¢aligmalarda yiiksek ¢ozilintirliikkli fiber goriintiileri elde
edilememistir [148-150]. P3HB’nin AFM ile goriintiilenmesindeki en biiylik problem,
P3HB'nin piezoelektrik 6zellikleri nedeniyle AFM ignesi ile etkilesime girmesidir [130].
Aralikli temas modunda, atomlar arasindaki itici ve ¢ekici kuvvetler, P3HB

molekiillerinin gerilim fark: iretmesine neden olmaktadir.

AFM; temas, temassiz ve aralikli temas olmak tizere 3 temel modda ¢alistirilabilmektedir.
Temas modunda igne ile yilizey arasindaki atomlar arasi1 kuvvet iticiyken, temassiz modda
bu kuvvet ¢ekicidir. Aralikli temas modu (tapping) ise temassiz moduna benzemektedir.
Ancak konsol temassiz modundakinden farkli olarak yiizey iizerinde araliklarla hafifce
vurma seklinde hareket eder. Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler i¢in en
cok kullanilan mod, aralikli temas modudur. Bu modda yilizeye mekanik bir kuvvet
uygulansa da uygulanan kuvvetin aralikli olmasi ve buna ek olarak yan siirtiinme
kuvvetinin olmamasi1 nedeniyle yiizeydeki hasar azaltilmis olur. Ozellikle
biyopolimerlerin yliksek ¢oziniirliikte nano Olgekte goriintiilenmesi acisindan aralikli
temas modu olduk¢a etkindir [151]. Genellikle aralikli temas modunda polimerik
malzemeye zarar vermemek i¢in AFM ignesine a¢1 verilmemektedir. Ancak, ¢alismada
piezoelektrisiteden kaynaklanan zorluklari asmak icin igne agisi ve buna bagl olarak
AFM ignesinin yiizeye uzakligi ve tarama hizi optimize edilmistir. Tarama hizi, P3HB'nin
kristalin bolgelerini daha az uyararak piezo 6zelliklerinin aktiflesmesini en aza indirmek
icin dusiliriilmiistiir. Yasanan bu zorluklar ile, P3HB/PBA matrikslerin morfolojik
analizinin yani sira, P3HB’nin baskin piezoelektrik 6zellikleri de vurgulanabilmistir.
Yiiksek c¢oziiniirlikli AFM goriintiilemesi ile boncuksuz ve homojen morfolojide

rastgele ve hizali fiberlerin varligi dogrulanmstir.
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Sekil 4.10.g-h‘de verilen hizali fiberlerin hizalanma agilarinin birbirine es oldugu,
yukseklik ve ¢ap degerleri bakimindan birbirlerine yakin oldugu goriilmektedir. Sekil
4.10.e-f’de verilen rastgele fiberlerin iist iiste binerek farkl yiikseklikler olusturdugu ve
buna bagli olarak goriintiilemenin oldukca zorlastigi sdylenebilmektedir. Bununla
beraber AFM cihaz1 sadece iist katmanlardaki fiberleri algilayabildiginden alt
katmanlardaki fiberlerden yalnizca yiiksekligi fazla olan fiberler goriintiilenebilmis, alt
katmanlardaki fiberlerden dogru sonu¢ alinamamistir. Goriintiller SEM analizi ile
karsilastirildiginda sanal degil gergek goriintiilerdir. Bu nedenle AFM analizi sonucunda
elde edilen iist katmanlardaki fiberlere ait goriintiilerinin topografi, ¢ap ve fiber dagilimi
acisindan daha gerceke¢i sonuglar verdigi sOylenebilmektedir. Rastgele ve hizali
matrikslerin fiber caplart AFM cihazina entegre edilmis profilometre ile de tespit
edilmistir. Profilometre egrilerinden Full Width at Half Maximum (FWHM) degerleri
analiz edilmistir. Rastgele fiberlerin ¢aplarinin 700 nm ile 2 um arasinda; hizali fiber
caplariin 800 nm ile 1,5 um arasinda degistigi belirlenmistir. Bu degerler SEM analizi

sonucunda Imagel programu ile elde edilen degerler ile uyusmaktadir.
4.2.4. Kristalografik Karakterizasyon

P3HB ve PBA katkili P3HB matrikslerin kristalografik 6zellikleri XRD analizi ile
incelenmistir. Karsilastirmali XRD desenleri ve XRD desenlerinden OriginPro 8.1

yazilimi ile hesaplanmis % kristalinite degerleri Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11.a ve Sekil 4.11.b incelendiginde doku miihendisliginde kullanilan diger
polimerlere ait XRD desenlerinden daha farkli bir desen elde edildigi tespit edilmistir.
Polimerler genellikle metal ve seramiklere gore siddeti oldukga diisiik 1 veya 2 kristalin
bolge piki verirken, P3HB’ye ait XRD deseninde siddeti diger polimerlere gore oldukca
yiiksek, belirgin 2 kristalin bolge piki ve belirgin olmayan kristalin pikleri goriilmektedir.
Bu durum P3HB’nin %50’nin {izerinde kristalin bir polimer olmasindan
kaynaklanmaktadir [152]. Yapilan analiz ile ayni zamanda {iretim yOnteminin
kristaliniteye etkisi de incelenmistir. Rastgele ve hizali P3HB matrikslerin kristaliniteleri
sirastyla %42,1 ve %39,4 olarak belirlenmistir. Rastgele ve hizali PAHB/PBA matriksler
icin ise degerler sirasiyla %27,7 ve %26,1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11.c). Fiberleri
rastgele veya hizali egirme islemi kristalin ve amorf bolgelere ait desenlerde degisiklik
yaratmistir. Hizali fiberlerde hem P3HB’ye ait XRD deseninde hem de PBA katkili
P3HB’ye ait XRD deseninde amorf bolgelerin arttigi, kristalin bolgelere ait piklerin

siddetinde ve pik alanlarinda azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Rastgele ve hizali P3HB ve PBA katkili P3HB fiber matrikslerin XRD
desenleri (a), XRD deseninde kristalin bolgeler (b) ve yiizde kristalinite degerleri (c).

Rastgele fiberlere ait XRD desenleri incelendiginde amorf olmasi beklenen 26
degerlerinde yer yer kristalin bolgelerin bulundugu goriilmektedir. Bunun en onemli
nedeni egirme sirasinda dizilime gidemeyen kristalin bdlgelerin bulunmasidir. Hizali
egirme sirasinda merkezka¢ kuvvetine maruz kalan polimer molekiilleri hidrofobik-
hidrofilik etkilesimlerden dolay1 daha amorf yapidadirlar. Bu durumu katlanan bir kagit
ile benzerlik kurarak agiklarsak, diizenli (kristalin) bolgeler merkezkag kuvveti etkisiyle
iceride kalarak katlanirken, diizensiz (amorf) bolgeler disar1 dogru savrularak kristal
orgiiyli bozmaktadir. Yani yap1 morfolojik olarak daha diizenli iken elektriksel alan ve
merkezkag¢ kuvvetinin etkisiyle kristalografik 6zellikleri daha diizensiz ve amorf bir hal
almistir. PBA katkilamasiyla kristalin 6zellikleri azaltilmaya calisilan P3HB nin, hizali
fiber morfolojisinde egrildiginde de kristalin 6zelliklerinin bir miktar daha azaltilabildigi
tespit edilmistir. Kristalin bolgelerin daha detayli incelenebilmesi amaciyla Sekil
4.11.b’de ayrica Orgiiniin sadece kristalin bolgelerine ait desenler de verilmistir. Verilen
siddet degerleri indirgenmis ve normalize edilmis degerler olsa da karsilastirma yapmak
miimkiindiir. PBA katkilamasi ve hizali egirmenin kristalin bdlgelere ait piklerin siddet
ve genisliklerine etkisi daha net bir bigimde gosterilmektedir. PBA molekiilleri elektriksel
alanda aminoasitlere benzer sekilde davranis gostererek P3HB molekiillerinin etrafina

sartlmaktadir. PBA polimeri, P3HB’ye gore daha amorf bir yap1 oldugundan P3HB nin
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kristalinitesi azalmaktadir. PBA katkilamasi ile P3HB’nin kristalinitesinde Onemli
derecede azalma meydana geldigi ve bununla beraber hizali elektroegirme iiretim

yonteminin de kristalinitede bir miktar diisiis yarattig1 goriilmiistiir.
4.2.5. Piezoelektrik Ozelliklerin Belirlenmesi

Rastgele ve hizali P3HB ve P3HB/PBA fiber matrikslerin dss piezoelektrik gerinim
sabitleri piezometre kullanilarak belirlenmis ve Cizelge 4.2'de verilmistir. Rastgele ve
hizali P3HB matrikslerin d33 piezoelektrik sabiti 5 pC/N olarak Sl¢iilmiistiir. Rastgele
P3HB/PBA matrikslerin ds3 piezoelektrik sabiti P3HB matrikslerine benzer sekilde 5
pC/N olarak belirlenirken, hizali P3HB/PBA matrikslerin ds3 piezoelektrik sabiti 5,3
pC/N olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Rastgele ve hizali P3HB ve P3HB/PBA fiber matrikslerin ds3 piezoelektrik

gerinim sabitleri.

ds3 piezoelektrik gerinim sabiti

Matriks (PC/N)
P3HB Rastgele 5,0
P3HB Hizal 5,0
P3HB/PBA Rastgele 5,0
P3HB/PBA Hizal 53

Fukada'nin piezoelektrik dogal polimerler iizerine yaptig1 bir ¢aligmada, optikge aktif ve
asimetrik karbon atomu iceren poli-B-hidroksibiitirat (PHB) (veya P3HB) polimerinin
piezoelektrik Ozelliklere sahip olabilecegi belirtilmistir [130]. Daha sonra, Fukada ve
Ando, PHB ve kopolimerlerinin piezoelektrik 6zelliklerini aragtirdiklar: bir ¢alismada,
PHB'nin kayma piezoelektrisitesi (di4) gosterdigini belirlemislerdir [131]. Malmonge ve
ark. farkli oranlarda PHB/kursun zirkonyum titanat karigimlarini igeren filmlerle
yaptiklar1 6l¢timlerde PHB polimerinin piezoelektrik sabitini 1.6-2.0 pC/N olarak tespit
etmislerdir [136].

Optikce aktif ve yar1 kristalin biyopolimerler, polipeptitler, polisakkaritler ve
poliniikleotitler dipol rotasyonlar ile elektriksel polarizasyonlar olusturarak piezoelektrik
ozellikler gosterir [130]. Helikal polimerlere ¢ekme kuvveti uygulandiginda, kristalin ve
kristalin olmayan bolgeler yonlenir ve lamellalar arasinda diizenli fazlar olusur [133].
P3HB, asimetrik karbon atomlarina sahip, helikal formda, optik¢e aktif, kristalin ve
piezoelektrik bir polimerdir. PBA, diger poliamidlere kiyasla yiiksek kristallige sahip
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helikal bir polimerdir [140]. Bu nedenle, PBA polimerinin protein benzeri 6zellikleri ile
elektroegirme islemi sirasinda elektriksel ¢ekme kuvvetine bagli olarak piezoelektrik
ozellikler gosterecegi diisiiniilmektedir. Ancak, rastgele ve hizali P3HB matriksler ile
rastgele P3HB/PBA matrikslerin ds3 piezoelektrik sabitlerinde bir fark tespit
edilememistir. Bununla birlikte, hizali elektroegirme islemi sirasinda daha elastik PBA
zincirlerinin P3HB zincirleri etrafina sarilmasi ve daha diizenli bir yap1 olusturmasi
nedeniyle hizali P3HB/PBA matrikslerin ds3 piezoelektrik sabitinde artis oldugu
diisiiniilmektedir. Hizali P3HB/PBA matrikslerin mekanik etkiye kars1 daha yiiksek
elektrik polarizasyonlar iiretebilecegi ve bu nedenle piezoelektrik sabitin artabilecegi

sonucuna varilabilir.

Iskelet kas dokusu piezoelektrik 6zelliklere sahip degildir. Ancak, iskelet kaslari
dogrudan piezoelektrik ozelliklere sahip kemik ve tendonlara baghidir. Ek olarak,
miyojenik farklilasma ve maturasyon icin elektromekanik uyarilarin gerekli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, iskelet kas1 doku miihendisligi ¢alismalarinda piezoelektrik
malzemelerin kullanimi arastirilmaktadir. Net yiizey yiikiine sahip (yik kutbundan
bagimsiz olarak) piezoelektrik malzemelerde hiicresel sinyalizasyon yolaklarinin
aktivasyonu nedeniyle, hiicrelerin yiizeye daha kolay tutundugu, ¢cogaldig: ve farklilastig
tespit edilmistir [91]. Piezoelektrik PVDF filmler ile yapilan bir ¢aligmada, C2C12
miyoblast hiicrelerinin net ylizey yiikii nedeniyle daha uzamis bir morfoloji gosterdigi
belirlenmigtir [91]. Piezoelektrik rastgele ve hizali P3HB ve P3HB/PBA fiber
matrikslerinin, hiicre tutunma, c¢ogalma, farkililagma ve maturasyon siire¢lerini
desteklemesi ongoriilmektedir. Ayrica, daha yiiksek piezoelektrik sabite (5,3 pC/N) sahip
hizal1 P3HB/PBA matrikslerin, rastgele P3HB/PBA matrikslere gore hiicresel siireclerde

iistiin 6zellikler sergilemesi beklenmektedir.
4.2.6. Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Doku iskeleleri, in vivo ya da klinik ¢aligsmalarda implantasyon sonrasi ¢esitli kuvvetlere
maruz kalacagi i¢in mekanik olarak dayanikli olmalidir. Ayn1 zamanda iskelelerin
manipiilasyonunun kolaylagsmasi i¢in de optimum dayanim degerlerinin belirlenmesi
gerekir [11]. Bunun yaninda, doku iskeleleri iskelet kas1 dokusunda kullanilacagindan bu
dokuya yakin mekanik o&zellikler sergilemesi beklenmektedir. Ayrica iskelet kasi
hiicrelerinin farklilagsma davraniglarina mekanik o6zellikler dogrudan etki etmektedir.
Ozellikle ikincil farklilasma asamasinda elastik modiilii degerlerinin 12 MPa degerinden

yiiksek olmasi, miyotiiplerin yiizeye bagli kalmasi i¢in 6nciil bir kosuldur [1]. Bu nedenle
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malzemelerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi olduk¢a dnemlidir. Cekme testlerinde
elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Cekme dayanimi, kopmadaki uzama ve
elastik modiil degerleri test sonucu elde edilen gerilim-gerinim (stress-strain) egrilerinden

hesaplanmuistir.

Cizelge 4.3. Rastgele ve hizali P3HB ve P3HB/PBA fiber matrikslerin mekanik

ozellikleri.
. Cekme dayanim Kopmadaki uzama Elastik modiil
Matriks (MPa) (%) (MPa)
P3HB 23403 23,0427 91,7+ 10,6
Rastgele
P3HB Hizal 9,1+ 0,4 16,4+59 295,6+29.3
P3HB/PBA 39410 1244433 862+ 10.6
Rastgele
P3HB/PBA 8.5+ 1.8 76,0+ 13 3782442
Hizal

P3HB gibi poliesterlerin gerilim-gerinim egrileri incelendiginde baslangicta elastik akma
davranis1 ve sonrasinda plastik sekil degisimi gozlenir. Bu tip polimerlere ait gerilim-
gerinim egrilerinde hasarin meydana geldigi gerilmeye karsilik gelen deger c¢ekme
dayanimi olarak adlandirilir. Elastik modiilii ise malzemenin kuvvet altinda elastik sekil
degistirmesinin bir dl¢lisiidiir. Yar kristalin polimerlere ait gerilim-gerinim egrilerinde
iist akma noktasinda kiiciik bir boyun olusur. Bu boyun bolgesinde, polimer zincirleri
gerilme yoniinde uzanacak sekilde yonlenerek bolgesel dayanim artisina neden olur.
Hizali fiber yapisinda tiim fiberler ¢ekme ekseni boyunca ydnlenmis iken, rastgele
fiberlerde fiberlerin bir kismi ¢ekme ekseni ile ayni yonde bir kismi farkli yonlerdedir.
Zincir yonlenmesi boyun bolgesindeki uzama ile birlikte gergeklesir. Hizali matrikslerde,
fiberler ¢cekme ekseni boyunca yonlendirildigi i¢in ¢ekme dayanimi ve elastik modiil
artmistir. Ayrica, P3HB zincirlerinin C-O baglarinin hizali fiber {iretim siirecinde
elektriksel alanda yonlenmesine bagli olarak elastik modiilde artis g6zlemlenmistir [130].
Ek olarak, ¢ekme analizi sirasinda zincirlerin yonlenme yetenegi ile de elastik modiil
artmistir. Benzer sekilde, Ricotti ve ark. rastgele P3HB nanofiber matrikslerin ¢ekme
dayanimini1 6,3 = 1,5 MPa ve elastik modiiliinii 184,0 + 26,0 MPa olarak belirlerken;
hizali P3HB nanofiber matrikslerin ¢cekme dayanimi ve elastik modiiliiniin sirastyla 10,5

+ 1,1 MPa ve 277,0 + 31,0 MPa degerlerine yiikseldigini gostermislerdir [153].
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P3HB, kristalinitesinin ve hidrofobisitesinin azaltilmasi, mekanik ve hiicresel
uyumlulugunun artirilmas1 amaciyla farkli polimerlerle karistirilmaktadir. Bu amacla
yapilan bir ¢alismada P3HB kitosan ile karistirilmis ve fiber doku iskeleleri elde
edilmigtir [154]. Ancak, karisimdaki kitosan oraninin artmasiyla ¢ekme dayanimi
olumsuz etkilenmistir. Bagka bir ¢alismada, poli (L-laktid-ko-g-kaprolakton) (PLCL) ve
P3HB'nin karistirilmasiyla nanofiber iskeleler hazirlanmis, ancak ¢ekme dayaniminda
anlaml bir degisiklik gézlemlenmemistir [155]. Daha 6nceki ¢alismamizda, rastgele %5
(w/v) P3HB fiber matrikslerin %10 (w/w) PBA katkilamasi ile ¢cekme dayaniminin 4
MPa'dan 8,2 MPa'a ve elastik modiiliiniin 152 MPa'dan 290 MPa'a artig gosterdigi tespit
edilmistir [13].

Polimerlerin bir¢ogu sferulitlerden olusan yar1 kristal yapidadir. Sferulitik yapi, cok
sayida merkezden disa dogru yayilan, kurdele seklindeki katlanmis zincirler ve
lamellerden olugur. Bu lamelleri birbirinden ayiran bolgeler amorftur. Komsu lameller
amorf bdlgenin iginden gecen baglayict zincirlerle birbirine baglanir. P3HB de yari
kristalin bir polimer oldugundan elastik sekil degisiminin baglangici amorf molekiil
zincirlerinin uygulanan gerilme yoniinde hizalanmasiyla baslar. Amorf zincirler, belirli
dogrultuda dizilerek uzamaya devam ederken kristal yapidaki lamellerin arasindaki
kuvvetli kovalent baglarda egilme ve uzamalar baslar [147]. Protein benzeri bir yapiya
sahip olan PBA'nin daha esnek zincirleri vardir. PBA, elektriksel alanda dipol rotasyonlar
gostererek elektriksel polarizasyonlar tiretebilir ve bu nedenle, rastgele ve hizali kristalin
fazlar olusturulabilir [131]. Elastik deformasyondan plastik deformasyona gegis
esnasinda lamellerdeki komsu zincirler birbiri iizerinde kaymaya baslar. Boylece
katlanmis zincirler agilarak ¢ekme eksenine dogru daha iyi hizalanma baslar. Bu
mekanizma, elektroegirme sirasinda PBA zincirlerinin daha serbest hareket etmesine
neden olmus olabilir. Hidrofobik-hidrofilik etkilesimlerle, PBA zincirleri P3HB zincirleri
etrafina dolanarak P3HB’yi daha dayanikli hale getirmistir. Son olarak ise ikincil baglar
ile birbirine baglanmis olan kristal blok parcalari lamellerden ayrilir. Zincirlerin yogun
bir sekilde birbirine dolanmasi veya zincirler arasinda hareketi engelleyen ¢ok miktarda
molekiiller arast baglarin bulunmasi dayanimi arttirirken, ikincil baglarin giiclenmesi ve
zincirlerin kuvvet dogrultusunda yonlenmesi elastik modiiliinii arttirir. P3HB ve PBA
arasinda yiiksek miktarda ikincil bag (hidrojen baglar1) bulunmaktadir. Ikincil baglarin
varlig1 ve polimer zincirlerinin kuvvet yoniinde yonlendirilmesi ile elastik modiilde artis

gbzlemlenmistir.
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Dogal iskelet kas dokusu, Boliim 2.7.1.2°de detaylart ile belirtilen kas kasilmasina bagl
aktif ve pasif mekanik dzelliklere sahip bir dokudur. iskelet kas1 mekanik dzelliklerine
benzer mekanik 6zelliklere sahip doku iskelelerinin gelistirilmesi iskelet kasini taklit
etmek acisindan dnemlidir. Iskelet kasinin mekanik 6zellikleri, kas dokusunun bulundugu
bolgeye bagl olarak farklilik gostermektedir; iskelet kaslarinin ¢ekme dayanimi 70 ile
800 kPa arasinda, kopma uzamasi degerleri %30 ile %60 arasinda ve elastik modiilii 30
ile 8000 kPa arasinda degismektedir [4]. Bu veriye dayanarak iskelet kasinin yumusak ve
elastik bir doku oldugu sdylenebilmektedir. Ayrica, yumusak malzemelere iskelet kasi
hiicrelerinin daha kolay tutundugu, cogaldigi ve farklilastig1 iskelet kasi doku
miihendisligi ¢alismalarinda belirlenmistir [2, 46, 47]. Iskelet kasinin yumusakligi,
mekanik stres altindaki elastik 6zelliklerine baghdir [156]. Bu nedenle, yumusak bir doku
iskelesinin yiliksek uzama davranisi ve yiiksek ¢ekme dayanimi sergilemesi beklenir.
Rastgele ve hizali P3HB matrikslerin kopmadaki uzama degerleri, P3HB’nin
kristalinitesi nedeniyle %30'un altinda kalmistir. Ancak, rastgele P3HB/PBA matriksler
%120'nin tlizerinde uzama ile, hizali P3HB/PBA matriksler ise yaklasik %70 uzama ile
elastik davramis gostermistir. Elde edilen degerler dogal iskelet dokusuna oldukca
benzerdir. Ayrica, hizali PHB/PBA matrikslerin 8,5 + 1,8 MPa ¢ekme dayanimi degeri
ile, dogal iskelet kas dokusunun ¢ekme dayanimina en yakin davranist gosterdigi
belirlenmistir. Bu baglamda, hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin, rastgele
P3HB/PBA nanofiber matrikslere gore iskelet kasina daha yakin mekanik o6zelliklere

sahip oldugu degerlendirilmistir.
4.2.7. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davranisi

Matrikslerin hidrolitik ve enzimatik ortamdaki bozunma davraniglar1 7 hafta boyunca

takip edilmistir ve SEM fotograflar1 Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin 7 hafta boyunca
yiriitiilen hidrolitik ve enzimatik bozunma calismalar1 sirasindaki SEM fotograflari

(6lgek: 20 um (baslangi¢); 10 um (bozunma)).

Hidrolitik bozunmanin 5. haftasina kadar belirgin bir bozunma gozlenememistir. Ancak
5. haftadan itibaren rastgele ve hizali fiber yiizeylerinde aginmalar ve fiber yapisinda
belirgin bozulmalar tespit edilmistir. Bunun en 6nemli nedeni olarak P3HB’ nin yiiksek
kristalinitesi ve yiliksek molekiil agirlig1r gosterilebilir. Bununla beraber elektroegirme
islemi sirasinda katki polimeri olan PBA’nin P3HB zincirlerine hem hidrojen baglart hem
de elektrostatik etkilesimler ile baglandigi diisiiniilmektedir. Hidrolitik bozunma
ortaminda bulunan tuzlara ait iyonlar polimer yiizeyinde bulunan bu hidrojen baglar
arasina girerek etkilesimleri zayiflatmis ve bu etkilesimlerin zayiflamasiyla zincirler
arasindaki bosluklara su molekiilleri girmis ve boylelikle kristalinitede diisiis yasanmis
olabilir [141]. Kristalinitedeki diisiis ile birlikte bozunma hizlanmis ve molekiil agirligi
azalmaya baglamistir. Bozunma iirlinlerinin yer yer hidrofobik ve piezoelektrik bir
polimer olan P3HB’nin ylizeyine elektrostatik etkilesimler ile tutundugu SEM

fotograflarindan goriilebilmektedir. Bununla beraber hidrolitik bozunma ortaminda
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bulunan tuzlar iskele yiizeyine elektrostatik etkilesimler ile tutunmustur. Ozellikle 7.
haftadaki goriintiilerde ortamdaki iyonik etkilesimlerin arttigi, polimerin kristalinitesinde
azalma ve molekiil agirliginda diisiis ile birlikte rastgele fiberlerin morfolojisinde dnemli
derecede bozulmalar meydana geldigi, fiberlerin daha yayvan bir goriiniimde oldugu
tespit edilmistir. Hizal1 fiberlerin ise hidrolitik bozunmanin 7. haftasinda yer yer koptugu
ve yiizeydeki polimerik birikintilerinin arttig1 gézlemlenmistir. Daha 6nce yapilan XRD
analizi ile hizali morfolojideki fiberlerin kristalinitesinin rastgele morfolojideki fiberlere
gore daha diislik oldugu belirlenmistir. Bu baglamda hizali morfolojideki fiberlerin daha
fazla bozunmaya ugrayacagi ongoriilebilmektedir. Hizali fiberlere ait SEM fotograflar
incelendiginde fiber ylizeyindeki asinma ve piirlizlerin rastgele fiberlere gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Yer yer fiberlerde bozunmaya bagl acilma ve ipliklenmelerin

oldugu da belirlenmistir.

