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ÖZET 

Mekanik Germe Altında Merkezi Sinir Sistemi Nöronlarının 

İncelenmesi ve in vitro Bir Travmatik Beyin Hasarı Modeli 

Duman, Osman Mert  

Yüksek Lisans Tezi, Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Yrd. Doç. Dr. Aylin ŞENDEMİR ÜRKMEZ,  

Haziran 2014, 65 sayfa 

 

Çok yakın zamanda mekanik yüklerin merkezi sinir sistemi (MSS) 

hücrelerinin gelişimi ve nörit uzaması üzerinde etkileri dikkat çekmeye 

başlamıştır.  Gelişim sürecinde mekanik gerilmenin akson uzamasını tetiklediği 

bulunmuş, ancak gerilmenin hangi düzeye kadar olumlu, hangi düzeyden sonra 

dejeneratif ve/veya apoptotik etki yarattığı bilinmemektedir. Olayı daha da 

kompleks hale getiren, MSS’nin çok değişik tip hücrelerden oluşması ve tüm bu 

hücre tiplerinin mekanik uyarılara dayanıklılık ve yanıtlarının farklı olmasıdır.  

Dolayısıyla MSS rahatsızlıklarının tedavisine yönelik terapötik araştırmalarda 

kullanılmak üzere, MSS hücrelerinin mekanik uyarı ve yüklere karşı tepkilerini 

ayrı ayrı inceleyebilen, bu sayede hem hücre gelişimi ve nörit uzamasının, hem de 

farklı gerilme düzeylerinin hücrede yaratacağı dejeneratif etkilerin kontrollü 

olarak incelenebileceği in vitro bir modele şiddetle ihtiyaç vardır.  

Bu tez çalışması kapsamında doku iskelesi olarak elektroeğirme ile 

üretilmiş PCL iskeleler ve MSS B35 hücre hattı kullanılamıştır. Hücreler üzerinde 

farklı düzeylerde mekanik gerilmenin hücre morfolojisi, nörit uzaması ve sito-

iskelet üzerinde etkileri incelenerek, dejeneratif etkilerin görülmeye başladığı eşik 

yük düzeyi tespit edilmiş ve eşik düzeyden sonra artan gerilme miktarlarının 

hücre içinde oluşturduğu apoptotik etkiler morfolojik ve moleküler düzeyde 

incelenmiştir. 

Anahtar Kelimeler:  mekanik yük, merkezi sinir sistemi, B35, apoptoz 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM NEURONS 

UNDER MECHANICAL STRAIN: AN in vitro TRAUMATIC BRAIN 

INJURY MODEL 

Duman, Osman Mert  

MSc in Bioengineering 

Supervisor: Yrd. Doç. Dr. Aylin ŞENDEMİR ÜRKMEZ, 

 June 2014, 65 pages 

Effects of mechanical loading on development of central nervous system 

(CNS) cells and neurite extension have been recognized recently.  Effects of 

loading are very complicated since until a threshold, tension plays a positive role 

while after the threshold value, it is degenerative.  The situation gets more 

complicated since CNS is made up of several different cell types that respond to 

various loads differently.  There are some mechanical trauma models in the 

literature, but they usually employ hard and two dimensional culture substrates, 

which fail to mimic the natural nische of the cells. The aim of this project is to 

create an experimental model that can mimic the physiological habitat and normal 

loading conditions on CNS cells. 

Electrospun PCL scaffolds and B35 central nervous system neuron cell 

line were used as tissue engineering scaffolds.  Effects of mechanical strain on 

cell morphology, neurite extension and cytoskeleton, and after the threshold 

value, on apoptosis have been examined in molecular level.  

Keywords: Mechanical strain, central nervous system, B35, apoptosis 
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1. GİRİŞ 

Merkezi sinir sistemi (MSS) hasarları, özellikle gelişmiş ülkelerde beklenen 

insan ömrünün uzamasıyla artan Alzheimer,  arkinson, ALS gibi nörodejeneretif 

hastalıklar dolayısıyla en önemli sağlık sorunları arasına girmiştir.  Çok yakın 

zamanda mekanik yüklerin MSS hücrelerinin gelişimi ve nörit uzaması üzerinde 

etkileri dikkat çekmeye başlamıştır.  Gelişim sürecinde mekanik gerilmenin akson 

uzamasını tetiklediği bulunmuş, ancak gerilmenin hangi düzeye kadar olumlu, 

hangi düzeyden sonra dejeneratif ve/veya apoptotik etki yarattığı 

bilinmemektedir.  Olayı daha da kompleks hale getiren, MSSnin çok değişik tip 

nöronlar (duysal, motor, ara, kolinerjik, dopaminerjik, …) ve bu nöronlara destek 

olarak farklı tip glial hücreler (astrosit, oligodentrosit, mikroglia, ependimal, 

radyal, …), ayrıca immün sistem ve vasküler sistem hücrelerinden meydana 

gelmesi ve tüm bu hücre tiplerinin mekanik uyarılara dayanıklılık ve yanıtlarının 

farklı olmasıdır.  Dolayısıyla MSS rahatsızlıklarının tedavisine yönelik terapötik 

araştırmalarda kullanılmak üzere, MSS hücrelerinin mekanik uyarı ve yüklere 

karşı tepkilerini ayrı ayrı inceleyebilen, bu sayede hem hücre gelişimi ve nörit 

uzamasının, hem de farklı gerilme düzeylerinin hücrede yaratacağı dejeneratif 

etkilerin kontrollü olarak incelenebileceği in vitro bir modele şiddetle ihtiyaç 

vardır.  Literatürde benzer yaklaşımlarda oluşturulmuş sınırlı sayıda model 

bulunmakla beraber, bu modellerin büyük çoğunluğunda hücre kültivasyonu için 

sert ve iki boyutlu kültür substratları kullanılmaktadır ve bu şartlar hücrelerin 

doğal nişlerini mimik etmekten çok uzaktır.   

Bu tez çalışmasında, bu ihtiyaca yönelik in vitro bir hücre kültür düzeneği 

üretildi ve üç boyutlu, MSS hücrelerinin doğal nişlerini, fizyolojik olarak 

karşılaştıkları mekanik yükleri simule eden bir model oluşturuldu.  Tez 

kapsamında doku iskelesi olarak elektroeğrime ile üretilmiş PCL ve MSS hücresi 

olarak B35 hücre hattı kullanıldı. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Sinir doku mühendisliği, son yıllarda çok hızlı gelişmelerin gerçekleştiği, 

biyoloji ve mühendislik bilimini birleştiren çok disiplinli bir bilim dalıdır. Bu 

alanda yapılan çalışmalar sinir sisteminin detaylı incelenmesi ve sinir sistemi 

rahatsızlıklarına karşı tedavilerin geliştirilmesi üzerinedir. Mühendislik ve 

biyolojinin birlikte çalışmasının sonucu olarak sayısal hesaplamalar, deneyimsel 

çalışmalar, klinik nöroloji çalışmaları, elektrik mühendisliği, sinir doku 

mühendisliği ve malzeme bilimleri sinir bilim kapsamına giren çalışmalardır. 

(Durand et al., 2007) Sinir doku mühendisliği kapsamında son yıllardaki en dikkat 

çeken çalışmalar merkezi sinir sistemi sinir hücrelerinin rejenerasyonu üzerine 

yapılan çalışmalardır. Çalışmalar genel olarak doku iskeleleri ve hücre 

transplantasyonları üzerine yoğunlaşmıştır. (Orive et al., 2009) 

Doku iskeleleri, beyindeki hasarlı bölgeye implante edilerek çevresindeki 

dokuya yapısal destek sağlarlar ve bu sayede tekrarlaması muhtemel yeni hücresel 

dejenerasyonların da engellenmesini sağlarlar. Doku iskeleleri ile hastaya ait 

hücrelerin birlikte implante edilmesiyle de lokal rejenerasyonun olumlu yönde 

etkilendiği de bilinmektedir. (Reichert, 2008) Doku iskeleleri, hücre taşımanın 

yanında ilaç taşınmasını da sağlayarak sinir rejenerasyonunu desteklemektedirler. 

Doku iskeleleri hücre dışı matrisi (ECM) taklit ederek üzerinde bulunan sinir 

hücrelerinin ortamla ve ortamda bulunan sinir hücreleriyle uyumlu bir şekilde 

bulunmasını sağlarlar. Bu açıdan bakıldığı zaman sinir doku mühendisliği 

iskelelerinin önemli bazı özelliklere sahip olması gerekmektedir. (Flanagan et al., 

2002) Başlıca gerekli özellikler;  

• Nöron hücrelerinin tutanabileceği yapıda olmalı, 

 • Nörit (sinir hücresinden çıkan uzantılar) gelişimine elverişli olmalı ve bu 

gelişimi desteklemeli, 

 • Gözenekli olmalı, kütle transferi ve hücre göçüne izin vermeli, 

 • Mekanik özellikleri uygulanacak bölgeyle uyuşmalı, 

 • Biyobozunurluk süresi dokunun rejenerasyon hızına uygun olmalı. 
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Doku mühendisliği çalışmalarında kullanılan doku iskeleleri bu alanın en 

önemli araştırma konularından biridir. Doku iskeleleri ECM’yi taklit edebilecek 

biçimde tasarlanan yapılardır. Yapay olarak ECM’yi taklit ederek hücrelere 

tutunabilecekleri ve çoğalabilecekleri bir yüzey oluştururlar. Bunun yanı sıra 

iskeleler her ne kadar tam olarak ECM görevini tamamen üstlenemese de 

hücrelere mekanik dayanım sağlar ve çevre ile iletişim sağlamalarını destekler. 

Doku iskelesi üretirken malzeme seçimi çok önemlidir. Seçilen malzeme 

biyouyumlu ve biyobozunur olmalıdır. Malzeme bozunurken biyouyumluluğunu 

kaybetmeden bozunmalıdır. Aksi takdirde parçalanma sırasında ortaya çıkabilecek 

ve toksik etki yaratabilecek kimyasallar hücre çoğalmasını negatif yönde 

etkileyecektir. Doku iskelesi üretim yöntemleri iki ana başlık altında incelenebilir; 

makro/mikro fabrikasyon teknikleriyle üretilenler ve nanofabrikasyonla üretilenler 

olarak. (Gümüşderelioğlu et al., 2007) 

Makro ve mikro fabrikasyon teknikleri eski, ama hala kullanılan 

yöntemlerdir. Faz ayrımı, çözücü döküm-parçacık uzaklaştırma, gaz 

köpüklendirme, dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yöntemleri klasik 

yöntemlerdir. Bu klasik yöntemlerde eksik kalan kısımlar genelde gözenek 

boyutunun ve dağılımının kontrollü yapılamamasıdır. Bu nedenle de hızlı 

prototipleme denilen (R ) bilgisayar destekli teknikler geliştirilmiştir. Hızlı 

prototipleme tekniğinde üretilmek istenen dokulara ait üç boyutlu yapı bilgisayar 

destekli tasarım programları kullanılarak sanal ortamda görüntülenir. Doku 

iskelesi için seçilen malzemeyle birlikte bilgisayardan gelen bilgiler 

doğrultusunda iskele oluşturulmaya başlanır. Gözenek yapısı ve iskelenin üretimi 

sırasındaki tabakaların nerelerde birleşeceği bilgisayar aracılığıyla belirlenir. Bu 

teknik; üç-boyutlu baskı (3D ) tekniği, stereolitografi (SLA), eriterek birikim 

modellemesi (fused deposition modelling, FDM) ve lazerle kalıplama (selective 

laser sintering, SLS) tekniklerini içerir. (Hutmacher, 2001) Ama bu tekniklerin 

yüksek sıcaklık kullanarak çalışması büyük bir dezavantajdır. Bu dezavantajı 

kaldırmak için üretilen teknik de üç boyutlu baskı tekniği olarak 

adlandırılmaktadır. Başka bir teknik olan cell printing (hücre yazdırma) 

tekniğinde çok hücreli sistemleri oluşturmak üzere hücreler tabakalar halinde üst 

