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Tendon yaralanmalari en yaygin travma cesitleri arasinda yer almaktadir ve sadece
A.B.D.'de yilda 250.000'den fazla rotator manset tendon onariminin yapildigi
bilinmektedir. Turkiye’de ise bu tir yaralanmalar yetiskin popiilasyonun %26’ya
varan kisminda goriilen omuz rahatsizliklarinin %70’ini olusturmaktadir. Tendon
dokusu, damarlanmanin zayif olmasi ve genis Ol¢ekli hareket kabiliyeti sebebiyle
kendi kendini rejenere etmede yetersiz kalmaktadir. Problemin giderilebilmesi igin
giincel klinik yaklasim, tendon greftlerini mekanik olarak kemige tutturmak olup, bu
uygulamada, ameliyat sonrasi %90’a varan tekrarlama gorilmektedir. Ayrica bu
uygulamalar, gercek dokuda var olan hiyerarsik yapiy1 yeniden olusturamamaktadir.
Bulgulara gore, dogal tendon-kemik arayiizii yapisal olarak tendon, fibrokikirdak ve
kemik olmak Uzere farkli tiirdeki ti¢ dokunun birinden digerine siirekli kademeli
olarak gecisinden olugmaktadir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, bu ¢alismanin amaci elektro egirme yontemiyle, iginde
hidroksiapatit ve biiyiime hormonlarmin kademeli olarak degistigi polikaprolakton
bazli hiicre iskeleleri tiretmek ve bu hicre iskeleleri Gzerinde insan kemik iliginden
elde edilecek kok hiicre davranislarini incelemek olarak belirlenmistir. Bilesenleri

kademeli olarak degisen hiicre iskelesi, geleneksel katmanli hicre iskelesi



yaklagimindan belirgin bir farkliik gostermektedir. Bulgular incelendiginde, bu
caligmada iretilen hicre iskelelerinin, ayni1 tendon-kemik araylziinde oldugu gibi
fiber mat kalinligi boyunca dogrusal degisen hidroksiapatit konsantrasyonuna sahip
oldugu gorulmektedir. Hidroksiapatit, polikaprolakton fiberler icine agirlikga %20
oraninda yedirildiginde, fiber cap1 361£9 nm’den, 459+21 nm’ye ¢ikmis, temas acisi
120+3°’den 115+1°’ye dismiistiir. Yapilan mekanik testler sonucunda ise sadece
polikaprolakton igeren hiicre iskelesinin dayanabilecegi maksimum yiik 7,5+1,7N,
%16 hidroksiapatit iceren hucre iskelelerinin dayanabilecegi maksimum yiik ise
11,6+1,3N olarak ol¢iilmiistiir. Kopma gerinimleri de sirasiyla 0,12+0,02 mm/mm,
0,18+0,02 mm/mm bulunmustur. Kontrollii salim c¢alismalar1 sonuglari, bag doku
blytme faktorinin (CTGF) ve doniistiiriicti biiytime faktorii-B3 (TGFB3)’Un 28.gln
sonunda sirasiyla %277 ve %81+25 salindigini gostermektedir. Hucre
proliferasyonu ve kolajen Gretiminde ise hiicre iskelesi tipine bagli bir degisim
gbzlemlenmemistir. Bu bulgularin, biyolojik greft fiksasyonunu hedeflemis
biyomimetik doku miihendisligi teknolojileri i¢in in-vitro diizeyde faydali bilgiler

saglayacag diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tendon-kemik arayiizii, Doku miihendisligi, Rejenerasyon,
Elektro egirme, Buyume faktorleri, Nanohidroksiapatit, Polikaprolakton, Hiicre

iskelesi.
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CONTINUOUSLY GRADED COMPOSITE SCAFFOLDS FOR TENDON-BONE
INTERFACE REGENERATION

Ece BAYRAK

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Biomedical Engineering Programme

Supervisor: Assist. Prof. Cevat ERISKEN
Date: April 2017

Rotator cuff tears are the most common injuries of the shoulder, with over 250,000
repairs performed anually in the U.S., only. In Turkey, up to 26% of the adult
population suffer from shoulder related problems, and rotator cuff tears constitute
%70 of this population. Tendon tissue has limited self-regenerative capacity due to
poor vasculature and wide range of motion ability. Tendon injuries generally exist at
the tendon-bone interface, and current clinical approach for tendon repair is
mechanical fixation, which leads to as high as 90% recurrence rates. In addition,
repaired tendon site is unable to form the hierarchical physical and biological
structure of the native tissue. Native tendon-bone interface is composed of three
different yet continuous layers of tendon, fibrocartilage (unmineralized and
mineralized) and bone tissues.