P3HB poliester ailesinden bir polimer olup, ylizey erozyonu ile bozunmaktadir. Bu tip
polimerlerde enzimler polimer matrisine difiize olamadigindan, bozunma yiizeyde
gerceklesmektedir [153]. Hidrolitik bozunma icin acgiklanan neden-sonug iliskileri
enzimatik bozunma ortaminda bulunan PBS’ten dolay1 burada da gegerlidir. Hidrolitik
bozunmaya ek olarak, enzimatik ataklarla ylizeyde erozyonlarin olustugu tespit
edilmistir. Rastgele fiberlere ait goriintiilerde bozunmanin 5. haftasindan itibaren yiizeyin
enzim ataklariyla siirekli erozyona ugramasi ile birlikte kristalinitedeki diisiis artmistir
[154]. Bununla beraber kristalin bolgeler ile amorf bolgeler arasindaki arayiizlerde
enzimatik ataklar nedeniyle kirilma noktalarinin olustugu goriilmektedir. Hizal fiberlere
ait goriintiilerde bozunmanin 5. ve 7. haftalarinda polimerik yapinin yiizey erozyonunun
artmasiyla yer yer yirtildig1 ve yiizeydeki piiriizliliiglin ve bozulmanin diger gruplara
gbre cok daha fazla oldugu belirlenmistir. Tiim bunlara ek olarak, PBA’nin protein
adsorplayict Ozellikleri goz Oniine alindiginda, lipaz enziminin PBA’nin bozunma

miktarini ve hizini arttirmig olabilecegi diisiiniilmektedir [157].
4.2.8. Su Temas Acilan

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin su temas agis1 dl¢iimleri Cizelge
4.4’te verilmistir. Rastgele fiber morfolojisine sahip matrikslerin su temas acis1 yaklagik
107,6° olarak olgiiliirken, hizali fiber morfolojisine sahip matrikslerin su temas agisi
yaklagik 113,6° olarak Ol¢iilmiistiir. Degerler birbirine yakin olup, malzemelerin

hidrofobik oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Rastgele ve hizali PZHB/PBA fiber matrikslerin su temas acis1 degerleri.

Matriks Su temas acisi (°)
P3HB/PBA Rastgele 107,6 + 8.4
P3HB/PBA Hizali 113,6 £ 6,6

P3HB’nin olduk¢a hidrofobik bir polimer oldugu goz oOniline alindiginda, PBA
katkilamasiyla birlikte elektroegirme islemi sonucunda elde edilen su temas agisi

degerleri kabul edilebilir araliklardadir.

4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Rastgele ve hizali P3BHB/PBA nanofiber matrikslerin kimyasal, termal, morfolojik,
mekanik ve piezoelektrik karakterizasyonlari tamamlandiktan sonra 21 giin boyunca
C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 ile statik kiiltiir ¢aligmalart yiiriitiilmiistiir. Kontrol

grubu olarak hiicre kiiltiir kaplar1 (tissue culture polystyrene-TPCS) kullanilmustir.

4.3.1. C2C12 Hiicre Hattinin Karakterizasyonu

Hiicre kiiltir asamasi Oncesi, DSMZ’den satin alman C2C12 hiicre hattinin
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

4.3.1.1. Hiicre biiyiime egrisi

Kiltirtin 1., 2., 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerinde yilizeyden kaldirilan hiicreler
hemositometrik olarak sayilmistir. Sayim sonucunda elde edilen biiyiime egrisi Sekil

4.13’te verilmistir.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (giin)

Sekil 4.13. C2C12 hiicre hattina ait biiyiime egrisi.
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Hiicre biiyiime egrisi incelendiginde 1. ve 2. giinler arasinda pozitif tireme (lag) fazi, 2.
ve 5. giinler arasinda {istel lireme fazi, 7. glinde duragan faz ve 8. giinden itibaren 6liim
faz1 gozlemlenmistir. Hiicreler dongiilerinin biiyilik bir boliimiinii pozitif iireme faz1 ve
iistel iireme fazinda gegirmisler, duragan fazda kisa siireli bulunmuslar, ardindan hizlica
6lim fazina gegmislerdir. Hiicre 6liimiine bagl olarak ortamda olusan asiditeye direng
gostererek ani 6lim yerine, belirli bir siireye yayilmig 6lim goézlemlenmistir. Hiicre
bliylime egrisinin dogrusalliga en yakin zaman araligi olan 2. ile 5. giinler arasindaki
hiicre sayilarinin dogal logaritmasi (In) zamana kars1 grafige gecirilmis, dogrunun
egiminden ozgiil {ireme hizi (n) 0,023 sa! olarak tespit edilmistir. Hiicre ikilenme

stiresinin ise 30 sa oldugu belirlenmistir.
4.3.1.2. Canhhik analizi

Hiicre canliliginin tespiti i¢in kiiltiiriin 1., 2., 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerinde MTT analizi
yapilmustir. Ugiincii giin absorbans degeri (optik yogunluk: 0,8; 570 nm/690 nm ref)
%100 canlilik olarak kabul edilerek diger giinler oranlanmis ve C2C12 hiicrelerine ait

ylizde canlilik degerleri Sekil 4.14’te verilmistir.

750 _I_
24 600
= Ba
g 450
@)
39 300

150

1 2 3 5 7 10 14

Zaman (giin)

Sekil 4.14. C2C12 hiicrelerinin 14 giinliik kiiltiirasyonu boyunca belirlenen giinlerde elde

edilen ylizde canlilik degerleri.

Elde edilen grafigin egiliminin biiyiime egrisi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Cok
cekirdekli C2C12 hiicrelerinin 6zellikle 3. glinden itibaren oldukca yiiksek canlilik
degerlerine ulastig1 tespit edilmistir. Hiicrelerin kiiltiiriin 1. ve 2. glinlerinde ortama uyum
saglama siirecine girdikleri, ardindan {istel lireme fazina giris yaparak 7. giine kadar

cogaldiklar1 ve 10. giinden itibaren 6liim fazina girdikleri dogrulanmistir.
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4.3.1.3. Floresan goriintiileme

Hiicre iskeleti ve cekirdeginin goriintiilenmesi floresan F-aktin/DAPI boyama ile
gerceklestirilmistir. Sekil 4.15°te kiiltiiriin 1. ve 3. gilinlerinde yapilan floresan boyama

goriintiileri verilmistir.

Miyoblast hiicrelerinin morfolojik karakteristiklerinin literatiire uygun ve beklenen
sekilde oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle ¢ok cekirdekli ve fibroblastik hiicre tipleri
belirlenmistir. Bununla beraber fibroblastik hiicre tipi disinda kiiresel ve y1ldiz formunda
hiicrelerin de varlig1 tespit edilmistir. Kiiresel formdaki hiicreler satelit hiicrelerin
varligini, yildiz formundaki hiicreler ise ndromuskiiler baglanti noktalarina farklilagacak

hiicre popiilasyonunun varligini gostermektedir.

1. Giin 3. Giin

Sekil 4.15. C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1 ve 3. giinlerinde farkl biiyiitmelerde boyama

goriintiileri. Hiicre iskeleti yesil, hiicre ¢ekirdegi mavi olarak goriinmektedir.
4.3.1.4. Histolojik boyama

Kristal viyole ile hiicrelerin morfolojileri takip edilmistir. Sekil 4.16°da kiiltiiriin 1., 3. ve

7. giinlerinde yapilan histolojik boyama goriintiileri verilmistir.
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Floresan boyama goriintiileri ile paralel sekilde, kristal viyole boyamada da kiiltiirtin ilk
7 glinlinde hiicrelerin ¢ok ¢ekirdekli ve fibroblastik morfolojide oldugu tespit edilmistir.
Ayrica hiicrelerin ¢ok yogunlastig1 bolgelerde belirgin dizilime gitme egilimi oldugu
belirlenmistir. Beklenen sekilde, kiiltiiriin 7. glinlinden sonra hiicrelerin besin yetersizligi

ve hizli hiicresel atik salimindan dolay1 pargalandigi, koptugu ve Olime gittigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.16. C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3. ve 7. gilinlerinde kristal viyole boyama

goriintiileri.
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Miyoblast hiicreleri oldukc¢a yiliksek metabolik aktiviteye sahiptir. Bu nedenle
ortamlarinin 2-3 giinde bir degistirilmesi gerekmektedir. Karakterizasyon boyunca ortam
degisikligi yapilmamis olup, hiicrelerin 7. giine kadar ¢ogaldiklar1 ve yayildiklari tespit
edilse de 3. giinden itibaren saglikli goriintiilerini kismen yitirmeye basladiklar1 ve 7.

giinden sonra apoptoza gittikleri goriilmektedir.
4.3.2. Doku Kiiltiirii Kaplarinda Miyojenik Farkhilasma Calismalari

Doku kiiltiir kaplarinda yapilan miyojenik farklilasma c¢alismalarinda biiylime ortami
olarak %10 FBS igeren RPMI 1640 kullanilirken, farklilasma ortami olarak %2 HS i¢eren
RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicre ekimi biiylime ortaminda gerceklestirilmis ve {istel
tireme fazinin baslangici olan kiiltiirlin 3. gilinlinde hiicreler iizerindeki biiylime ortami
uzaklastirilarak farklilagsma ortamina gegilmistir. Kiiltiir ortam1 3 giinde bir yenilenerek,

21 giin boyunca kiiltiirasyon ger¢eklestirilmistir.
4.3.2.1. Canlhilik analizi

TCPS yiizeyindeki C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3., 7., 10., 14. ve 21. giinlerindeki

mitokondriyal aktiviteleri Sekil 4.17’de verilmistir.
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Sekil 4.17. TCPS yiizeyindeki C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3., 7., 10., 14. ve 21.

7 10 14
Zaman (giin)

giinlerindeki yiizde canlilik degerleri (Istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4, **p<0,01,
biiylime ortamindaki hiicrelerin kontrol grubu oldugu, ayni giindeki farklilagma ortami

ile karsilastirildiginda).
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Kiiltirtin 1., 3., 14. ve 21. giinlerinde, farklilagma ortamlar1 biiylime ortamlari ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar elde edilmistir (**p<0,01).
Sonugclar incelendiginde ilk 7 giin boyunca farklilagma grubundaki fibroblastik hiicreler
hiicre dongiisiinden ¢ikip farklilasmaya gitmis olabilecekleri ve bu nedenle farklilagma
ortamindaki hiicrelerin canlilik degerinin biiylime ortamindaki hiicrelere gore azaldigi
diistiniilmiistiir. Miyoblast hiicreleri birbirleri ile temas ettiklerinde de farklilasabilme

ozelligi gosterdiginden farklilasma baslangici, biiyiime ortaminda da beklenmektedir.

Kiiltiirtin 7. ve 10. giinlerinde yiizde canlilik degerlerinin biiyiime ve farklilagsma gruplari
icin maksimum degerde oldugu goriilmektedir. Kiiltiirlin 7. glinline kadar canlilik artmis
olmakla birlikte kiiltiirin 10. giiniinden itibaren canlilikta Onemli bir disis
gozlemlenmistir. Biliylime ortamindaki hiicrelerin canliliklarindaki diisiis farklilagsma
ortamindaki hiicrelere gore daha azdir. Hiicreler bir siire sonra tek tabaka olmaktan ¢ikip
iist liste tabakalar olugturmaya baslamig, fakat bir siire sonra kontak inhibasyonun da
etkisiyle 6liime gitmiglerdir. Var olan canliligin ise karma hiicre popiilasyonunda bulunan
satelit hiicrelerinden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Oliime giden hiicrelerin salgiladig1
kemotaktik sinyaller ile satelit hiicrelerin hiicre dongiisiiniin suskun fazindan ayrilip

cogalmaya baslamis olduklari tahmin edilmektedir.
4.3.2.2. Morfolojik analizler

Biiylime ve farklilasma ortamindaki hiicrelerin kiiltiir calismasinin farkli giinlerindeki
dagilimlar1 ve morfolojilerini gosteren optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.18°de, hiicre

iskeleti/¢ekirdegi floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.19°da verilmistir.

Farklilasma ortamindaki hiicrelerin 3. giinden itibaren dizilime gittikleri ancak 14.
giinden itibaren her iki grupta da hiicre 6liimlerinin basladig1 ve yer yer gruplar halinde
hiicrelerin yiizeyden ayrildiklar1 optik mikroskop fotograflarindan tespit edilmistir.
Floresan goriintiilemelerde, biiylime ortamindaki hiicrelerin belirli bir dizilime gittikleri
ancak bunun miyotlip olusumu i¢in yeterli olmadigr tespit edilmistir. Biiyiime
ortamindaki hiicrelerin 14. giinden itibaren hiicresel yap1 biitiinliiklerinin belirli

bolgelerde bozularak yaslanma belirtileri gostermeye basladigi goriilmiistiir.
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Biiyiime ortam Farkhilasma ortam

14. Giin 7. Giin 3. Giin

21. Giin

Sekil 4.18. TCPS yiizeyindeki C2C12 hiicrelerinin kiiltlirtin 1., 3. ve 7. giinlerinde
biiytime ve farklilagsma ortamindaki optik mikroskop goriintiileri (biiyiitme: 4 X).

Farklilasma ortamindaki hiicrelerin ise daha diizenli bir yap1 olusturduklari, hatta yer yer
miyotiip olusturduklar1 gézlemlenmistir. Biiylime ortamindaki hiicrelere benzer sekilde,
14. gilinden itibaren hiicrelerin olusturdugu diizenli yap1 bozulmaya baslamis ve hiicresel
biitiinliik 21. giinde neredeyse tamamen bozulmustur. Cekirdeklerin flizyona ugradiklari
ve filamentlerin tiibiiler forma geg¢meye basladiklart 3. ve 7. giin goriintiilerinden
anlagilmaktadir. Daha sonraki giinlerde ise olugan miyotiiplerin ortamdaki mekanik ve
elektriksel etkilerin olmamasi ve ylizey morfolojik ve mekanik 6zelliklerinin yetersizligi

nedeniyle birbirleri ile baglanti kuramadigi belirlenmistir. Birincil farklilagma agamasini

93



tamamlayamayan farklilasma ortamindaki hiicreler 14. gilinden itibaren yaglanmis,

parcalar halinde yiizeyden uzaklasmis ve 6liime gitmislerdir.

Biiyiime Ortami Farklilasma Ortam
10X 10X 20X

1. Giin
1. Giin

14. Giin 7. Giin 3. Giin
7. Giin 3. Giin

14. Giin

21. Giin
21. Giin

Sekil 4.19. Biiytime ve farklilagma ortamindaki C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3., 7.,
14. ve 21. giinlerindeki F-aktin/DAPI boyama floresan mikroskop goriintiileri.

4.3.2.3. Histolojik analizler

Biiylime ve farklilasma ortamindaki hiicrelerin kristal viyole ile boyama sonrasi

fotograflar1 Sekil 4.20°de verilmistir.
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Biiyiime Ortam Farkhilasma Ortanmm

10X 20X 40X 10X 20X 40X

14. Giin 7. Giin 3. Giin 1. Giin

21. Giin

Sekil 4.20. Biiyiime ve farklilagma ortamindaki C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3., 7.,

14. ve 21. giinlerindeki kristal viyole boyama goriintiileri.

Biiyiime ortamindaki hiicrelerin belirli bir dizilime gittikleri ancak bunun miyotiip
olusumu i¢in yeterli olmadig1 ve 14. giinden itibaren yaslanma belirtileri géstermeye
basladig tespit edilmistir. Farklilagma ortamindaki hiicrelerin ise daha diizenli bir yap1
olusturduklar1 gozlemlenmistir. Olusan miyotiiplerin birbirleri ile baglanti kuramadig:
belirlenmistir. Birincil farklilagma asamasini tamamlayamayan farklilagsma ortamindaki

hiicreler 14. giinden itibaren parcalar halinde yiizeyden uzaklagsmis ve 6liime gitmislerdir.

Elde edilen verilerin 1s181nda farklilasma baslangicinin kiiltiirtin 7. giinlinde belirgin
oldugu tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak 7. giinde biiyiime ve farklilagsma
ortamlarinda bulunan hiicrelerin optik mikroskop, kristal viyole ve F-aktin/DAPI
goriintiileri Sekil 4.21°de karsilastirilmistir. Farklilasma ortamindaki hiicrelerin (oklar ile
gosterilen bolgelerde) daha diizenli bir yonelime girdikleri, ¢ekirdeklerinin fiizyona
ugradiklart1 ve kesikli de olsa tiibiiler yapr olusturduklar1 belirgin bir sekilde
gozlemlenmektedir. Ancak mekanik, fiziksel ve elektriksel 6zelliklerin olmadigi TCPS
kiiltiirii hiicrelerin farklilagmasi igin yeterli degildir. Bu nedenle hiicrelerin birincil
farklilagsmay1 tamamlayamamalar1 ve ikincil farklilasma asamasina gegememeleri

beklenen bir sonuctur [11]. Statik kiiltirde TCPS’de yapilan bu ¢alismalar miyojenik
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farklilagmanin ¢esitli uyaranlar olmadan gerceklesmesinin miimkiin olmadigini kanitlar

niteliktedir.

=
s
=
=)
«
=
E
=

Sekil 4.21. Kiiltiirlin 7. glinlinde biiylime ve farklilasma ortamindaki C2C12 hiicrelerinin
soldan saga sirasiyla optik mikroskop, kristal viyole ve F-aktin/DAPI goriintiilerinin

farkli biiyiitmelerde karsilastirilmasi.
4.3.3. Matrikslerde Miyojenik Farklilasma Calismalar:

Rastgele ve hizali PAHB/PBA matriksler iizerinde gerceklestirilen miyojenik farklilagsma
calismalarinda biliylime ortami olarak %10 FBS iceren RPMI 1640 kullanilirken,
farklilagma ortami olarak %2 HS i¢ceren RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicre ekimi biiyiime
ortaminda gerceklestirilmis ve listel lireme fazinin baslangici olan kiiltiiriin 3. giiniinde
hiicreler tlizerindeki biiylime ortami uzaklastirilarak farklilasma ortamina gecilmistir.

Kiiltiir ortami 3 giinde bir yenilenerek, 21 giin boyunca kiiltiirasyon gerceklestirilmistir.
4.3.3.1. Canhilik analizleri

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2CI12 hiicrelerinin
mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile belirlenmistir. TCPS’te kiiltiirlenen hiicreler
kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Kiiltiirtin 1., 3., 7., 14. ve 21. giinlerinde C2C12

hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri Sekil 4.22'de verilmistir.
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Sekil 4.22. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri (Istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4,
***p<0,001, ****p<0,0001 TCPS kontrol grubu oldugunda; *p<0,05, **p<0,01 rastgele
fiberler kontrol grubu oldugunda).

P3HB'nin iskelet kas doku miihendisliginde kullanimi iizerine tek temel aragtirma Ricotti
ve arkadaglarinin gerceklestirdigi ¢aligmadir. Calismada, C2C12 hiicrelerinin izotropik
ve anizotropik P3HB nanofiber matriksler iizerindeki {ireme ve farklilagma kapasitesi
incelenmistir [153]. P3HB matrikslerinin C2C12 hiicrelerinin tutunmasint ve
proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir. Ancak, P3HB'nin yiiksek kristalinite
kaynakli kirilganligi ve diisiik biyobozunma hizinin diger polimerlerle karistirilarak

tyilestirilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Tez ¢alismasinda ise, kontrol grubundaki C2C12 hiicrelerinin canliligy, kiiltiiriin 1. ve 3.
giinlerinde rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslere gore istatistiksel olarak
daha yiiksek bulunmustur (1. giin, ****p<0,0001; 3. giin, sirasiyla ***p<0,001 ve
****p<0,0001). Ayrica, rastgele ve hizali matriksler arasinda kiiltiiriin 1. ve 3. giinlerinde
de Onemli farklar saptanmistir (sirasiyla, **p<0,01 ve *p<0,05). Bu farkliliklar,
hiicrelerin farkli yiizey topografyalarina uyum siiresi ile agiklanabilmektedir. Kiiltiiriin 3.
giiniinden itibaren bu egilim degismis, kiltlirtin 21. giinii haricinde, matrikslerdeki

canlilik oraninin TCPS’ten yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Ozellikle kiiltiiriin 7. ve 14.

giinlerinde rastgele matrikslerde istatistiksel olarak daha yiiksek canlilik elde edilmistir

97



(***p<0,001). Ayrica, hizali matrikslerde kiiltiiriin 7. giiniinde TCPS’e gore onemli
farklar (****p<0,0001) tespit edilmistir. Rastgele ve hizali matrikslerde, farklilagsmaya
bagh olarak, canlilik 14. glinden itibaren azalmistir. Burada farklilagsmaya bagli olarak
hiicre canliliginda bir azalma meydana geldigi sdylenebilir. Hiicreler mitoz dongiilerinde
yiiksek metabolik aktivite gosterirler ve hiicre dongiisiindeki hiicrelerin canlilik
degerlerinin siirekli artmasi beklenir. Fakat hiicreler mitoz dongiisiinden ¢ikip
farklilagmaya basladiklarinda boliinme kapasiteleri azaldigindan MTT analizi sonucunda
hiicre canliliginda azalma goriiliir [9]. Buradan, hizali matriksler {izerindeki hiicrelerin
daha fazla farklilasmis oldugu diisiiniilebilir. Ek olarak, C2C12 hiicreleri, hiicre temasina

bagli olarak fonksiyonel olmayan farklilasma kapasitesine sahiptir [158, 159].

Kiiltiiriin 21. giliniinde rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki
C2C12 hiicrelerinin canli/6lii boyama goriintiileri Sekil 4.23’te verilmistir. Konfokal
goriintiilemeleri, kiiltiiriin 21. gilinlinde, her iki grup i¢in de yiiksek canlilik oram
gostermistir ve elde edilen goriintiiler 21. glin MTT analizi sonuglarini desteklemektedir.
Konfokal fotograflar1 iizerinden Imagel ile yapilan hiicre sayimi sonuglarina gore,
rastgele ve hizali PAHB/PBA matrikslerde hiicre canlilig sirasiyla %99 ve %97 olarak
belirlenmistir. Bu sonuclara dayanarak, hiicrelerin mitotik hiicre dongiisiinden ¢iktig1 ve
miyoblastlardan miyotiiplere farklilastigi sonucuna varilabilmektedir. Ayrica, her iki
grupta da miyotiibiiler olusumlar tespit edilmistir (kirmiz1 oklar). Ancak beklenildigi gibi,
olusan miyotiibiiler yapilarin hizali P3HB/PBA matrikslerde daha uzun ve kalin oldugu
gbzlemlenmistir. Sonu¢ olarak hem rastgele hem de hizali P3HB/PBA nanofiber
matrikslerin, C2C12 hiicrelerinin proliferasyonunu tesvik ettigi, ancak hizali PsHB/PBA
nanofiber matrikslerin rastgele matrikslere gore daha yiiksek miyojenik uyumluluga sahip

oldugu sdylenebilmektedir.
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Rastgele Hizal
P3HB/PBA P3HB/PBA

21. Giin

Sekil 4.23. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 21. giiniinde canli (yesil) / 61ii (kirmiz1) konfokal mikroskop

goriintiileri. Kirmizi oklar fiizyona ugramis miyotiipleri belirtmektedir.

4.3.3.2. Morfolojik analizler

C2C12 hiicrelerinin, kiiltiirtin 3., 7., 14. ve 21. giinlerinde rastgele ve hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler lizerindeki morfolojisi SEM analizi ile belirlenmis ve SEM

goriintiileri Sekil 4.24'te verilmistir.
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Sekil 4.24. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin kiiltlirtin 3., 7., 14. ve 21. giinlerinde farkli biiylitmelerdeki SEM
fotograflari. Kirmizi oklar fiizyona ugramis miyotiipleri, sar1 oklar néromuskiiler baglanti

noktalarini, mor oklar yirtilmalar1 belirtmektedir.
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SEM fotograflar1 incelendiginde, C2C12 hiicrelerinin rastgele ve hizali fiberlere
tutundugu ve cogaldigr goriilmistir. Kiiltiirtin 3. giinlinde farklilasma ortamina
gecildikten sonra, hiicrelerin her iki matriks tizerinde de farklilastigi, ancak hizali fiberler
tizerindeki hiicrelerin kiiltiiriin 7. giiniinden itibaren daha diizenli bir dagilima sahip
oldugu morfolojik olarak belirlenmistir. C2C12 hiicreleri birbirleri ile temas ettiklerinde
ve %70’ten fazla yayilim gosterdiklerinde belirli bir miktarda farklilasabilmektedirler
[33]. Buradan yola ¢ikarak rastgele matriksler iizerindeki hiicrelerin proliferasyona bagh
olarak farklilagtiklari, ancak bu asamay1 tamamlayamadiklari daha sonraki giinlerdeki
SEM fotograflarindan anlasilabilmektedir. Fonksiyonel bir kas dokusunun 6n sart1 dogal
dokuya benzer miyofibriler ve miyotiibiiler yapilarin olusabilmesidir [11]. Kiiltiiriin 7.
gilinlinde hizali matriksler tizerindeki hiicrelerin morfolojilerinde 6nemli degisiklikler
meydana gelmistir. Farklilasma Oncesinde, miyoblastlarin piiriizsiiz ylizeylere sahip
oldugu ve nadiren mikrovilli igerdigi gézlemlenmistir. Kiiltiiriin 7. glinlinden sonra
hiicrelerin kalin ve piiriizlii bir yiizey morfolojisi sergiledikleri, flizyon ile ¢ok ¢ekirdekli
miyotiibliler yapilar olusturduklar1 ve yogun mikrovilli ile kaplandiklar1 belirlenmistir.
Curci ve ark., iskelet kasi farklilasmasinda miyotlip olusumu sirasinda C2C12
hiicrelerinin plazma membranindaki morfolojik degisiklikleri incelemislerdir [160].
Farklilagma yolagina giren hiicrelerin yogun mikrovilli yapilart ile kaplandigini ve
giderek kalinlasan ve uzayan bir morfolojiye sahip oldugunu gostermislerdir. C2C12

hiicreleri ile yapilan diger ¢calismalarda da benzer morfolojik degisiklikler gosterilmistir

[161, 162].

Sekil 4.24'teki kirmizi oklar, hizali matriksler {izerindeki hiicrelerin, kiiltliriin 14.
gilinlinden itibaren diizenli yonlenmelerini ve miyotiiplerin flizyonunu gostermektedir.
Bu morfolojik degisiklikler rastgele matrikslerde ¢ok daha azdir. Rastgele matriksler,
yeterli morfolojik ve mekanik 6zelliklere sahip olmadigindan, C2C12 hiicreleri prolifere
olsalar da uygun sekilde farklilasamamislardir. C2C12 hiicreleri birbirleriyle temas
ettiginde farklilagabilirler, ancak hiicreler maturasyon evresine gecemezlerse yiizeyden
ayrilirlar. Sekil 4.24°teki mor oklar, rastgele matrikslerin yiizeyinde kiiltiiriin 21. giliniinde
hiicre yirtilmalarinin meydana geldigini gostermektedir. Buna karsilik, hizali PsHB/PBA
matrikslerdeki tiibiiler yapilar, 6zellikle kiiltiiriin 21. giiniinde, dogal kas dokusuna daha
yakin boyutlara sahiptir. Dogal kas dokusunda, miyotiibiiler yapinin uzunlugu 50-55 pm,
kalinligr 1-3 pm'dir [15, 16]. Sekil 4.24’te goriildiigii gibi, 50-60 um uzunlugundaki
fibriller yaklagik 10-15 pm kalinligindadir. Dogal dokuya benzer sekilde, 1-3 pm
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kalinligindaki miyotiibiiler yapilarin fiizyonu ile daha kalin miyofibril yapilarin olustugu
sonucuna varilabilmektedir. Ayrica, bolgesel baglant1 noktalarinin olustugu goriilmiistiir

(sar1 oklar muhtemel néromuskiiler baglantilar1 gostermektedir).