üste dizilir. Ancak, bu işlem henüz çok yeni olup optimizasyonu için çalışmalar 

her geçen gün literatürdeki yerini almaktadır. Makro ve mikro fabrikasyon 
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tekniklerinin yanı sıra nanofabrikasyonla da iskele üretimleri 

gerçekleştirilmektedir. Bu teknikte ECM’yi daha iyi taklit edebilecek nano yapılı 

iskelelerin üretimi yapılmaktadır. Bu üretim tekniklerinde yukarıdan aşağıya (top-

down) ve aşağıdan yukatıya (bottom-up)  olarak iki farklı yaklaşım 

bulunmaktadır. Bottom-up yaklaşımlarda kısa peptid molekülleri kendiliğinden 

düzenlenerek iskele oluştururlar. Hidrojel tarzı iskeleler bu yaklaşımla üretilen 

iskelelere örnek olarak gösterilmektedir. (Dillon et al., 1998; Koutsopoulos et al., 

2009) Top-down yöntemlerde ise sentetik polimerlerden nanoboyutlu fiberler 

üretilmektedir. Bu konuda en çok çalışılan üretim yöntemi elektroeğirme 

yöntemidir. Nano fabrikasyon tekniklerinin en önemli avantajı ECM’yi daha iyi 

taklit edebilecek nano yapılı doku iskelelerinin üretimine olanak sağlıyor 

olmalarıdır. Bu teknikle ECM’nin kollajen iplikçiklerine benzer yapılara sahip 

doku iskeleleri üretilebilmektedir. (Matthews et al., 2002; Boland et al.,2004; Rho 

et al., 2006) Elektrostatik eğirme (electrospinning) yöntemi, üzerinde en çok 

çalışılanıdır. (Duman, 2012) 

Elektroeğirme ilk olarak 1897’de Rayleigh tarafından bulunan ve daha sonra 

1914’de Zeleyn tarafından elektro püskürtme denemeleri sırasında daha da 

geliştirilen eski bir yöntemdir. Tescillenmesi ise 1934 yılında Formhals tarafından 

yapılmıştır. Elektroeğirme yöntemiyle birbiri ile bağlantılı gözenekli sentetik 

biyopolimer malzemeler üretilir. Bu yöntemde rastgele lifler yüksek oranda yüzey 

alanı oluşturarak hücre çoğalması ve tutunmasını destekler. (İnanç vd, 2009) 

Elektroeğirme yönteminde çözelti kuvvetli bir elektrik alana maruz kalır ve 

çözelti molekülleri artı ve eksi olarak zıt yüklerle yüklenerek birbirlerini itmeye 

başlarlar. Kuruyan çözelti kesintisiz ipliksi fiberler halinde birikir. Yüksek 

performanslı bu metotla 20-400 nm çaplı porlara sahip nanofiber yapılar 

oluşturmak mümkündür. Oluşturulan nanofibröz yapı yük yoğunluğu, uygulanan 

voltaj gibi parametrelere bağlı olmakla beraber kullanılan polimerin tipi ve 

konsantrasyonu, elektrolit  tipi ve konsantrasyonu, viskozite, yüzey gerilimi, 

polimerin çıkış noktasına olan uzaklık, polimer solüsyonunun akış hızı, iç çap gibi 

parametrelerle de değişiklik gösterir. Elektroeğirme yöntemi; eğrilmek istenen 

polimer çözeltisinin şırıngaya yüklenmesi ve bu şırınga ucuna yüksek voltaj 

uygulaması ile lif oluşumunu sağlayan bir yöntemdir. Şırınganın bağlı olduğu 

pompadan sisteme çözelti beslenir. İğneden çıkan damlacık yüksek voltaj 
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sayesinde karşıda bulunan toplayıcı üzerine toplanır. Çözelti toplayıcıya gidene 

kadar çözücü buharlaşır ve polimer toplayıcı üzerinde lifler halinde toplanmış 

olur. Bu sayede çapları farklı lifler oluşturulmuş olur. ( anseri et al., 2008) 

Elektroeğirme yöntemi farklı yöntemlerle de birleştirilerek farklı yapılarda 

üretimler yapılmaktadır. Örneğin sol-jel teknolojisi ile kullanıldığında çözeltiden 

nanotüp ve dolgulu nanofiber üretimleri sağlanmaktadır. (Li et al., 2006) 

Elektroeğirme (electrospinning) yöntemi ile fiziksel değişkenler optimize 

edilerek farklı kalınlıklarda, çok homojen lif yapıları üretebilmektedir. (Chew et 

al., 2008)  Memeli dokularındaki kolajen liflere benzeyen yapı ve kalınlıkta 

üretilmiş farklı polimer lifler üzerinde başarılı doku mühendisliği çalışmaları 

bulunmaktadır. (Demirci vd., 2009; Chew et al., 2008; Huang et al., 2003) Bu 

teknikte, kısaca, bir yüksek DC voltaj üreteci ile yüksek viskoziteli bir polimer 

solüsyonunun sıvı jet oluşturması sağlanır.  Bir enjektör pompa yardımıyla 

solüsyonun sabit hızla akması sağlanır.  Yüzey yüklerinin birbirini itmesi ve 

solventin buharlaşması sonucu polimer solüsyonu sürekli gerilerek incelir.  

İncelen ve fiberler halinde kuruyan polimer iletken bir yüzey üzerinde toplanır.  

Sinir hücrelerinin sağlıklı büyümelerine katkı sağlayan düzenli yönlendirilmiş 

lifleri de bu teknikte yapılan bir modifikasyon ile üretmek mümkündür. (Xu et al., 

2004; Li et al., 2004) 

Doğal materyaller yumuşak dokuların özelliklerine benzerlik (mekanik 

kuvvet, fiziksel özellikler ve biyomoleküler özellikler, vb.) gösterdikleri için 

onların yerlerine kullanılabilirler. (Willerth et al., 2007). Kollajen, jelatin, laminin, 

kitosan ve aljinat gibi doğal materyaller sinir yapılanmasında en çok kullanılan 

doğal materyallere örnektir. (Matthews et al., 2002; Ohkawa et al., 2004) 

Kitosan fiziksel olarak kolaylıkla manipüle edilerek farklı gözenek 

yapılarında iskele üretilebilen doğal bir malzemedir. Ayrıca içerdiği reaktif amino 

ve hidroksil gruplarının modifiye edilebilirliği de doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılması açısından yüksek potansiyele sahiptir. (Wang et al., 

2003). Kitinin kısmi deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan lineer bir amino 

polisakkarittir. (Suh et al., 2000; Wise et al., 2000).  Kitosanla hazırlanan 

membran ve liflerin in vitro ortamda Schwann hücreleri ile yapılan çalışmasında, 

MTT sonuçlarına göre kitosanın hücre büyümesine sitotoksik etkisinin olmadığı 
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görülmüştür. Kitosan lifler ve polilizin kaplı coverslipler karşılaştırıldığında, 

schwann hücrelerinin kitosan membranla uyumu nispeten daha yüksektir. 

Deneysel sonuçlara göre schwann hücreleri kitosan malzeme üzerinde küresel ve 

oval olmak üzere iki şekilde uzanırlar. Oval şekildeki hücreler şekil itibariyle de 

lif yapısındaki kitosanı kuşatmaya daha eğimlidirler. Buna göre hücrelerin kitosan 

lif yapısı üzerindeki göçü ve uzanımı membran yapısındakinden daha hızlıdır. 

(Yuan et al., 2004)  

Poli-L-kaprolakton ( CL),  genellikle farmasötik ürünler ve yara örtüleri 

yapımında kullanılan, biyouyumlu ve biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Su, 

yağ, diğer kimyasal çözücüler ve klora karşı iyi direnç gösterir. Fizyolojik 

şartlarda (insan vücudu gibi) ester bağlarının hidrolizi ile bozunur. Bu özellikleri 

ile nakillerde kullanılan biyomalzeme olarak da büyük ilgi görür. Schnell ve 

arkadaşlarının, elektroeğirme ile yönlenmiş nanolifli sinir kanalı şeklindeki  CL 

ve  CL/kollajen yapılarını, dorsal kök ganglia’dan elde edilen sinir hücreleri ile 

kültüre ettikleri çalışmada her iki lifli yapının da sinir ilerlemesini ve glia 

hücrelerinin göçünü desteklediği gözlenmiştir (Tabesh vd. 2009).  

Elektroeğirme tekniği kullanılarak üretilen  CL nanoliflerin, Schwann 

hücrelerinin bölünmesi ve birbirleri ile etkileşimleri için birçok fonksiyonel yüzey 

alanı oluşturduğu gösterilmiştir. Bu sebeple sinir dokusu onarımı için bu teknikle 

hazırlanan çapı 1\m’den küçük olan lifler diğer yöntemlerle hazırlanan 

malzemelere göre birçok avantaja sahiptir (Tabesh vd. 2008). 

Yapılan bir çalışmada, farklı oranlarda kitosan-PEO (polietilen oksit) 

çözeltileri hazırlanmış ve bu çözeltiden elektroeğirme yöntemi ile çapı birkaç 

mikrondan ~40 nm’ye kadar olan kitosan fiberler elde edilmiştir. (Bhattarai et al., 

2005) Elde edilen bu polimerik nanofiberler, özellikle ECM’yi yapı ve fonksiyon 

bakımından taklit etmeleri açısından oldukça önemlidir. 

Kollajen büyük bir gerilim kuvvetine sahip olan doğal bir malzeme olduğu 

için toksik olmayan, yüksek biyoabsorblama kapasitesine sahip ve biyouyumu 

mükemmel bir malzemedir. (Stang et al., 2009) Literatürde 28 tipten daha fazla 

kollajen türü tanımlanmıştır. Bunlardan tip I, II, III ve IV vücutta bulunan 

kollajenin %90’ını oluşturur. Tip I kollajen periferik sinir sistemindeki en baskın 

kollajen olmakla birlikte Tip III kollajenle beraber sinirleri oluşturan proteinlerin 
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%49’unu meydana getirirler. Kollajen hücre adhezyonu göz önüne alındığında, 

nöral hücre benzeri  C-12 hücrelerinin yönlendirilmesinde yaygın olarak 

kullanılır. Sentetik bir malzeme ile karşılaştırıldığında daha geçirgen ve doğal bir 

polimer olmasından kaynaklanan birçok avantaja sahiptir. 5 ve 10 mm’lik siyatik 

siniri hasarında kollajen ve silikon yapay sinir tüpleri ile yapılan çalışmada, 

kollajenin silikon ile karşılaştırıldığında aksonal yenilenme, Schwann hücresi ile 

uyumu ve dokuda damarlaşma gibi özellikleri göz önüne alındığında daha iyi bir 

malzeme olduğu görülmektedir. (Kemp et al., 2009) 

Biyosentetik materyaller doğal ve sentetik polimerlerin bir araya 

getirilmesiyle oluşan malzemelerdir. Doğal polimerlerin biyouyumluluğu ve 

sentetik polimerlerin mekanik özelliklerinin birleştirilmesiyle kullanışlı 

malzemeler üretmektir amaç. 

Ahmed ve arkadaşlarını yaptığı bir çalışmada, fibronektin tip III’ün, insan 

tenascin  CD5 tekrarlı D grupları ile kovalent etkileşim ile yüzey modifiye 

poliamid  nano fiber yapılar elde etmiş.  Oluşan bu peptid yapılarının serebellar 

nöronların gelişim ve çoğalmasını teşvik etmektedir. Elektroeğirme ile üretilmiş 

poliamid yapılar ile bu yapılar karşılaştırıldığında peptid yapı üzerine nöron 

tutunması, nörit oluşumu ve nörit uzamasında önemli derecede fark görülmüştür. 