Therefore, this study aims at i) fabricating electrospun polycaprolactone scaffolds
also enriched with hydroxyapatite and growth hormones in a graded manner, and ii)
investigating human stem cell behavior on these scaffolds. This type of graded
scaffold demonstrates significant deviation from conventional multi-layered scaffold
approach. Graded scaffolds fabricated in this study were demonstrated to contain
linearly changing hydroxyapatite concentration as a function of scaffold thickness, a

Vi



distribution typically observed in native tendon-bone interface. Mixing
polycaprolactone and hydroxyapatite nanoparticles (20% by weight) led to an
increase in fiber diameter from 361+9 nm to 459+21 nm, and a decrease in contact
angle from 120+3° to 115+1°. In biomechanical tests, maximum loads were found
as 7.5t1.7N for polycaprolactone only scaffolds, and 11.6+1.3N for scaffolds with
16% hydroxyapatite. Strain at break values were found to be 0.12+0.02 mm/mm and
0.18+0.02 mm/mm, respectively. Release studies showed a continuous release of
connective tissue growth factor (CTGF) and transforming growth factor-p3 (TGF-
3) over a period of 28 days. At the end of day 28, %27+7 of CTGF and %81+25 of
TGF-B3 were released from nanofiber scaffolds. No effect of scaffold type was
observed for proliferation of and collagen production by mesenchymal stem cells.
These in-vitro findings are expected to provide significant inputs for biologic graft

fixation.

Keywords:  Tendon-bone interface, Tissue engineering, Regeneration,

Electrospinning, Growth factors, Nanohydroxyapatite, Polycaprolactone, Scaffold.
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1. GIRIS

Biyolojik olarak bozunabilen, porozitesi veya bilesenleri istege bagli olarak
konumlandirilmis, ger¢ek dokularin karmasik yapisini ve islevlerini taklit edebilecek
hlcre iskelesi veya greftlerin tasarimi ve iiretilmesi doku mithendisliginin amaglarini
gerceklestirmeye yonelik en 6nemli araclardandir. Her doku kendi iginde oldukca
karmasik yapiya sahip olmakla birlikte, farkli yap1 ve ozelliklerdeki birden fazla
dokunun birlesme bolgeleri yani doku-doku arayizleri goreceli olarak daha
karmagsiktir ve rejenerasyonlarinin zorluk derecesi de bu sebeple daha yuksektir.
Viciittaki en ¢ok bilinen doku arayiizlerinden bazilart dizdeki kikirdak-kemik ile
ligament-kemik arayuzleri, omuzdaki ve ayaktaki tendon-kemik araytzleri,
omurgadaki kikirdak-kemik arayuzleri, iskelet sistemindeki kas-tendon araytzleri
olarak adlandirilabilir. Bu arayiizler genel olarak sert doku yumusak doku (kikirdak-
kemik, tendon/ligament-kemik, vb.) gecislerinde yer alip, gecis bolgesi yiiksek
derecede zorlanmalara maruz kaldiginda dokular arasindaki malzeme mekanigi
uyusmazligindan dolay1 yirtilmalara sebep olmakta ve Kklinik mudahele kagmnilmaz
hale gelmektedir. Bu tezde, tendon-kemik arayiiziiniin islevsel rejenerasyonu igin
nanoteknoloji esasli yeni bir kademeli hucre iskeleleri Uretimi ve bu iskeleler
tizerinde kemik iliginden alinan mezenkimal kok hiicre davraniglarinin incelenmesi

ele alinmastir.