Rastgele ve hizali matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin aktin filamentlerinin ve
cekirdeklerinin floresan boyama ile goriintiilemesi konfokal mikroskobu ile tespit
edilmistir. Kiiltiirtin 7., 14. ve 21. giinlerindeki F-aktin/DAPI konfokal analizi fotograflari
Sekil 4.25’te verilmistir.
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Sekil 4.25. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde hiicre iskeleti (yesil) / ¢ekirdegi
(mavi) konfokal mikroskobu goriintiileri. 3B fotograflar z-eksen goriintiilemeleri ile elde
edilmistir. Kirmiz1 oklar flizyona ugramis miyotiipleri, sar1 oklar ndromuskiiler baglanti

noktalarini temsil etmektedir.
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Rastgele matrikslerdeki hiicrelerin bosluk birakmayacak kadar yayildiklar1 ve yer yer
diizenli yapilar olusturabildikleri tespit edilmistir. Hizali matriksler lizerindeki hiicrelerin
14. giinden itibaren, miyojenik farklilasmanin 6nemli bir gostergesi olan, diizenli ve
paralel oryantasyonda fiber benzeri yapilar olusturdugu belirlenmistir. Sekil 4.25’te ¢ok
cekirdekli miyofibriller kirmizi oklarla gosterilmistir. Hizalanmig matrikslerin z-
ekseninden alinan goriintiilerde, 14. gilinden itibaren, hiicrelerin derinlik boyunca

hizalandiklar1 ve bu yonelimi kiiltiiriin 21. gliniinde de koruyabildikleri tespit edilmistir.

Ayrica, Sekil 4.25°te sar1 oklar ile belirtilen yapilarin muhtemel néromuskiiler baglanti
noktalar1 oldugu diistiniilmektedir. Benzer morfolojik yapilara ayni giine ait SEM
fotograflarinda da rastlanmistir. Buna karsilik, rastgele matriksler iizerindeki hiicrelerin
ylizeyden kismen ayrildigi ve az sayida olusmus diizenli yapilarin da 21. giine

gelindiginde bozuldugu gézlemlenmistir.
4.3.3.3. Gen ekspresyonu analizleri

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin
miyojenik farklilasma belirteci MyoD ve Myogenin gen ifadeleri ve miyojenik
maturasyon belirteci MHC bagil gen ifadesi RT-qPCR analizi ile belirlenmistir. Kiiltiiriin
7., 14. ve 21. giinlerinde yapilan RT-qPCR analizi sonuglar1 Sekil 4.26°da verilmistir.

Birincil miyojenik faktdrlerden biri olan MyoD, miyoblast farklilasmasini kontrol eden
onemli bir belirte¢ olup G1 fazinda en yiiksek diizeyde ifade edilirken, G1'den S fazina
geciste minimum diizeyde ifade edilir [33]. Rastgele matriksler tizerindeki C2C12
hiicrelerinin MyoD bagil gen ifadeleri giin bazinda karsilastirildiginda anlaml bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Ancak, farklilagmanin erken bir asamasi olan kiiltiiriin 7.
glinlinde, hizali matrikslerde, MyoD ifadesinde anlamli bir artis goézlemlenirken
(***p<0,001), farklilagsmasinin ge¢ bir asamasi olan kiiltliriin 14. giiniinde MyoD
ifadesinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir (*»<0,05). Hizali matriksler tizerindeki
C2C12 hiicrelerinin MyoD ifadesindeki degisimlerin dogal iskelet kasi dokusu ile uyumlu
oldugu belirlenmistir. Rastgele ve hizali matriksler karsilastirildiginda, MyoD ifadesi
rastgele matrikslerde sadece kiiltlirin 7. gilinlinde anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (*p<0,05). Ayn1 giinlerde yapilan MTT ve SEM analizleri ile de agiklandig1
lizere, rastgele matriksler lizerindeki hiicrelerin agir1 iiremesine ve temasina bagli olarak,
hiicrelerde farklilasma gerceklesmistir. Beklendigi tlizere, bu etki kiiltiiriin takip eden

giinlerinde fonksiyonel farklilasma i¢in yeterli olamamastir.
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Sekil 4.26. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde bagil MyoD, Myogenin ve MHC
gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farkliliklar, n = 4, *p<0,05, **p<0,01,
****p<0,0001 kontrol grubu rastgele matriksler oldugunda; *p<0,05, **p<0,01,
*H%p<0.001, ****p<0,0001 kontrol grubu hizali matriksler oldugunda).

Miyoblast farklilagsmasini kontrol eden diger 6nemli bir miyojenik faktér Myogenindir.
Myogenin, miyojenik farklilasmanin ge¢ asamasinda ifade edilir. Myogenin gen ifadesi
miyotiibiiler yapilarin olusumunda etkilidir ve MyoD gen ifadesi tarafindan kontrol edilir.
Farklilasmis hiicreler yiiksek diizeyde MyoD ve Myogenin genlerini ifade eder [160].
Rastgele matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin Myogenin bagil gen ifadeleri giin
bazinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05). Ayrica, kiiltiiriin 7.
giintinde, her iki grup matrikste de Myogenin ifadesinde anlamli bir fark bulunamamastir
(»p>0,05). C2C12 hiicrelerinin hizal1 matriksler iizerindeki Myogenin ifadesi kiiltiiriin 7.
giiniinden 14. giiniine gelindiginde yaklasik 3,5 kat artig (****p<0,0001) gosterirken,
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rastgele matrikslerde anlamli bir artis gézlemlenmemistir (p>0,05). Ayni giinlerde, hizali
matriksler iizerindeki hiicreler daha yiiksek oranda MyoD ifade ettiklerinden Myogenin
ifadesinde de biiyiik bir artis gozlemlenmistir. Miyotiibiiler yapilarin olusumunu kontrol
eden Myogenin'in yiliksek ifadesi, SEM analizi ve F-aktin/DAPI floresan boyama
analizleri ile de gosterilmistir. Ancak, kiiltiiriin 21. giiniinde C2C12 hiicrelerinin hizal
matriksler tizerindeki Myogenin ifadesi matlirasyon asamasina ge¢is nedeniyle onemli

Olclide azalmistir (***p<0,001).

Diger bir O6nemli miyojenik faktdr miyofibrillerin entegrasyonunu ve kasilma
aktivitesinin baglamasini kontrol eden MHC’dir. Olgunlasmis kas hiicreleri, kalin
filament proteini olan MHC'yi yiiksek oranda ifade eder [34]. Farklilagsmanin 7. giiniinde
rastgele ve hizali matriksler {izerindeki C2C12 hiicrelerinde MHC ifadesine
rastlanmamustir. Rastgele matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin MHC bagil gen
ifadeleri giin bazinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Kiiltiirtin 14. giiniine gelindiginde MHC gen ifadesinin, rastgele ve hizali matriksler
arasinda anlamh bir fark olmadan, arttig1 gozlemlenmistir (p>0.5). Hizal1 matrikslerde
MHC gen ifadesi kiiltiiriin 21. giiniinde yaklagik 5 kat artig gostermistir (***p<0,001). Bu
artis, SEM analizi ve F-aktin/DAPI floresan boyama analizi ile de gosterildigi iizere,
flizyona ugramig miyotlipler tarafindan olusturulan kalin  filamentlerden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, hizali matrikslerdeki MHC gen ifadesinin rastgele
matrikslere gore yaklagik 7 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (****p<0,0001). Sonug
olarak, hizali matriksler {izerinde kiiltiirlenen C2C12 hiicrelerinin farklilasma

asamasindan matiirasyon agamasina gegebilecegi gdsterilmistir.
4.3.3.4. Immiinohistokimyasal analizler

Rastgele ve hizali matriksler lizerindeki C2CI12 hiicrelerinin miyojenik belirtegleri
immiinohistokimya analizi ile belirlenmistir. Kiiltiiriin 7., 14. ve 21. gilinlerinde yapilan
MyoD, Myogenin ve MHC antikor boyamasi konfokal mikroskop goriintiileri Sekil
4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerinde kiiltiirlenen
C2C12 hiicrelerinin kiiltiirtin 7., 14. ve 21. giinlerinde MyoD, Myogenin ve MHC
immiinohistokimyasal boyama konfokal mikroskobu goriintiileri. Sar1  oklar
miyofibrilleri belirtmektedir. MyoD (yesil) antijeni hiicre ¢ekirdeginde, Myogenin (yesil)
antijeni hiicre iskeletinde ve MHC (kirmizi) antijeni kalin filamentlerde lokalize

olmustur.
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Kasa spesifik proteinler kas farklilasmasinin farkli asamalarinda aktivasyon gosterirler
[163]. Bu nedenle, miyojenik diizenleyici faktorler olan MyoD ve Myogenin antijenleri
ile farklilasmanin erken asama analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica, MHC antijeni ile
maturasyon asamasit analizleri gerceklestirilmistir. MyoD antijeni g¢ekirdekte lokalize
olurken, Myogenin antijeni ifade yogunluguna bagl olarak ¢ekirdek veya sitoplazmada
lokalize olmustur. Rastgele ve hizali matrikslerde kiiltliriin 7. giinlinde MyoD ve
Myogenin pozitif hiicreler arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Ancak 14.
giinden itibaren hizali matrikslerde MyoD ve Myogenin pozitif hiicrelerde artis
belirlenmistir. Hizal1 matrikslerde Myogenin pozitif hiicreler, fonksiyonel miyojenik

farklilagmaya bagli olarak hizalanms tiibiiler yapilarin olustugunu gostermistir.

MHC antijeni ise kalin filamentlerde lokalize olmustur. Kiiltiirtin 7. giiniinde her iki
matriks grubunda da MHC pozitif hiicrelere rastlanamazken, 14. giinden itibaren her iki
matriks grubunda da MHC pozitif hiicreler, RT-qPCR analizine benzer sekilde
gozlemlenmistir. Rastgele matrikslerde, kiiltiiriin 14. giiniinden itibaren miyofilamentler
olusmaya baslasa da bu filamentler matrikslerin yetersiz mekanik ve morfolojik
ozellikleri nedeniyle fonksiyonel hale gelememistir. Sar1 oklar, rastgele matrikslerde 21.
giinde olusan ince miyofibril yapilar1 gostermektedir. Hizali matrikslerde ise kiiltiiriin 14.
giiniinden itibaren anlamli derecede kalin miyofilament olusumu belirlenmistir. Sar1
oklar, hizali matriksler tizerindeki fonksiyonel miyofibril yapilarini kiltiiriin 14.
giinliinden itibaren gostermektedir. Miyojenik farklilasma (MyoD ve Myogenin) ve
miyojenik matiirasyon (MHC) belirtegleri, hizali PZHB/PBA nanofiber matrikslerin, RT-
gPCR analizi, SEM analizi ve F-aktin/DAPI konfokal goriintiileme sonuglartyla uyumlu

olarak, miyojenik farklilagsmay1 basarili bir sekilde destekledigini gostermistir.
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KISIM 11

Miyojenik uyumlulugu gosterilen ve miyojenik farklilagsmayr istiin bir sekilde
destekledigi belirlenen hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler ile literatiirde ilk defa
gergeklestirilen mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢aligmalarina
ait sonu¢ ve tartismalar bu boliimde detaylar ile verilmistir. Sekil 4.28’de Kisim II

caligmalarina ait akis 6zetlenmistir.

iki yonlii gekme
Morfolojik
ozellikler
SEM analizi
Sabit maksimum gerinim
Mekanik ozellikler

Degisen frekans

Cekme dayanimi
Elastik modiil
Kopmadaki uzama

Degisen ¢cekme/dinlenme siiresi

Mekanik uyarimh biyoreaktor Mekanik uyarimm
1 ¢alisma kosullarimin 2 matriksin morfolojik ve
belirlenmesi ik ozelliklerine etkisi

Elektrotlar ile uyarim

j

L Morfolojik
.% v ozellikler
% SEM analizi
M ik ozellikl
Sabit atim periyodu ckanik dzellilder
Degisen voltaj Cekme dayanimi
Elastik modiil

Sabit atim/dinlenme siiresi .
Kopmadaki uzama

Elektrik uyarimh biyoreaktor Elektriksel uyarimm
3 ¢alisma Kosullarimin 4 matriksin morfolojik ve
Belirlenmesi ik ozelliklerine etkisi

Degisen gerinim
Degisen frekans

Degisen cekme/dinlenme siiresi

‘ M-D1 M-D2 M-D3 M-D4 M-D5

Faz 1 analizler

Faz 2 analizler

Degisen atim periyodu
Sabit voltaj

Sabit atim/dinlenme siiresi
E-D1 E-D2

Faz 1 analizler

Y

Faz 2 analizler
AChR-a

et
+

e
<

EMD|

MHC 110 kat
NF-H 6800 kat

140 katI

5 Mekanik uyarimh biyoreaktor
calismalar:

Elektrik uyarimh biyoreaktor
calismalari

~

Elektromekanik uyarimh biyoreaktor
calismalari

Sekil 4.28. Tez ¢alismasinin ikinci kismina ait akis semasi.
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4.4. Hiicre Kiiltiirii Oncesi Calismalar

Dinamik hiicre kiiltiirlinde mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli biyoreaktor
calismalar1 Oncesinde mekanik ve elektrik uyarimli biyoreaktor ¢alisma kosullarinin
belirlenmesine yonelik 6n denemeler gerceklestirilmisti. On denemelerde hizal
P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik ve elektriksel uyarimlara verdigi cevaplar

morfolojik ve mekanik analizler ile tespit edilmistir.
4.4.1. Mekanik Uyarimh Biyoreaktor Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Mekanik uyarimli biyoreaktdr calismalari, %15 sabit maksimum gerinimde, farkli
frekans (0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz) ve farkli dongiisel uygulama sikliklarinda (6 sa ¢ekme/18
sa dinlenme, 1 sa c¢ekme/5 sa dinlenme ve 20 dk c¢ekme/2 sa dinlenme)
gerceklestirilmistir. Yiizde 15 maksimum gerinim degeri, literatiirdeki en yliksek gerinim
degeri belirlenerek secilmistir. Matrikslerin %15 gerinime gosterdigi mekanik dayanimin
yeterli olmas1 durumunda, hiicre kiiltiiriinde kullanilmasi1 planlanan gerinim degerlerine
de (%5 ve %10) mekanik dayanim gosterecegi varsayilmistir. Yedi giinlilk uygulama
sonrasinda biyoreaktérden alinan matrikslere c¢ekme testleri ve SEM analizi

uygulanmistir.
4.4.1.1. Mekanik uyarimin mekanik ozelliklere etkisi

Mekanik uyarimlar sonucunda hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik
Ozelliklerindeki degisimler Cizelge 4.5’te 6zetlenmis ve Sekil 4.29°da karsilastirmali
grafikleri verilmistir. Kisim I’de yapilan analizler ile mekanik uyarim 6ncesinde hizali
matrikslere ait gekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil degerleri sirasiyla;

8,5+ 1,8 MPa, %76,0 £ 1,3 ve 378,2 + 4,2 MPa olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Belirlenen farkli kosullarda uygulanan mekanik uyarimlar sonucunda hizali

P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik 6zelliklerindeki degisimler.

Uyarim 6ncesi mekanik 6zellikler

ekme dayanimi (MPa Kopmadaki uzama (% Elastik modiil (MPa
Yy p

85+1,8 76,0+ 1,3 378,2+4,2

Mekanik uyarimh biyoreaktor 6n denemeleri

6 sa cekme / 18 sa dinlenme - %15 gerinim

k Elastik
Frekans Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ast: Degisim
(Hz) dayanumi (%) uzama (%) (%) modl (%)
(MPa) (MPa)
0,5 53+2,8 371 31,40 +9,8 58 168,9 + 20,7 551
1 4,9+0,7 42] 7,85+£0,9 91 136,9 £25,2 67|
2% 54+0,1 Basarisiz 44+0,2 Basarisiz 183,5+ 11,1 Basarisiz
1 sa cekme / S sa dinlenme - %15 gerinim
k Elastik
Frekans Cekme Degisim Kopmadaki Degisim as: Degisim
(Hz) dayanim %) uzama (%) (%) modiil %)
(MPa) ° ? ’ (MPa) ?
0,5 9,7+ 1,8 14 1 6,4+0,7 91] 4294 +£772 131
1 102+14 201 7,7+0,3 89| 199,9 + 15,0 47 ]
2 44+25 48 | 47,9 + 26,1 36 | 220,8 +11,5 41 ]
20 dk ¢cekme / 2 sa dinlenme - %15 gerinim
Frekans Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ElaSt,l_k Degisim
(Hz) dayamum (%) uzama (%) (%) modal (%)
(MPa) (MPa)
0,5 14,7+0,1 721 10,7+ 0,4 85| 4273+6,9 131
1 80+1,5 6] 6,1+0,8 92| 227,3+28,8 40 |
2 10,0 + 1,1 171 6,9+29 87| 314,9+52,6 16 |
2%% 12,8 +2.8 501 10,2+ 1,7 86 | 377,6 12,5 0,2 ]

*3 ornekten biri basarisiz oldu.
**Matriksler 7 giinliik mekanik uyarimdan once 7 giin boyunca PBS igerisinde statik ortamda
bekletilmistir.
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Matrikslerin mekanik 6zellikleri mekanik uygulamalar 6ncesinde iskelet kas1 dokusuna
uygun oldugundan, uygulamalar sonrasinda da bu 6zelliklerin bir kismin1 korumalari
beklenmistir. Iskelet kas1 kasilma 6zelligi olan bir doku oldugundan, en dnemli mekanik
parametrelerden biri ¢ekme dayanimidir. Cekme dayaniminin, uygulama oncesindeki

degerine gore %25 oranindan daha fazla azaldig1 gruplar basarisiz olarak kabul edilmistir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz frekansta 6 sa gekme/18 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin 3’te biri, uygulama sirasinda,
reaktdr igerisinde kopmustur. Kalan matriksler ile yapilan mekanik analizler ile, cekme
dayanimi degeri 5,4 + 0,1 MPa, kopmadaki uzama degeri %4,4 £ 0,2 ve elastik modiil
degeri 183,5 + 11,1 MPa olarak tespit edilmistir. Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 1
Hz ve 0,5 Hz frekanslarda 6 sa ¢ekme/18 sa dinlenme dongiisel uygulama siklifinda
mekanik uyarim yapilan matrikslerin ¢ekme dayanimlari uygulama Oncesine gore

strastyla %42 ve %37 oraninda azalarak 4,9 + 0,7 MPa ve 5,3 + 2,8 MPa degerlerine

diismiistiir.
6 sa cekme/18 sa dinlenme 1 sa cekme/5 sa dinlenme 20 dk cekme/2sa dinlenme
_12 _ 14 _18
£ 10 ) £16
= = = 14
£ £ g
g £8 £10
= = =
z T . z 6 z 8
b 4 i : < 4 T 6
<2 i - 22 <2
Yo o Yo
Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5Hz Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5Hz Mekanik 2 Hz 2 Hz- 1Hz 0,5Hz
uyarum uyarun uyarum 7 giin
oncesi oncesi oncesi statik
100 100 100
= 80 T 80 = 80
H g H
8 60 2] 60 8 60
3 40 ) 3 40
= z ]
E. 20 i 20 E. 20
2 2 2
0 P i 0 i O 0 12 I 5 I e M
Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5 Hz Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5Hz Mekanik 2 Hz 2 Hz- 1Hz 0,5 Hz
uyarim uyarim uyarmm 7 giin
oncesi oncesi dncesi statik
500 600 500
£ 400 g s £ aw
< < 400 <
= 300 = = 300
3 Z 300 3
2200 g 2200
& = 200 &
= ! : = =
L] 0 0
Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5Hz Mekanik 2 Hz 1Hz 0,5Hz Mekanik 2 Hz 2 Hz- 1Hz 0,5Hz
uyarmm uyarm uyarm 7 giin
dncesi oncesi dncesi statik

Sekil 4.29. Yiizde 15 sabit gerinimde, 7 giin boyunca, 6 sa ¢cekme/18 sa dinlenme, 1 sa
cekme/5 sa dinlenme ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliklarinda ¢ift
yonlii mekanik uyarima maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin 2 Hz,

1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda mekanik 6zelliklerindeki degisimler.
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Benzer uyarimda matrikslerin kopmadaki uzama degerleri uygulama Oncesine gore
strastyla %91 ve %58 oraninda azalma gostermis, %7,8 £ 0,9 ve %31,4 + 9,8 kopmadaki
uzama degerleri elde edilmistir. Elastik modiil degerleri ise uygulama Oncesine gore
strastyla %67 ve %55 oraninda azalma gostererek 136,9 + 25,2 MPa ve 168,9 + 20,7 MPa
degerlerine diismistiir. Yiiksek frekans ve uzun siireli uygulama sikliginda P3HB ve PBA
polimer zincirlerinin ve dolayisiyla hizali fiber matriks yapisinin basarisiz oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle 6 sa ¢ekme/18 sa dinlenme sikligi seklindeki uygulama

elenmistir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz, 1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda 1 sa ¢gekme/5 sa
dinlenme dongiisel uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin ¢ekme
dayanimlar1 uygulama Oncesine gore sirasiyla, %48 oraninda azalma, %20 ve %14
oraninda artig gostererek 4,4 + 2,5 MPa, 10,2 + 1,4 MPa ve 9,7 + 1,8 MPa degerlerini
almistir. Benzer uyarimda matrikslerin kopmadaki uzama degerleri uygulama oncesine
gore sirastyla %36, %89 ve %91 oraninda azalma gostermis, %47,9 + 26,1, %7,7 + 0,3
ve %6,4 £ 0,7 kopmadaki uzama degerleri elde edilmistir. Elastik modiil degerleri ise
uygulama oncesine gore sirastyla %41 ve %47 oraninda azalma ve %13 oraninda artis
gostererek 220,8 = 11,5 MPa, 199,9 £+ 15 MPa ve 429,4 + 77,2 MPa degerlerini almistir.
Sadece 2 Hz frekansta mekanik uyarim Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli diisiis
gozlemlenmis, diger frekanslardaki artis anlamli bir farklilik yaratmamistir. Daha kisa
stireli uygulama sikli§inda, 6zellikle diisiik frekanslarda hizali fiber matrikslerin daha

basarili olabilecegi goriilmiistiir.

P3HB, asimetrik karbon atomlarina sahip helikal formda optik olarak aktif, kristalin ve
piezoelektrik bir polimerdir. PBA ise diger poliamitlere kiyasla yiiksek kristaliniteye
sahip bir helikal polimerdir [140]. Buna ragmen PBA katkilamasi ve elektroegirme islemi
ile P3HB’nin kristalinitesi azalmaktadir. P3HB ve PBA zincirleri arasinda hidrojen
baglar1 kurulmakta ve elektroegirme islemi sirasinda heliks yapilarin birbirine dolandigi
tahmin edilmektedir. Helikal polimerlerde, ¢ekme ile kristalin ve kristalin olmayan
bolgeler yonlenmekte ve lamellalar arasinda diizenli fazlar olusturmaktadir [133]. Hizali
fiber ekseni boyunca ¢ekme islemi uygulandiginda ilk 6nce amorf bolgeler yer
degistirmekte, ardindan kristalin bolgelerde deformasyonlar baglamaktadir [147].
Mekanik uyarim biyoreaktorii 1 sa boyunca ¢ekme/birakma hareketi uygulamaktadir. Bu

stire, yapidaki amorf bolgelerin cekme hareketi ile agcilmasina, birakma hareketi ile tekrar
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eski haline gelmesine olanak tanimaktadir. Boylece yapinin temel mekanik 6zelliklerini

belirleyen kristalin ve yar1 kristalin bolgeler kismen korunmaktadir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz frekansta 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matriksler iki farkli uygulamaya tabii
tutulmustur. {lkinde matriksler uygulama dncesinde 7 giin boyunca PBS ortaminda statik
kosulda bekletildikten sonra reaktdr uygulamasma almmislardir. Ikincisinde ise
matriksler dogrudan reaktdr uygulamasina alinmislardir. PBS ortaminda bekletilen
matrikslerin ¢ekme dayanimi uygulama oncesine gore %50 oraninda artig gostererek 12,8
+ 2,8 MPa degerine yiikselmistir. Kopmadaki uzama degeri uygulama 6ncesine gore %86
oraninda azalma ile %10,2 + 1,7 degerine, elastik modiil degeri uygulama oncesine gore
%0,2 oraninda azalma ile 377,6 = 12,5 MPa degerine diismiistiir. Dogrudan reaktore
alinan matrikslerin gekme dayanimi uygulama dncesine gore %17 oraninda artigla 10,0 +
1,1 MPa degerini, kopmadaki uzama degeri %87 oraninda azalma ile %6,9 + 2,9 degerini,
elastik modiilii ise %16 oraninda azalma ile 314,9 = 52,6 MPa degerini almistir. PBS
icerisinde bulunan tuzlarin ve ortamda bulunan su molekiillerinin polimer zincirleri
arasina girerek zincirlerin daha rahat hareket etmesini sagladigi ve bdylece
cekme/birakma hareketi sirasinda amorf bolgelerin ¢cok daha az strese maruz kaldig
sOylenebilir. Ayrica P3HB/PBA hizali matriksler hidrolitik bozunmaya kars1 dayanikli
oldugundan bu siire zarfinda bozunmadan kalabilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 su

iceren ortamda gergeklestirildiginden alinan sonu¢ 6nemlidir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda 20 dk ¢ekme/2 sa
dinlenme dongiisel uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin ¢ekme
dayanimlar1 uygulama dncesine gore sirasiyla %6 oraninda azalma ve %72 oraninda artis
gostererek 8,0 £ 1,5 MPa ve 14,7 + 0,1 MPa degerlerini almiglardir. Benzer uyarimda
matrikslerin kopmadaki uzama degerleri uygulama Oncesine gére 1 Hz ve 0,5 Hz
frekanslarda sirastyla %92 ve %85 oraninda azalma gostermis, %6,1 + 0,8 ve %10,7 +
0,4 kopmadaki uzama degerleri elde edilmistir. Elastik modiil degerleri ise uygulama
oncesine gore 1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda sirasiyla %40 oraninda azalma ve %13 artis
gostererek 227,3 + 28,8 MPa ve 427,3 + 6,9 MPa degerlerini almistir. Sabit %15 gerinim
ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme uygulama sikliginda, tiim frekanslarda gekme dayaniminda
artis veya %?25’ten az azalma belirlenmistir. Buradan en basarili uygulama grubunun 20
dk c¢ekme/2 sa dinlenme uygulama sikligt igeren gruplar oldugu sonucuna

varilabilmektedir. Yukarida agiklanan amorf ve kristalin bolgelerin yer degistirmesi ve
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buna bagli sonuglar bu uygulama siklig1 i¢in de gegerlidir. Ek olarak ¢ekme/birakma
siiresinin daha da kisa olmasi ile, amorf bolgelerin yeniden diizenlenme esnasinda
hizalandig1 ve buna bagl olarak ¢ekme dayaniminda artis goriildiigii soylenebilmektedir
[164, 165]. Literatlirde gerinim ile malzeme ¢ekme dayaniminda artis gbzlenen birgok
calisma mevcuttur [166-167]. iskelet kas dokusu i¢in en kritik mekanik 6zelliklerden biri
cekme dayanimi oldugundan maksimum gerinimde, ancak farkli frekans ve farkl
uygulama sikliklarinda elde edilen ¢ekme dayanimi degerleri istatistiksel anlamliligin

belirlenmesi amaciyla analiz edilmis ve sonuclar Sekil 4.30°da verilmistir.
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12 —
1

R
sese
0
i S0 i
E E g 10
56 s 38
= = 6 =
< 4 3 < 6
g £ 4
22 z 2 2 2
< & C
0 0 0
1sa/5

Mekanik Gsa/18sa s 20dk/2sa Mekanik 6sa/18sa 1sa/Ssa 20dk/2sa Mekanik Gsa/18sa 1sa/Ssa 20dk/2sa
uyarim uyarim uyarm
dncesi dncesi Gncesi

Cekme dayanimi (¥

Sekil 4.30. Yiizde 15 sabit gerinimde, 7 giin boyunca, 6 sa ¢ekme/18 sa dinlenme, 1 sa
cekme/5 sa dinlenme ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliklarinda ¢ift
yonlii mekanik uyarima maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin 2 Hz,
1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda ¢ekme dayanimindaki degisimler (Istatistiksel olarak 6nemli
farklar n = 3, *p<0,05 ve **p<0,01 mekanik uyarim Oncesi matriksler kontrol grubu

oldugunda).