(Ahmed I et al., 2006) 

Aynı şekilde kollajen, metylmethacrylate  (MMA) ve arylic asit (AA) 

kopolimeri ile konjuge edilerek kollajen elektroeğirilmiş nanofiber yapılar 

oluşturulmuş ve etkileri incelenmiştir. (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008) 

Elektroeğirme ile üretilmiş fiberler ile kortikal nöral kök hücre denemeleri 

yapılmıştır. Denemelerde 2-4 günlük gözlem sonucu kollajen içerisine paralel 

olarak, nörit uzamalarında belirgin artış gözlemlenmiştir. Aynı zamanda kollajen 

miktarı arttırıldıkça hücrelerin sağ kalım oranının da belirgin bir şekilde arttığı 

gözlemlenmiştir. (Wensheng et al., 2008) 

Sinir doku mühendisliğinde başarının sağlanması için en önemli noktalardan 

birisi de materyal seçimidir. Yapay malzemeler fiziksel ve kimyasal olarak çabuk 

şekillenebilmeli, biyouyumlu, biyobozunur ve gözenekli olmalıdır. Akson 

yenilenmesini yönlendirmede ve gerekli destek dokunun sağlanmasında, 
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materyalin dokudaki yıkım hızı ve mekanik özellikleri önemli parametrelerdir. Bu 

malzeme özellikleri oluşabilecek immun-ret yanıtı en aza indirmede ve sinir 

sıkışmalarına engel olmada etkilidir. (Gunatillake et al., 2003) Sinir doku 

mühendisliği uygulamalarında mekanik özellikler ve biyobozunma hızı gibi 

özelliklerinin iyi olması ve ayrıca biyouyumlu olmaları bakımından sentetik 

materyallerin seçimi uygun gözükmektedir. Genellikle kullanılan polimerler; 

poly(glycolic acid)  PGA, poly(L-lactic acid) PLLA, PCL, poly(3-

hydroxybutyrate)  HB gibi poliesterler ve bunların  kopolimerleridir. Özellikle bu 

poliesterler ester bağlarının hidrolizi ile yıkıma uğrarlar ve metabolik yol izinde 

kaybolarak en az seviyede toksisiteye neden olurlar. (Zeng, 2003) 

 CL,  genellikle farmasötik ürünler ve yara örtüleri yapımında kullanılan, 

biyouyumlu ve biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Su, yağ, diğer kimyasal 

çözücüler ve klora karşı iyi direnç gösterir. Fizyolojik şartlarda (insan vücudu 

gibi) ester bağlarının hidrolizi ile bozunur. Bu özellikleri ile nakillerde kullanılan 

biyomalzeme olarak da büyük ilgi görür. Schnell ve arkadaşlarının, elektroeğirme 

ile yönlenmiş nanolifli sinir kanalı şeklindeki  CL ve  CL/kollajen yapılarını, 

dorsal kök ganglia’dan elde edilen sinir hücreleri ile kültüre ettikleri çalışmada her 

iki lifli yapının da sinir ilerlemesini ve glia hücrelerinin göçünü desteklediği 

gözlenmiştir. (Sangsanoh et al., 2007) Sinir doku mühendisliği çalışmalarda  CL 

hücre tutunması ve üremesini desteklediği için çok önemli bir yere sahiptir. 

( rabhakaran et al., 2008)  CL nanofiber iskeleler sinir hücrelerindeki nöritlerin 

uzamasına ve bir diğer çalışmada da bu iskeleler üzerindeki sinir hücrelerine 

verilen elektriksel etkinin hücre büyüme oranı üzerinde %83 gibi yüksek bir 

etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. (Xie et al., 2009)  CL’nin kitosanla kompozit 

olarak kullanıldığı çalışmalarda da biyouyumluluğun, hücre adhesyonunun, yaşam 

süresinin ve aksonal uzamanın olumlu yönde etkilendiği görülmüştür. (Schnell et 

al., 2007; Cooper et al., 2011) Elektroeğirme tekniği kullanılarak üretilen  CL 

nanoliflerin, Schwann hücrelerinin bölünmesi ve birbirleri ile etkileşimleri için 

birçok fonksiyonel yüzey alanı oluşturduğu gösterilmiştir. Bu sebeple sinir dokusu 

onarımı için bu teknikle hazırlanan çapı 1\m’den küçük olan lifler diğer 

yöntemlerle hazırlanan malzemelere göre birçok avantaja sahiptir. (Sangsanoh et 

al., 2007) 



9 
 

 

 

Biyosentetik materyallerin başka avantajları da vardır.  atel ve 

arkadaşlarının bir çalışmasında  LLA (polilaktik asit) fiberlerine laminin 

immobilizasyonu yapılmış ve bu fiberler üzerinde fare dorsal kök ganglia dokusu 

kültüve edilmiştir. 6 günlük in vitro kültür sonrasında laminin konjuge  LLA 

fiberler üzerindeki nöronlarda düz  LLA fiberlerin üzerindekinden da fazla nörit 

uzaması olduğu görülmüştür. ( atel et al., 2008) 

Biyosentetik materyal üretiminde bir başka teknik de doğal ve sentetik 

materyalin bir solvent içerisinde birlikte çözdürülerek çözelti hazırlanmasıdır. Bu 

çözeltilerden daha sonra elektroeğirme ile fiber yapıda doku iskeleleri üretilir. 

 rabhakaran ve arkadaşlarının bir çalışmasında  CL (polikaprolakton) ve kitosan 

karışımından elektroeğirme yöntemi ile iskeleler üretilmiştir. Bu iskelelerin düz 

PCL isklelere oranla daha düşük fiber çaplarına sahip olduğu ve daha yüksek 

hidrofilik özellik gösterdiği gözlemlenmiştir. (Prabhakaran et al., 2008) 

Hidrofiliklik özelliği ile hücre adhezyonu ve yayılım daha etkin ve hızlı bir hale 

gelmiştir. (Van Wachem et al., 1985) Ayrıca,  CL/CS yapının çekme dayanımı ve 

gerilme oranının kitosan fiber yapıya oranla daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Fare schwann hücreleriyle yapılan bir diğer çalışmada kullanılan  CL/CS fiberler, 

 CL fiberleriyle karşılaştırıldığında, hücrelerin proliferasyon hızı önemli ölçüde 

daha yüksektir. 

Farklı oranlarda karıştırılan jelatin/ CL’den elektroeğirme ile üretilen doku 

iskelelerinin jelatin oranı arttıkça  CL yapısının hidrofilikliğinin arttığı 

görülmüştür. (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008) Jelatin / CL elektroeğirme 

yöntemiyle üretilen fiberlerin mikroskop görüntüleri Şekil 2.1’de verilmiştir. 

(Zhang Y et al., 2004) 



10 
 

 

 

 

Şekil 2.1 Jelatin/ CL Elektroeğirme fiber morfolojisi a: optik mikroskop, b:SEM. ( Zhang 

Y et al., 2004)  

Schnell’e  göre  CL ve  CL/kollajen fiberler arasında karşılaştırma 

yapıldığında aslında iki türde nörit uzamasına rastlanmış, malzemenin glial hücre 

göçleri için uygun olduğu ancak schwann hücrelerinin düzeninin,  göçünün, nörit 

oryantasyonunun, fibroblastler ve bunların yönelme duyularının   CL/kollajen 

fiberlerde daha gelişmiş olduğu sonucuna varılmıştır. (Schnell et al., 2007) 

Koh’a göre asıl incelenmesi gereken kısımlardan birisi nöral hücre 

davranışlarının biyopolimerlerin kimyasından ziyade üretim yöntemine göre nasıl 

değişiklik göstereceğidir. Üç farklı üretim yöntemi kullanarak denemeler 

yapmıştır. Kovalent bağlama, fiziksel adsorpsiyon ve elektroeğirme. Bu üç farklı 

yöntemle üretilmiş iskelelere  C12 hücrelerini ekerek çoğalma ve nörit 

uzamalarını incelemiştir. Diğer iki yönteme göre elektroeğirme yöntemi en etkili 

yöntem olarak tespit edildiğini bildirmiştir. (Koh et al., 2008) 

Kalp kası ve sinir dokusu gibi dokular, hücreleri boyunca elektriksel 

potansiyel oluşturma konusunda özelleşmişlerdir. MacDonald ve arkadaşları 

kollajen hidrojel yapısını doğal yumuşak dokulardaki elektriksel iletkenliği örnek 
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alarak tasarlamışlardır. Sonuçlarına göre hücre matriksinde ve yapısındaki 

elektriksel özellikler beklenenden daha yüksek çıkmıştır. Elektriği ileten protein 

kompozitler kalp kası ve sinir dokusu gibi elektriksel iletimin önem taşıdığı 

dokular için iskele olarak ya da hücrelerin tutunup elektriksel uyarı etkisi 

oluşturabileceği substrat yüzeyleri geliştirmek gibi pek çok alanda kullanılabilir.  

(MacDonald et al., 2008) 

Elektroeğirme tekniğinin bir başka avantajı ise sinir tüplerinin yapımı 

aşamasında ısıtma ya da kimyasal tepkimeye ihtiyaç duyulmamasıdır. Böylece 

diğer yöntemlerin aksine elektroeğirme tekniği ile mikro ya da nano lifli 

malzemeler kimyasal tepkimelerin ve ısıl işlemlerin kullanılmasına gerek 

kalmadan kararlı hale getirilebilir. Oluşturulan bu tüpler içerisine de kollajen, 

fibrin ve peptid kalıntıları gibi çeşitli dolgu malzemeleri rahatlıkla tutturularak 

tüplerin hücre çoğalmasını daha fazla desteklemesi sağlanabilir. Elektroeğirme 

tekniği ile üretilen iskeleler lifli yapıdadırlar ve sahip oldukları avantajlar sinir 

doku mühendisliği alanında gelecek vaad etmektedir. Lifli yapıların beyin 

hücredışı matrisine olan benzerlikleri bu avantajı getirmektedirler. Bu alanda 

yapılan, embriyonik kök hücrelerin fiber yapılı iskeleler üzerine ekilmesi ile bu 

hücrelerin sinir hücrelerine dönüştüğünün gözlemlenmesi bunu ispatıdır. Sadece 

hücresel farklılaşmayı değil ayrıca nörit uzamasını da olumlu yönde etkilediği 

görülmüştür. Embriyonik kök hücrelerinin nanolif üzerine ekilmesi ile yapılan 

çalışmada ekilen hücrelerin, sinir hücrelerine değişim gösterdiği görülmüştür. 

Lifli yapının sadece hücre değişimini değil nörit büyümesini de etkilediği yine 

aynı çalışmada gözlenmiştir. (Xie et al., 2009) Şekil 2.2’de embriyonik kök 

hücrelerinin sinir hücrelerine dönüşümü görülmektedir. 
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Şekil 2.2 Embriyonik kök hücrelerin sinir hücresine dönüşüm (Xie et al., 2009) 

İnsanlardan bakterilere tüm canlılar mekanosensitif özellik gösterirler. 

Fiziksel kuvvetler bazı fizyolojik proseslerin düzenlenmesinde rol alırlar. Fiziksel 

etkilerin canlıda biyokimyasal bazı etkilere yol açabilmektedir. Protein sentezinde 

artış, hücre göçü, hücre sağkalım ve apoptozu, hücre morfolojisinde değişiklikler 

gibi etkileri sıklıkla görülmektedir. Mekanotransdüksiyon sayesinde hücrelerin 

sitoiskeletlerinde sağlamlaşma ve daha sıkı bir yapıya dönüşme görülür. 

Özelillikle kalp yapısı düşünüldüğünde kanın pompalanmasının verdiği ve ayrıca 

bu pompalama sonucu oluşan kayma gerilmesi hücrelerin belirli bir şekilde 

kalabilmelerini sağlamaktadır. Aynı şekilde kemik düşünüldüğünde de üzerine 

binen yükün verdiği mekanik stres kemik hücrelerinin stabil olarak kalmalarına 

destek sağlamaktadır. (Orr et al., 2006; Duncan et al., 1995 ) 

Vücudun pek çok organında olduğu gibi sinir sistemi de henüz 

embriyogenez sırasında mekanik uyarılara maruz kalmakta ve aldığı mekanik 

uyarılar doğrultusunda gelişimini sürdürmektedir.  Kemik, kas gibi hücreler için 

mekanik uyarı altında in vitro kültivasyonun önemi uzun zamandır 

vurgulanmaktadır. (Tabesh et al., 2009; Weinbaum et al., 1994; Burger et al., 

1998; Shimko et al., 2008; Mullender et al., 2004) Ancak sinir hücrelerinin in 

vitro kültürü, özellikle de akson uzaması üzerinde mekanik yüklerin etkisi yeni 

yeni dikkat çekmeye başlamıştır. (Sadoshima et al., 1997; Chetta et al., 2010) 

Özellikle yavaş ve kontrollü olarak gerilmeye maruz bırakılan aksonların 10 

cm’ye kadar uzatılabildiğini gösteren ve bu yöntemin periferal sinir ve omurilik 
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yenilenmesi amaçlı kullanımı üzerine yapılan çalışmalar dikkat çekmektedir. 