Vicut igerisinde tendon/ligament-kemik arayiizii yapisal olarak tendon/ligament,
fibrokikirdak ve kemik olmak {izere farkli tlirdeki ti¢ dokunun birinden digerine
stirekli kademeli olarak gegisinden olusmakta ve bu gecis dokulart da sirasiyla
fibroblast, fibrokondrosit ve osteoblast gibi ¢esitli hiicre fenotiplerini

barindirmaktadir [1-3] (Resim 1.1, Cizelge 1.1) [4, 5].
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Resim 1.1: Tendon-kemik araylzinun histolojik yapist (Tendon-kemik
araylizi skala uzunlugu: 200pum) [4].

Cizelge 1.1: Tendon-kemik araylziniin kompozisyonu [5]

Doku Hucre tipi Kompozisyon
1 Tendon Fibroblast Kolajen tip I, 111
2 | anensi | owllowost | Kaunipll
3 ﬁl‘:)/lr?;ﬁlrigzk Hipertrofik kondrosit Kolajen tip I, X
4 Kemik Osteosit, osteoklast, Kolajen tip I, mineral
osteoblast

Tendonlarin ve ligamentlerin ana bileseni kolajendir ve tip | ile tip 111 kolajenlerin
varlig1 bu dokularin tipik belirleyicisidir. Fibrokikirdak doku, araytlizdeki en kritik
bolgedir ve tendon/ligament ile kemik dokusunun asil kaynasma bolgesidir. Tip | ve
tip Il kolajenlerden olusmaktadir ve arayiize esneklik kazandirilmasi igin
proteoglikanlarla zenginlestirilmistir. Kemik dokusunda ise ¢ogunlukla tip I kolajen
yer almaktadir. Fibrokikirdak dokusu tendon/ligament ve kemik dokulari arasindaki
gecis bolgesidir ve genel anlayis olarak mineralsiz fibrokikirdak ve mineralize
fibrokikirdak olmak tiizere iki tabaka halinde oldugu varsayilir (Cizelge 1.1) [1, 6].
Ancak son yillarda yapilan mikroskopik diizeydeki incelemeler, bu arayiiziin matris
bilesenlerinin kompozisyonu agisindan kademeli degisen hiyerarsik bir yapiya sahip

oldugunu gostermistir [7].



Doku miihendisligi, hasarli dokularin iyilestirilmesi i¢in hicre, sinyal molekilleri ve
bunlarin barinabilecegi ortamlar olan biyomalzemelerden olusan hicre iskelesi
bilesenlerinin bir araya getirilerek islevsellik kazandirilmas: esasina dayanmaktadir
[8]. Bu anlayistan yola ¢ikarak, tendon/ligament-kemik arayiiziiniin tamiri i¢in gesitli
hicre iskelesi modelleri ve greftler 6nerilmistir. Ne var ki tendon/ligament araytzleri
icin tasarlanmis hiicre iskeleleri ¢ogunlukla mineral iceren ve icermeyen tabakalar
halinde [9, 10] tasarlandig1 i¢in ger¢ek tendon/ligament-kemik arayliziindeki
fizyolojik yapry1 temsil etmekten uzaktir. Diger taraftan, giiniimiizde kabul gérmiis
olan rekonstriiksiyon greft malzemelerinin dogal dokuda var olan kademeli yapiy1
olusturmada tam basar1 saglayamadigi ve zamanla tekrar yirtilma olustugu da
bilinmektedir [11-14]. Bu sebeple, yukarida bahsedilen anatomik bolgelerde veya
daha genel anlamda viicuttaki yumusak doku-kemik arayiizlerindeki hasarlarin
sadece mekanik olarak degil ayni1 zamanda biyolojik anlamda kaynasmasina ve dogal
dokudaki ozelliklere sahip olacak bi¢cimde tamirine olanak saglayabilecek yeni

takviye greft veya hiicre iskelelerine gereksinim duyulmaktadir.