Mekanik uyarim 6ncesi matriksler kontrol grubu segilerek yapilan istatistiksel analizlerde
2 Hz frekansta 6 sa ¢cekme/18 sa dinlenme ve 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliklarinda matrikslerin ¢ekme dayaniminda anlamli 6lgiide azalma oldugu
tespit edilmistir (**p<0,01). Uygulama sikliginin 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme oldugu
durumda ise uyarim Oncesine gore anlamli bir degisim belirlenememistir (p>0,05).
Frekans 1 Hz’e diisiiriildiigiinde mekanik uyarim 6ncesine gore sadece 6 sa cekme/18 sa
dinlenme uygulamasi yapilan grupta anlamli derecede diisiis gozlemlenirken (*p<0,05),
diger uygulama sikliklarinda anlaml bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). En diisiik
frekans degeri 0,5 Hz’te ise mekanik uyarim oncesine gore sadece 20 dk ¢ekme/2 sa
dinlenme uygulamas1 yapilan grupta anlamli 6l¢iide artis gozlemlenirken (**p<0,01),
diger uygulama sikliklarinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Bulgular
1s1ginda 1 sa cekme/5 sa dinlenme-0,5 Hz, 1 sa ¢cekme/5 sa dinlenme-1 Hz, 20 dk ¢cekme/2

sa dinlenme-0,5 Hz ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme-1 Hz parametreleri, ¢cekme
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dayaniminda mekanik uyarim oncesine gore %25 oranindan fazla azalmanin olmadig:

kosullar1 icermektedir.
4.4.1.2. Mekanik uyarimin morfolojik ozelliklere etkisi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik uyarim sonrasi morfolojileri SEM
analizi ile incelenmistir. Sekil 4.31, Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’te farkl: frekans ve uygulama
sikliklarinda, maksimum gerinimde mekanik uyarima maruz birakilan matrikslerin farkli

bliyiitmelerdeki SEM fotograflar verilmistir.

0,5Hz 1Hz 2Hz

500 X

1500 X

Sekil 4.31. Yiizde 15 gerinimde, 6 sa ¢ekme/18 sa dinlenme dongiisel uygulama
sikliginda, 0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima
maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslere ait farkli biiyiitmelerde SEM

fotograflari.

Yiizde 15 gerinimde, 6 sa ¢ekme/18 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda, 0,5 Hz,
1 Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima maruz birakilan
matrikslere ait SEM fotograflar1 incelendiginde hizali fiber morfolojisinin biiyiik dl¢iide
korundugu ancak fiberlerde yiiksek oranda kopma ve deformasyonlarin meydana geldigi
tespit edilmistir. Bunlara bagli olarak mekanik 6zelliklerdeki olumsuz degisimler bu

grubun elenmesine karar verilmesinde 6nemli bir etken olmustur.
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Sekil 4.32. Yiizde 15 gerinimde, 1 sa gekme/5 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda,
0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima maruz birakilan

hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslere ait farkli biiylitmelerde SEM fotograflari.

Yiizde 15 gerinimde, 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda, 0,5 Hz, 1
Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima maruz birakilan
matrikslere ait SEM fotograflari incelendiginde, 0,5 Hz frekans uygulamasi yapilan grup
haricinde, 1 Hz ve 2 Hz frekans uygulamasi yapilan gruplarda hizali fiber morfolojisinin
bozuldugu, fiberlerin koptugu ve deforme oldugu tespit edilmistir. Sadece 0,5 Hz
grubunda hizali morfolojinin korunmasi, fiberlerin deforme olmamasi ve bunlara bagl
olarak ¢ekme dayaniminda artis belirlenmesi bu grubun hiicre kiiltiirii 6n ¢aligmalarina

gecmesinde 6nemli bir etken olmustur.
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Sekil 4.33. Yiizde 15 gerinimde, 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel uygulama
sikliginda, 0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima
maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslere ait farkli biiyiitmelerde SEM

fotograflari.

Yiizde 15 gerinimde, 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda, 0,5 Hz,
1 Hz ve 2 Hz frekansta 7 giin boyunca ¢ift yonlii mekanik uyarima maruz birakilan
matrikslere ait SEM fotograflar incelendiginde, 2 Hz frekansta 7 giinliik PBS uygulamasi
yapilan ve dogrudan reaktdre alinan matrikslerin hizalanmis morfolojilerinde ve fiber
yapilarinda ciddi deformasyonlarin meydana geldigi belirlenmistir. Fiberlerin
kopmamasi ve yapisal olarak deforme olmamast mekanik 6zelliklerin korunmasinin bir
aciklamasi olabilmektedir. Ancak 0,5 Hz ve 1 Hz frekansta uygulama yapilan
matrikslerin hizalanmis formunu korudugu ve fiber kopmalarinin minimal diizeyde
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenler ile 0,5 Hz ve 1 Hz frekans gruplari hiicre kiiltiirii

calismalarinda kullanilmak iizere segilen diger gruplari olusturmustur.

Mekanik uyarim gruplarinin karsilagtirmali morfolojisi Sekil 4.34°te verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda hiicre kiiltiirii ¢alismalarina 0,5 Hz ve 1 Hz frekans degerleri ve 1 sa
cekme/5 sa dinlenme ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel uygulama siklig1 degerleri

ile devam edilmesi gerektigine karar verilmistir.
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Sekil 4.34. Yiizde 15 gerinimde, 0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz frekansta, 7 giin boyunca ¢ift yonlii
mekanik uyarima maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin farkli

dongiisel uygulama sikliklarindaki karsilagtirmali SEM fotograflari (500X).
4.4.2. Elektrik Uyarimh Biyoreaktor Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Elektrik uyarimli biyoreaktor ¢aligmalari, 6 ms sabit atim periyodu ve 20 dk atim/2 sa
dinlenme sabit dongiisel uygulama sikliginda, farkli voltajlarda (0,4 V ve 1,2 V)
gerceklestirilmistir. Yedi giinliik uygulamanin ardindan biyoreaktérden alinan matriksler

¢ekme testlerine ve SEM analizine tabii tutulmustur.
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4.4.2.1. Elektriksel uyarimin mekanik ozelliklere etkisi

Elektriksel uyarimlar sonucunda hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik
ozelliklerindeki degisimler Cizelge 4.6’da 6zetlenmis ve Sekil 4.35’te karsilastirmali
grafikleri verilmigtir. Kisim I’de yapilan analizler ile elektriksel uyarim dncesinde hizali
matrikslere ait gekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil degerleri sirasiyla;

8,5+ 1,8 MPa, %76,0 £ 1,3 ve 378,2 +£ 4,2 MPa olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Belirlenen farkli kosullarda uygulanan elektriksel uyarimlar sonucunda

hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik 6zelliklerindeki degisimler.

Uyarim 6ncesi mekanik 6zellikler

ekme dayanim (MPa Kopmadaki uzama (% Elastik modiil (MPa
C y ( ) p (%) ( )

85+1,8 76,0+ 1,3 3782+4,2

Elektrik uyarimh biyoreaktor 6n denemeleri

20 dk atim / 1 sa dinlenme — 6 ms atim periyodu

Voltaj Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ElaSt_l_k Degisim
V) dayanimi (%) uzama (%) (%) modiil (%)
(MPa) (MPa)
0,4 10,8 +2,2 277 5,9+0,7 92] 305,6 £ 36,6 19 ]
1,2 6,3+£2,6 25] 3,1+£0,1 95 ] 226,7+ 18,0 40 |

Hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin piezoelektrik 6zellikleri belirlenmis ve ds3
piezoelektrik sabiti 5,3 pC/N olarak dl¢iilmiistiir. Piezoelektrisite tersinir bir siirectir. Bu
nedenle elektriksel uyarimin malzemenin mekanik 6zelliklerinde degisimlere yol agmasi
beklenmelidir. Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler pasif elektroaktif (piezoelektrik)
ozellikler gostermesine karsin elektriksel olarak iletken degildir. Bu nedenle hiicre
kiltlirii caligmalarindan 6nce malzemenin elektriksel uyarima verecegi cevap test

edilmistir.

Altt ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama
sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan matrikslerin 0,4 V voltaj degerinde cekme
dayanimi uygulama 6ncesine gore %27 oraninda artig gostererek 10,8 + 2,2 MPa degerine
yiikseldigi tespit edilmistir. Ancak kopmadaki uzama degeri uygulama oncesine gore
%092 oraninda azalma gostererek %35,9 + 0,7 degerine, elastik modiil degeri %19 oraninda

azalma gostererek 305,6 = 36,6 MPa degerine diismiistiir. Uygun voltajda uygulanan
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potansiyel farkin, piezoelektrik tersinir siiregleri aktive ederek, malzemenin g¢ekme
dayaniminda olumlu yonde bir degisiklik yapabildigi bu calisma ile gosterilmistir.
Elektrik uygulamasi ile zincir hareketliliginin artmis olabilecegi ve dipol rotasyonlar
boyunca hizalanma ile c¢ekme dayaniminda artis gerceklesmis olabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.35. Alt1 ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan hizali P3HB/PBA nanofiber

matrikslerin 0,4 V ve 1,2 V voltajlarda mekanik 6zelliklerindeki degisimler.

Alt1 ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama
sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan matrikslerin 1,2 V voltaj degerinde cekme
dayanimi uygulama Oncesine gore %25 oraninda azalma ile 6,3 = 2,6 MPa degerine,
kopmadaki uzama miktar1 %95 azalma ile %3,1 = 0,1 degerine ve elastik modiilii ise %40
oraninda azalma ile 226,7 + 18,0 MPa degerine diismiistiir. Hizali P3HB/PBA nanofiber
matriksler daha 6nce de belirtildigi gibi elektriksel olarak iletken degildir. Bu nedenle
elektrigin iletilmesi pasif elektroaktif Ozellikler {izerinden belirli bir miktarda

gergeklesebilir. Verilen 1,2 V voltajin bu kapasiteyi asmis olmasi miimkiindiir.

Diisiik voltaj uygulamasi ile ¢ekme dayaniminda artis gézlemlense de 0,4 V ve 1,2 V
voltajlarda uyarim 6ncesi ¢ekme dayanimi degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Ancak ¢ekme dayanimindaki
artis ile 0,4 V voltaj parametresi, uygulama Oncesi ¢ekme dayanimina gore %25

oranindan fazla azalma olmamasi kosuluna uymaktadir.
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4.4.2.2. Elektriksel uyarimin morfolojik 6zelliklere etkisi

Elektriksel uyarima maruz birakilmis hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin
morfolojileri incelenmis ve Sekil 4.36’da matrikslerin farkli biiyiitmelerdeki SEM

fotograflari verilmistir.

04V 1,2V

500 X

1500 X

Sekil 4.36. Alti ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 0,4 V ve 1,5 V voltajda, 20 dk
atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan

hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslere ait farkli biiyiitmelerde SEM fotograflari.

Elektriksel uyarim her iki voltaj degerinde de fiber yapisinda degisikliklere yol agmuistir.
Ozellikle 1,2 V voltaj degerinde fiberlerin yassilastigi, kopmalarin meydana geldigi,
burgu bi¢imli yapilarin olustugu ve hizalanmis morfolojinin bozuldugu gorilmiistiir.
Ayrica gozlemsel olarak yer yer oksitlenmelerin meydana geldigi de belirlenmistir.
Diisiik voltajli 0,4 V uygulamasinda ise bolgesel olarak fiber hizalanmasinin bozuldugu
ve fiberlerin yassilastigi ancak fiber hizalanmasinin ve morfolojisinin kabul edilebilir
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ek olarak bu gruptaki hi¢gbir matrikste herhangi bir

oksitlenme olmadigi belirlenmistir.

Yapilan mekanik ve morfolojik analizler degerlendirildiginde maksimum atim

periyodunda dahi bir voltaj grubunun basarili oldugu goriilmiis ve hiicre kiiltiirii
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calismalarina 0,4 V voltaj ve 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama siklig ile

devam edilmesine karar verilmistir.
4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

In vitro hiicre kiiltiiriinde mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli biyoreaktdr
calismalarina ait bulgular bu boliimde sunulmustur. Mekanik ve elektrik uyarimli
biyoreaktor c¢alismalari, en i1yi gruplari tayin edebilmek amaciyla, asamali olarak
gerceklestirilmistir. ilk asamada Faz 1 analizler, ikinci asamada Faz 2 analizler
tamamlanmistir. Her asamadan sonra skorlama yontemi ile miyojenik farklilasma ve
maturasyonu en iyi destekleyen gruplara karar verilmis ve grup sayisinda azaltma
yapilmistir. Mekanik ve elektrik uyarimli biyoreaktor ¢alismalarinda karar verilen
parametreler birlestirilerek  elektromekanik  uyarimli  biyoreaktér calismalari
gerceklestirilmistir.

4.5.1. Mekanik Uyarimh Biyoreaktor Calismalar:

Mekanik uyarimli biyoreaktdr Faz 1 calismalarda hiicre canliligt MTT analizi ile, hiicre
tutunmasi, yayilmasi ve miyojenik hiicre morfolojisi SEM analizi ve F-aktin/DAPI

boyama ile belirlenmistir. Test edilen mekanik uyarim parametreleri Cizelge 4.7°de

verilmigtir.

Cizelge 4.7. Mekanik uyarimli biyoreaktdr calismalarinda kullanilan Faz 1 ve Faz 2

analiz gruplari, grup kisaltmalar1 ve analizler.

Kisaltmalar Analizler
S-7 Statik kiltiir — 7. Giin Faz 1*-2**
S-14 Statik kultir — 14. Giin Faz 1-2

Mekanik uyarimh biyoreaktor — 14. Giin

Uygulama siiresi Gerinim (%) Frekans (Hz)

M-D1 20 dk ¢ekme 5 0,5 Faz 1-2
2 sa dinlenme

M-D2 20 dk ¢ekme 5 1 Faz 1
2 sa dinlenme

M-D3 20 dk ¢ekme 10 0,5 Faz 1-2
2 sa dinlenme

M-D4 1 sa cekme 5 0,5 Faz 1
5 sa dinlenme

M-D5 1 sa ¢ekme 10 0,5 Faz 1

5 sa dinlenme

*Faz I analizler: MTT, SEM ve F-aktin/DAPI boyama.
**Faz 2 analizler: Mekanik analizler, RT-gPCR, Immiinohistokimyasal boyama.
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4.5.1.1. Hiicre canlihiginin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin,
statik kiiltlirtin 7. ve 14. giiniinde (S-7.glin ve S-14.glin) ve mekanik uyariml kiiltiir
gruplarinin 14. giiniinde (M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5 14.giin) MTT analizi ile
elde edilen yiizde canlilik degerleri Sekil 4.37°de verilmistir.
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Sekil 4.37. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde (S-7.giin ve S-14.giin) ve mekanik
uyarimli dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde (M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5 14.giin)
hizali1 P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin yiizde canlilik
degerleri (Istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4, **p<0,01, ***#p<0,0001 statik kiiltiiriin
14. giinii kontrol grubu oldugunda).

Statik kiiltiiriin 7. gliniiniin %100 canlilik gosterdigi kabul edilerek, diger gruplardan elde
edilen absorbans degerleri statik kiiltiiriin 7. giinline gore oranlanarak % canlilik degerleri
belirlenmigtir. Ancak istatistiksel anlamlilik, karsilastirilabilir olmast amaciyla, statik
kiiltiiriin 14. glint ile diger gruplar arasinda aranmistir. Mitoz dongiistindeki hiicreler
yiiksek oranda mitokondriyal aktivite gosterirler. Ancak farklilagmaya giden hiicreler
mitoz dongiisiinden ¢ikarlar. Bu nedenle mitokondriyal aktivitelerinde diisiis
gozlemlenir. Statik kiiltiiriin 14. giiniinde, statik kiiltlirlin 7. giiniine oranla, istatistiksel
olarak anlaml bir diislis goriilmiistiir (**p<0,01). Statik kiiltiirtin 7. glinlinde %100 olan
canlilik degeri, yaklasik %80 canliliga diismiistiir. Statik kiiltiiriin 14. giinii ile M-D1, M-
D2, M-D3, M-D4 ve M-D5 gruplarinin 14. giin canlilik degerleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli biiylik bir diislis tespit edilmistir (****p<0,0001). Tim
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gruplarda canlilik yaklasik %20 oranina diigmiistiir. Ancak M-D1, M-D2, M-D3, M-D4
ve M-D5 gruplarinin canlilik degerleri arasinda anlamli bir farklilik belirlenememistir
(p>0,05). Canliliktaki diisiis iki sekilde aciklanabilmektedir. ilk olarak, farklilagmis ve
maturasyon asamasina girmis miyofiberler mitoz geciremez [18]. Statik kiiltiiriin 3.
giiniinde farklilasma asamasina giren, ardindan 7. giinde mekanik biyoreaktor
uygulamasina alinan matriksler {izerindeki hiicrelerin farklilagmalarini tamamladiklar1 ve
maturasyon asamasina ge¢mis olabilecekleri géz Oniinde bulunduruldugunda, mitoz
dongiisiine girebilen hiicreler, popiilasyonun yalnizca %5-10’unu olusturan satelit
hiicrelerdir [30]. Ikinci olarak ¢ekme hareketinin etkisi ile hiicreler iskele derinligi
boyunca go¢ etmislerdir. Yiizeyde bulunan hiicre sayis1 kesme gerilimleri nedeniyle de
azalma gostermistir. MTT ¢ozeltisi ve ¢oziicii DMSO matrikse penetre olmakta zorlanmis

ve daha diisiik absorbans degerleri elde edilmistir.
4.5.1.2. SEM analizi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin
statik kiiltiirtin 7. ve 14. giinlinde (S-7 ve S-14) ve M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5
mekanik uyarim gruplarinin 14. giiniinde tutunma, yayilma ve miyojenik morfolojileri

Sekil 4.38’de verilmistir.

Statik kiiltiiriin 7. ve 14. glinlerinde ve mekanik uyarimli dinamik kiiltiirin 14. glintinde
hiicrelerin tutundugu ve matriks boyunca yayildigi tespit edilmistir. Ancak statik kiiltiiriin
7. glinlinde hiicrelerin olusturdugu diizenli yapinin, 14. giine gelindiginde yer yer
bozuldugu ve hiicrelerin olusturdugu tiibiiler yapilarin olduk¢a ince olduklari
gozlemlenmistir. Buna karsin M-D1 grubunda oldukca kalin tiibiiler yapilarin olustugu,
hiicre dis1 matriks sentezinin oldukga arttig1 ve belirgin sinirli fiber yapilarin olustugu
tespit edilmistir. M-D2 grubu incelendiginde ise diizenli yapinin bozuldugu, tiibiiler
yapilarin azaldigi, miyoblastik morfolojiden uzak yapilarin olustugu goriilmiistiir. M-D3
grubunda diizenli yapinin biiyiik 6l¢iide korundugu, tiibiiler yapilarin kalinlasarak fiber
yapisina farklilastiklar1 tespit edilmistir. M-D4 grubunda, M-D2 grubunda gézlemlenen
kadar olmasa da diizenli yapinin bozuldugu, tiibiiler yapilarin azaldigi, miyoblastik
morfolojiden uzak yapilarin olustugu tespit edilmistir. M-D5 grubu incelendiginde ise,
M-D2 grubuna benzer sekilde, hiicrelerin belirli bolgelerde yiizeyden kalktigi, diizenli
yapinin bozuldugu, tiibiiler yapilarin oldukca azaldigi, miyoblastik morfolojiden uzak

yapilarin olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.38. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde (S-7 ve S-14) ve mekanik uyarimli
dinamik kiiltiirtin 14. giiniinde (M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5) hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin farkli biiyilitmelerdeki SEM
fotograflar (biiyiitmeler, sol: 500 X, sag: 1500 X).

Kas dokusu farklilasmasinda miyotiip olusumu sirasinda C2C12 hiicrelerinin plazma
zarindaki morfolojik degisikliklerinin incelendigi bir ¢alismada, farklilasma yolagina
girmis hiicrelerin mikrovilluslarla kaplandiklar1 ve miyotiiplerin giderek daha kalin ve
daha uzun bir morfolojiye sahip olduklar1 belirlenmistir [161]. Statik kiiltiirde, 14. giine

gelindiginde artis olsa da miyoblastlarin nadir olarak mikrovilluslarla kapli ve uzun
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plrtizsiiz yilizeylere sahip oldugu goézlemlenmistir. Biyoreaktorden ¢ikarilan M-D1, M-
D3 ve M-D4 gruplarinda miyojenik farklilasmaya bagl olarak daha kalin ve piiriizlii, cok
cekirdekli organizasyona sahip, yliksek oranda mikrovilluslarla kapli bir yiizey

morfolojisi sergiledigi gdzlemlenmistir (sar1 oklar).

Dogal kas dokusunda miyotiibiiler yapilarin uzunlugu 50-55 pm, kalinligt ise 1-3 pm'dir
[15, 16]. Belirgin miyotiip olusumu yalnizca M-D1 grubunda ger¢eklesmistir (kirmizi
ok). Bu miyotiibiiler yapilarin uzunlugu 100-120 pm, kalinlig1 ise yaklasik 25-30 um'dir.
Kisim I’de yapilan statik kiiltiir calismasinda hizali matriksler {izerinde olusan
miyotiibiiler yapilarin uzunlugu 50-60 pm, kalinhig1 ise yaklagik 10-15 pm olarak
belirlenmistir. Buradan, dogal dokuya benzer sekilde, 1-3 um kalinligindaki miyotiibiiler
yapilarin fiizyonu ile M-D1 mekanik uyarimli biyoreaktorde kiiltiirtin 14. giiniinde daha

kalin miyotiibiiler yapilarinin olustugu sonucu ¢ikarilabilir.

Yapilan c¢aligmalar ile gerinim, frekans ve uygulama sikliginin hiicre morfolojisi
tizerindeki etkileri de incelenmistir. Mekanik uyarimli biyoreaktdr caligmalarinda
frekans, gerinim ve uygulama sikligimmin hiicre morfolojisine etkisi Sekil 4.39°da

goriilmektedir.
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Sekil 4.39. Hizali P3HB/PBA matriksler {izerindeki farkli parametrelerde mekanik
uyarim verilmig C2C12 hiicrelerinin SEM fotograflari, sabit %5 gerinim ve 20 dk
cekme/2 sa dinlenme uygulama sikliginda frekans etkisi (a); sabit 0,5 Hz frekans ve 20
dk ¢ekme/2 sa dinlenme uygulama sikliginda gerinim etkisi (b); sabit 0,5 Hz frekans ve
1 sa cekme/5 sa dinlenme uygulama sikliginda gerinim etkisi (c); sabit %5 gerinim ve 0,5
Hz frekansta uygulama siklig1 etkisi (d); sabit %10 gerinim ve 0,5 Hz frekansta uygulama
sikligr etkisi (e) (biiytitme: 500X).
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Gerinim ve uygulama sikliginin ayni oldugu M-D1 ve M-D2 gruplarinda frekanslar

sirastyla 0,5 Hz ve 1 Hz olarak uygulanmistir. Diisiik frekans uygulamasinda hiicrelerin
hizalanmis oldugu ve miyoblastik morfolojilerini koruduklar1 belirlenmistir. Oldukca
kalin tiibiiler ve miyofiberlere farklilasan yapilarin meydana geldigi ve bunun yaninda
mikrovilli olusumlarinin arttigr gézlemlenmistir. Ancak yiiksek frekans uygulamasinda

hizalanmis miyoblastik morfolojinin bozuldugu, tiibiiler yapilarin azaldigi belirlenmistir.

Frekans ve uygulama sikliginin (20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme) ayni oldugu M-D1 ve M-
D3 gruplarinda gerinim sirastyla %5 ve %10 oraninda uygulanmistir. Diisiik gerinim
uygulamasinda hiicrelerin hizalanmis oldugu ve miyoblastik morfolojilerini koruduklari
gozlemlenmistir. Ayrica kalin miyotiibiller ve miyofiberlere farklilasan yapilarin
olustugu ve mikrovilli olusumlarinin arttig1  belirlenmistir.  Yiiksek gerinim
uygulamasinda hiicreler hizalanmis ve miyoblastik morfolojilerini biiyiik oranda
korumus olsalar da yer yer tiibiiler yapilarin bozuldugu ve fibroblastik yapilarin olustugu

tespit edilmisgtir.

Frekans ve uygulama sikliginin (1 sa ¢ekme/5Ssa dinlenme) ayni oldugu M-D4 ve M-D5

gruplarinda gerinim sirastyla %35 ve %10 oraninda uygulanmistir. Her iki uygulamada da
hiicrelerin hizalanmis morfolojilerini kaybettigi goriilmistiir. Hiicrelerin miyoblastik
morfolojilerini kaybederek fibroblastik yapiya gectikleri belirlenmistir. Ancak diisiik
gerinim uygulamasinda bazi bolgelerde hizalanmis morfolojinin biiyiik miktarda
korundugu ve hiicrelerin matriks boyunca yayilabildikleri tespit edilmistir. Buna karsin
yiiksek gerinimde hiicrelerin ylizeyden bolgesel olarak kalktiklari ve tiim yiizey boyunca

yayilamadiklar1 gorilmistiir.