(Bueno et al., 2008;  fister et al., 2004;  fister et al., 2007) Bu çalışmalarda 8 

mm/gün hızına varan akson uzaması elde edilmiştir ki bu doğal akson 

uzamasından on kat daha hızlıdır. (Iwata et al., 2006) Ancak bu çalışmalar 

mekanik gerilmeyi sadece aksona uygulamakta, nöron somasının mekanik yük 

altında davranışı konusunda bilgi vermemektedir.  Ayrıca merkezi sinir sistemi 

(MSS) nöronlarında aksonların çoğunlukla mikrometre ve milimetre boyutlarında 

olmasından dolayı benzer bir terapötik strateji olanağı bulunmamaktadır.  

Nörodejeneratif rahatsızlıkların tedavisini amaçlayan çalışmalarda, doku 

mühendisliği ve hücre replasman araştırmalarında mekanik yükün hücre 

gelişimini destekleyici bir etken olarak kullanılabilmesi için MSS nöronlarının 

doğrudan hücre bütünü üzerine uygulanacak gerilmelere moleküler düzeyde 

verdikleri tepkilerinin belirlenmesi gereklidir.   

Nöronlar mekanik gerilmelere protein sentezini ve transportunu arttırarak 

cevap vermektedirler (Gordon, 2010; Hengst et al., 2009; Lin et al., 2008) Germe 

uygulaması ve uzama cevabı arasında henüz bilinmeyen bazı hücre içi sinyal 

yolakları ile mekanotransdüksiyon meydana gelmektedir. (O'Toole et al., 2011; 

Janmey et al., 2011) Nöronlardaki mekanotransdüksiyonun mitokondriyal 

hareketle (Vogel et al., 2006), talin (Lamoureux et al., 2010) filamin (del Rio et 

al., 2009) ve bazı integrinlerle (Byfield et al., 2009; Friedland et al., 2009) ilgili 

olduğu bulunmuş olsa da mekanizmayı bütünüyle açıklayan bir model için henüz 

çok az çalışma mevcuttur.  Ayrıca farklı nöronal hücre tiplerinin birbirlerinden 

çok değişik morfolojilere sahip olduğu ve sito-iskeletin gerilmeye yanıtının farklı 

nöronlarda zıt şekillerde olabileceği de gösterilmiştir. (Roca-Cusachs et al., 2009) 

Sınırlı düzeylerde nöronlar üzerinde gelişimi tetikleyici olduğu düşünülen 

gerilme, daha yüksek dozlara çıktığında travmatik hasara sebebiyet vermektedir.  

Merkezi sinir sisteminde bulunan nöronlar ve diğer hücre tipleri kafatası ve 

omurga içinde, omurilik sıvısı ve menenj desteğiyle korumalı oldukları için 

mekanik yüklere karşı diğer hücre tiplerine göre daha hassastırlar.  Dolayısıyla 

diğer hücrelerin dayanabilecekleri kadar düşük miktarda travma sonucu bile hasar 

görebilirler.  Merkezi sinir sistemi hücrelerinde oluşan mekanik travma iki fazda 

incelenebilir. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et al., 2010; Cullen et 

al., 2007; Fujimoto et al., 2004; Poylishock et al., 2005) 
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a. Primer (Birincil) veya akut hasar; doğrudan mekanik yük altında kopma, 

yırtılma ve ezilmeler ve/veya hücre zarı hasarı sonucu hücre ölümü 

b. İkincil veya kronik hasar; mekanik travma sonucu oluşan organel ve 

moleküler düzeyde stresleri takiben enflamasyon, hücre sinyalizasyonu ve gen 

ekspresyonları gibi hücresel metabolizmada oluşan bozukluklara bağlı olarak 

gecikmeli hücre ölümü ve/veya nörodejenerasyon sonucu uzun süreli veya 

tümden duysal, motor ve/veya kognitif fonksiyonlarda kayıp.   

Birincil tip hasarlar önüne geçilemez sonuçlara yol açarken ikincil tip 

hasarlar ilk anda tespit edilememek ve daha sonra ani ölümlere ya da nörolojik 

bozukluklara yol açmakla beraber, zamanında ve doğru müdahale sonucu tedavi 

edilebilme şansına sahiptirler.  Ancak ikincil hasarlardaki kimyasal ve moleküler 

kaskadlar, hücrelerin hasara uğradıkları mekanik yük düzeyleri, hatta hangi tip 

hücrelerin hangi düzeyde etkilendikleri dahi bilinmediği için günümüzde ikincil 

tip travma hasarlarının tedavisinde henüz çok önemli yol kat edilememiştir. (Chen 

et al., 2009; LaPlaca et al., 2010; Cullen et al., 2007; Fujimoto et al., 2004; 

Graham et al., 1995) Sıçan duysal sinirlerinde %10 luk bir gerilmenin fonksiyonel 

hasara yol açtığı bulunmuşken (Sadoshima et al., 1997), gerçek hayatta mekanik 

travma sonucu beyin hücrelerinin %40’lara varan düzeyde gerilmelere maruz 

kaldığı belirtilmektedir. (Shi et al., 2006) İkincil hasarlara yol açması olası 

hücresel mekanizmalar arasında en güçlü görülen mekanizma hücre zarının farklı 

iyonlara, özellikle kalsiyuma olan geçirgenliğinde değişimler sonucu hücreler 

içine yüksek oranda kalsiyum akışının gerçekleşmesidir. (Engel et al., 2005; 

LaPlaca et al., 1997; Cargill et al.,1996) Fizyolojik şartlarda nöronların 

sitoplazmalarında beklenen Ca2+ konsantrasyonu ~50-150 nM arasında 

değişmektedir ve bu konsantrasyonun üstü hücre için toksik etkide bulunur. 

(Cargill et al.,1996; Gennerelli et al., 1998; Choi, 1988) Etkin olabilecek diğer 

mekanizmalar içinde enflamasyon, serbest radikaller sonucu oluşabilecek hücresel 

stres ve farklı reseptörlerde oluşabilecek fonksiyon bozuklukları (La laca et al., 

1998) ve bunlar sonucu sinaptik bağlantılarda oluşabilecek kopukluklar (Davis, 

2000) olarak gösterilmiştir. 

Sivil hayatta düşmeler, trafik kazaları gibi ani çarpmalarda, askeri alanda da 

patlamalar ve ateşli silahlar sonucu çok sık yaşanan travmatik beyin hasarlarının 
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tedavisine yönelik yeni yöntemler geliştirebilmek için doğru tip ve düzeyde 

mekanik yük ve şekil değiştirmeleri hücreler üzerinde mimik eden in vitro model 

sistemlere büyük gereksinim vardır.   

Travmatik beyin hasarı (TBH) araştırmalarında in vitro bir modelin in vivo 

modellere göre en büyük avantajı, fizyolojik olarak çok kompleks olan beyin 

hasarında farklı değişkenleri izole ederek sistematik bir yaklaşımla tek tek hücre 

ve manipülasyon tiplerinin davranış ve etkilerini inceleme olanağı sağlamasıdır.  

Ayrıca in vivo modellerde vasküler ve immün sistem reaksiyonları sonucunda 

kanama ve ödem meydana gelecek, nöronlardan salınan hücresel metabolitler 

ortamdan uzaklaştırılacak, kanama sonucu lipid peroksidasyonu oluşacaktır.  

Bütün bu doğal reaksiyonlar nöronlarda oluşan metabolik değişimleri incelemeyi 

güçleştirmektedir.  MSS’nin önemli bir koruyucu özelliği olan kan beyin bariyeri 

(KBB) de terapötik çalışmalarda nöronlara biyoaktif ajanların ulaştırılabilmesine 

engel teşkil etmektedir.  In vitro bir model in vivo ortama göre daha kontrollü bir 

mekanik uyarı verilebilmesine olanak tanıdığı için hücresel mekanizmaların 

çözümlenmesinde ve tahammül kriterlerinin belirlenmesinde güçlü bir yaklaşım 

getirebilir. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et al., 2010) Model 

çözümlendikçe hücre tiplerinin, dizilimlerinin ve uygulanan yüklerin kompleksliği 

arttırılarak in vivo gelişen olaylara sistematik olarak yaklaşmak mümkün 

olacaktır. 

Hücrelerin üzerine mekanik yükler farklı yöntemlerle uygulanabilir.  En sık 

başvurulan yöntem statik bir substrata tutunmuş hücreler üzerinden sıvı akışı 

sağlanarak, veya döner ya da perfüzyon tipi biyoreaktörler yardımıyla hücreler 

üzerinde kayma gerilmeleri yaratmaktır. ( oylishock et al., 1992; Cioffi et al., 

2006; McCoy et al., 2010) Ancak ikincil tip MSS hasarları düşünüldüğünde 

nöronlar travmatik gerilmelere yüzeylerinden çok tutundukları ekstraselüler 

matris aracılığıyla maruz kalmaktadırlar.  Dolayısıyla akışkan aracılığıyla 

uygulanan kayma gerilmeleri incelenmek istenen travma modelini doğru olarak 

karşılamamaktadır.  Literatürde hidrostatik basınçla substratı şişirerek veya tek ya 

da çift eksenli gerilme uygulayan modeller de mevcuttur. (Sadoshima et al., 1997; 

Chetta et al., 2010; Bueno et al., 2008; Pfister et al., 2004; Pfister et al., 2007; 

Iwata et al., 2006; Gordon, 2010; Hengst et al., 2009; Lin et al., 2008; O'Toole et 

al., 2011; Janmey et al., 2011; Vogel et al., 2006; Lamoureux et al., 2010; del rio 
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et al., 2009; Byfield et al., 2009; Friedland et al., 2009; Roca-Cusachs et al., 2009; 

Suter et al., 2011) Bu modellerin en önemli dezavantajları ise substrat yüzeyinde 

gerilmenin homojen olarak dağılmamasıdır. Bu sebeple önerilen çalışmada benzer 

şekilde substratın gerilmesine dayanan, ancak gerilmeyi dairesel olarak bütün 

substrata eşit olarak dağıtacak bir germe düzeneğin kullanılması düşünülmüştür.  

Benzer bir mekanik germe düzeneğini daha önceden de geliştirmiş ve esnek film 

substratlar üzerinde gerilmenin homojen olarak dağıldığını gösterilmiştir. 

(Blackman et al., 2000) 

Sinir hücrelerinin in vitro kültür ortamında nano lifli yüzey morfolojileri 

üzerinde daha düzenli büyüdüğü, bu morfolojide üretilmiş farklı polimer yüzeyler 

ve doku mühendisliği iskeleleri üzerinde gösterilmiştir. (Demirci vd., 2009; Yang 

et al., 2005; Teng et al., 2002; Verdu et al., 2002) Bu tip yüzey morfolojilerinin 

nöronların doğal yapılarını taklit ederek bağlanmalarını ve elektrik aktivitelerini 

destekleyici rol oynadıkları düşünülmektedir. (Chew et al., 2008) 

Bu çalışmada hücrelerin üzerinde kültüre edilecek liflerin üretileceği 

polimer olarak PCL seçilmiştir.  PCL sentetik bir polimer olup çeşitli doku 

mühendisliği uygulamalarında kullanılmaktadır. Aynı zamanda PCL nanofiber 

iskeleler elektroeğirme yöntemiyle de üretilebilmektedir. Literatür incelendiğinde 

sinir hücreleriyle yapılan çalışmalara da rastlanmaktadır. Farklı sinir hücrelerinin 

büyümelerinde, göçlerinde ve birbirleriyle olan iletişimlerinde pozitif etkilere 

sahip olduğu saptanmıştır. (Tabesh, 2008 ;Tabesh et al., 2009; Prabhakaran et al., 

2008; Xie et al., 2009) 

Laboratuvarımızda da daha önce sinir hücrelerinin elektroeğirme ile 

üretilmiş kitosan/poli-L-lizin iskeleler üzerinde büyüyebildiği gösterilmiştir. 