Bu ihtiyaglardan yola c¢ikilarak, bu tezde, cerrahi yontemlerle tamir gerektiren ve
cerrahi operasyon sonunda tam olarak iglevlerine kavusmasi saglanamayan omuzdaki
tendon yirtiklarinin nanoteknoloji esasli kompozit hicre iskelesi kullanilarak
kaynastirilmast yaklasimi benimsenmektedir. Calismanin temel hedefi, biyoaktif
bilesenler kullanilarak islevsel olarak kademelendirilmis nanolifli kompozit salim
sistemi gelistirmek ve sistem igindeki biyoaktif bilesenlerin kontrolli salimi
destegiyle mezenkimal kOk hicrelerini uygun biyolojik faaliyetler icin yénlendirerek

tendon-kemik arayiiziindeki fibrokikirdak dokunun yapisini olusturabilmektir.

Erigken ve grubunun daha onceki ¢aligmalari, polikaprolakton malzemesinin elastik
olup biyolojik olarak bozundugunu ve biyoaktif malzemelerin kontrollii salimina
olanak sagladigimi gostermistir [15, 16]. Ek olarak, bu malzemenin nanolifli yapida
uretilirken icine mineral kristallerinin de kademeli artan veya azalan miktarlarda
yerlestirilerek {i¢ boyutlu kompozitin mekanik o6zelliklerinin degistirilebilecegi ve
buna bagli olarak kikirdak-kemik araylizleri uygulamasi ic¢in oldukca elverisli
olabilecegi gosterilmistir [17, 18]. Uretilen bu l¢ boyutlu kompozit malzemenin
uygun biyoaktif maddelerle zenginlestirildiginde, yag dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin dizdeki kikirdak-kemik arayliziine benzer bir yap1

olusturacak sekilde in-vitro stimiile ettigi gézlenmistir [15].



Biyoaktif bilesenler grubunda yer alan biiyiime hormonlarinin tendon-kemik
arayliziindeki yaralanma bdlgesine enjekte edilmesi ile yapilan c¢alismalar,
hormonlarin yarali bolgenin iyilesmesi ve anatomik olarak fonksiyonlarini yeniden
kazanmas! yoniinde destek sagladigini gostermistir [19, 20]. Ornek olarak, TGF-
B3’0n tendon-kemik arayiiziiniin olusmasi ve gelisimi esnasinda bu bolgedeki
hicreler tarafindan salgilandigi [21] g6z Oniine alindiginda, bu hormonun kompozit
hicre iskelesinde yer almasi gerektigi soylenebilir. TGF-f3 aymi zamanda
mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak doku hiicrelerine donlismesinde de etkili
bulunmustur [22]. Benzer sekilde, CTGF hormonunun mezenkimal kok hiicrelerin
tendon hiicrelerine doniismesi igin tek basma yeterli oldugu bilinmektedir [23].
Ayrica, kemik dokusunun inorganik bilesenlerinden olan hidroksiapatit kristallerinin
kemige benzeyen yapilarin olusumuna destek verdigi, hiicrelerin yasamasi ve

cogalmasi i¢in elverigli bir ortam olusturdugu gosterilmistir [24, 25].

Bu bilgiler 1s18inda, bu tezde ortaya atilan hipotez, nanolifli polikaprolakton hiicre
iskelesi icine slrekli kademeli olarak yedirilecek olan nano hidroksiapatit
partikilleriyle TGF-B3 ve CTGF biiyiime hormonlarinin, mezenkimal kok

hlcrelerini fibrokikirdak yap1 olusumu i¢in yonlendirecegi seklindedir.