Frekans ve gerinim oraninin (%5) ayni oldugu M-D1 ve M-D4 gruplarinda uygulama

siklig1 sirastyla 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme ve 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme olarak
uygulanmistir. M-D1 grubunda hiicrelerin hizalanmis ve miyoblastik morfolojilerini
korumalarinin yaninda oldukga kalin tiibiiler ve fiberlere farklilasan yapilar olusturdugu
ve yine mikrovilli olusumlariin arttig1 gézlemlenmistir. M-D4 grubunda ise hiicrelerin
hizalanmis ve miyoblastik morfolojilerini kaybederek fibroblastik yapiya gegtikleri
belirlenmigstir. Buna karsin bazi bdlgelerde hizalanmis morfolojinin korundugu ve

hiicrelerin matriks boyunca yayilabildikleri tespit edilmistir.

Frekans ve gerinim oraninin (%10) ayni oldugu M-D3 ve M-D5 gruplarinda uygulama

siklig1 sirastyla 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme ve 1 sa ¢ekme/5S sa dinlenme olarak
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uygulanmistir. M-D3 uygulamasinda hiicreler hizalanmis ve miyoblastik morfolojilerini
bliyiik oranda korumus olsalar da yer yer tiibiiler yapilarin bozuldugu ve fibroblastik
yapilarin olustugu tespit edilmistir. M-D5 uygulamasinda hiicrelerin hizalanmis
morfolojilerini kaybettigi, miyoblastik morfolojilerini kaybederek fibroblastik yapiya
gectikleri belirlenmistir. Ayrica hiicrelerin yiizeyden bolgesel olarak kalktiklar1 ve tiim
ylizey boyunca yayilamadiklar1 goriilmiistiir.

4.5.1.3. Hiicre iskeleti/¢cekirdegi boyama

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler lizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik kiiltiiriin 7.
ve 14. giiniinde (S-7 ve S-14) ve M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5 mekanik uyarim
gruplarinin 14. giiniinde tutunma, yayilma ve miyojenik morfolojileri F-aktin/DAPI
boyama ile belirlenmistir. Floresan (statik kiiltiir) ve konfokal (dinamik kiiltiir) mikrokop

goriintiileri Sekil 4.40°ta verilmistir.

Statik kiiltiiriin 7. ve 14. glinlerinde hiicrelerin matriks yiizeyi boyunca hizali yayildiklari,
7. giinden itibaren ince miyotiibiiler yapilar olusturduklar: hiicre iskeleti boyamalarindan
tespit edilmistir. Ancak 14. giine gelindiginde, yetersiz ¢evresel uyarim nedeniyle,
bolgesel olarak hiicrelerin matriks yiizeyinden ayrildiklar1 gozlemlenmistir. Uygun
mekanik ve elektriksel uyarim olmadiginda birincil farklilagsmayr tamamlayan
miyositlerin, maturasyon asamasina gecemedikleri bilinmektedir [7]. Hiicre ¢ekirdekleri
ise fiizyona ugrayarak uzamis ve 14. giine gelindiginde siirlar1 kaybolarak tiibiiler yap1
ile uyumlu bir hizalanmaya ge¢mistir. Statik kiiltiirde hiicrelerin yiizeyde

konumlandiklari, derinlik boyunca gé¢ edemedikleri belirlenmistir.

M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-DS5 gruplarina ait hiicre iskeleti/cekirdegi gortintiileri
karsilastirmali olarak incelendiginde SEM fotograflari ile benzer sonuglar elde edilmistir.
SEM analizinde yiizeyden goriintiileme alinabilirken, floresan ve konfokal mikroskop ile
sirastyla matriksin yaklagik 10 pm ve 200 pm derinligine kadar hiicrelerin yayilimi ve
dagilimi belirlenebilmektedir. Bu nedenle floresan ve konfokal mikroskop ile yapilan
analizlerde olusan dokunun niteligi daha agik bir sekilde goriilmiistiir. M-D1 ve M-D3
gruplarinda hiicrelerin matriks derinligi boyunca yayildiklar1 ve oldukga kalin, hizalanmis
bir doku olusturdugu gozlemlenmistir. M-D4 ve M-D5 gruplarinda derinlik boyunca
yayllim gozlemlense de hizali, tiibiiler ve fiizyona ugramis c¢ekirdekli yapilar oldukga
azdir. M-D2 grubunda ise bolgesel hizalanmalar olsa da hiicrelerin tiimiiyle yayilamadigi

ya da yer yer yiizeyden kalktiklar1 belirlenmistir.
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HUCRE ISKELETI HUCRE CEKIRDEGI HUCRE ISKELETI/CEKIRDEGI

STATIK KULTUR
7.GUN

DINAMIK KULTUR
MD-4 MD-3 M-D2 M-D1 14. GUN

M-D5

Sekil 4.40. Statik kiiltiirin 7. ve 14. giinlerinde ve mekanik uyarimli dinamik kiiltiiriin
14. giiniinde (M-D1, M-D2, M-D3, M-D4 ve M-D5) hizali P3HB/PBA nanofiber
matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin F-aktin/DAPI boyama floresan mikroskop
goriintiileri (biiylitme: 10 X).
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Canlilik analizi, SEM analizi ve F-aktin/DAPI boyama ile gerinim, frekans ve uygulama
siklig1 etkileri incelenmis ve gruplar skorlamaya tabii tutulmustur. Skorlama Cizelge

4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Mekanik uyarimli biyoreaktor Faz 1 hiicre kiiltiirli galigmalarinda elde edilen

sonuglara gore gruplar arasi skorlama.

M-D1* M-D2* M-D3* M-D4* M-D5*

Gerinim etkisi 4 3 3 2 1
Morfolojik
ozellikler Frekans etkisi 4 3 3 2 1
(SEM)
Siire etkisi 4 3 3 2 1
Gerinim etkisi 3 1 4 2 3
Morfolojik
ozellikler Frekans etkisi 3 1 4 2 3
(Faktin/DAPI)
Siire etkisi 3 1 4 2 3
% Canhhk MTT 2 3 1 1 1
Toplam 23 15 22 13 13

*M-D1: 20 dk ¢cekme /2 sa dinlenme %5 gerinim 0,5 Hz; M-D2: 20 dk ¢cekme /2 sa dinlenme %5 gerinim 1
Hz; M-D3: 20 dk ¢ekme /2 sa dinlenme %10 gerinim 0,5 Hz; M-D4: 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme %5 gerinim
0,5 Hz; M-D5: 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme %10 gerinim 0,5 Hz.

Yapilan skorlama ile M-D1 (20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme, %5 gerinim, 0,5 Hz) ve M-D3
(20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme, %10 gerinim, 0,5 Hz) gruplar ile Faz 2 analizlere devam
edilmesine karar verilmistir. Bu durumda mekanik uyarimli biyoreaktor caligsmalari i¢in
en uygun uygulama sikliginin 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme ve en uygun frekansin 0,5 Hz
oldugu belirlenmistir. Faz 2 analizlerde %5 ve %10 gerinim oranlari ile ¢aligilarak en iyi
grup belirlenmistir. Boylece Faz 2 analizlerde gerinimin miyojenik farklilagma tizerindeki

etkileri daha detayl incelenmistir.

Mekanik uyarimli biyoreaktér Faz 2 analizlerinde matriks ve hiicre kompleksinin
mekanik ozellikleri ¢ekme testleri ile, miyojenik gen ifadeleri RT-qPCR analizi ile,
miyojenik belirtecleri ise immiinohistokimyasal boyamalar ile incelenmistir. Faz 2 hiicre
kiiltlirii caligmalarinda kontrol grubu olarak statik 14. giin 6rnekleri se¢ilmistir. Bununla
birlikte matrikslerin reaktore alinmadan 6nceki durumlarinin belirlenmesi amaciyla statik

7. glin 6rneklerine de analizler yapilmigtir.
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4.5.1.4. Mekanik testler

Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde kontrol ve karsilagtirma amaciyla matriksler mekanik
analizlere tabii tutulmustur. M-D1 ve M-D3 gruplarinda mekanik uyarim uygulamasinin
hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin mekanik 6zelliklerinde yarattig1 degisimler
Cizelge 4.9’da verilmistir. Cekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil
degerlerine ait istatistiksel farkliliklar Sekil 4.41°de verilmistir. Iskelet kas1 icin en 5Snemli

parametrelerinden biri olan ¢ekme dayanimindaki degisimler detaylar ile tartisilmistir.

Cizelge 4.9. Mekanik uyarimli biyoreaktdr hiicre kiiltiirii caligsmalarinda mekanik

ozelliklerdeki degisimler.

Kiiltiir oncesi mekanik o6zellikler

Cekme dayanimi (MPa) Kopmadaki uzama (%) Elastik modiil (MPa)

8,5+ 1,8 76,0+ 1,3 378,242

Statik kiiltiirde mekanik ozelliklerdeki degisim

Cekme Degisim Kopmadaki Degisim Elast.l.k Degisim
dayanimi (%) uzama (%) modiil (%)
(MPa) ’ (%) ? (MPa) ¢
S-7 17,2+3,1 102 1 251+14 67 | 372,2+£41,0 1,6 |
S-14 72+0,8 13} 24,1 £6,3 68 | 240,4 +£21,5 36 |
Mekanik uyarimh biyoreaktorde mekanik 6zelliklerdeki degisim
k K ki Elastik
Cekme Degisim opmadaki Degisim aSt,l, Degisim
dayanim (%) uzama (%) modiil (%)
(MPa) ’ (%) ° (MPa)
On 14.7+0,1 721 10,7+ 0,4 85|  4273+69 131
denemeler* ’ ’ ’ ’ ’ ’
M-D1 11,6 £1,4 36 1 11,3+0,3 851 175,8+9,9 531
M-D3 7,7+0,1 10| 24,0+ 8,2 68 | 110,8 + 7,4 70 |

*Matrikslerle 7 giinliik hiicresiz mekanik uyarimli biyoreaktor on denemeleri sonrasi: %15 gerinim, 0,5 Hz
frekans ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme parametrelerinde.
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Sekil 4.41. Mekanik uyarim oncesi, 7 glinliik hiicresiz mekanik uyarim sonrasi, statik 7.
ve 14. giin (S-7. glin ve S-14.giin) ve dinamik 14. giin 6rneklerine (M-D1 ve M-D3) ait
karsilagtirmali ¢ekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil degerleri
(Istatistiksel olarak onemli farklar n =3, **p<0,01, ****p<0,0001 mekanik uyarim éncesi
matriksler kontrol grubu oldugunda, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 statik 14. giin
matriksler kontrol grubu oldugunda, "p<0,05 dinamik gruplar karsilastirildiginda).

Statik 7. giin 6rneklerinde ¢ekme dayanimi %102 artis gostererek 17,2 + 3,1 MPa
degerine ¢ikmistir. Mekanik uyarim Oncesi matriksler kontrol grubu kabul edildiginde,
hiicresiz mekanik uyarim verilmis grup ve statik 7. giin grubu ile ¢ekme dayaniminda
istatistiksel farkliliklar belirlenmistir. Hiicresiz mekanik uyarim sonrasinda, mekanik
uyarim Oncesine gore, ¢ekme dayaniminda anlamli artis tespit edilmistir (**p<0,01).

Statik 7. giin grubunda, mekanik uyarim oncesine gore, cekme dayaniminda anlamli artig
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goriilmiistiir (**p<0,01). Diger gruplarla anlaml farkliliklara rastlanmamistir (p>0,05).
Mekanik uyarim oOncesi ¢ekme dayanmimina gore, hiicre proliferasyonu, miyotiip
diziliminin artmasi ve farklilasmaya bagl olarak ¢ekme dayaniminda artis goriilmiistiir.
Statik 14. giin 6rneklerinde ¢ekme dayanimi %13 azalma ile 7,2 + 0,8 MPa degerine
diismistiir. Hiicre proliferasyonunun farklilasmaya bagli olarak olduk¢a azalmasi,
yetersiz uyarimlar ve hiicrelerin yiizeyden kalkma egilimi gostermesi ile birlikte cekme

dayaniminda, uyarim 6ncesine gore azalma gerceklesmistir.

M-D1 grubunda 14. giinde ¢cekme dayanimi %36 artis gostererek 11,6 + 1,4 MPa degerine
cikmistir. M-D1 grubunun SEM fotograflar: ve F-aktin/DAPI boyamalarinda tartisildig:
tizere, oldukga hizalanmis ve kalin miyofibrillerin olustugu tespit edilmistir. Buradan yola
cikilarak olusan doku, malzemeye %36 oraninda katki vererek ¢ekme dayanimini
arttirmistir. M-D3 grubunda 14. giinde ¢ekme dayanimi %10 azalma ile 7,7 + 0,1 MPa
degerine diigmiistiir. M-D3 grubunun 14. giiniindeki SEM fotograflarinda hiicrelerin
miyoblastik morfolojilerini biiyiik oranda korumus olsalar da yer yer tiibiiler yapilarin
bozuldugu ve fibroblastik yapilarin olustugu tespit edilmistir. Olusan doku iskelet kasi ile
ayni mekanik 6zellikleri gostermediginden ¢ekme dayaniminda uyarim oncesine gore
azalma gerceklesmistir. Statik 14. giin matriksler kontrol grubu kabul edildiginde,
dinamik Ornekler ile karsilastirma yapildiginda, sadece M-D1 grubunun ¢ekme
dayaniminda istatistiksel anlamli artig tespit edilmistir (**p<0,01). Dinamik Ornek

gruplart birbirleri ile karsilastirildiginda anlamli farklilik belirlenememistir (p>0,05).

Statik 14. giin matriksler kontrol grubu kabul edildiginde, dinamik o&rnekler ile
karsilagtirma yapildiginda, sadece M-D1 grubunun kopmadaki uzama miktarinda
istatistiksel anlamli azalma tespit edilmistir (*»<0,05). Dinamik 6rnek gruplar birbirleri
ile karsilagtirlldiginda anlamli farklilik belirlenememistir (p>0,05). Mekanik uyarim
oncesi matriksler kontrol grubu kabul edildiginde M-D1 ve M-D3 gruplarinin 14. giinleri
ile elastik modiil degerlerinde istatistiksel farkliliklar belirlenmis ve elastik modiil
degerlerinde anlamli azalma tespit edilmistir (****p<0,0001). Statik 14. giin matriksler
kontrol grubu kabul edildiginde, dinamik ornekler ile karsilastirma yapildiginda, M-D1
grubunda (**p<0,01) ve M-D3 grubunun elastik modiil degerlerinde (****»<0,0001)
anlamli azalma gortilmistiir. Dinamik 6rnek gruplari birbirleri ile karsilagtirildiginda, M-
D3 grubunun elastik modiil degerinin M-D1 grubunun elastik modiil degerinden

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (®p<0,05).

135



4.5.1.5. Miyojenik gen ifadelerinin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler lizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik kiiltiirde (S-
7 ve S-14) ve mekanik uyarimli biyoreaktorde (M-D1 ve M-D3) miyojenik gen

ifadelerinin belirlendigi RT-qPCR analizi sonuglar1 Sekil 4.42°de verilmistir.
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Sekil 4.42. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde (S-7 ve S-14) ve mekanik uyarimli
dinamik kiiltiiriin 14. glintinde (M-D1 ve M-D3) C2C12 hiicrelerine ait bagil MyoD,
Myogenin, MHC, NF-H ve AChR-a gen ifadeleri (Istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 statik kiiltiiriin 14. giinii kontrol grubu

oldugunda, **p<0,01 dinamik kiiltiir gruplar1 karsilagtirildiginda).
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Miyojenik farklilagmanin belirlenmesi amaciyla MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadeleri,
miyojenik maturasyonun belirlenmesi amaciyla NF-H ve AChR-a gen ifadeleri tespit
edilmistir. Statik kiiltiirde hizalanmig fiber morfolojisi ve malzemenin piezoelektrik ve
mekanik Ozelliklerine bagli olarak farklilasmanin baglamasi, 14. giine gelindiginde
maturasyona dogru miyojenik farklilasmanin ilerlemesi Kisim I ¢alismalari ile tutarhdir.
MyoD ve Myogenin bagil gen ifadelerinde statik 7. ve 14. giin gruplar1 arasinda anlaml
farklilik tespit edilemezken (p>0,05), MHC bagil gen ifadesinde statik 14. giin grubunda
yaklagik 4 kat artis ile anlamlhi farklhilik tespit edilmistir (*p<0,05). Karma hiicre
popiilasyonuna sahip C2C12 hiicrelerinde, popiilasyondaki sinir hiicrelerine bagl olarak,
miyojenik maturasyon ve ndromuskiiler baglanti noktalarinin olusmasina yonelik NF-H
ve AChR-a bagil gen ifadeleri statik 7. ve 14. giin gruplarinda olduke¢a diisiik diizeyde

eksprese edilmistir, aralarinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05).

Statik kiiltiirtin 14. giinii kontrol grubu oldugunda, MyoD bagil gen ifadesinde M-D1
grubunda yaklasik 7 kat artis (**p<0,01), M-D3 grubunda yaklasik 14 kat artig
(****p<0,0001) tespit edilmistir. Dinamik kiltiir gruplar1 karsilastirildiginda M-D3
grubundaki MyoD bagil gen ifadesinin M-D1 grubundaki MyoD bagil gen ifadesinden
yaklagik 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (**p<0,01). Statik kiiltiiriin 14. giinii
kontrol grubu oldugunda, Myogenin bagil gen ifadesinde M-D1 ve M-D3 gruplarinda
yaklagitk 5 kat artis (*p<0,05) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik belirlenememistir (p>0,05). Benzer
sekilde, Heher ve ark. fibrin hidrojeller kullanarak C2C12 hiicre hatt1 ile mekanik uyarim
calismalar1 gerceklestirmislerdir [106]. Orneklere 9 giin boyunca %10 statik gerinim
uygulamislardir. Gen ifadesi analizleri ile mekanik uyarim uygulanan gruplarda,
farklilagmaya bagli olarak MyoD ve Myogenin ekspresyonlarinin anlamli olarak arttigi

belirlenmistir.

Statik kiiltiiriin 14. giinii kontrol grubu oldugunda, MHC bagil gen ifadesinde M-D1 ve
M-D3 gruplarinda yaklasik 5 kat artis (***p<0,001) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir
gruplart kargilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik belirlenememistir (p>0,05).
Benzer olarak, Candiani ve ark. biyobozunur DegraPol® mikrofiber iskeleler kullanarak
C2C12 hiicre hatt1 ile mekanik uyarim ¢alismalar1 gerceklestirmislerdir [102]. Orneklere
2 giin boyunca %3,3’liik sabit gerinim uygulanmis, ardindan 7 giin boyunca 0,5 Hz
frekans, %3,4 gerinim ve 5 uyarim/giin uygulama sikliginda uygulama yapilmistir.

Kontrol grubu olarak statik kiiltiir kosullarin1 kullanmiglardir. Western blot analizlerinde
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statik ve dinamik kiiltiirlerde MHC bant yogunlugu karsilastirmasi yapmiglar ve dinamik
kiiltirde MHC bant kalinliklarinda 8 kat artis tespit etmislerdir. Kiiltliriin 7. giinlinden
itibaren farklilasmaya bagl olarak dinamik kiiltiirde %67’lik bir artis gozlemlerken,
hiicrelerin farklilagma yolagina girememesine bagl olarak statik kiiltiirde %36°lik bir
azalma gozlemlemislerdir. Tez ¢calismasinda da mekanik uyarim miyojenik farklilagmaya
onemli Olgiide katki saglamis, hiicrelerin miyojenik maturasyon yolagina girmelerini
saglamistir. MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadeleri birlikte degerlendirildiginde, M-D1
grubundaki hiicrelerin miyotiip farklilasmalarini biiytik 6l¢iide tamamladigi, miyofibriler

yapilarin olugsmaya basladig1 ve maturasyona hazir olduklar1 6ngoriilebilir.

Bunu destekler sekilde, statik kiiltiiriin 14. giinii kontrol grubu oldugunda, NF-H bagil
gen ifadesinde M-D1 grubunda yaklasik 85 kat artig (****p<0,0001), M-D3 grubunda
yaklagik 18 kat artis (**p<0,01) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplar
karsilagtirildiginda M-D1 grubundaki NF-H bagil gen ifadesinin M-D3 grubundaki NF-
H bagil gen ifadesinden yaklasik 4,6 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (**p<0,01).
Miyojenik maturasyonun 6nemli bir belirteci olan néromuskiiler baglant1 noktalarinin
olusumu NF-H gen ifadesi ile incelenmistir. Bu baglamda M-D1 grubundaki artig, bu
uyarim grubunda hiicrelerin  biiyiikk 0Ol¢lide maturasyon yolaginda oldugunu
gostermektedir. Benzer olarak, Machingal ve ark. deseliilerize mesane ECM’si kullanarak
yetigkin sigan kas projenitdr hiicreler (MPC'ler) ile mekanik uyarim ¢aligsmalari
gerceklestirmislerdir [103]. /n vivo implantasyon &ncesinde drneklere 7 giin boyunca saat
bas1 dakikada 3 kez %10 dongiisel gerinim uygulamislardir. Histolojik analizler ile
implantasyon Oncesinde mekanik uyarim uygulanan gruplarda norofilament 200 (NF-

200) ifadesinde anlamli artig oldugunu belirlemislerdir.

Fonksiyonel néromuskiiler baglanti noktalarinda asetilkolin reseptorii kiimelenmeleri
bulunmalidir [39]. Sinyal molekiilleri i¢in olan reseptdrler plazma zar proteinlerinin
(=106 molekiil) yaklagik %0,1 ile %5’lik bir kismint olusturur [168]. Bu nedenle
izolasyonu ve tespiti oldukc¢a zordur. Ancak calismada basar1 ile reseptorlere ait
mRNA’lar izole edilebilmis ve gen ifadeleri tespit edilebilmistir. AChR-a bagil gen
ifadesinde M-D1 grubunda yaklasik 10 kat artig (****p<0,0001), M-D3 grubunda
yaklagik 3 kat artis (**p<0,01) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplari
karsilastirildiginda M-D1 grubundaki AChR-a bagil gen ifadesinin M-D3 grubundaki
AChR-a bagil gen ifadesinden yaklasik 3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (**p<0,01).
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M-D1 grubunda AChR kiimelenmelerinin oldukg¢a yiliksek oldugu ve dolayisiyla

fonksiyonel baglanti noktalarinin olustugu tespit edilmistir.
4.5.1.6. Miyojenik belirteclerin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik (S-7 ve S-
14) ve mekanik uyarimli dinamik kiiltiirde (M-D1 ve M-D3) MyoD, Myogenin ve MHC
miyojenik  belirtegleri  immiinohistokimyasal boyamalar ile belirlenmis ve

floresan/konfokal mikroskop goriintiileri Sekil 4.43’te verilmistir.

STATIK KULTUR MEKANIK UYARIMLI KULTUR
S-14 M-D1 M-D3

MyoD

Myogenin

MHC

Sekil 4.43. Statik kiiltlirin 7. ve 14. giinlerinde ve mekanik uyarimli dinamik kiiltiiriin
14. giininde (M-D1 ve M-D3) C2CI12 hiicrelerine ait MyoD, Myogenin ve MHC
immiinohistokimyasal boyama konfokal mikroskobu gdériintiileri. MyoD (yesil) antijeni
hiicre ¢ekirdeginde, Myogenin (yesil) antijeni hiicre iskeletinde ve MHC (kirmizi)
antijeni kalin filamentlerde lokalize olmugstur. (Biiyiitmeler, statik kiiltiir: 10 X ve

dinamik kiiltiir: 20 X).

Statik kiiltirde MyoD, Myogenin ve MHC gen belirtegleri Kisim 1 c¢aligmalar1 ile
tutarlidir. Statik gruplara ait orneklerde hiicrelerin yalnizca yiizeyde konumlandigi,

matriks derinligi boyunca yayilamadiklar1 goriilmiistiir. Bu nedenle yilizeyden floresan
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mikroskobu ile gorlintileme yapilabilmistir. Ancak dinamik gruplara ait 6rneklerde
hiicreler derinlik boyunca yayildigindan, floresan mikroskop ile goriintiilemede olduk¢a
zorlanilmis ve z ekseninden kesit goriintiisii alan konfokal mikroskop ile goriintiileme
yapilmistir. MyoD, Myogenin ve MHC antijenlerinin tiim gruplarda bulundugu ancak
statik 6rneklerde hiicrelerin yalnizca yiizeyde bulundugu, derinlik boyunca pozitif 1s1ma

vermedigi gdzlemlenmistir.

Candiani ve ark.’larinin biyobozunur DegraPol® mikrofiber iskeleler kullanarak C2C12
hiicre hatti ile gerceklestirdikleri mekanik uyarim calismalarinda MHC
immiinohistokimyasal boyamalarinda kiiltiiriin 7. giiniine kadar statik ve dinamik kiiltiir
gruplarinda MHC pozitif hiicrelere rastlamamislardir [102]. Ancak kiiltiiriin 7. giiniinden
itibaren, 0zellikle dinamik kiiltiirde ytliksek yogunlukta kalin fibrillerin olustugunu MHC
pozitif hiicreler iizerinden tespit etmislerdir. Bir diger calismada fibrin hidrojeller
kullanarak C2C12 hiicre hatt1 ile mekanik uyarim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir [106].
MHC histolojik boyamalarinda kiiltiiriin 6. glinlinden itibaren sadece mekanik uyarim
verilen gruplarda miyotiip hizalanmasina rastlanmistir. Kiiltiirtin 9. giinlinden itibaren
tim gruplarda MHC pozitif hiicrelere rastlansa da mekanik uyarimli grupta ytliksek
yogunlukta MHC pozitif hiicre oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismadan farkl olarak, tez
calismasinda, hizali P3HB/PBA nanofiber iskelelerinde 7. giinde statik kiiltiir
kosullarinda dahi hizalanmis miyotiiplere ve MHC pozitif hiicrelere rastlanmistir.
Boylece, matrikslerin mekanik, morfolojik ve piezoelektrik ozellikleri ile, uyaranlar

olmadan, miyojenik farklilasmay1 destekledigi kanitlanmistir.