(şekil2.3) 
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Şekil 2.3 Elektroeğirme ile üretilmiş kitosan/poli-l-lizin nano fiberler (a) ve bu fiberler 

üzerinde kültive edilmiş  C12 hücreleri (b) (Nesil vd., 2011) 

Hücreler üzerine uygulanabilecek mekanik gerilmelerin uygulanma şekli 

düşünüldüğünde üç tip gerilme kullanılabilir; statik, eylemsizlik (inertial) ve 

vurma (impact) sonucu oluşan gerilmeler.  Statik gerilmeler hücre substratının 

devamlı olarak aynı miktarda gerilmesiyle elde edilebilir.  Substrat üzerine güçlü 

bir şekilde tutunabilen bütün hücreler sito-iskelet organizasyonları gereği bu tip 

bir gerilmeye morfolojilerini adapte edecek ve adaptasyondan daha sonra devam 

eden gerilme hücre üzerinde herhangi bir strese sebep olmayacaktır.  Ayrıca 

gerçek hayatta beyinde oluşacak ezilmelere karşılık olarak düşünülebileceğinden, 

travmatik beyin hasarlarını temsil etmemektedir ve bu çalışma kapsamında 

incelenmeyecektir. (Senses et al., 2010; Gennarelli, 1997) Eylemsizlik sonucu 

oluşan gerilmeler ise travmatik bir kaza sonrasında kafatası içinde oluşan yüksek 

momente ve ivmelenmeye bağlı olarak meydana gelen basınç farklarına ve 

deformasyonlara denk gelmektedir ki bu tip deformasyonlar genel olarak primer 

hasarlara yol açarak ani hücre ölümü ile sonuçlanırlar. (Senses et al., 2010; 

McIntosh et al., 1996) Bu çalışma kapsamında incelenmesi planlanan ikincil tip 

hasarlara yol açan gerilme tipi, beyin hücreleri ve ekstraselüler matrisinde kısa 

süreli ve az miktarlarda gerilmelere yol açan, vurma şeklindeki gerilmelerdir.  Bu 

gerilmeler beyin dokusunda yaklaşık 50 milisaniyelik hareketlere yol açar.  

(Adams et al., 1989) 

Ayrıca tezin çalışmaları sırasında hücre apoptozunun belirlenmesi amacıyla 

substratlara uygulanacak gerilme miktarları daha önce sonlu elemanlar tekniğiyle 
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ve hayvan modelleriyle belirlenmiş travmatik germe miktarları esas alınarak 

belirlenecektir . (La laca et al., 1997; Stålhammar et al., 1990; Gennarelli et al., 

1982; Margulies et al., 1990) 

Travmatik beyin hasarı çeşitli nörokimyasal mekanizmalar ve hücre içi 

sinyal yolaklarının tetiklendiği kompleks nörodejeneratif bir süreçtir. Travmatik 

aksonal hasar, nöronal ve glial hücre ölümü ile oluşturulan deney modelleri 

travmatik beyin hasarına benzer patolojileri göstermektedir. Hasara bağlı olarak 

gelişen hücre ölümü; hücre içi kalsiyum düzeylerindeki artış, kalpainlerin ve 

caspaseların aktivasyonu, proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri 

arasındaki dengenin bozulması, mitojenle aktive olan protein kinazların 

düzeylerindeki değişiklikler ve DNA hasarı gibi çeşitli mekanizmaları 

içermektedir. Kafa travması sonucu gelişen veya deneysel olarak oluşturulan 

beyin hasarı modellerinde nöronlarda gözlemlenen hücre ölümü apoptotik veya 

nekrotik bir form gösterir. (Galbraith et al., 1993) 

Nekrozun aksine apoptoz; RNA ve protein sentezi ile yeni enzimlerin 

aktivitelerini gerektiren aktif bir hücre ölüm şeklidir. Oksidatif stres, 

mitokondriden sitokrom c salınımı, caspaseların ve endonükleazların aktivasyonu 

gibi moleküler olaylar ve dış uyaranlar apoptozu başlatabilmektedir. Caspaselar 

ve Bcl-2 protein ailesi hücrede apoptozun düzenlenmesinde önemli roller 

üstlenmektedir. ( ike et al., 2000)  Sisteinil aspartat proteazlardan olan caspaselar; 

başlatıcılar ve efektörler olarak iki ana gruba ayrılırlar. Efektör caspaselardan olan 

caspase-3’ün aktivasyonu DNA tamir enzimleri ve hücre iskeleti proteinlerinin 

yıkımına yol açarak apoptozda gözlemlenen morfolojik değişimlere ve DNA 

hasarına neden olmaktadır. Deneysel beyin hasarı oluşturulmuş sıçanlarda 

serebral kortekste gelişen caspase-3 aktivasyonu hasarı takiben saatler içinde 

gözlenebilmekte ve sonraki günlerde dahi tespit edilebilmektedir. (Wennersten et 

al.,2003; Clark et al., 2000) Proapoptotik (Bid, Bad, Bak, Bax, Noxa, Puma) ve 

antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl1) proteinlerden oluşan Bcl-2 ailesi proteinleri 

caspase aktivasyonunu düzenleyerek apoptozu uyarmakta veya inhibe etmektedir. 

Mitokondri dış membranında bulunan Bcl-2; mitokondriden sitokrom c 

salınmasını ve buna bağlı olarak gelişen efektör caspaseların aktivasyonunu 

önleyerek antiapoptotik etki gösterir. Sitozolde bulunan ve uygun bir uyarı sonrası 

yapısal değişikliğe uğrayarak mitokondri membranına giden Bax; sitokrom c 
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salınmasına neden olarak apoptozu uyarmaktadır.  Nörotoksik ajan veya iskemi 

ile indüklenen nörodejeneratif modellerde Bax mRNA ve protein düzeylerinin 

artarken Bcl-2 ekspresyon düzeylerinin azalmasının hücreyi apoptotik hücre 

ölümüne götürdüğü gösterilmiştir. Deneysel beyin hasarı oluşturulmuş sıçanlarda 

canlılığını kaybetmemiş nöronların artmış Bcl-2 ekspresyonu gösterirken, 

apoptotik hücrelerde ise Bax’ın mitokondri membranına transloke olduğu 

gözlemlenmiştir.  ( ike et al., 2000; Wang, 2000; Chen et al., 1995) 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1 Elektroeğirme cihazının kurulması ve çalışma prensibi 

Elektroeğirme cihazı için yüksek gerilim sağlayan güç kaynağı alındı ve 

mevcut olan sisteme dahil edildi. Elektroeğirme sisteminde doğrusal akım (DC) 

yüksek gerilim üreteci topraklandı ve gerilimin diğer ucu metal iğneli bir 

şırıngaya bağlandı. Şırınga bir enjektör pompaya monte edildi. İğne ucundan 30 

cm’ye kadar çekilebilen iletken bir metal yerleştirildi. Eğirilen polimer bu iletken 

metal üzerinde toplanmaktadır. Voltaj farkının uygulanması sonucu polimer 

solüsyonu ince lifler halinde iletken yüzey üzerini doldurmaktadır. Ayrıca cihazın 

çalışma prensibinin iyice anlaşılması ve  CL polimer çözeltisinin eğirilme 

parametrelerinin optimizasyonu için bir seri denemeler yapıldı. Bu denemelerde 

iletken metalin şırınga ucuna uzaklığı, enjektör pompanın debisi, yüksek gerilim 

değeri ve tekrarlanabilirliği test edildi.  

 

Şekil 3.1 Elektroeğirme sistemi 

3.2 Mekanik Germe Cihazı Üretimi 

Tasarlanan mekanik kültivasyon sistemi hareketli göz tutucusu ve sabit 

germe tabanı olmak üzere iki ana kısımdan oluşur. Mekanik kültivasyon 

sisteminin hareketli göz tutucusu ve sabit germe tabanı şekil 3.2’deki gibidir. 

Düzenek germe işlemlerinin tamamı kültür besiyerinin içerisinde kalacak şekilde 

hazneli pleksiglas bir alt tabaka içerisinde gerçekleştirildi. Ayrıca iskelelerin 

sabitleneceği ve 12 gözlü hücre kültürü pleytlerinin içerisine tam oturabilen başka 
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bir pleksiglas tabaka daha tasarlandı ve üretildi. İskeleler bu tabakaya silikon o-

ring’ler yardımıyla sabitlendi. 

 

Şekil 3.2 Mekanik Germe sistemi 

3.3 Doku İskelesi Üretimi 

Dikolorometan (DCM) ve Dimetilformamid (DMF) (1:1) içerisinde %12 

oranında polikaprolakton (wt/v) çözdürüldü. Elde edilen çözelti bir gece boyunca 

manyetik karıştırıcı üzerinde bırakıldı. Çözelti enjektör yardımıyla alınarak 

enjektör pompaya bağlandı ve enjektör pompa aracılığıyla da elektro-eğirme 

cihazına yüklendi. Elektro-eğirme yöntemi ile polimer lifler üç boyutlu olarak 

elde edildi. Bu yöntem ile iskele üretimine devam edildi. Çizelge 1’de 

optimizasyon için denenmiş değerler görülmektedir. 

Voltaj (kV) Uzaklık (cm) Debi (ml/saat) 

0,8 

25 1 

20 1 

15 1 

10 1 

1 25 1 
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20 1 

15 1 

10 1 

1,2 

25 1 

20 1 

15 1 

10 1 

1,5 

25 1 

20 1 

15 1 

10 1 

1,57 

25 1 

20 1 

15 1 

10 1 

1,7 

25 1 

20 1 

15 1 

10 1 

 

Çizelge 1 Elektroeğirme optimizasyon değerleri 

3.4 Stok B35 MSS Hücrelerinin Çözdürülmesi 

1. -196
o
C’ de stoklanmış olan kriyo tüp çıkartıldı. 

2. 37
o
C’ deki su banyosunda bekletildi. 

3. Tüp içeriği %10 FBS (Fötal sığır serumu, S0115, Biochrom AG, Almanya), % 

0.1 gentamisin (50 mg/ml) (SV30080, HyClone,  SA) ve  içeren  -DMEM ( 

Gibco) besi ortamı ile bir santrifüj tüpüne (Grenier Bio-One, Almanya) 

toplandı. 

4. Toplanan hücreler 1000 rpm’ de 4
o
C’ de 5 dakika santrifüjlendi (5810 R, 

Eppendorf, Almanya). 

5. Süpernatant uzaklaştırıldı. 

6. Hücre pelleti hafifçe tüpe vurularak yüzeyden kaldırıldı ve besi ortamı ile 

süspanse edildi. 
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7. Süspanse haldeki hücreler uygun ölçüdeki flaska (Grenier Bio-One, Almanya) 

alındı. 

8. Flask 37
o
C’ de %5 CO2 içeren inkübatörde (HERA Cell, Heraeus, Almanya) 

inkübasyona bırakıldı. 

3.5 B35 MSS Hücrelerinin Pasajlanması 

1. Hücrelerin üzerinde bulunan kullanılmış besi ortamı çekildi. 

2. Hücrelerin yüzeyi 37
o
C’deki Ca

+2
, Mg

+2 
içermeyen  BS (L1825, Biochrom 

AG, Almanya) ile yıkandı. 

3. Hücrelerin üzerine tripsin (% 0,05)-EDTA solüsyonu (SH30236.01, HyClone, 

USA) eklendi, yüzeye yayıldı ve 4-5 dakika 37
o
C’ deki inkübatörde bekletildi. 

4. Mikroskop ile tüm hücrelerin yüzeyden kalktığı gözlendiğinde %10 

FBSiçeren besi ortamı ile hücreler bir santrifüj tüpüne toplandı. 

5. Hücreler 1000 rpm 4
o
C’de 5 dakika santrifüjlendi. 

6. Santrifügasyon sonrası, süpernatant döküldü. 

7. Santrifüj tüpünün dibindeki hücreler hafifçe vurarak yüzeyden kaldırıldı ve 

vasat ile süspanse edildi. 

8. Hücre süspansiyonu 1:10 oranında yeni bir flaska alındı ve üzerine taze besi 

ortamı koyularak kültüre devam edildi. 

3.6 B35 MSS Hücrelerinin Dondurulması 

1. Hücrelerin üzerinde bulunan kullanılmış ortam çekildi. 

2. Hücrelerin yüzeyi 37
o
C’deki Ca

+2
, Mg

+2
’ içermeyen  BS ile yıkandı. 