Bu c¢alismada, hicre iskelelerinin dretimi igin 1930 yilindan beri polimer
cozeltilerden fiber, nanofiber ve fiber kompozitler elde etme amaciyla kullanilan
elektro egirme yontemi tercih edilmistir [26, 27]. Yontem, siringa icine yerlestirilen
iletken bir polimer c¢ozeltisinin, elektriksel potansiyel farki sonucu siringanin
ucundan toplayiciya dogru g¢ekilmesi seklinde gergeklesmektedir. Glnlmuzde bu
yontem farkli modifikasyonlar uygulanarak da kulanilabilmektedir (geleneksel
elektro egirme, ekstriizyon elektro egirme, elektro piiskiirtme, vs.) ancak tim bu
modifikasyonlar kutle, momentum ve elektrik yiklerinin korunumu prensiplerine
dayanmaktadir [28]. Bahsedilen farkli yontemler igerisinde geleneksel elektro egirme
en ¢ok kullanilan yontemdir ve bu yontem, bilesenlerin bir rezervuara yiiklenmesi,
ardindan da olusturulan potansiyel fark sonucu rezervuardan toplayiciya dogru
iletilmesi seklinde tanimlanmaktadir [29]. Fiber elde etmek i¢in kullanilan baska bir
yontem ise, geleneksel yontemin aksine elektro egirme diizenegine ekstriider
eklenmesi ile gelistirilen bir hibrit sistem olan ekstriizyon elektro egirme yontemidir
[16]. Bu hibrit sistem, enjeksiyon ve diger besleme girislerinin varlig1 sayesinde es

zamanl1 olarak farkli sivi/kati bilesenlerin siirece eklenmesine olanak saglamaktadir.



Bilesenlerin, ortama zamana bagli olarak ilave edilebilmesi, ekstriizyon elektro
egirme yonteminin en bilyiik avantajlarindan biridir. Bu da kompozisyonu fiber mat
kalinlig1 boyunca kademeli degisen fiber esashi hiicre iskeleleri liretmeye olanak
saglamaktadir. Bir bagka hibrit sistem olan elektro piiskiirtme tekniginde ise, hava
piiskiirtiicii ve elektro egirme ydntemleri birlikte kullanilmaktadir [30, 31]. igneden
puskiirtilen polimer soliisyonu ile birlikte, {iretim kapasitesini arttirmak ve
puskiirtme yoniinii kontrol etmek amaciyla, bu igneyi saran bir gaz piiskiirtiicii de

bulunmaktadir.

Rejeneratif miithendislik baglaminda, elektro egirme islemi kemik, kikirdak, tendon,
ligament ve deri gibi c¢esitli doku rejenerasyonu uygulamalarinda kullanilmaktadir
[32]. Daha da 6nemlisi, elektro egirme yontemi, bilesenlerin konuma bagli olarak
degistigi kikirdak-kemik, tendon-kemik, ligament-kemik ve tendon-kas gibi doku
araylizlerinin rejenerasyonu/onarimi  i¢in kademeli yapida hiicre iskeleleri

tiretilmesini saglayabilmektedir [15, 18].

Deneysel arastirmalar bir¢cok polimerik biyomalzemenin elektro egirme islemine
uygun oldugunu gostermektedir. Ayrica, polikaprolakton (PCL), Amerikan Gida ve
[lag Dairesi (FDA) tarafindan ¢esitli biyomedikal iiriinlerde kullanilmak amaciyla
onaylanmis olup, doku miihendisligi uygulamalarinda elektro egirme isleminde
kullanilmaktadir. Literatiirde, osteokondral doku rejenerasyonu uygulamalari igin
PCL ve beta trikalsiyum fosfat (beta-TCP) nanopartikiillerinden elektro egirme
yontemi ile kademeli kompozit fiber aglarin elde edildigi ¢alismalar bulunmaktadir
[18]. Yapilan testler, in-vitro hlcre uyumunu (sitokompatibilite) ve adipdz kokenli

kok hiicrelerden dogal doku olusumunu dogrulamaktadir [15].

Elektro egirme ile olusturulan yapilarda katmanlar arasi kademe, siire¢ sirasinda
yapilan modifikasyonlarla saglanabilmektedir. Ekstriizyon elektro egirme
yonteminde, karistirma ve basinglandirma islemleri doner vidalar ile
gerceklestirilmektedir [16]. Kademeli yapi ise her bilesenin besleme oraninin
kontroliiyle saglanmaktadir. Bagka bir modifikasyon ise soliisyon ve siispansiyonun
iki farkli siringadan ignenin bagli oldugu tek bir kanala pompalanmasi ve elektrik
alan uygulanmasi seklinde gergeklestirilmektedir [33] ve bu islem sirasinda kademeli
yapt iki farkli siringanin bagli oldugu pompalarin hizinin ayarlanmasi ile elde
edilmektedir. Ugiincii modifikasyon ise iki siringanin paralel veya karsilikl