Biyoreaktor orneklerinde yiizeyde ve iskele derinligi boyunca yaklasik 70 pm’lik bir
derinlige kadar hiicrelerin tiim antikorlar i¢in pozitif 1s1ma verdigi gorilmiistiir.
Immiinohistokimyasal boyamalar RT-qPCR analizleri ile tutarli sonuglar vermistir. M-
D1 ve M-D3 gruplar1 arasinda MyoD pozitif 1isimalar arasinda belirgin bir farklilik
bulunamamistir. Ancak M-D3 grubunda, M-D1 grubuna gore, Myogenin ve MHC pozitif
1simalar bolgesel olarak daha kalin tiibiiler yapilarin olustugu gézlemlenmistir. Benzer
sonuglar, Liao ve ark.’larinin hizali PU fiberler kullanarak C2C12 hiicre hatt1 ile
gerceklestirdikleri mekanik uyarim ¢alismalarinda da elde edilmistir [101]. Orneklere 14
giin siire ile, giinde 6 saat boyunca her saatte 1 Hz frekansta %5 veya %10 gerinim
uygulamiglardir. Western blot analizleri ile Myogenin ve MHC ifadelerinde %5 gerinim
uygulanan gruplarda artis tespit etmislerdir. Yiiksek gerinim uygulanan gruplarda basari

saglanamamustir.
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Diistik frekans (0,5 Hz), diisiik gerinim (%5) ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme uygulama
sikligindaki mekanik uyarim kaslarin deneyimledigi dogal mekanik kuvvetleri taklit
etmis ve miyojenik olgunlagmay1 arttirmistir. Bu nedenle kas fiberleri daha uygun sekilde
hizalanmis ve daha islevsel bir doku elde edilmistir. Bununla beraber NF-H ve AChR-a
gen ifadeleri ile de desteklendigi iizere kasilma fonksiyonuna sahip bir dokunun
olusmasina katki saglamistir. Ayrica morfolojik analizlerle gosterildigi iizere, uygun
mekanik uyarim kas hiicrelerinin uygulanan gerinim yoniinde hizalanmasini tegvik etmis
ve viicuttaki kas fiberlerinin dogal diizenini taklit edebilmistir. Mekanik uyarimin
mekanotransdiiksiyon yoluyla miyojenik farklilasma ve maturasyon yolaklarini uyardigi,
daha kalin fibriller olugmasina yol actig1 ve kas gelisimi i¢in sart oldugu bir¢ok ¢caligmada
gosterilmistir [169]. Tez kapsaminda piezoelektrik bir malzeme {izerinde gerceklestirilen
mekanik uyarimli biyoreaktoér calismalarinda aliman sonuglar da bu bulgular ile

uyumludur.

Analizler sonrasi bir skorlama daha yapilmis ve en iyi mekanik uyarim grubuna karar

verilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Mekanik uyarimli biyoreaktor hiicre kiiltiirii calismalarinda elde edilen

sonuglara gore gruplar arasi skorlama.

Analizler M-D1* M-D3**
SEM 4 3
Morfolojik
ozellikler F- 3 4
aktin/DAPI
Mekanik Cekme 4 5
ozellikler testleri
MyoD 3 MyoD 5
Myogenin 5 Myogenin 4
Miyojenik - pp  pCR MHC 5 MHC 5
gen ifadesi
NF-H 5 NF-H 2
AChR-a 5 AChR-a 2
MyoD 3 MyoD 3
Miyojenik . .
belirtec IHC Myogenin 3 Myogenin 3
MHC 2 MHC 4
% Canhhk  MTT 2 1
Toplam 44 38

*M-D1: 20 dk ¢cekme /2 sa dinlenme %5 gerinim 0,5 Hz.
**M-D3: 20 dk ¢ekme /2 sa dinlenme %10 gerinim 0,5 Hz.
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Yapilan skorlama ile M-D1 grubunun mekanik uyarimli biyoreaktor ¢aligmalarindaki en
1yi grup oldugu tespit edilmistir. Bu durumda mekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismalari
icin en uygun dongiisel uygulama sikligimin 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme, en uygun
frekansin 0,5 Hz, en uygun gerinimin %5 oldugu belirlenmistir. Elektromekanik uyarim
calismalarinda mekanik uyarim parametresi olarak M-D1 grubu ile devam edilmesine

karar verilmistir.
4.5.2. Elektrik Uyarimh Biyoreaktor Calismalar:

Elektrik uyarimli biyoreaktor Faz 1 calismalarinda hiicre canliligt MTT analizi ile, hiicre
tutunmasi, yayilmasi ve miyojenik hiicre morfolojisi SEM analizi ve hiicre iskeleti/hiicre
cekirdegi floresan boyamasi ile belirlenmistir. Test edilen elektriksel uyarim

parametreleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Elektrik uyarimli biyoreaktor caligmalarinda kullanilan Faz 1 ve Faz 2

analiz gruplari, grup kisaltmalar1 ve analizler.

Kisaltmalar Analizler
S-7 Statik kultir — 7. Giin Faz 1*-2%*
S-14 Statik kiltiir — 14. Giin Faz 1-2

Elektrik uyarimh biyoreaktor — 14. Giin

Uygulama siiresi Voltaj (V) Atim periyodu (ms)

E-D1 20 dk atim 0,4 6 Faz 1-2

2 sa dinlenme

E-D2 20 dk atim 0,4 2 Faz 1-2

2 sa dinlenme

*Faz 1 analizler: MTT, SEM ve F-aktin/DAPI boy.ama.
**Faz 2 analizler: Mekanik analizler, RT-gPCR, Immiinohistokimyasal boyama.
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4.5.2.1. Hiicre canlihiginin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin,
statik kiiltiirlin 7. ve 14. giinlinde (S-7 ve S-14) ve elektrik uyariml kiiltiir gruplarinin 14.
giiniinde (E-D1 ve E-D2) MTT analizi ile belirlenen ylizde canlilik degerleri Sekil 4.44°te

verilmistir.
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Sekil 4.44. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. glinlerinde (S-7 ve S-14) ve elektrik uyarimli dinamik
kiiltliriin 14. glintinde (E-D1 ve E-D2) hizal1 P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki
C2C12 hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri (istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4,
*p<0,05, ***p<0,001 statik kiiltiirin 14. glinii kontrol grubu oldugunda).

Statik kiiltiir gruplarinda Kisim I ve mekanik uyarimli biyoreaktdr calismalarindan elde
edilen sonuglar ile benzer sonuglar elde edilmistir. Statik kiiltiiriin 14. giiniinde, statik
kiiltiirlin 7. glinline oranla, istatistiksel olarak anlaml1 bir diisiis goriilmiistiir (*p <0,05).
Statik kiiltiirtin 7. giiniinde %100 olan canlilik degeri, yaklasik %75 canliliga diigmiistiir.
Statik kiiltiirtin 14. giinii ile E-D1 ve E-D2 gruplarmin 14. giin canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli biiylik bir disiis tespit edilmistir (***p
<0,001). Her iki grupta da canlilik yaklasik %20 oranina diismiistiir. E-D1 ve E-D2
gruplarinin canlilik degerleri arasinda anlamli bir farklilik belirlenememistir (p >0,05).
Canliliktaki diistisiin nedeni, mekanik uyarimli biyoreaktor ¢aligmalarinda detaylar ile
aciklandigi lizere, hiicrelerin farklilagsmasi ve hiicrelerin iskele derinligi boyunca gogii ile

aciklanmaktadir.
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4.5.2.2. SEM analizi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin
statik kiiltlirtin 7. ve 14. giiniinde (S-7 ve S-14) ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiir
gruplarinin (E-D1 ve E-D2) 14. giiniinde tutunma, yayilma ve miyojenik morfolojileri

Sekil 4.45’te verilmistir.

1060-pum . 20 i

STATIK KULTUR

W 100 pm

100 1m
e

DINAMIK KULTUR

Sekil 4.45. Statik kiiltiirin 7. ve 14. giinlerinde ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiirtin 14.
giinlinde (E-D1 ve E-D2) hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12
hiicrelerinin 500X ve 1500X biiyiitmelerdeki SEM fotograflari.
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Statik kiiltiir gruplarinda Kisim I ve mekanik uyarimli biyoreaktdr ¢alismalarina benzer
sekilde hiicre davranis1 gozlemlenmistir. Statik gruplarin aksine, elektriksel uyarimli her
iki dinamik kiiltiir grubunda diizenli ve tiibiiler yapilarin korundugu belirlenmistir.
Mikrovilli olusumu her iki dinamik kiiltiir grubunda da gézlemlense de E-D2 grubunda
olduk¢a yogun mikrovilli yapisi tespit edilmistir (sar1 oklar). Bununla beraber E-D2
grubunda olusan fiber yapilarin kalin ve siirekli oldugu, bir ag olusturdugu, bolgesel
noromuskiiler baglanti noktasi benzeri yapilarin olustugu goézlemlenmistir (kirmizi

oklar).

E-D1 grubunda olusan miyofibrillerin uzunlugu 200-250 pm, kalinlig1 ise yaklasik 40-45
um olarak tespit edilirken, E-D2 grubunda olusan miyofibrillerin uzunlugu 300-350 pm,
kalinlig1 yaklagik 25-30 um olarak belirlenmistir. Buradan, dogal dokuya benzer sekilde,
1-3 um kalinlhigindaki miyotiibiiler yapilarin fiizyonu ile elektrik uyarimli biyoreaktorde
kiiltiirin 14. giiniinde daha kalin, uzun ve siirekli miyofibril yapilarinin olustugu sonucu

cikarilabilmektedir.
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4.5.2.3. Hiicre iskeleti/cekirdegi boyama

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler lizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik kiiltiiriin 7.
ve 14. giinlerinde (S-7 ve S-14) ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiirlerin (E-D1 ve E-D2)
14. gliniinde yayilma ve miyojenik morfolojisi F-aktin/DAPI boyama ile belirlenmistir,

floresan ve konfokal mikroskop fotograflar1 Sekil 4.46’da verilmistir.

HUCRE ISKELETI/CEKIRDEGI

7. GUN
E-D1

50 um

STATIK KULTUR
DINAMIK KULTUR

14. GUN
E-D2

Sekil 4.46. Statik kiiltiirin 7. ve 14. giinlerinde ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiirtin 14.
giininde (E-D1 ve E-D2) hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12
hiicrelerinin F-aktin/DAPI boyama floresan (statik kiiltiir) ve konfokal (dinamik kiiltiir)
mikroskop goriintiileri (Biiylitmeler, statik kiiltiir: 10 X ve dinamik kiiltiir: 20 X).

Statik gruplara ait goriintiilerin Kisim I ve mekanik uyarimli biyoreaktdr caligma
sonuglart ile uyumlu oldugu goriilmistiir. E-D1 ve E-D2 gruplarina ait F-aktin/DAPI
goriintiileri karsilagtirmali olarak incelendiginde ise SEM fotograflar1 ile benzer
morfolojik bulgular tespit edilmistir. SEM analizinden farkli olarak E-D1 ve E-D2
gruplarinda hiicrelerin matriks derinligi boyunca yayildiklar1 (70-80 pum derinlik) ve
hizalanmis bir doku olusturdugu goézlemlenmistir. E-D1 grubunda derinlik boyunca
yayilim gozlemlense de hizaly, tiibiiler ve flizyona ugramis ¢ekirdekli yapilar E-D2 grubu

ile karsilastirildiginda daha azdir.
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On analizler sonrasinda skorlama yapilmis ve Cizelge 4.12°de sonuglar paylasilmistir.
Canlilik analizi, SEM analizi ve F-aktin/DAPI boyamalarinda elde edilen sonuglar
birlikte degerlendirilmis ve gruplar arasinda anlamli farkliliklar olmamasi nedeniyle, Faz

2 analizlere her iki grupla da devam edilmesi gerektigine karar verilmistir.

Cizelge 4.12. Elektrik uyarimli biyoreaktor Faz 1 hiicre kiiltiirii caligmalarinda elde edilen

sonuglara gore gruplar arasi skorlama.

E-D1* E-D2**

Morfolojik
ozellikler Atim periyodu etkisi 3 5
(SEM)
Morfolojik
ozellikler Atim periyodu etkisi 4 4
(F-aktin/DAPI)
% Canhhk MTT 2 2

Toplam 9 11

*E-D1: 20 dk atim/2 sa dinlenme, 6 ms atim periyodu ve 0.4 V.
**E-D2: 20 dk atim/2 sa dinlenme, 2 ms atim periyodu ve 0.4 V.

Elektrik uyarimli biyoreaktér Faz 2 caligmalarinda matriks ve hiicre kompleksinin
mekanik ozellikleri ¢ekme testleri ile, miyojenik gen ifadeleri RT-qPCR analizi ile,
miyojenik belirtecleri ise immiinohistokimyasal boyamalar ile belirlenmistir. Faz 2 hiicre
kiiltiirli ¢aligmalarinda kontrol grubu olarak statik 14. giin 6rnekleri se¢ilmistir. Bununla
birlikte matrikslerin reaktdre alinmadan 6nceki durumlarinin belirlenmesi amaciyla statik

7. glin 6rneklerine de analizler yapilmistir.
4.5.2.4. Mekanik ozelliklerin tayin edilmesi

C2C12 hiicrelerinin statik 7 ve 14. giin (S-7 ve S-14) kiiltiirde ve elektriksel uyarim
uygulandigi dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde (E-D1 ve E-D2) hizali P3HB/PBA nanofiber
matrikslerin mekanik o6zelliklerinde yarattigi degisimler Cizelge 4.13’te; c¢ekme
dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil degerlerine ait istatistiksel farkliliklar Sekil

4.47’de verilmistir.

147



Cizelge 4.13. Elektrik uyarimli biyoreaktor ileri hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda mekanik

ozelliklerdeki degisimler.

Kiiltiir oncesi mekanik o6zellikler

Cekme dayanim (MPa) Kopmadaki uzama (%) Elastik modiil (MPa)
85+1,8 76,0+ 1,3 378,2+4,2
Statik kiiltiirde mekanik ozelliklerdeki degisim
Cekme Degisim Kopmadaki Degisim Elastlk Degisim
dayanim %) uzama (%) modiil (%)
(MPa) ° (%) ? (MPa) ’
S-7 17,2+3,1 102 1 25,1+1,4 67 ] 372,2+41,0 1,6 |
S-14 72+0,8 13} 24,1+£6,3 68 | 240,4 £ 21,5 36 ]
Elektrik uyarimh biyoreaktorde mekanik o6zelliklerdeki degisim
k K ki Elastik
Cekme Degisim opmadaki Degisim as l Degisim
dayanim %) uzama (%) modiil (%)
(MPa) ° (%) ? (MPa) ’
On 10,8 £22 27 59+0,7 92 305,6 + 36,6 19
denemeler* b > T 2 b l’ b 2 l
E-D1 13,5+2,1 591 53+0,2 93| 269,7 +£10,7 29|
E-D2 14,1+3,7 651 15,6 £3,1 80 | 156,8 + 14,4 591

**7 glinliik hiicresiz elektrik uyarimli biyoreaktor 6n denemeleri sonrasi: 6 ms atim periodu, 0.4 V voltaj

ve 20 dk atim/2 sa dinlenme parametrelerinde.

148



ek

N
o

= - [*]
o (4] o

Gekme Dayanimi (MPa)
o

i

Elektriksel Elektriksel S-7
uyarim uyarim
oncesi sonrasi

o

E-D2

kR

EhRE

L

e
dekkk

=3
o

¥ ..
S
60
£
=] ..
= 40 <
[}
°
m [
EZO
-]
=
0 — ! 1 | l_
Elektriksel Elektriksel S-7 S-14 E-D1 E-D2
uyarim uyarim
oncesi sonrasi
ek
ek
ok
*
- 400 I ;I.
o
=300 e
= 200 —
=
: =
= 100
w —
0
Elektriksel Elektriksel S-7 S-14 E-D1 E-D2
uyarim uyarim
dncesi sonrasi

Sekil 4.47. Elektriksel uyarim 6ncesi, 7 giinliik hiicresiz elektriksel uyarim sonrasi, statik
7. ve 14. giin (S-7 ve S-14) ve dinamik 14. giin Orneklerine (E-D1 ve E-D2) ait
kargilagtirmali ¢ekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modil degerleri
(Istatistiksel olarak énemli farklar n = 3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
elektriksel uyarim oOncesi matriksler kontrol grubu oldugunda; °p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001 statik 14. giin matriksler kontrol grubu oldugunda; "p<0,05,
""»<0,01 dinamik kiiltiir gruplar karsilastirildiginda).

E-DI ve E-D2 gruplarinin ¢ekme dayaniminda, elektriksel uyarim dncesine gore, anlamli
artis tespit edilmistir (*p<0,05). Cekme dayanimi 14. giinde E-D1 grubunda %59 artis
gostererek 13,5 + 2,1 MPa degerine, E-D2 grubunda %65 artis gostererek 14,1 + 3,7 MPa
degerine ¢ikmustir. Diger gruplarla anlamh farkliliklara rastlanmamistir (p>0,05). Statik
14. giin matriksler ile dinamik 6rnekler karsilastirildiginda, E-D1 ve E-D2 gruplarinin her
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ikisinin de ¢ekme dayaniminda istatistiksel anlamli artis tespit edilmistir (**p<0,01).
Dinamik oOrnek gruplarn birbirleri ile karsilastirildiginda anlamli  farklilik
belirlenememistir (p>0,05). E-D1 ve E-D2 gruplarinin SEM fotograflar1 ve F-aktin/DAPI
boyamalarinda tartisildig1 iizere, yliksek oranda hizalanmig ve kalin miyofibrillerin
olustugu tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak olusan doku, malzemeye sirastyla %59

ve %65 oraninda katki vererek ¢ekme dayanimini anlamli olarak arttirmistir.

Statik 14. giin matriksler kontrol grubu kabul edildiginde, dinamik o6rnekler ile
karsilagtirma yapildiginda, E-D1 ve E-D2 gruplarinin kopmadaki uzama miktarinda
istatistiksel anlamli azalma tespit edilmistir (sirasiyla, *p<0,05 ve **p<0,01). Dinamik
ornek gruplart birbirleri ile karsilastirildiginda E-D2 grubunun kopmadaki uzama
miktarinin E-D1 grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (®*p<0,05). Statik 14.
giin matriksler kontrol grubu kabul edildiginde, statik 7. giine gore elastik modiil
degerlerinde azalma tespit edilmistir (**p<0,01). Dinamik ornekler ile karsilastirma
yapildiginda, sadece E-D2 grubunun elastik modiil degerlerinde anlamli azalma
goriilmistir (°p<0,05). Dinamik 6rnek gruplari birbirleri ile karsilastirildiginda, E-D1
grubunun elastik modiil degerinin E-D2 grubunun elastik modiil degerinden istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (*"p<0,01). Gerilim-gerinim egrisi
g6z Oniinde bulunduruldugunda malzemenin plastik bolgedeki deformasyonuna bagh
olarak kopmadaki uzama miktarinin azalmasi, cekme dayanimindaki artisa bagli olarak

da elastik modiilde artisin gozlemlenmesi beklenen bir durumdur.
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4.5.2.5. Miyojenik gen ifadelerinin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik (S-7 ve S-
14) ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiirde (E-D1 ve E-D2) miyojenik gen ifadelerinin
belirlendigi RT-qPCR analizi sonucglar1 Sekil 4.48’de verilmistir. Miyojenik
farklilasmanin belirlenmesi amaciyla MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadeleri; miyojenik

maturasyonun belirlenmesi amaciyla NF-H ve AChR-a gen ifadeleri tespit edilmistir.

Kisaltmalar
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S-7 Statik kiiltiiriin 7. giinii kil e
S-14 Statik kiiltiirin 14. giinii 7
§ 20
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0
. At . B
Siire . Voltaj 210
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Sekil 4.48. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. glinlerinde (S-7 ve S-14) ve elektrik uyarimli dinamik
kiiltliriin 14. giintinde (E-D1 ve E-D2) C2C12 hiicrelerine ait bagil MyoD, Myogenin,
MHC, NF-H ve AChR-a gen ifadeleri (Istatistiksel anlaml1 farkliliklar n = 4, *p<0,05,
*#p<0,01, ¥**p<0,001, ****p<(0,0001 statik kiiltiiriin 14. giinii kontrol grubu oldugunda,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 dinamik kiiltiir gruplar karsilastirildiginda).
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Statik kiiltiire ait gen ifadeleri Kisim I ve mekanik uyarimli biyoreaktdr ¢alismalari ile
tutarlidir. Statik kiiltiirtin 14. giinii kontrol grubu oldugunda, MyoD bagil gen ifadesinde
E-D1 grubunda yaklasik 14 kat artis (****p<0,0001), E-D2 grubunda ise yaklasik 2,5 kat
artis (*p<0,05) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplan karsilagtirildiginda E-DI
grubundaki MyoD bagil gen ifadesinin E-D2 grubundaki MyoD bagil gen ifadesinden
yaklagik 6 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (***p<0,001). Statik kiiltiiriin 14. giinii
kontrol grubu oldugunda, Myogenin bagil gen ifadesinde E-D1 grubunda yaklasik 2,5 kat
artis (*p<0,05), E-D2 grubunda ise 5 kat artig (***p<0,001) tespit edilmistir. Dinamik
kiiltiir gruplart karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamhi farklilik belirlenememistir
(p>0,05). Statik kiiltlirtin 14. giinii kontrol grubu oldugunda, MHC bagil gen ifadesinde
E-D1 ve E-D2 gruplarinda sirasiyla yaklasik 12 kat (****p<0,0001) ve 8,5 kat
(***p<0,001) artis tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplar1 karsilagtirildiginda gruplar
arasinda anlamli farklilik belirlenememistir (p >0,05). Elektriksel uyarim miyojenik
farklilagsmaya 6nemli dl¢lide katki saglamis, hiicrelerin miyojenik maturasyon yolagina
girmelerini saglamistir. Ancak MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadeleri birlikte
degerlendirildiginde, E-D2 grubundaki hiicrelerin miyotiip farklilagmalarini tamamladigi

ve miyofibriler yapilarin olugsmaya basladig1 6ngoriilebilir.

Stern-Straeter ve ark. 2B fibrin jeller iizerinde primer sican miyoblastlar1 ile elektriksel
uyarim calismalar1 gergeklestirmislerdir [109]. Orneklere elektriksel uyarim 6,8 mA
siddetinde, 4 ms atim periyodunda, her 4 saniyede bir araliklarla 8 giin boyunca
uygulanmistir. Yapilan gen ifadesi analizlerinde beklenenin aksine MyoD, Myogenin ve
AChR-¢ gen ifadelerinde elektriksel uyarimla birlikte azalma belirlenmistir. Benzer
olarak, Huang ve ark. 2B fibrin jeller lizerinde primer sigan miyoblastlari ile elektriksel
uyarim calismalar1 gerceklestirmislerdir [110]. Orneklere elektriksel uyarim 20 Hz
frekansta, 5 atim/4s sikliginda, 5 V voltajda ve 1,5 ms atim periyodunda 14 giin boyunca
uygulanmistir. Yapilan Western blot analizinde MHC protein seviyelerinin elektriksel
uyarimla birlikte diistiigii tespit edilmistir. Langelaan ve ark. 3B kolajen-Matrigel®
sistemler ilizerinde C2C12 miyoblastlar1 ve kas onciil hiicreleri ile elektriksel uyarim
calismalar gergeklestirmislerdir [113]. Orneklere elektriksel uyarim 2 Hz frekansta, 6 ms
atim periyodunda ve 4 V/cm voltajinda 48 saat boyunca uygulanmistir. Yapilan gen
ifadesi analizlerinde MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadelerinde farklilagsmaya baglh
olarak anlamli artis tespit edilmistir. Elektriksel uyarimlar 2B ve 3B sistemlere benzer

sekilde etki etmemistir. Bu durumda elektriksel etkinin tek basina miyojenik farklilasma
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icin yeterli olmadigi, uygun mekanik, elektrik, morfolojik 6zelliklere sahip malzemeler

ile de desteklenmesi gerektigi aciktir.

Bu 6ngoriiyii destekleyecek sekilde, NF-H bagil gen ifadesinde E-D1 grubunda yaklasik
165 kat artis (***p<0,001), E-D2 grubunda yaklasik 720 kat artig (****p<0,0001) tespit
edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplari karsilastirildiginda E-D2 grubundaki NF-H bagil gen
ifadesinin E-D1 grubundaki NF-H bagil gen ifadesinden yaklasik 4,5 kat daha fazla
oldugu belirlenmistir **»<0,01). E-D2 grubundaki artis, bu uyarim grubunda hiicrelerin
biiyiikk ol¢lide maturasyon yolaginda oldugunu gostermektedir. AChR-o bagil gen
ifadesinde ise E-D1 grubunda yaklasik 65 kat artis (**p<0,01), E-D2 grubunda yaklagik
105 kat artis (***p<0,001) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplar karsilastirildiginda
E-D2 grubundaki AChR-a bagil gen ifadesinin E-D1 grubundaki AChR-a bagil gen
ifadesinden yaklasik 1,5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (°p<0,05). E-D2 grubunda
AChR kiimelenmelerinin oldukca yiiksek oldugu ve dolayisiyla fonksiyonel baglanti

noktalarinin olustugu tespit edilmistir.
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4.5.2.6. Miyojenik belirteclerin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12 hiicrelerinin statik (S-7 ve S-
14) ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiirde (E-D1 ve E-D2) MyoD, Myogenin ve MHC
miyojenik  belirtecleri  immiinohistokimyasal boyamalar ile belirlenmis ve

floresan/konfokal mikroskop goriintiileri Sekil 4.49’da verilmistir.

STATIK KULTUR ELEKTRIK UYARIMLI KULTUR

S-14 E-D1 E-D2

50 pm
—

MYOGENIN MYOD

MHC

50 pm

Sekil 4.49. Statik kiiltliriin 7. ve 14. giinlerinde ve elektriksel uyarimli dinamik kiiltiiriin
14. giiniinde (E-D1 ve E-D2) C2CI12 hiicrelerine ait MyoD, Myogenin ve MHC
immiinohistokimyasal boyama konfokal mikroskobu goériintiileri. MyoD (yesil) antijeni
hiicre cekirdeginde, Myogenin (yesil) antijeni hiicre iskeletinde ve MHC (kirmizi)
antijeni kalin filamentlerde lokalize olmustur. (Biiylitmeler, statik kiiltir: 10 X ve

dinamik kiiltiir: 20 X).

Statik kiiltlirde MyoD, Myogenin ve MHC gen belirtecleri Kisim I ve mekanik uyariml
biyoreaktdr caligmalar1 ile tutarlidir. Elektrik uyarimli biyoreaktdér gruplaria ait
orneklerde hiicreler derinlik boyunca yayildigindan konfokal mikroskop ile goriintiileme
yapilmistir. MyoD, Myogenin ve MHC antijenlerinin tiim gruplarda bulundugu ancak

statik 6rneklerde hiicrelerin yalnizca ylizeyde bulundugu, derinlik boyunca pozitif 1s1ma
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vermedigi gozlemlenmistir. Biyoreaktér Orneklerinde yilizeyde ve iskele derinligi
boyunca yaklagik 80 pum’lik bir derinlige kadar hiicrelerin tiim antikorlar i¢in pozitif 1is1ma
verdigi goriilmiistiir. Immiinohistokimyasal boyamalar RT-qPCR analizleri ile tutarli
sonuglar vermistir. E-D1 ve E-D2 gruplar1 arasinda MyoD pozitif 1g1malar arasinda bir
farklilik gozlemlenmistir. E-D2 grubunda, E-D1 grubuna gore, Myogenin ve MHC
pozitif 1s1malar bolgesel olarak daha kalin ve daha diizenli tiibiiler yapilarin olustugunu,
miyofibriller yapilarin siirekli oldugunu gostermistir. Langelaan ve ark.’larmin 3B
kolajen-Matrigel®  sistemler Tlzerinde  gerceklestirdikleri elektriksel —uyarim
calismalarinda da benzer sekilde, yapilan immiinohistokimyasal boyamalar ile MHC

pozitif hiicrelerin elektriksel uyarim ile birlikte anlamli olarak arttig1 belirlenmistir [113].