3. 3.  BS ile yıkama yapıldıktan sonra hücrelerin üzerine tripsin (% 0,05)-EDTA 

solüsyonu eklendi, yüzeye yayıldı ve 4-5 dakika 37
o
C’ dekiinkübatörde 

bekletildi. 

4.  Mikroskop ile tüm hücrelerin yüzeyden kalktığı gözlendiğinde serumlu vasat 

ile hücreler bir santrifüj tüpüne toplandı. 

5. Hücreler 1000 rpm 4
o
C’de 5 dakika santrifüjlendi. 

6. Süpernatant döküldü. 
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7.  Santrifüj tüpünün dibindeki hücreler hafifçe vurarak yüzeyden kaldırıldı ve 

dondurma ortamı (%90 FBS + %10 dimetilsülfoksit (DMSO) (1.1-33- 30215, 

CryoSure-DMSO, Wak-Chemie Mesdical GmbH, Almanya) ile homojenize 

edildikten sonra dondurma tüpüne (kriyo tüp) (123278, Greiner Bio-one, 

Almanya) aktarıldı. 

8. Kriyo tüp -86
o
C’ de köpük kutu içerisine kaldırıldı. 

9. -86
o
C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyo tüp, -196

o
C’ deki sıvı azot 

içeren tanka kaldırıldı. 

3.7 Fiber İskelelerin Sterilizasyonu ve Hücre Kültivasyonu 

1. İskele yerleştirilmeden önce germe cihazının pleksiglas tabakaları otoklavda 

sterilize edildi 

2. İskeleler germe verilmesi için pleksiglas yapılar üzerine yerleştirildi. 

3. Tüm iskeleler 45 dakika boyunca ultraviyole ( V) ışık altında sterilizasyona 

bırakıldı. 

4. Daha sonra iskeleler biyogüvenlik kabin içerisine alınıp 45 dakika boyunca 

%70 etanol içerisinde bekletildi. 

5. Daha sonra iskeleler 12 gözlü pleytlere alınarak kurumaya bırakıldı. 

6. Kuruyan yüzeyler 1 gece boyunca 37 
o
C’ de, %5 CO2’ li inkübatörde yüzey 

  şartlandırılması için besiyeri içinde bırakıldı.  

7. Şartlandırma sonrası yüzeyler üzerindeki ortam çekildi ve 5000 hücre/cm2 

  konsantrasyonda hücre, yavaş bir şekilde iskele yüzeyine damlatıldı.  

8. Hücreler, 37 
o
C’ de, %5 CO2’ li inkübatörde kültivasyona bırakıldı.  

3.8 Taramalı Elektron Mikroskopisi (SEM) 

 ygulamalar 1. basamaktan 4. basamağa kadar +4°C’de (buz üstünde), 5. 

basamaktan 11. basamağa kadar ise oda sıcaklığında yapıldı. 

1. Örnekler 30 saniye serum fizyolojik ile yıkandı. 

2. Serum fizyolojik ile yıkanan örnekler 30 dakika tampon A’da [0.1 M 

sodyumkakodilat (C-0250, Sigma,  SA) içerisinde hazırlanan gluteraldehit 

(%5) (8.20603.1000, Merck, Almanya) çözeltisinde] bekletildi. 
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3. Başka bir solüsyon ile yıkama yapılmadan örnekler tampon B’ye  1 M 

sodyumkakodilat içerisinde hazırlanan sukroz (%7) (1.07651.1000, Merck, 

Almanya) çözeltisinde] alınarak 30 dakika bekletildi. 

4. Başka bir solüsyon ile yıkama yapılmadan tampon C’ye [1 M 

sodyumkakodilat içinde % 2 ozmiyum tetroksit (19100, Electron Microscopy 

Sciences,)] alınarak 30 dakika bekletildi. 

5. Tampon C aşamasından sonra örnekler 5 dakika distile suda yıkandı ve bu 

basamak 2 kez tekrarlandı. 

6. Örnekler distile su ile yıkamadan sonra artan derecelerdeki alkol serilerinde 

5’er dakika bekletilerek susuzlaştırıldı. Sırasıyla etanol (1.00983.2500, Merck, 

Almanya) serileri; %35, %50, %70, %85, %95, %100, %100 etanol şeklinde 

hazırlandı. 

7. Alkol serileri tamamlanınca örnekler heksametildisilazan (HMDS, 

8.4324.250, Merck, Almanya) solüsyonunda 5 dakika bekletildi. 

8. Üzerlerinden HMDS çekildikten sonra, örnekler kurumaları için oda 

sıcaklığında 30 dakika tutuldu. 

9. Kuruma tamamlandıktan sonra örnekler SEM incelemesine kadar desikatör 

içerisinde bekletildi. 

10. SEM inceleme öncesi, örnekler pirinç taşıyıcılar üzerine yerleştirildi ve 200   

kalınlığında altın ile kaplanarak taramalı elektron mikroskobunda incelendi. 

Sabitlenen doku iskeleleri üzerinde hücre morfolojileri görüntülendi. Hücrelerin 

SEM görüntülemesi İzmir Yüksek Teknoloji Enstitüsü Malzeme Araştırma 

Merkezi SEM mikroskopu (FEI, Quanta 250FEG) ile yapıldı.  

3.9 Fibröz Yüzeylerin İmmünositokimyasal İşaretlemesi (Alexa Fluor 

488 Phalloidin (A12379) Boyama) 

1. Hücrelerin üzerindeki kullanılmış besi ortamı çekildi ve hücreler Ca, Mg 

içeren  BS ile iki kez yıkandı. 

2. +4°C’de bulunan soğuk %4’lük  FA (paraformaldehit,  SB 19943) yüzeyler 

üzerine eklendi ve 300 rpm’ deki çalkalayıcıda çalkalanarak, oda sıcaklığında, 

15 dakika fiksasyon yapıldı. 
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3. Fiksasyon basamağının ardından  FA çekildi ve yüzeyler tekrar Ca, Mg 

içeren  BS ile iki kez yıkandı. 

4. Yüzeyler üzerine 50 mM NH4Cl solüsyonu eklendi ve 300 rpm’ deki 

çalkalayıcıda çalkalanarak, oda sıcaklığında, 7 dakika inkübe edildi. Bu 

basamak ile paraformaldehitten gelen aldehitler uzaklaştırıldı. (quenching). 

5. Yüzeyler %0.2’ lik  BS-Triton X-100 ile iki kez 5’ er dakika, 300 rpm’ deki 

çalkalayıcıda çalkalanarak oda sıcaklığında yıkandı. Bu basamak 

permeabilizasyon basamağı olarak adlandırılır. 

6. Yüzeyler Ca, Mg içermeyen  BS ile bir kez yıkandı. 

7. Nemli odacık hazırlandı (ıslak peçete, parafilm, petri).  arafilm ıslak peçete 

üzerine düzgün bir şekilde yayıldı. Boyamanın ilerleyen aşamalarında, 

hücreleri ve antikorları karıştırmamak için parafilm üzerine, planlanan boyama 

şablonuna uygun şekilde numaralandırma yapıldı. (Şekil 3.3) 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 Nemli odacık hazırlama 

 

8. Kullanılacak olan antikor solüsyonu hazırlandı. Hazırlanacak antikor 

solüsyonu için aşağıdaki oranlar kullanıldı: 

 1:1000 DAPI 

 1:100 ve 1:200 Alexa Fluor 488 Phalloidin 

 %1 BSA içeren Ca, Mg içermeyen  BS 

9.  arafilm üzerine her bir yüzey için antikor solüsyonundan 60 µl damlatıldı ve 

üzerlerine, ince bir pens yardımı ile  BS içerisinden alınan yüzeyler, önce 

Antikor solüsyonu, 

60 µl 

Parafilm 
Islak Peçete 
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peçete üzerinde süzdürülerek hücreli taraf antikorla yüzleşecek şekilde 

yerleştirildi. 

10. Yüzeyler hazırlanan nemli odacık içerisinde, karanlıkta ve oda sıcaklığında 40 

dakika inkübe edildi. 

11. Antikor solüsyonu ile inkübasyondan sonra, 48 gözlü pleytin her gözüne Ca, 

Mg içermeyen  BS eklendi. Yüzeyler nemli odacık içerisinden, ince uçlu pens 

yardımı ile dikkatlice alınıp, önce peçete üzerinde süzdürülerek, hücreli yüzey 

üste gelecek şekilde, içerisinde  BS bulunan pleyte yerleştirildi. 

12.  leyte yerleştirilen yüzeyler Ca, Mg içermeyen  BS ile 3 kez 10’ ar dakika 

300 rpm’ deki çalkalayıcıda çalkalanarak, oda sıcaklığında yıkandı. 

13. Üzerine 10 µl Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck; 475904) damlatılan lamlar 

üzerine yüzeyler, hücreli yüz Mowiol ile yüzleşecek şekilde kapatıldı. 

 reparatlar bir gece boyunca oda sıcaklığında kuruması için bekletildi. 

Preparatlar kuruduktan sonra 4°C’ye kaldırıldı.  

14. Örnekler floresan mikroskopta incelendi. 

15. Hücrelerde akson ve dentrit (nörit) oluşumu ve oluşan aksonların uzunlukları 

NIH Scion ImageJ görüntü analiz programı yardımıyla değerlendirildi. 

3.10 Hücreler Üzerine Germe Uygulanması 

1. Hücre kültüründe kullanılacak olan doku iskeleleri üst silindirin tabanına 

tutturuldu ve o-ring yardımıyla sabitlendi.  

2. Göz tutucu, iki piston yardımı ile yüzeyine temas halindeki doku iskelelerini 

hareket ettirmektedir. Bu sayede doku iskeleleri germe tabanındaki silindirler 

yardımı ile gerilerek hücrelere germe yükleri uygulanmış oldu.   

3. Bu hareketin yer değiştirme miktarı (deplasmanı) ve frekansı bilgisayar 

kontrollü yapıldı. 

4. Germe işlemi bu iskeleler uygulama boyunca kültür besiyeri içinde kalacak 

şekilde bir hazne içinde gerçekleştirildi. 

5. İskeleler üzerine % 0, 10, 25, 50 germe uygulamaları denendi. 
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Şekil 3.4 Mekanik germe simülasyon gösterimi 

3.11 MTT Testi 

MTT testi, malzemenin hücre canlılık ve üreme oranı hakkında bilgi 

edinmek amacıyla kullanılan, kolorimetrik esasa dayanan bir testtir. Ana maddesi 

olan MTT’nin (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) 

formazana indirgenmesiyle sarıdan mora doğru renk değişikliği gözlenir.  Bu renk 

değişikliği sadece canlı hücrelerde gözlendiği için spektrofotometre ile yapılan 

ölçüm hücre canlılık oranları hakkında bilgi verir. Bu çalışmada, MTT testi ile 

iskeleler üzerine ekilmiş hücrelerin metabolizması ve proliferasyonu 

değerlendirilmiştir. 

1. İskele üzerindeki hücrelerin kullanılmış besiyerleri çekildi. 

2. Hücreli yüzeyler üzerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) içeren 

besiyeri eklendi. 

3. Hücreler karanlıkta kalacak şekilde 37°C’de, %5 CO
2
’li inkübatörde 3 saat 

boyunca inkübe edildi. 

4. 3 saat sonunda MTT içeren ortam çekildi. 

5. Yüzeyler üzerine DMSO eklenerek oluşan formazan kristallerinin çözülmesi 

sağlandı. 

6. Hücreler 10 dakika boyunca 300 rpm’de çalkalayıcıda çalkalanarak 

kristallerin iyice çözülmesi sağlandı. 

Temel Pozisyon Germe Pozisyonu Temel Pozisyon
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7. UV Spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, USA) 570-690 

nm dalga boyunda okutularak absorbans değerleri kaydedildi. 

3.12 Hücre Apoptozisinin Belirlenmesi 

Doku iskeleleri Caspase-3 kiti ile boyandı ve deney sonuçları 

spektrofotometre ile incelendi. Caspase-3 kiti apoptotik caspase yolağının aktive 

olup olmadığını test etmek için kullanılan kolorimetrik bir yöntemdir. 

1. 5x10
3
 konsantrasyonunda ekilmiş olan hücre iskeleleri üzerine %10, %25 ve 

%50 miktarlarında germe verildi. 