konumlandirilmas: ile elde edilmektedir (Or: coklu-igneli elektro egirme).
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Bahsedilen iki modifikasyon da kompozit mat yapilar elde etmek igin Onceki
calismalarda kullamlmustir. Ornegin, karsilikli elektro egirme sistemi proteaz-
bozunur ve bozunmaz metakrilat peptit hiyaliironik asit bilesenlerinin kullanildig1 bir
calismada uygulanmistir [34]. Baska bir calismada ise ligament-kemik arayiiz
uygulamalar igin, hidroksiapatit mineral nanopartikiillerinin kademeli bulundugu
fiber mat, PCL ve poliestertiretan malzemelerinin karisimi ile elde edilmistir. Bu
calismada, mineral partikiillerin = varligi, X-Ray kirmmimi, enerji-dagilim
spektroskopisi ile dogrulanmis, islevselligi ise biyomekanik testler ve hiicre

calismalariyla 6lgiilmiistiir [35].

Bu tez kapsamindaki ilk ¢alismada, model malzeme olarak belirlenen
nanohidroksiapatit (nHA) konsantrasyonu %20 olacak sekilde, karsilikli iki siringa
pompast kullanilarak, ¢oklu elektro egirme yontemi ile siirekli kademeli PCL-nHA
kompozit yapilar {iretilmis olup, Orneklere yedirilmis olan nHA miktar
termogravimetrik analiz ile tayin edilmis ve ayni1 zamanda mineral miktarinin fiber
caplarina, hidrofiliteye ve gozeneklilik ile gézenek ¢apina olan etkisi arastirilmistir.
Daha sonra biiylime hormonu ve mineral igeren hiicre iskeleleri iiretilerek salim ve
hiicre ¢aligsmalar1 yapilmistir. Calisma i¢in PCL’in secilmesinin sebebi ise Gida ve
[lag Yénetimi (FDA) tarafindan onayli olmasi ve tendon doku miihendisligi
caligmalarinda siklikla kullanilmig olmasidir [36]. Kompozit yapiy1 olusturmak igin
nHA kullanilmasinin sebebi ise kemik dokunun ana bilesenlerinden biri olmasidir
[37]. PCL ve nHA bilesenlerinin elektro egirme yontemi ile besleme hizlar
degistirilerek olusturulan siirekli kademeli yap1 tendon-kemik arayiiz uygulamalari
icin oldukca uygundur. Tendon-kemik arayiiziindeki mineral igeriginin arayiiz
boyunca kademeli olarak degistigi literatiirdeki calismalarda gdsterilmis ve kabul

edilmistir [7].

Araylizlerin katmanlar arasindaki piirlizsiiz gegis gostermesi ve kompleks yapisi
sebebiyle, arayliz doku miihendisliginde kullanilacak biyomimetik hiicre
iskelelerinin tasarimi ve proses edilmesi olduk¢a zordur. Ornegin, Fisher siganmin
supraspinatus tendon-kemik arayiiziindeki bir arastirma, mineral igeriginin yaklasik
120 pm ¢oziiniirliikte degistigini gostermistir [7]. 1ki homojen malzeme arasindaki
malzeme Ozelliklerinde ani bir degisiklik genellikle arayiizde biriken yiiksek stres

konsantrasyonlart nedeniyle mekanik ¢okmeye yol agtigindan, fizyolojik olgekte



gradyanlara sahip yapilarin tiretiminin, dogal dokularin yapilarini ve islevlerini daha

iyi taklit etmek icin gereklilik oldugu kabul edilmektedir.