Elektriksel uyarimli biyoreaktor, noral sinyalleri taklit etme yetenegi ile, MHC, NF-H ve
AChR-a gen ifadelerinden anlagildig1 iizere, mekanik uyarimli biyoreaktdre gore
miyojenik maturasyon asamasinda daha iyi sonuglar vermistir. Elektriksel uyarimla kas
fonksiyonu i¢in kritik olan néromiiskiiler kavsaklarin olusumunun kolaylastigt NF-H ve
AChR-a gen ifadeleri ile belirlenmistir. Mekanik uyarimla bu olusum bir miktar
saglanabilmis ancak yetersiz kalmistir. Elektriksel uyarim ile dogrudan kas kasilmalari
taklit edilerek kuvvet ile fonksiyonel kas aktivitesi arasinda korelasyon olusturulabildigi,
noral sinyallere yanit veren ve eszamanli olarak kasilan kas fiberlerinin gelisiminin tesvik
edildigi ve kas maturasyonunun desteklendigi tespit edilmistir. Ayrica sinirsel sinyal
yolaklar1 uyarilarak, iskelet kasina 6zgii genlerin ve proteinlerin ifadesi arttirilabildigi
gosterilmigtir.  Elektriksel uyarimli  biyoreaktdrden ¢ikarilan dokunun implante
edildiginde sinir sistemiyle entegrasyona daha uygun olmasi ve kas fonksiyonunu geri

kazanma potansiyelini arttirmasi olasidir.

Faz 2 analizler sonrasinda yapilan skorlama Cizelge 4.14’°te verilmistir. E-D2 grubunun
elektrik uyarimli biyoreaktor caligmalarindaki en iyi grup oldugu tespit edilmistir. Bu
durumda elektrik uyarimli biyoreaktdr ¢aligmalari i¢cin en uygun dongiisel uygulama
sikliginin 20 dk atim/2 sa dinlenme, en uygun voltajin 0,4 V, en uygun atim periyodunun
2 ms oldugu belirlenmistir. Elektromekanik uyarim calismalarinda elektriksel uyarim

parametresi olarak E-D2 grubu ile devam edilmesine karar verilmistir.
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Cizelge 4.14. Elektrik uyarimli biyoreaktor hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda elde edilen

sonuglara gore gruplar arasi skorlama.

Analizler E-D1* E-D2**
Morfolojik SEM 3 5
ozellikler F-aktin/DAPI 4 4
k
Mekanik dzellikler Cekme 4 5
testleri
MyoD 5 MyoD 3
Myogenin 3 Myogenin 4
Miyojenik en -
_yojent g RT-qPCR MHC 5 MHC 5
ifadesi S
NF-H 2 NF-H 5
AChR-a 3 AChR-a 5
MyoD 4 MyoD 5
Miyojenik belirte¢ IHC Myogenin 4 Myogenin 4
MHC 4 MHC 5
% Canhhk MTT 2 2
Toplam 43 52

*E-D1: 20 dk atim/2 sa dinlenme, 6 ms atim periyodu ve 0.4 V.
**E-D2: 20 dk atim/2 sa dinlenme, 2 ms atim periyodu ve 0.4 V.

4.5.3. Elektromekanik Uyarimh Biyoreaktor Calismalari

Elektromekanik uyarimli biyoreaktor calismalari mekanik (M-D1) ve elektriksel (E-D2)
uyarimli biyoreaktdr ¢alismalarinda miyojenik maturasyona en iyi cevap veren gruplar
birlestirilerek gerceklestirilmistir. Hiicre canliligt MTT analizi ile, hiicre tutunmasi,
yayilmasi ve miyojenik hiicre morfolojisi SEM analizi ve F-aktin/DAPI boyama ile
belirlenmistir. Matriks ve hiicre kompleksinin mekanik 6zellikleri ¢cekme testleri ile,
miyojenik gen ifadeleri RT-qPCR analizi ile, miyojenik belirtecleri ise
immiinohistokimyasal boyamalar ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak statik 14. giin
ornekleri secilmistir. Bununla birlikte matrikslerin reaktére alinmadan Onceki

durumlarinin belirlenmesi amaciyla statik 7. giin 6rneklerine de analizler yapilmistir.
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4.5.3.1. Hiicre canlihiginin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin,
statik kiiltiirlin 7. ve 14. giinlerinde (S-7 ve S-14), mekanik (M-D1), elektrik (E-D2) ve

elektromekanik (EM-D) uyarimli dinamik kiiltiir gruplarinin 14. gliniinde MTT analizi

ile belirlenen yiizde canlilik degerleri Sekil 4.50°de verilmistir.

Kisaltmalar
S-7 Statik kiiltiiriin 7. giinii
S-14 Statik kiiltiiriin 14. giinii
Mekanik uyarimh kiiltiiriin 14. giinii
Siire Gerinim Frekans
M-D1 20dk /2 sa %5 0,5 Hz
Elektriksel uyarimh kiiltiiriin 14. giinii
Siire Atim siiresi Voltaj
E-D2 20dk /2 sa 2 ms 04V
Elektromekanik uyarimh kiiltiiriin 14. giinii
Siire Gerinim Frekans Atim siiresi Voltaj
EM-D 20dk/2sa %35 0,5 Hz 2 ms 04V
120
I 4
*
100
l x
~ 80
e
>
~
=z
= 60
—
—
5
L 1)
U 40 e
20 %%
0 ﬂﬂﬂlﬂﬂﬂﬂllm
S-7 S-14 M-D1 EM-D

Sekil 4.50. Statik kiiltiirtin 7. ve 14. gilinlerinde (S-7 ve S-14), mekanik uyarimli dinamik

kiiltliriin 14. giiniinde (M-D1), elektrik uyarimli dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde (E-D2) ve
elektromekanik uyarimli dinamik kiiltiirtin 14. giiniinde (EM-D) hizali P3HB/PBA

nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri (Istatistiksel

anlamli farkliliklar n = 4, *p<0,05 statik kiiltiiriin 14. giinii kontrol grubu oldugunda,

**p<0,01 dinamik kiiltiir gruplar1 karsilastirildiginda).
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Statik kiiltiirde mekanik ve elektriksel uyarimli biyoreaktdr ¢aligmalarindan elde edilen
sonuglar ile benzer sonuglar elde edilmistir. Statik kiiltiiriin 14. giiniinde farklilagmanin
baslamasi ile birlikte canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir diislis goriilmistiir

(**p<0,01) ve canlilik yaklasik %75 degerine diismiistiir.

Statik kiiltiirtin 14. giinii ile mekanik uyarimli dinamik kiiltiir grubu (M-D1), elektrik
uyarimhi dinamik kiiltiir grubu (E-D2) ve elektromekanik uyarimli kiiltiir grubu (EM-D)
karsilastirildiginda anlamli diistis tespit edilmistir (*p<0,05). M-D1 grubunda yaklasik
%20, E-D2 grubunda yaklasik %25 ve EM-D grubunda yaklasgik %30 canlilik
belirlenmistir. Dinamik kiiltiir gruplar karsilastirildiginda M-D1 grubundaki canlilik
degerinin E-D2 grubu ve EM-D grubu canlilik degerlerinden daha diisiik oldugu tespit
edilmigtir  (**p<0,01). E-D2 ve EM-D gruplari arasinda anlamli farklilik
belirlenememistir (p>0,05). Canliliktaki diisiisiin iki nedene baglanabilmektedir. Onceki
boliimlerde detaylar ile agiklandig tizere, matriks lizerindeki hiicrelerin farklilasmalarini
tamamladig1 ve buna bagl olarak canlilik degerlerinde azalma oldugu; mekanik ve
elektriksel kosullarin etkisi ile hiicrelerin iskele derinligi boyunca gog ettikleri ve bu
nedenle MTT cozeltisi ve ¢oziici DMSO matrikse penetre olmakta zorlandigi

distiniilmektedir.
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4.5.3.2. SEM analizi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 fare miyoblast hiicrelerinin
statik kiiltliriin 7. ve 14. gilinlerinde (S-7 ve S-14) ve elektromekanik uyarimli dinamik
kiiltiir grubunun (EM-D) 14. giiniinde tutunma, yayilma ve miyojenik morfolojileri Sekil

4.51°de verilmistir.

STATIK KULTUR DINAMIK KULTUR EM-D

14. GUN 14. GUN

500X

100-pm % 100 nm

1500 X

20pnr

Sekil 4.51. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde ve elektromekanik uyarimli dinamik
kiiltiirlin 14. giintinde (EM-D) hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler {izerindeki C2C12
hiicrelerinin farkli biiyiitmelerde SEM fotograflari.

Statik kiiltiir gruplarina ait gorintiilerin Kisim I, mekanik ve elektriksel uyarimli
biyoreaktdr caligmalari ile tutarli oldugu gorilmiustiir. Elektromekanik uyarimli
matriksler lizerindeki hiicrelerin matriks yiizeyi ve derinlik boyunca yayildig1 ve oldukca
kalin bir doku olusturdugu belirlenmistir. EM-D grubunda olduk¢a yogun mikrovilli
yapist tespit edilmistir. Ayrica néromuskiiler baglanti noktalarimin yilizeyde birgok
noktada olustugu, kalin ve siirekli tiibiiler yapilarin tiim matriks boyunca yayildigi
gbzlemlenmistir (sar1 oklar). Statik ve dinamik kiiltiir gruplarinin karsilastirmali SEM

fotograflar Sekil 4.52°de verilmistir.
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STATIK KULTUR

14. GUN

T pm wo Wm

BiYOREAKTOR 14. GUN

Mekanik Uyarim Elektriksel Uyarim Elektromekanik Uyarim

© 7 100 0m

Sekil 4.52. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde, mekanik uyarimli dinamik kiiltiiriin 14.
giininde (M-D1), elektrik uyarimhi dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde (E-D2) ve
elektromekanik uyarimli dinamik kiiltiirtin 14. giiniinde (EM-D) hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler {izerindeki C2C12 hiicrelerinin SEM fotograflari (biiyiitme: 500 X).

Elektromekanik uyarimli biyoreaktorde, mekanik ve elektriksel uyarim gruplarina gore
daha kalin, uzun ve siirekli miyofibril yapilarinin olustugu goriilmiistiir. EM-D grubunda
olusan miyofibrillerin uzunlugu 500-550 pm, kalinhig1 yaklasik 30-35 pm olarak

belirlenmistir.

Mekanik uyarimli biyoreaktor (M-D1), elektrik uyarimli biyoreaktor (E-D2) ve
elektromekanik uyarimli biyoreaktéor (EM-D) uygulamalarinin tiimiinde hiicrelerin
matriks boyunca yayildigi, ylizeyden kalkmadiklari, miyojenik karakterlerini koruduklari
ve devam ettirdikleri tespit edilmistir. M-D1 grubunda yiizeyde kalin, hizali ve tiibiiler
yapida bir doku olugsa da néromuskiiler baglanti noktalari daha az belirgindir. E-D2
grubunda oldukga yogun tiibiiler siirekli kas fiberleri ve belirgin néromuskiiler baglanti
noktalar1 gozlemlenmistir. EM-D grubunda ise mekanik ve elektriksel uyarimda

gozlemlenen tiim miyojenik karaktere uyumlu morfolojik bulgular bulunmaktadir. Ek
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olarak noromuskiiler baglanti noktalar1 artmis ve daha kalin bir doku olusumu

gerceklesmistir.
4.5.3.3. Hiicre iskeleti/¢cekirdegi boyama

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler lizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik kiiltiiriin 7.
ve 14. glinlerinde (S-7 ve S-14) ve elektromekanik uyarimli dinamik kiiltliriin (EM-D)
14. giiniinde yayilma ve miyojenik morfolojisi F-aktin/DAPI boyama ile belirlenmistir,
floresan ve konfokal mikroskop fotograflar1 Sekil 4.53’te verilmistir. Ayrica statik ve
dinamik kiiltiir gruplarmin floresan hiicre iskeleti/¢ekirdegi mikroskop fotograflar:

karsilagtirmali olarak Sekil 4.54’te verilmistir.

HUCRE ISKELETI/CEKIRDEGI

7. GUN

STATIK KULTUR
DINAMIK KULTUR

14. GUN

Sekil 4.53. Statik kiiltiirtin 7. ve 14. gilinlerinde ve elektrik uyarimli dinamik kiiltiiriin 14.
giiniinde (EM-D) hizal1 P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin
F-aktin/DAPI floresan (statik kiiltiir) ve konfokal (dinamik kiiltiir) mikroskop goriintiileri
(biiyiitme: 10 X).

EM-D grubuna ait F-aktin/DAPI goriintiileri incelendiginde SEM fotograflar ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Konfokal goriintiilerinde doku kalinliginin 85-90 um’ye ¢iktigi;

kalin, tiibiiler, siirekli ve miyojenik morfolojide kas dokusunun olustugu belirlenmistir.
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HUCRE ISKELET/CEKIRDEGT

7.GUN
M-D1

STATIK KULTUR
EM-D

DINAMIK KULTUR

14. GUN
E-D2

Sekil 4.54. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde, mekanik uyarimli dinamik kiiltiiriin 14.

giiniinde (M-D1), elektrik uyarimli dinamik kiiltiiriin 14. gilinlinde (E-D2) ve
elektromekanik uyarimli dinamik kiltiiriin 14. giiniinde (EM-D) hizali P3HB/PBA
nanofiber matriksler iizerindeki C2C12 hiicrelerinin F-aktin/DAPI floresan (statik kiiltiir)
ve konfokal (dinamik kiiltiir) mikroskop goriintiileri (Biiyiitmeler E-D2 hari¢ 10 X; E-
D2: 20 X).

Tim dinamik kiiltir gruplarinda (M-D1, E-D2 ve EM-D) hiicrelerin yayildigi,
farklilastig1r ve iskele boyunca gog ettikleri gézlemlenmistir. Doku kalinligi mekanik
uyarimli biyoreaktor grubunda 70 um, elektrik uyarimli biyoreaktor grubunda 70-80 pm,
elektromekanik uyarimli biyoreaktér grubunda 85-90 um olarak z ekseninden alinan
konfokal goriintiileri ile belirlenmistir. Statik kiiltiirlerde hiicre yayilimi yalnizca ylizey

ile sinirl kalmustir.
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4.5.3.4. Mekanik ozelliklerin tayin edilmesi

Uyarim 6ncesi matrikslerin ve hiicresiz mekanik ve elektriksel uyarim sonrasi, statik
kiiltiir 7. ve 14. giin (S-7 ve S-14), mekanik uyarimli dinamik kiiltiir (M-D1), elektrik
uyarimli dinamik kiiltlir (E-D2) ve elektromekanik uyarimli dinamik kiiltiir (EM-D) 14.
giiniinde biyoreaktorden c¢ikarilan matrikslerin mekanik ozellikleri ¢ekme testi ile

belirlenmis ve bulgular Cizelge 4.15°te verilmistir.

Cizelge 4.15. Mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli biyoreaktor ileri hiicre

kiiltiirli caligmalarinda mekanik 6zelliklerdeki degisimler.

Uyarim 6ncesi mekanik ozellikler

Cekme dayanimi (MPa) Kopmadaki uzama (%) Elastik modiil (MPa)
85+1,8 76,0+ 1,3 3782+4,2
Statik kiiltiirde mekanik ozelliklerdeki degisim
Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ElaSt.l.k Degisim
dayanim (%) uzama (%) (%) modiil (%)
(MPa) (MPa)
S-7 17,2 +3,1 102 1 251+14 67 372,2+41,0 1,6 |
S-14 7,2+0,8 13| 24,1+6,3 68 | 2404 £ 21,5 36
Mekanik uyarimh biyoreaktorde mekanik ozelliklerdeki degisim
Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ElaSt.l.k Degisim
dayanim (%) uzama (%) (%) modiil (%)
(MPa) ° ¢ 0 (MPa) ¢
M-D1* 11,6+14 361 11,3+0,3 85 175,8+9,9 53]
Elektrik uyarimh biyoreaktorde mekanik 6zelliklerdeki degisim
Cekme Degisim Kopmadaki Degisim ElaSt.l.k Degisim
dayanim (%) uzama (%) (%) modiil (%)
(MPa) (MPa)
E-D2* 14,1 +£3,7 651 15,6 £3,1 80 ] 156,8 + 14,4 59 ]

Elektromekanik uyarimh biyoreaktérde mekanik ozelliklerdeki degisim

Cekme Elastik

Degisim Kopmadaki Degisim .. Degisim
dayanim (%) uzama (%) (%) modiil (%)
(MPa) (MPa)
EM-D* 17,5+3,8 105 1 6,5+1,1 92 ] 667,9 + 97,6 781

M-D1: %5 gerinim, 0,5 Hz frekans ve 20dk/2sa ¢ekme/dinlenme siiresi; E-D2: 2 ms atim siiresi, 20dk atim/2sa dinlenme
ve 0,4 V; EM-D: 20 dk/2 sa uygulama siiresi, %5 gerinim, 0,5 Hz, 2 ms atum stiresi, 0,4 V.

M-D1 grubunda ¢ekme dayanimi %36 artis gostererek 11,6 + 1,4 MPa degerine ¢ikarken,
E-D2 grubunda ¢ekme dayanimi %65 artis gostererek 14,1 + 3,7 MPa degerine ylikselmis,
EM-D grubunda ise ¢ekme dayanimi %105 artis ile 17,5 + 3,8 MPa degerine ¢ikmustir.
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Olusan dokunun iskelet kasi fonksiyonu gosterebilmesine bagli olarak c¢ekme

dayanimlarinda artis goézlemlenmistir. Buradan yola c¢ikarak elektromekanik uyarim

verilen grupta iskelet kasi fonksiyonu gosterebilen bir doku olustugu sonucuna

varilabilmektedir. Statik ve dinamik gruplarin ¢ekme dayanimi, kopmadaki uzama ve

elastik modiil degerlerine ait istatistiksel farkliliklar Sekil 4.55’te verilmistir.
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Sekil 4.55. Uyarim 6ncesi, 7 giinliik hiicresiz mekanik ve elektriksel uyarim sonrasi,

statik 7. giin (S-7), statik 14. giin (S-14) ve dinamik 14. giin 6rneklerine (M-D1, E-D2 ve

EM-D) ait karsilastirmali ¢gekme dayanimi, kopmadaki uzama ve elastik modiil degerleri

(Istatistiksel olarak énemli farklar n = 3, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 uyarim

oncesi matriksler kontrol grubu oldugunda, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001

statik 14. giin matriksler kontrol grubu oldugunda, "p<0,05, """p<0,001 dinamik kiiltiir

gruplan karsilastirildiginda).
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Statik kdltiiriin  14. glinii ile karsilastirma yapildiginda, EM-D grubunun g¢ekme
dayaniminda anlamli artis tespit edilmistir (°p<0,05). Mekanik uyarim 6ncesi kopmadaki
uzama miktarlart ile karsilastirma yapildiginda EM-D grubunun kopmadaki uzama
miktarinda azalma belirlenmistir (****p<0,0001). M-D1 (***p<0,001), E-D2 (**p<0,01)
ve EM-D (****p<0,0001) gruplarinin tiimiinde kopmadaki uzama miktarlarinda, statik 14.
glin grubuna gore, azalma belirlenmistir. Gerinim-gerilim egrisi gz Onilinde
bulunduruldugunda biyoreaktordeki siirekli ¢ekme hareketine bagli olarak (veya
elektriksel uyarima bagl olarak) elastik bolgede ilk asamada gerinim sertlesmesi ile
¢cekme dayaniminda artis olmustur. Ancak ardindan matriksteki polimerik zincilerin
kopmasina bagli olarak boyun olusumu ve dolayisiyla kopmadaki uzama degerlerinde
azalma gergeklesmistir. Dinamik kiiltlir gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda, E-D2
ve EM-D gruplarinin M-D1 grubu ile anlamli bir farklilik gdstermedigi tespit edilmistir
(p>0,05). Ancak EM-D grubunun kopmadaki uzama miktarinda E-D2 grubuna gore
azalma gozlemlenmistir ("p<0,05). Mekanik uyarim Oncesi elastik modiil degerleri ile
karsilastirma yapildiginda E-D2 grubunda anlamli diisiis (*p<0,05), EM-D grubunda
anlamh artis (**p<0,01) tespit edilmistir. Statik kiiltlirtin 14. giinii kontrol olarak
secildiginde yalnizca EM-D grubunda artis (**p<0,01) belirlenmistir. Dinamik kiiltiir
gruplar birbirleri ile karsilagtirildiginda EM-D grubunda, M-D1 ve E-D2 grubuna gore
oldukca yiiksek bir artis goriilmiistiir ("*"p<0,001). Elastik modiil degerindeki artis ise
cekme dayanimindaki artisa bagli olarak gerceklesmis olabilir. Ek olarak biyoreaktorde
cekme hareketi (veya eksen boyunca verilen elektriksel uyarim) ile polimerik zincirlerde
diizenli yapinin artmasi ve hiicrelerin dizilimine bagli olarak elastik modiilde artis oldugu

diistiniilmektedir.

EM-D biyoreaktor grubunun SEM fotograflar1 ve F-aktin/DAPI boyamalarinda
tartisildigi lizere, yiiksek oranda hizalanmis, kalin miyofibrillerin olustugu, maturasyonun
yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak olusan doku, malzemeye

%105 oraninda katki vererek ¢cekme dayanimini anlamli olarak arttirmistir.

4.5.3.5. Miyojenik gen ifadelerinin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik ve dinamik
kiiltiirlerde miyojenik gen ifadelerinin belirlendigi RT-qPCR analizi sonuglar1 Sekil

4.56’da verilmistir. Miyojenik farklilagsmanin belirlenmesi amaciyla MyoD, Myogenin ve
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MHC gen ifadeleri; miyojenik maturasyonun belirlenmesi amaciyla NF-H ve AChR-a

gen ifadeleri tespit edilmistir.

Kisaltmal
1saltmalar 15
S-7 Statik kiiltiriin 7. giini
S-14 Statik kiiltiirin 14. glinii
Mekanik uyarimh kiiltiirin 14, giini
Siire Gerinim Frekans g 10
M-D1 20dk /2 sa %5 0,5Hz £
Elektriksel uyariml kiiltiiriin 14. gfinii ?A
Siire Atim siiresi Voltaj B
E-D2 20dk /2 sa 2ms 04V @ 5
Elektromekanik uyarmmli kiiltiiriin 14, giinii
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Sekil 4.56. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde (S-7 ve S-14) ve dinamik 14. giin
orneklerinde (M-D1, E-D2 ve EM-D) C2CI12 hiicrelerine ait bagil MyoD, Myogenin,
MHC, NF-H ve AChR-a gen ifadeleri (istatistiksel anlamli farkliliklar n = 4, *p<0,05,
*H*%p<0,0001 dinamik kiiltiir gruplan karsilastirildiginda, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001 statik kiiltiirin 14. glini kontrol grubu olup EM-D grubu ile
karsilastirildiginda).
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Statik kiiltiirde elde edilen sonuglar Kisim I, mekanik ve elektriksel uyarimli biyoreaktor
caligmalari ile uyumludur. Elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismasinda ise MyoD
bagil gen ifadesinde yaklasik 5 kat artig (**p<0,01) tespit edilmistir. Dinamik kiiltiir
gruplart karsilastirildiginda M-D1 grubundaki MyoD bagil gen ifadesinin EM-D
grubundaki MyoD bagil gen ifadesinden yaklagik 1,5 kat daha fazla oldugu (*p<0,05),
EM-D grubundaki MyoD bagil gen ifadesinin ise E-D2 grubundaki MyoD bagil gen
ifadesinden yaklasik 2 kat fazla oldugu (*p<0,05) belirlenmistir. Myogenin bagil gen
ifadesinde EM-D grubunda yaklasik 4 kat artig (**p<0,01) tespit edilmistir. Dinamik
kiiltiir gruplart karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamhi farklilik belirlenememistir
(»p>0,05). EM-D grubunda MHC bagil gen ifadesinde yaklagik 110 kat artis goriilmiistiir
(****p<0,0001). Dinamik kiiltiir gruplar karsilastirildiginda, EM-D grubunda MHC gen
ifadesinin M-D1 grubuna gore 23 kat (****p<0,0001), E-D2 grubuna gore 13 kat
(****p<0,0001) arttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde, Liao ve ark., hizali PU fiberler
tizerinde C2C12 miyoblastlar1 ile mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli
biyoreaktor calismalar1 gergeklestirmistir [115]. Elektromekanik uyarimli ¢alismada, %5
dongiisel gerinim, 4 V/mm voltaj, 1 Hz frekans ve 1 sa uygulama/5 sa dinlenme uygulama
sikliginda 7 giin boyunca uygulama yapilmistir. Western blot analizlerinde, en yliksek
Myogenin ve MHC ifadesinin elektromekanik uyarimli biyoreaktdr ¢aligmasinda oldugu

tespit edilmistir.

Celikkin ve ark. biyobaskilanmis ¢ekirdek/kabuk yapisindaki aljinat iskeleler ile C2C12
miyoblastlar1 etkilestirmis ve 6zel yapim bir biyoreaktor aracilig ile mekanik, elektrik ve
elektromekanik uyarim ¢alismalar1 yiirtitmistiir [116]. Mekanik uyarim calismalarinda,
kiiltiirlin 3. giiniinde %S5, 7. gilinlinde %10 ve 10. giiniinde %20 oranlarinda gerinim, 8 sa
dongiisel gerinim/16 sa dinlenme uygulama sikliginda uygulanmistir. Elektriksel uyarim
caligmalarinda 1 sa uyarim/7 sa dinlenme uygulama sikliginda, 70 mA ve 2 ms
parametrelerinde uygulama yapilmistir. Elektromekanik uyarim calismalarinda ise
mekanik ve elektrik uyarimli biyoreaktor parametreleri birlestirilmistir. Calismada farkli
uyarimlarin miyozin agir zincir 1 (MyH1), miyozin agir zincir 2 (MyH2) ve miyozin agir
zincir 7 (MyH?7) gibi ¢esitli MHC izoform ifadelerinin modiilasyonu {izerine etkileri
aragtirtlmistir. Mekanik uyarimda her ii¢ izoformun, elektriksel uyarimda MyHI
izoformunun, elektromekanik uyarimda MyH?2 izoformunun yiiksek oranda ifade edildigi
ve Ozellikle elektromekanik uyarimda 6rneklerdeki maturasyonun arttig1 belirlenmistir.

Ancak uyarim parametrelerinin daha sistematik bir bi¢gimde uygulanmasi gerektigi
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belirtilmistir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasi ile literatiirde ilk defa sistematik bir

elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismasi gerceklestirilmistir.