2. Germe sonrası 6. ve 24. saat sonunda kit uygulandı. 

3. Süspanse edilen hücreler 50 µl Cell Lysis Buffer içinde 10 dakika boyunca 

buz içerisinde inkübe edildi. Hücrelerin süspansiyonu tripsin yardımıyla 

hücreler yüzeyden kaldırılarak yapıldı. 

4. Örnekler 1 dakika boyunca microsantrifüj içerisinde santrifüj edilir. (10,000x 

g) 

5. Supernatant (cytosolic extract) yeni tüplere alındı ve diğer işleme kadar buz 

içerisinde bekletildi. (Eğer hemen teste başlanmayacaksa supernatant –

80°C’de saklanabilir) 

6. Her bir assay için 50-200 µg protein 50 µl Cell Lysis Buffer uygulanır. 

7. Her bir örneğe stok solüsyonundan (2X reaction buffer-10 mM DTT) 50 µl 

eklendi. 

8. 4 mM DEVD-pNA substratından (200 µM final konsantrasyonu) 5 µl 

eklenerek 37 °C’de 1-2 saat inkübe edildi. 

9. Örnekler  405 nm’de okutuldu. 

10. Kontrol grubu olarak iskeleler üzerinde, ama germe verilmemiş hücreler 

kullanıldı. 

11. Cell lizatından ve bufferdan alınan absorbans değerleri apoptoza giren 

hücrelerden ve kontrol hücrelerinden çıkarılarak hesaplama yapıldı. 

3.13 İstatistiksel Analiz 

1. Bütün deney gruplarından en az üçer örnek test edildi. (n=3). 
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2. Deneyler en az iki tekrarlı yapıldı. 

3. Sayısal değerlendirmelerde ortalama değerler ve standart sapmalar rapor 

edildi. 

4. Deney grupları arasındaki istatistiksel farklar ANOVA (analysis of variance) 

yöntemi ile, %95 güven aralığında değerlendirilerek, gruplar arasında ikili 

ilişkiler Tukey’s post-hoc yöntemiyle saptandı. 
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4. BULGULAR 

4.1 Doku İskelesi Karakterizasyonu 

In vitro çalışmalara başlamadan önce hücre davranışlarını etkileyecek 

porozite, fiber çapı, yüzey teması açısı ve kimyasal iskele özelliklerinin 

karakterizasyonu yapılmıştır.  

4.2 Doku İskelesi Üretim Optimizasyonu 

Altı farklı kV değerinde dört farklı uzaklıkta denemeler yapılarak en iyi 

değere ulaşılmış ve bu değerler kalan tüm çalışmalarda kullanılmıştır. En iyi 

eğirme 1,57 kV, 15 cm ve 1 ml/saat debide elde edildi. Eğrildikten sonra mekanik 

germe cihazında yapılacak testlere uyumluluklarının iyi olduğu mekanik germenin 

iskelelerde yırtılma, büzülme, vb hasarlara yol açmadığı görüldü. İskelelerin 

morfolojileri SEM (taramalı elektron mikroskop) tekniği kullanılarak incelendi. 

Doku iskelesi üretimi yapılan  CL çözeltisinin viskozitesi ayarlandıktan sonra 

eğirme işlemleri gerçekleştirildi. Altı farklı kV değerinde dört farklı uzaklıkta 

denemeler yapılarak en iyi değere ulaşılmıştır. Ve bu değerler tüm çalışmada 

kullanılmıştır. 

4.3 Doku İskelesi SEM Analizleri 

Elektroeğirme yöntemi ile üretilen fiberlerin morfolojileri taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. SEM görüntüleri incelendiğinde 

eğirme prosesinin optimize edilmiş olması nedeniyle boncuk yapı 

gözlemlenmemiştir. (Şekil 4.1) 
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Şekil 4.1 Elektroeğirme ile üretilmiş  CL doku iskelelerinin farklı büyütmelerde SEM görüntüleri 

İskelelerin porozite ve fiber çapları ImageJ görüntü işleme programı 

kullanılarak hesaplandı. Elektroeğirme ile üretilmiş  CL doku iskelelerinin 

porozitesi 84 ± 4% olarak bulundu. Fiber çapları ise 367±115nm olarak bulundu 

ve en küçük fiber çapı 252nm en büyük fiber çapı ise 482nm olarak ölçüldü. 

(Şekil 4.2) 
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Şekil 4.2 Elektroeğirme ile üretilmiş PCL doku iskelelerinin fiber çapı ölçümü 

Elektroeğirme işlemi iskelelerin incelenmesini kolaylaştırmak açısından 

şekil 4.3’deki gibi cam lameller üzerine yapılmıştır.  

 

Şekil 4.3 SEM ve yüzey temas açısı ölçümü için hazırlanan PCL doku iskeleleri 
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4.4 Yüzey Temas Açısı Ölçümü 

Üretilen yüzeylerin statik temas açıları Sessile drop yöntemi ile 

kullanılarak tespit edildi. Ölçümler sonrası ortalama yüzey temas açısı 136.32
o
±4 

olarak bulundu. 

 

Şekil 4.4 PCL doku iskelesi yüzey temas açısı ölçümü 

4.5 Hücre Kültürü Çalışmaları 

B35 hücre kültüründen alınan optik mikroskop görüntüleri şekil 4.5’de 

verilmiştir. Bu görüntülerden B35 hücrelerinin sinir hücre morfolojisi ve nörit 

uzantıları net olarak görülmektedir. Ayrıca hücrelerin sağlıklı oldukları da 

görülmektedir.  
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Şekil 4.5 B35 merkezi sinir sistemi hücreleri optik mikroskop görüntüleri 

4.6 Hücreli İskelelerin SEM Analizleri 

Doku iskeleleri üzerine ekimi yapılmış B35 merkezi sinir sistemi 

hücrelerinin iskeleler üzerindeki 3 günlük kültivasyonu sonrasında SEM 

görüntüleri şekil 4.6’daki gibidir. Hücrelerin mıltipolar yapıları nöritleri net olarak 

seçilmektedir. (Şekil 4.6) 

 

 

 

 

Şekil 4.6  CL doku iskeleleri üzerindeki B35 hücrelerinin SEM görüntüleri (kırmızı oklar soma, 

beyaz oklar nöritleri göstermektedir) 
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4.7 Floresan Mikroskop Analizleri 

Doku iskeleleri üzerine ekimi yapılmış B35 merkezi sinir sistemi 

hücrelerinin iskeleler üzerindeki 3 günlük kültivasyonu sonrasında floresan 

mikroskop görüntüleri şekil 4.7’deki gibidir. Kırmızı okla gösterilmiş olan 

kısımlar nöritler olup  CL doku iskeleleri üzerinde B35 merkezi sinir sistemi 

hücrelerinin akson organizasyonunu göstermektedir. 

 

Şekil 4.7 PCL doku iskeleleri üzerindeki B35 hücrelerinin Floresan mikroskop görüntüleri (kırmızı 

oklar nöritleri göstermektedir) 

4.8 Hücre Canlılık Testleri  

Üç farklı germe oranında (%0, 10, 25, 50) çalışıldıktan sonra mekanik 

stres uygulanan iskeleler üzerinde 24 ve 48. Saatlerde hücre canlılık analizi 

yapıldı.  

%10 germe uygulanan iskelelerde hücrelerin 48 saat sonra 24 saate oranla 

daha fazla ürediği görüldü. 
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Şekil 4.8 %10 germe 1. ve 2. Gün MTT sonuçları 

Ayrıca şekil 4.9’dan görüleceği üzere germe verildikten 2 gün sonra 

incelenen hücrelerde, iskeleler üzerine ekilmiş, ancak germe verilmemiş olan 

kontrol grubuna göre canlılık oranı daha fazladır. 

 

Şekil 4.9 %10 germe 1.  ve 2. Gün ve kontrol MTT sonuçları 

 

%25 germe uygulanan iskelelerde hücrelerin 48 saat sonra 24 saate oranla 

hücre ölümünün arttığı görüldü. 
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Şekil 4.10 %25 germe 1. ve 2. Gün MTT sonuçları 

 

 

Şekil 4.11 %25 germe 1. ve 2. Gün ve kontrol MTT sonuçları 

 Ayrıca %25 germe verilmiş hücrelerin 2. gün sonunda kontrol grubuna 

oranla da daha az canlılık oranı gösterdiği tespit edildi. (Şekil 4.11) 

%50 germe uygulanan iskelelerde de %25 germede olduğu gibi hücrelerin 

48 saat sonra 24 saate oranla hücre ölümünün arttığı görüldü. 



39 
 

 

 

 

Şekil 4.12 %50 germe 1. ve 2. Gün MTT sonuçları 

 

 

Şekil 4.13 %50 germe 1. ve 2. Gün ve kontrol MTT sonuçları 

 Ayrıca %50 germe verilmiş hücrelerin 2. gün sonunda kontrol grubuna 

oranla da daha az canlılık oranı gösterdiği tespit edildi. (Şekil 4.13) 

4.9 Caspase-3 Analizi 

Germe verilen iskelelere yapılan caspase testi sonucunda hücre 

ölümlerinin caspase aktivitesi nedeniyle gerçekleşmediği görüldü. 
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Şekil 4.14 %10 germe 1. ve 2. gün Caspase-3 testi sonuçları 

 

Şekil 4.15 %25 germe 1. ve 2. gün Caspase-3 testi sonuçları 
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Şekil 4.16 %50 germe 1. ve 2. gün Caspase-3 testi sonuçları 

Caspase aktivitesi üzerine Caspase-3 yolağını aktive eden staurosporin 

ilacı ile kontroller yapılmıştır. Bu kontroller sonucunda da caspase-3 aktivitesine 

rastlanmaması elde edilen sonuçların güvenilir olmadığını gösterdi. 

 

 

Şekil 4.17 Staurosporin ile yapılan Caspase testi sonuçları 
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5. TARTIŞMA 

Doku mühendisliği, içinde hücrelerin büyüyüp çoğalabileceği üç boyutlu 

doku iskelelerinin üretimini içermektedir. Doku iskelelerinin üretilmesindeki 

amaç ise fizyolojik fonksiyonları devam ettirebilmek için hücrelerin doğal 

nişlerini taklit ederekhem hücre tutunması, hem de tutunan hücrelerin 

fonksiyonelliklerini ve fenotiplerini koruması bakımından vücudun adapte 

olabileceği yeni dokular oluşturmaktır. Bu şekilde iskelelerin üretimini başarmak 

için biyolojik dokuyu taklit eden geometriler önemlidir. Elektroeğirilmiş 

iskelelerin fonksiyonel karmaşıklığı diğer tekniklere göre önemli avantajlar 

sağlamaktadır. Ancak in vivo kullanımının rutin hale gelmesinden önce bazı 

değişiklikler yapılması gerekmektedir (Lanutti et al., 2007). 

Sentetik polimerlerden üretilen doku iskelelerinin yüzey özellikleri 

hücrelerin bu yüzeylere tutunması için yeterince uygun değildir.  rabhakaran ve 

arkadaşlarına göre doku mühendisliğinde karşılaşılan zorlukların başında 

tutunmaya elverişli, çoğalma ve farklılaşma için uygun, biyouyumlu ve 

biyobozunur iskeleleri tasarlamaktır. ( rabhakaran et al., 2008). Bu tez 

çalışmasında bir çok araştırmacı tarafından yaygın olarak kullanılan  CL doku 

iskeleleri üretilmiş ve B35 hücreleriyle etkileşimleri incelenmiştir. 

Bu çalışmada B35 hücrelerinin farklı yüzey üzerinde farklı çoğalma ve 

tutunma profili oluşturacağı düşünüldüğünden polisitren yüzey ve  CL doku 

iskelelerinin yüzeyine ekilen B35 hücrelerinin çoğalmaları incelenmiştir. 