Bu baglamda, tendon-kemik doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre iskelesi
tiretmek i¢in daha once yapilmis olan girisimler, bilesenlerin konsantrasyonu bazinda
kademeli [38] veya iki-katmanli (mineralize ve mineralize olmayan) yaklasimlar
olarak smiflandirilabilir [9, 39]. Bununla birlikte, araylzlerin rejenerasyonunda
kullanilacak fizyolojik olarak iligkili 0Olcekte, fonksiyonel biyomalzemeleri
tasarlamak ve tretmek gerekmektedir ve bu calisma, bu spesifik ihtiyaci karsilamay1
amaglamaktadir. Calismada olusturulan kompozit matlar, tendon-kemik doku
mithendisligi uygulamasinda hiicre iskelesi olarak kullanilabilecek model sistemler
olmakla birlikte, ayn1 zamanda, arayiiz i¢in hiicre iskelesi tiretiminde {iretim
proseslerini  karsilagtirmak igin kullanilabilecek yontemler havuzuna katkida
bulunacaktir. Daha genis kapsamda diistiniildiigiinde, bu ¢alismanin, tendon-kemik
arayiiziine ek olarak diger arayiiz doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in de yararh

olabilecek veriler ortaya ¢ikarmasi beklenmektedir.






2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1 PCL Nanolifler I¢ine Elektro Egirme Yontemiyle Katki Maddesi Ekleme:
Nanohidroksiapatit ile Proses Dogrulama

2.1.1 Malzeme ve cihazlar

Polikaprolakton  (PCL, Cat#440744), diklorometan (DCM, Cat#676853),
dimetilformamid (DMF, Cat#D158550) ve hidroksiapatit (nHA, Cat#677418)
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, A.B.D.’den alinmistir. Sonikator (Cat#142-1130)
Bandelin, Berlin, Almanya’dan alinmistir. Vorteks karistirict (Model VX14018092)
Bio-Active, Bangkok, Tayland iiriiniidiir. Siringa pompalart (Model NE-300) New
Era Pump Systems, Farmingdale, NY, A.B.D.’den alinmistir. Termogravimetrik
analiz cihazi (TGA-Q50) TA Instruments, New Castle, DE, A.B.D. Urin0dar.
Taramali elektron mikroskobu (Quanta 200) FEI, Hillsboro, OR, A.B.D.’den
alinmugtir. Optik tensiyometre (Model T200KSV) Biolin, Stockholm, Isve¢’den
almmistir. ImageJ yazilimmi NIH, Bethesda, MD, A.B.D.’den indirmek mumkuandr.

2.1.2 PCL soluisyonu ve hidroksiapatit sispansiyonunun hazirlanmasi

Nanofiber yapilar elektro egirme ydntemi kullanilarak hazirlanmistir. Ozetle, PCL
soliisyonunu hazirlamak igin, molekiil agirligi 80,000 olan PCL, derisimi 20/100
(g/mL) olacak sekilde DMF ve DCM solventleriyle karisirilmistir. Solventlerin
birbiri igindeki oranmi ise (DMF/DCM) 2/3’tiir. Hidroksiapatit suspansiyonunu
hazirlamak icin nHA partikulleri 200 pl DMF icerisine konularak 1 saat sonikatrde
islem gormiistiir. Daha sonra, fiber matlarin igerisindeki mineral konsantrasyonunun
kiitlece %20 olmasi i¢in, PCL soliisyonunu ile oran1 0,2/1,0 (g/g) olacak sekilde
birlestirilmistir. Soliisyon ve siispansiyon 5 saat boyunca vorteks mikserde islem
gormiistir. Hidroksiapatit miktar1 polikaprolakton i¢ine c¢ok fazla miktarda
yedirildiginde elektro egirme prosesinde diizensizliklere (tikanma, heterojen
kompozisyon gibi) sebep olabilmekte ve elde edilen fiber mat diizensiz yiizey

Ozelliklerine sahip olabilmektedir. Bu sebeple bu bélimde ve hiicre ¢alismalarinda



agirlikga %20 oraninda hidroksiapatit kullanilmistir. Mekanik test 6lgtimlerinde ise
%16 orani kullanilmistir.

PCL hicre iskelesi tretimi polimerin konsantrasyonu, akis hizi, voltaj, igne i¢ ¢api,
mandrelin donme hiz1 gibi gesitli parametrelere baglidir. Bu sebeple iist paragrafta
belirtilen sekilde bir PCL ¢ozeltisi hazirlanmadan once optimizasyon g¢alismalari
yapilmigtir. Optimizasyon sonunda elde edilen hiicre iskelesi malzeme bilesenleri ve
proses parametreleri asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 2.1). Cizelge 2.1°den
goriildiigii gibi, elektro egirme prosesinin gerceklestirilmesi bircok parametreye
baghdir. Bu parametrelerdeki kiiciik degisiklikler lif kalitesini (yuzey, cap, vb.)

etkilediginden, parametrelerin siki kontrol edilmesi gerekmektedir.