MyoD, Myogenin ve MHC gen ifadeleri birlikte degerlendirildiginde, elektromekanik
uyarim, mekanik ve elektriksel uyarima gore, miyojenik farklilagsmaya 6nemli Slgiide
daha fazla katki saglamistir. MHC ifadesindeki yiiksek artig hiicrelerin maturasyon
yolagina biiyiik ol¢tide girdigini gostermektedir. Bunu destekler nitelikte, NF-H bagil gen
ifadesinde, EM-D grubunda 6800 kat artig goriilmiistiir (****»<0,0001). Dinamik kiiltiir
gruplart karsilastirildiginda, EM-D grubunda NF-H gen ifadesinin M-D1 grubuna gore
95 kat (****p<0,0001), E-D2 grubuna gore 11 kat (****p<0,0001) artig gosterdigi tespit
edilmigtir. AChR-a bagil gen ifadesinde EM-D grubunda yaklasik 140 kat artis
(***p<0,001) belirlenmistir. Dinamik kiiltiir gruplar1 karsilastirildiginda, EM-D grubunda
AChR-a gen ifadesinin M-D1 grubuna gore 13 kat (****p<0,0001), E-D2 grubuna gore
1,5 kat (*p<0,05) artig gosterdigi tespit edilmistir. EM-D grubunda AChR
kiimelenmelerinin 6zellikle M-D1 grubuna gore oldukga yiiksek oldugu ve dolayisiyla
fonksiyonel baglant1 noktalarinin olustugu tespit edilmistir. Boylece maturasyon igin

elektriksel uyarimin gerekliligi bir kez daha kanitlanmistir.
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4.5.3.6. Miyojenik belirteclerin belirlenmesi

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler tizerindeki C2C12 hiicrelerinin statik ve dinamik
kiiltiirlerde MyoD, Myogenin ve MHC miyojenik belirtecleri immiinohistokimyasal
boyamalar ile belirlenmis ve floresan/konfokal mikroskop goriintiileri Sekil 4.57°de

verilmigtir.

STATIK KULTUR DINAMIK KULTUR

S-14 - E-D2

MYOGENIN MYOD

MHC

Sekil 4.57. Statik kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde, mekanik, elektriksel ve elektromekanik
uyarimli dinamik kiiltiirlerin 14. gliniinde (M-D1, E-D2 ve EM-D) C2C12 hiicrelerine ait
MyoD, Myogenin ve MHC immiinohistokimyasal boyama konfokal mikroskobu
goriintiileri. MyoD (yesil) antijeni hiicre ¢ekirdeginde, Myogenin (yesil) antijeni hiicre
iskeletinde ve MHC (kirmiz1) antijeni kalin filamentlerde lokalize olmustur. (Biiylitmeler,

statik kiiltiir: 10 X ve dinamik kiiltiir: 20 X).

Elektromekanik uyarimli biyoreaktor 6rneklerinde yiizeyde ve iskele derinligi boyunca
yaklagik 90 um’lik bir derinlige kadar hiicrelerin tiim antikorlar i¢in pozitif 1s1ma verdigi
goriilmiistiir. Immiinohistokimyasal boyamalar RT-qPCR analizleri ile tutarli sonuglar
vermistir. MyoD ve Myogenin pozitif hiicrelerin yogunluk siralamasi; E-D2, EM-D ve
M-D1 olarak belirlenmistir. MHC pozitif hiicreler ise EM-D grubunda en yiiksek
yogunluga ulasmistir. Tiim dinamik kiiltiir gruplarinda hiicrelerin yayildigi, farklilastigi
ve iskele boyunca gog¢ ettikleri gozlemlenmistir. Doku kalinligi mekanik uyariml

biyoreaktdr grubunda 70 pum, elektrik uyarimli biyoreaktér grubunda 70-80 um,
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elektromekanik uyarimli biyoreaktdr grubunda 85-90 um olarak z ekseninden alinan

konfokal goriintiileri ile belirlenmistir.

Optimize edilmis bir elektromekanik uyarimli biyoreaktor sistemi hem mekanik hem de
elektriksel uyarimin avantajlarini birlestirerek, iskelet kasi dokusu miihendisligi i¢in
mekanik ve elektriksel uyarimin tek baslarina tam olarak saglayamayacagi avantajlar
sunmustur. Elektromekanik uyarimin iskelet kasi hiicrelerinin viicutta deneyimledigi
mekanik ve elektriksel uyarimlar arasindaki karmasik etkilesimini taklit ettigi miyojenik
maturasyon gen ifadeleri ve belirtegleri ile gosterilmistir. Elektromekanik uyarim ile
dogal kas islevselligine daha yakin bir doku olusumu saglanmstir. Elektriksel ve mekanik
uyarimlarin birlesmesi ile, NF-H ve AChR-o gen ifadeleri ile gosterildigi iizere,
fonksiyonel kas kasilmalarini saglayan noéromiiskiiler baglantilarin olusumu artmistir.
Mekanik ve elektrik uyarimli biyoreaktor sistemleri hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 dncesinde
ve hiicre kiiltlirtinde 6n denemeler ile doku davranigi g6z niinde bulundurularak optimize
edilmistir. Boylece dokudan gelen gercek zamanli geri bildirimlere uyarlanabilir bir
tasarim elde edilmistir. Elektromekanik uyarimin ¢ok yonlii olmasi, elde edilen dokunun
implantasyon sonrasinda doku ile entegrasyonunun ve doku restorasyonunun basarili

olmasini saglayacagi ongoriilmektedir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez caligmasinda PBA katkili P3HB fibréz doku iskelelerinin iskelet kasi
rejenerasyonundaki etkinligi incelenmistir. ilk asamada rastgele ve hizali fiber
morfolojisine sahip P3HB/PBA matriksler elektroegirme yontemi ile iretilmis ve
karakterize edilmistir. Ardindan C2C12 hiicre hatt1 ile 21 giin boyunca statik hiicre
kiiltiirli calismalan yiiriitiilmiistiir. Hizali P3SHB/PBA nanofiber matrikslerin miyojenik
uyumlulugu ve miyojenik farklilagsmadaki etkinligi kanitlanmig, bu matriksler ile ikinci
asama olan dinamik hiicre kiiltiirii ¢calismalarina gegilmistir. Dinamik hiicre kiiltiirii
caligmalar1  mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli biyoreaktor ile
gerceklestirilmistir. Kiiltiir ¢alismalar1 6ncesinde, mekanik ve elektrik uyarimh
biyoreaktdrde malzemenin morfolojik ve mekanik 6zelliklerindeki degisimleri
belirleyebilmek amaciyla cesitli parametrelerde 6n denemeler yapilmustir. On denemeler
ile hiicre kiiltiirtinde kullanilabilecek parametrelere karar verilmis ve bu parametreler
hiicre kiiltiiriinde asamali olarak test edilmistir. Mekanik ve elektriksel uyarim
biyoreaktoriinde yiiriitiilen dinamik hiicre kiiltiirli caligmalar1 ile miyojenik farklilagmay1
ve maturasyonu en iyi destekleyen parametrelere karar verilmistir. Ardindan bu
parametreler  birlestirilerek  elektromekanik  uyarimli  biyoreaktér calismalari

gerceklestirilmistir. Tiim agamalarda elde edilen 6nemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin tiretimi, karakterizasyonu ve statik

hiicre kiiltiirti calismalart:

e Matrikslerin elastikiyetini artirmak amaciyla P3HB/PBA orani 5:1 (w/w) seklinde
secilmigtir. P3HB (%5, w/v) ve PBA (%20, w/w) polimerleri HFIP igerisinde
¢Ozdiiriilmiis ve 80°C’lik su banyosunda bir giin boyunca manyetik karistirici
yardimiyla karigtirllmistir. Fibr6z matrikslerin iiretimi i¢in elektroegirme yontemi
kullanilmistir. Rastgele fiberlerin iiretimi diiz toplayicida, hizali fiberlerin tiretimi
doner silindirli toplayicida gergeklestirilmistir. Elektroegirme islemleri kontrolli
egirme kosullarina izin veren Ne300 elektroegirme cihazinda yiiriitilmiistiir.

e Rastgele P3HB/PBA fiber matrikslerin iiretimi i¢in en uygun elektroegirme
parametreleri olarak, 1 mL/sa akis hiz1, 22,5 cm igne ucu-toplayict uzaklhigi ve 15 kV
voltaj belirlenmistir. Hizali P3HB/PBA fiber matrikslerin iiretimi i¢in ise en uygun
elektroegirme parametreleri olarak, 1 mL/sa akis hizi, 2000 rpm toplayici doniis hizi,

25 cm toplayici-igne ucu uzakligi ve 20 kV voltaj belirlenmistir.
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SEM analizi ile rastgele ve hizali matrikslerin fiber ¢aplari sirastyla 951 + 153 nm ve
891+ 247 nm olarak belirlenmistir. Bu degerlerin dogal dokudaki miyofibril ¢aplarina
¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde ilk defa P3HB iceren fiberlerin yiiksek ¢oziiniirliikli AFM goriintiilemesi
yapilmistir. Rastgele fiberler 5 um/s tarama hizinda ve 90° (yiizeye dik) tarama
acisinda, hizali fiberler 5 um/s tarama hizinda ve 45° tarama agisinda
goriintiilenmigtir. Rastgele fiberlerin ¢aplarinin 700 nm ile 2 um arasinda; hizali fiber
caplarinin 800 nm ile 1,5 um arasinda degistigi belirlenmistir. Bu degerlerin SEM
analizi ile elde edilen degerler ile uyustugu tespit edilmistir.

Yapilan FTIR, EDX ve elementel analizler ile PBA katkilamasinin basar1 ile
gergeklestigi belirlenmistir. P3HB matrikslerin erime sicakligt 176 °C olarak,
P3HB/PBA matrikslerin erime sicakligi 173 °C olarak tespit edilmistir. P3HB
matrikslerin termal bozunma sicakligi 275 °C olarak belirlenirken, P3HB/PBA
matrikslerin bozunma sicakligiin 259 °C ile 342 °C arasinda oldugu belirlenmistir.
Termal analizler ile PBA katkilamasinin basarili oldugu bir kez daha kanitlanmistir.
XRD analizi ile rastgele ve hizali P3HB matrikslerin kristaliniteleri sirasiyla %42,1
ve %39,4 olarak belirlenmistir. Rastgele ve hizali P3HB/PBA matriksler i¢in ise
degerler sirastyla %27,7 ve %?26,1 olarak tespit edilmistir. PBA katkilamasi ile
P3HB’nin kristalinitesinde diisiis oldugu kanitlanmistir. Ek olarak fiberleri rastgele
veya hizali egirme isleminin de kristalinitede degisiklik yarattig1 belirlenmistir.
Cekme analizleri ile rastgele ve hizali P3HB fiber matrikslerin ¢ekme dayanimlari
sirastyla 2,3 + 0,3 MPa ve 9,1 £ 0,4 MPa, kopmadaki uzama degerleri sirastyla %23,0
+ 2,7 ve %16,4 £ 5,9 ve elastik modiilleri sirasiyla 91,7 + 10,6 MPa ve 295,6 + 29,3
MPa olarak belirlenmistir. Rastgele ve hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin ise
¢ekme dayanimlari sirastyla 3,9 + 1,0 MPa ve 8,5 + 1,8 MPa, kopmadaki uzama
degerleri sirastyla %124.,4 + 3,3 ve %76,0 £+ 1,3 ve elastik modiilleri sirastyla 86,2 +
10,6 MPa ve 378,2 + 4,2 MPa olarak tespit edilmistir. PBA katkilamasi ile P3HB’nin
kopmadaki uzama ve elastik modiil degerlerinde artis goriilmiistiir. Ayrica rastgele ve
hizal1 fiber yonelimi mekanik Ozelliklerde biiylik degisimler yaratmistir. Hizal
fiberlerin ¢ekme dayanimi ve elastik modiillerinde artis belirlenmistir.

Rastgele ve hizali P3HB/PBA matrikslerin hidrolitik/enzimatik bozunma testlerinde

7. haftadan itibaren hidrolitik bozunmaya ugradigi, enzimatik bozunmanin ise 5.
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haftadan itibaren basladigi gozlemlenmistir. Hizali matrikslerde kristalinitedeki
diisiise bagli olarak bozunmanin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Rastgele ve hizali P3HB matrikslerin ds3 piezoelektrik sabiti 5 pC/N olarak
Olclilmiistiir. Rastgele ve hizali P3HB/PBA matrikslerin d33 piezoelektrik sabitleri
sirastyla 5 pC/N ve 5,3 pC/N olarak belirlenmistir. PBA katkilamas1 ve hizal
elektroegirme islemi ile piezoelektrik gerinim sabitinde artis tespit edilmistir.
Rastgele ve hizali P3BHB/PBA nanofiber matrikslerle gergeklestirilen hiicre kiiltiirii
caligmalarinda C2C12 hiicrelerinin her iki matrikse de tutundugu ve yayildigi
gozlemlenmistir. Matriksler iizerindeki hiicrelerin kiiltiiriin 21. giiniine kadar
canliliklarini koruduklar1 goriilmiistiir.

Hizali matriksler {izerindeki hiicrelerin hizalandigi, uzadigi, yogun mikrovilli
barindirdigi ve uzun miyotiibiiler yapilar olusturdugu tespit edilmistir.

Rastgele matriksler tizerindeki hiicrelerin bolgesel olarak hizalandigi, ince ve kesikli
miyotiibiiler yapilar olusturdugu, az sayida mikrovilli barindirdigir ve kiiltiiriin
ilerleyen giinlerinde yiizeyden tabakalar halinde kalkmalarin basladig1 belirlenmistir.
Kiltiirtin 21. glininde MHC bagil gen ifadesinin, hizali matrikslerde rastgele
matrikslere gore yaklasik 7 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Gen belirtecleri analizleri ile, hizali matriksler {izerindeki hiicrelerin miyojenik
farklilagma asamasini tamamladiklart ve maturasyon yolagma girdikleri

dogrulanmustir.

Hizali P3HB/PBA nanofiber matriksler ile mekanik, elektrik ve elektromekanik uyarimli

biyoreaktorde dinamik hiicre kiiltiirli ¢aligmalart:

Mekanik uyariml biyoreaktér ¢alismalar

Mekanik uyarimli biyoreaktér 6n deneme c¢alismalari, %15 sabit maksimum
gerinimde, farkli frekans (0,5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz) ve farkli dongiisel uygulama
sikliklarinda (6 sa cekme/18 sa dinlenme, 1 sa ¢gekme/5 sa dinlenme ve 20 dk ¢gekme/2
sa dinlenme) gergeklestirilmistir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz, 1 Hz ve 0,5 Hz frekanslarda 6 sa cekme/18
sa dinlenme dongiisel uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin
mekanik ve morfolojik olarak uygun olmadig: belirlenmistir. Uzun siireli uygulama
sikliginda hizali fiber matriks yapisi basarisiz olmustur.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz frekansta 1 sa ¢gekme/5 sa dinlenme dongiisel

uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin mekanik ve morfolojik
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olarak uygun olmadigi tespit edilmistir. Diger frekanslarda basari1 saglanmistir. Daha
kisa siireli uygulama sikliginda, 6zellikle diisiik frekanslarda hizali fiber matrikslerin
daha basarili olabilecegi goriilmiistiir.

Yiizde 15 gerinimde 7 giin boyunca 2 Hz frekansta 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme
dongiisel uygulama sikliginda mekanik uyarim yapilan matrikslerin mekanik ve
morfolojik olarak uygun olmadigi tespit edilmistir. Diger frekanslarda basari
saglanmigtir. En basarili uygulama grubunun 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme uygulama
siklig1 iceren gruplar oldugu sonucuna varilmastir.

Mekanik uyarimli hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve Faz 1 analizleri 0,5 Hz ve 1 Hz frekans
degerleri, 1 sa ¢ekme/5 sa dinlenme ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama siklig1 degerleri ve %5 ve %10 gerinim degerleri ile yiirtitiilmiistiir.

Faz 2 analizlere %5 gerinim, 0,5 Hz frekans ve 20 dk ¢ekme/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikligit (M-D1) ve %10 gerinim, 0,5 Hz frekans ve 20 dk ¢ekme/2 sa
dinlenme dongiisel uygulama sikligi (M-D3) parametreleri ile devam edilmistir.
M-D1 grubunda kalin tiibliler yapilarin olustugu, hiicre disi matriks sentezinin
oldukca arttig1 ve belirgin sinirli fiber yapilarin olustugu tespit edilmistir. M-D3
grubunda ise diizenli yapinin biiyiik 6l¢iide korundugu, tiibiiler yapilarin kalinlagarak
fiber yapisina farklilastiklar1 tespit edilmistir. Ancak belirgin miyotiip olusumu
yalnizca M-D1 grubunda gergeklesmistir. Bu miyotiibiiler yapilarin uzunlugu 100-
120 pum olarak, kalinlig1 ise yaklasik 25-30 um olarak belirlenmistir.

Cekme dayanimi, M-D1 grubunda %36 artig gostererek 11,6 + 1,4 MPa degerine
¢ikarken, M-D3 grubunda %10 azalma ile 7,7 = 0,1 MPa degerine diismiistiir.

Gen ifadesi analizlerinde statik kiiltiir ile kargilagtirma yapilmistir. MyoD bagil gen
ifadesinde, M-D1 ve M-D3 gruplarinda sirasiyla yaklasik 7 ve 14 kat artis tespit
edilmistir. Myogenin ve MHC bagil gen ifadelerinde, M-D1 ve M-D3 gruplarinda
yaklagik 5 kat artis belirlenmistir. NF-H bagil gen ifadesinde, M-D1 ve M-D3
gruplarinda sirasiyla yaklasik 85 ve 18 kat artig tespit edilmistir. AChR-o bagil gen
ifadesinde M-D1 ve M-D3 gruplarinda sirasiyla yaklasik 10 ve 3 kat artis tespit
edilmistir.

M-D1 grubundaki hiicrelerin biiyilk 0Olglide maturasyon yolaginda oldugu,
noromuskiiler baglant1 noktalarinin olustugu ve AChR kiimelenmelerinin oldukga

yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Bu sistem i¢in en uygun parametrelerin %35 gerinim, 0,5 Hz frekans ve 20 dk ¢ekme/2

sa dinlenme dongiisel uygulama sikligi (M-D1) olduguna karar verilmistir.

Elektrik wyariml biyoreaktor ¢alismalart

Elektrik uyarimli biyoreaktér 6n deneme calismalari, 6 ms sabit atim periyodu ve 20
dk atim/2 sa dinlenme sabit dongiisel uygulama sikliginda, farkli voltajlarda (0,4 V
ve 1,2 V) gerceklestirilmistir.

Altt ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan matrikslerin 0,4 V voltaj
degerinde mekanik ve morfolojik olarak basarili oldugu belirlenmistir. Uygun
voltajda uygulanan potansiyel farkin, piezoelektrik tersinir siirecleri aktive ederek,
malzemenin ¢ekme dayaniminda olumlu yonde bir degisiklik yapabildigi bu ¢alisma
ile gosterilmistir.

Altt ms atim periyodunda, 7 giin boyunca, 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama sikliginda elektriksel uyarima maruz birakilan matrikslerin mekanik ve
morfolojik olarak basarisiz oldugu tespit edilmistir. En basarili uygulama grubunun
diisiik voltajda uygulama yapilan grup oldugu sonucuna varilmstir.

Elektrik uyarimli hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve Faz 1 analizleri 0,4 V voltaj, 20 dk
atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama siklig1, 2 ve 6 ms atim periyodu degerleri ile
yuritilmustir.

Faz 2 analizlere 6 ms atim periyodu, 0,4 V ve 20 dk atim/2 sa dinlenme dongiisel
uygulama siklig1 (E-D1) ve 2 ms atim periyodu, 0,4 V ve 20 dk atim/2 sa dinlenme
dongiisel uygulama sikligi (E-D2) parametreleri ile devam edilmistir.

Her iki elektriksel uyarim grubunda da diizenli ve tiibiiler yapilarin korundugu
belirlenmistir. Mikrovilli olusumu her iki dinamik kiiltiir grubunda da gézlemlense de
E-D2 grubunda olduk¢a yogun mikrovilli yapisi tespit edilmistir. E-D2 grubunda
olusan fiber yapilarin kalin ve siirekli oldugu ve bolgesel néromuskiiler baglanti
noktast benzeri yapilarin olustugu gozlemlenmistir. E-D1 grubunda olusan
miyofibrillerin uzunlugu 200-250 pum, kalinlig1 ise yaklasik 40-45 um olarak, E-D2
grubunda olusan miyofibrillerin uzunlugu 300-350 um olarak, kalinlig1 ise yaklasik
25-30 um olarak belirlenmistir.

Cekme dayanimi, E-D1 grubunda %59 artis gostererek 13,5 + 2,1 MPa degerine
cikarken, E-D2 grubunda %65 artig gostererek 14,1 + 3,7 MPa degerine ¢ikmustir.
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Gen ifadesi analizlerinde statik kiiltiir ile karsilagtirma yapilmistir. MyoD bagil gen
ifadesinde E-D1 ve E-D2 gruplarinda sirasiyla yaklasik 14 ve 2,5 kat artis tespit
edilirken; Myogenin bagil gen ifadesinde sirastyla yaklasik 2,5 ve 5 kat artis tespit
edilmistir. MHC bagil gen ifadesinde ise E-D1 ve E-D2 gruplarinda sirasiyla yaklasik
12 ve 8,5 kat artig belirlenmistir. NF-H bagil gen ifadesinde E-D1 grubunda yaklasik
165 kat artis, E-D2 grubunda yaklasik 720 kat artis tespit edilmistir. AChR-a bagil
gen ifadesinde ise E-D1 grubunda yaklasik 65 kat artig, E-D2 grubunda yaklagik 105
kat artis belirlenmistir. Bu baglamda E-D2 grubundaki hiicrelerin biiyiik 6lgiide
olgunlastigt ve fonksiyonel néromuskiiler baglanti noktalarinin olustugu
belirlenmistir.

Bu sistem i¢in en uygun parametrelerin 2 ms atim periyodu, 0,4 V voltaj ve 20 dk

atim/2 sa dinlenme dongiisel uygulama siklig1 (E-D2) olduguna karar verilmistir.

Elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢alismalart

Elektromekanik uyarimli biyoreaktor ¢aligmalart mekanik ve elektriksel uyarimli
biyoreaktdr calismalarindan elde edilen en iyi parametreler birlestirilerek simultane
gergeklestirilmistir. Elektromekanik uyarim %5 gerinim, 0,5 Hz frekans, 2 ms atim
periyodu, 0,4 V voltaj ve 20 dk uygulama/2 sa dinlenme dongiisel uygulama sikligi
parametrelerinde (EM-D) uygulanmustir.

Elektromekanik uyarimli matriksler tizerindeki hiicrelerin matriks ylizeyi ve derinlik
boyunca yayildigi, olduk¢a kalin bir doku olusturdugu ve yogun mikrovilli yapist ile
kaplandig1 belirlenmistir. Ayrica néromuskiiler baglanti noktalarinin yilizeyde bir¢ok
noktada olustugu, kalin ve siirekli tiibiiler yapilarin tiim matriks boyunca yayildig
gozlemlenmistir. Olusan miyofibrillerin ise uzunlugu 500-550 pm, kalinlig1 yaklasik
30-35 pum olarak belirlenmistir.

EM-D grubunda c¢ekme dayanimi %105 artis ile 17,5 + 3,8 MPa degerine
yiikselmistir.

Gen ifadesi analizlerinde statik kiiltiir ile karsilastirma yapildiginda, MyoD ifadesinde
yaklasik 5 kat, Myogenin ifadesinde yaklasik 4 kat, MHC ifadesinde yaklasik 110 kat,
NF-H ifadesinde yaklasik 6800 kat ve AChR-a ifadesinde yaklasik 140 kat artis tespit
edilmistir. Dinamik kiiltiir gruplar1 ile EM-D grubu arasinda, 6zellikle miyojenik
maturasyon ifadeleri acisindan karsilastirma yapildiginda, MHC ifadesinin M-D1
grubuna gore 23 kat, E-D2 grubuna gore 13 kat arttigi;; NF-H ifadesinin M-D1
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grubuna gore 95 kat, E-D2 grubuna gore 11 kat artis gosterdigi; AChR-a gen
ifadesinin M-D1 grubuna gore 13 kat, E-D2 grubuna gore 1,5 kat arttig1 belirlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarla hizali P3HB/PBA nanofiber matrikslerin kimyasal
yapisi, morfolojik 0Ozellikleri, mekanik oOzellikleri ve piezoelektrik oOzellikleri ile
miyojenik farklilagsmay1 destekledigi ve boylelikle bu matrikslerin iskelet kasi doku
miihendisligi caligmalarinda kullaniminin uygun oldugu gosterilmistir. Ancak miyojenik
maturasyon i¢in mekanik ve elektriksel uyarimlarin sart oldugu da ortaya konmustur.
Hibrit biyoreaktor ¢alismalari i¢in sistem parametrelerinin simultane olarak belirlenmesi
gerektigi ve uygun mekanik ve elektriksel uyarimlar ile hiicresel mekanotransdiiksiyon
yolaklarinin uyarilarak miyojenik farklilagma ve maturasyonun desteklenebilecegi
gosterilmistir. Uygun elektriksel uyarimlar ve piezoelektrik o6zelliklere sahip hizali
P3HB/PBA nanofiber matriksler birlikte kullanilarak sinir aglar taklit edilmis ve ndral
transmite aktive edilmistir. Optimize edilmis bir elektromekanik uyarimli biyoreaktor
sisteminin hem mekanik hem de elektriksel uyarimin avantajlarini birlestirerek iskelet
kas1 dokusu miihendisligi i¢in mekanik ve elektriksel uyarimin tek baglarina tam olarak

saglayamayacagi avantajlar sundugu kanitlanmistir.

Tez caligmasinin bulgularinin ilerletilmesi i¢in mekanik testler ile birlikte kristalografik
Olctimler yapilarak malzemenin mekanik ve elektriksel uyarim altinda kristal ve amorf
orgiisiindeki degisimlerin tespit edilmesi onerilmektedir. Ek olarak hem 6n denemelerde
hem de hiicre kiiltiirii agamalarinda her bir deneme sonrasinda parametreler Yiizey Yanit
Yontemi (RSM) ile islenerek daha dogru cevaplar alinabilir. Ancak cevaplarin
karmagiklig1 nedeniyle verileri islemek olduk¢a zorlu olabilir. Bir diger deginilmesi
gereken nokta ise hiicre kaynagidir. Mevcut matrikslerin C2C12 gibi bir model hiicre hatt1
ile kiiltiirasyonu yerine satelit hiicreler veya primer kas hiicreleri ile statik ve dinamik
kiiltiirasyonu yapilmalidir. Bu hiicreler ile kiiltiirasyon sonrasinda matrikslerin miyojenik
uyumlulugu bir kez daha kanitlanirsa in vivo hayvan deneyleri gergeklestirilmedir.
Boylece klinik ¢aligmalar oncesinde tamamen fonksiyonel bir iskelet kas dokusu elde

edilebilecegi ongoriilmektedir.
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