Literatürde  CL nanofiberler üzerinde kültive edilen mezenşimal kök hücre 

(Çoğan et al., 2012) gibi sinir hücresinden farklı tip hücrelerde tutunma ve 

çoğalma özelliklerinin çok başarılı olmadığına rastlanmaktadır. Bu problemin 

 CL’nin hidrofobik olmasına bağlı olduğu düşünülmektedir. Daha önce 

makalelerde elektroeğirme ile  CL doku iskeleleri üzerinde B35 kültürüne 

rastlanmadığı için karşılaştırma yapılamamaktadır. Fakat testlerin sonucunda 

ortaya çıkan, B35 merkezi sinir sistemi hücrelerinin  CL doku iskelesi 

yüzeylerinde daha fazla çoğalma potansiyeli gösterdikleridir. İskele kimyası ve 

fiber yapı B35 hücreleri için oldukça tercih edilen bir uyuşma göstermiştir. 
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Çalışmanın başında  CL solventinin hazırlanması optimize edilmiş ve tüm 

çalışma boyunca solvent bu şekilde hazırlanarak kullanılmıştır. Optimizasyon 

yapılırken Yoshimoto ve arkadaşlarının kullandığı kloroform ile Xie ve 

arkadaşlarının kullandığı DCM, DMF solventleriyle denemeler yapılmıştır. 

Kloroform kullanıldığında istenilen vizkozite elde edilemediği için fiber oluşumu 

sağlanamamıştır. Bunun nedeni olarak kullanılan kloroform markası veya 

değişken ortam koşulları gösterilebilir. Xie ve arkadaşlarının kullandığı DCM ve 

DMF solventleriyle yapılan çalışmalardan kusursuz fiberlerin elde edildiği 

görülmüştür. (Yoshimoto et al., 2003; Xie et al., 2008) 

Tekrarlanan çalışmalarda farklı denemelerde iskelelerin aynı şekilde 

üretilemediği görülmüştür. Çünkü elektroeğirme yöntemi sıcaklık, nem ve 

viskozite gibi fiziksel koşullardan çok etkilenen bir doku iskelesi üretim 

yöntemidir. (Bhardwaj and Kundu, 2010). Bu nedenle ortam koşullarının da 

sürekli olarak aynı şartlarda olması için çaba sarf edilmiştir. 

Yüzeyin hidrofilik veya hidrofobik oluduğunun tespit edilmesi yüzey 

karakterizazyonunun önemli parçalarından biridir. Bu özellik hücre çoğalması ve 

tutunmasını etkileyen en önemli faktörlerden biridir. Ghasemi-Mobarakeh ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada hidrofobik yüzeylerdeki hücre tutunma oranının 

hidrofilik yüzeylere oranla daha düşük olduğu tespit edilmiştir. (Ghasemi-

Mobarak et al., 2008)  rabhakaran ve  arkadaşlarının yaptıkları çalışmada ise 

fiberlere oranla polisitren yüzeylerdeki hücre tutunmasının daha çok olduğu tespit 

edilmiştir. Bu tez çalışmasında tespit edilen ise tam tersi, yani fiber yapıların B35 

merkezi sinir sistemi hücrelerinin tutunmasına kolaylık sağladığı şeklindedir. 

Bunun bir nedeni olarak fiber yapıların beyin ECM yapısına en yakın yapı olması 

görülmektedir. (Dityatev et al., 2010; Baeten et. al, 2011)  

Yüzey temas açısı ölçümü de yüzey karakterizasyonu açısından yüksek 

önem taşıyan bir testtir. Çapkın ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada  CL 

doku iskelelerinin yüzey temas açısı 130,60° olarak bulunmuştur. Çoğan ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda da rastgele dizilmiş  CL doku iskelelerinin 

temas açısı 132,6° olarak bulunmuştur. Bu çalışmada elde edilen yüzey temas 

açısı 136,2°, literatür ile karşılaştırıldığında yüksek oranda benzerlikler  
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göstermektedir.  fak farklılıkların nedeni kullanılan  CL polimerinin molekül 

ağırlığının farklılık göstermesi ve iskelelerin üretildiği ortamdaki fiziksel şartların 

farklı olması olarak düşünülmektedir. (Çapkın vd., 2012; Çoğan, 2012; Ghasemi-

Mobarakeh et al., 2008; Prabhakaran et al., 2008) 

Bu çalışmada B35 hücrelerinin  CL yüzeyler üzerinde 1. ve 3. gün 

sonundaki canlılıkları test edilmiştir. Bu testler sonucunda  CL üzerindeki 

çoğalmanın kontrol hücre kültürü polisitren yüzeylere göre fazla olduğu tespit 

edilmiştir. Hücre ve iskelelerin ilişkisi başarılı çalışmalar için önemli ve 

incelenmesi gereken bir özelliktir. Bu etkileşim hücrenin çoğalmasının yanı sıra 

tutunması, farklılaşması ve göçünü de etkilemektedir. Eğer tutunma iyi 

gerçekleşmezse iskelenin kullanılacağı yerdeki etkisini olumsuz yönde 

etkileyecektir. (doku bütünlüğü korunması, yara iyileşmesi gibi)  ürüzlülük, fiber 

çapı, porozite gibi etkenler hücre ve iskele arasındaki ilişkide önemli rol 

oynamaktadır. (Çoğan, 2012) 

Bu çalışmada iskele SEM görüntüleri ImageJ görüntü işleme programıyla 

incelendi. Fiber çapı 367±115nm olarak ölçüldü. En küçük fiber çapı 252nm ve en 

büyük fiber çapı da 482nm olarak tespit edildi.  rabhakaran ve arkadaşlarının 

bulduğu fiber çapı 630±40nm bu çalışmadakiyle karşılaştırıldığında farklılık 

göstermektedir. Buradaki farklılık nedeninin daha önceki farklılık nedenleriyle 

aynı olduğu düşünülmektedir. Laboratuvar ortam koşulları ve kullanılan polimerin 

molekül ağırlığı oluşan fiber çaplarında farklılıklara neden olmuştur. 

(Prabhakaran et al., 2008) 

Travmatik beyin hasarı çalışmaları incelendiğinde bazı nörokimyasal 

mekanizmaların ve hücre içi sinyal yolaklarının tetiklendiği tespit edilmiştir. 

Travma sonrası deneysel olarak oluşturulmuş modellerde nöronlarda ölümlerin 

apoptotik veya nekrotik olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. Nekrozun aksine 

apoptoz; RNA ve protein sentezi ile yeni enzimlerin aktivitelerini gerektiren aktif 

bir hücre ölüm şeklidir.  Hasarın etkisiyle ortaya çıkan hücre ölümlerinin 

caspase’ların aktivasyonu nedeniyle gerçekleştiği belirtilmektedir. 
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Bu çalışmada caspase-3 aktivetelerinin incelenmesi de gerçekleştirilmiştir. 

Fakat yapılan testler sonucu verilen mekanik stres sonrasında caspase aktivitesinin 

başlamadığı görülmüştür. Bunun nedeni olarak yeterli hücre sayısına ulaşılmamış 

olabileceğine karar verildi. Ayrıca hücre ölümlerinin sadece caspase yolağı aktive 

olarak gerçekleşmediği bilinmektedir. Hücre içi kalsiyum düzeylerindeki artış, 

kalpainlerin ve caspase’ların aktivasyonu, proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 

proteinleri arasındaki dengenin bozulması, mitojenle aktive olan protein 

kinazların düzeylerindeki değişiklikler ve DNA hasarı gibi çeşitli mekanizmaları 

içermektedir. Bu nedenle farklı test yöntemleri kullanılarak caspase yerine başka 

bir yolağın mı aktif olduğu tespit edilmeye çalışılmalıdır. Sonuç olarak %25 

ve%50 germe verilen iskele üzerindeki B35 hücrelerinin ölüm nedeni olarak diğer 

testler yapılmadan nekrotik diyebiliriz. Ayrıca %10 germe sonunda hücre üremesi 

tetiklenmiş olmasına rağmen, bazı apoptotik yolaklar tetiklendiği için uzun 

vadede dejeneratif sonuçlar göstermesi de olasıdır.  Birincil tip TBH sonrası 

görülen bir takım MSS rahatsızlıklarının bu tetiklemeye bağlı olup olmadığı 

incelenmelidir. Ama en net sonuçlar farklı yolakların da incelenmesiyle tespit 

edilecektir.. (Galbraith et al., 1993; Pike et al., 2000) 

Bir çok çalışma incelendiğinde mekanik uyarıların farklı hücrelerin 

çoğalması üzerinde pozitif etkisi olduğu görülmüştür. Kemik ve kas hücrelerinin 

mekanik uyarı altındaki kültivasyonlarının önemi uzun süredir tartışılmaktadır. 

Sadoshima ve arkadaşlarının yaptığı gibi  sinir hücrelerinin mekanik 

stimülasyonlara etkisi çalışmaları da zamanla önem kazanmaya başlamıştır. 

Özellikle Bueona ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda belirli germeye maruz 

bırakılan sinir hücrelerinin 10 cm’ye kadar uzayabildiği tespit edilmiştir. Bu 

çalışmalar göz önüne alındığında, bu tez içerisinde uygulanan %10 germe 

miktarında 1. ve 2. günde hücre çoğalması incelendi ve hücre çoğalması ve 

canlılığının arttığı tespit edildi. %10 germe etkisinin B35 merkezi sinir sistemi 

hücrelerinin çoğalmasında pozitif etki yaptığı kabul edilebilir. Ayrıca daha farklı 

testlerle, Iwata ve arkadaşlarının yaptığı çalışmadan görülen akson uzama 

miktarları da ölçülerek bu germe oranının pozitif etkileri tespit edilebilir.(Tabesh 

et al., 2009; Weinbaum et al., 1994; Burger et al., 1998; Shimko et al., 2008; 

Mullender et al., 2004; Iwata et al., 2006) 
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Suter, Chen ve La laca’ya göre in vitro bir model in vivo bir ortama göre 

daha kontrollü olabileceği için kontrollü mekanik uyarı verilmesini ve hücresel 

mekanizmaların çözümlenmesini kolaylaştırmaktadır. Model üzerinde çalışmalar 

ilerledikçe zaten in vivo  ortama geçiş daha kolaylaşacak ve olaylara daha 

sistematik yaklaşma olanağı ortaya çıkacaktır. Yapılan testler sonucunda bu tezde 

üretilen ve sinir hücrelerine mekanik germe vermeyi amaçlayan in vitro  modelin 

amacına ulaşmış olduğu görüldü. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et 

al., 2010) 
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6. SONUÇLAR 

Bu çalışmada travmatik beyin hasarını incelemek üzere in vitro bir hücre 

kültür düzeneği üretildi ve üç boyutlu, MSS hücrelerinin doğal nişlerini, fizyolojik 

olarak karşılaştıkları mekanik yükleri, ki bu tezde patlama etkisi üzerinde duruldu, 

simule eden bir model oluşturuldu. Germe verilen iskele üzerindeki B35 hücreleri 

polisitren yüzeyde bulunan hücrelerle karşılaştırıldı.  

 CL üzerindeki B35 hücrelerinin polisitren yüzeydekiler göre daha iyi 

üredikleri görüldü. B35 sinir hücrelerinin beyin ECM’ine benzeyen fiber yapıların 

üzerinde üremelerinin pozitif yönde etkilendiği görüldü. Bu da bize fiber yapılar 

üzerinde çalışmanın pozitif etkisin gösterdi. 

B35 hücrelerine verilen farklı oranlardaki germe miktarlarının hücre 

canlılığını etkilediği görüldü. %10 germe oranının B35 hücre gelişimini olumsuz 

etkilemediği, tersine ilk üç günde hücre üremesini tetiklediği; fakat %25 ve %50 

germe oranlarının hücre ölümüne yol açtığı belirlendi. 

Hücre ölüm nedenlerinin caspase aktivitesine bağlı olup olmadı incelendi. 

Tüm germe oranlarına bakıldığında hiç birinde caspase aktivitesine rastlanmadığı 

görüldü, ancak bu testin daha hassas bir yöntemle tekrar edilmesi gerektiği 

sonucuna varıldı. 
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7. ÖNERİLER 

Travmatik beyin hasarı çalışmalarında birden çok nörokimyasal 

mekanizmanın ve hücre içi sinyal yolaklarının tetiklendiği bilinmektedir. Bu tez 

kapsamında bu testlerden sadece bir kısmı incelenmiştir ve bu yolakların harekete 

geçmediği tespit edilmiştir. Gelecek çalışmalarda aynı sistem kullanılarak farklı 

hücre sinyal yolaklarının incelenmesi faydalı olacaktır. Ayrıca moleküler 

çalışmalar üzerine daha fazla yoğunlaşılması ölüm mekanizmasının açıklanmasını 

kolaylaştıracaktır. 
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