Cizelge 2.1: Elektro egirmede optimizasyon i¢in kullanilan malzeme bilesenleri ve
proses parametreleri.

Malzeme bilesenleri Proses parametreleri
NUMUne PCL | DMF | DCM | Akis hiz1 | Mesafe | Voltaj | Igne i¢ cap
@@r) | (mL) | (mL) | (mL/h) (cm) (kV) (mm)
%16 0,8 2,0 3,0 1,0 12 15 0,8
%20 1,0 2,0 3,0 1,0 12 15 0,8
%24 1,2 2,0 3,0 1,0 12 15 0,8
%30 1,5 2,0 3,0 1,0 12 15 0,8

2.1.3 Karsilikh siringalar ile coklu elektro egirme yontemi

PCL solisyonu ve nHA siispansiyonu, i¢ ¢ap1 yaklasik 0,8 mm ve 18 gauge olan
ignelerin bagl oldugu siringalara aktarilmis ve bu siringalar iki farkli siringa
pompasina yerlestirilerek, ortada toplayict mandrel (mandrel ¢ap1: 10cm, donme hizi
2000 rpm) olacak sekilde karsilikli konumlandirilmiglardir (Resim 2.1).
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Resim 2.1: Karsilikli siringalar ile ¢oklu elektro egirme diizenegi

Igne uclartyla silindirin arasindaki mesafe deney boyunca 12 cm olarak ayarlanarak,
sisteme 15 kV potansiyel fark uygulanmistir. Pompalarin hizi, PCL soliisyonu akis
hizinin 1.0 mL/saat’ten 0.0 mL/saat’e kadar azalmasi, nHA siispansiyonunun akis
hizinin ise PCL’in tersine 0.0 mL/saat’ten 1.0 mL/saat’e ulasacak sekilde arttirilmasi
igin saatte 0,14 birim degisecek sekilde ayarlanmistir. Deney her drnek igin toplam
akis hiz1 1.0 mL/h olacak sekilde tasarlanmig ve deneyin tamamlanmasi yaklasik 8

saati bulmustur (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 : islem sirasinda karsilikli siringalardaki stvilarin akis hizlari.

PCL PCL-nHA | Toplam Akis Hiz1
(mL/h) (mL/h) (mL/h)

1.00 0.00 1.00

0.86 0.14 1.00

0.72 0.28 1.00

0.58 0.42 1.00

0.44 0.56 1.00

0.30 0.70 1.00

0.16 0.84 1.00

0.00 1.00 1.00
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2.1.4 Fiber matlarin karakterizasyonu

2.1.4.1 nHA partikullerinin kiitle dagilim

Hicre iskelesi igindeki nHA partikiillerinin varliklar1 ve miktarlari, her bir hicre
iskelesinin 8 esit bdolmesinden alinan numunelerden, termogravimetrik analiz
yontemi kullanilarak Ol¢iilmiistiir. PCL-nHA hicre iskelelerinde bulunan nHA
agirlik fraksiyonu, 40°C/dak'da 25°C'den 660°C'ye isitildiktan sonra geri kalan
madde miktari ile belirlenmistir. Boylece, nHA partikullerinin hiicre iskelesi kalinligi

oo

boyunca nasil degistigi gozlemlenebilmistir.

2.1.4.2 Fiber cap1 ve yiizey ozellikleri

Fiber matlarin ¢ap, sekil ve ylizey Ozellikleri SEM goriintiileri kullanilarak
degerlendirilmistir. YUzeydeki mineral varligi EDS spektrumu ile de dogrulanmustir.
Fiber caplart SEM goriintiileri kullanilarak, ImageJ programi ile hesaplanmistir
(n=3/grup). Kisaca, her goriintii 5 dikey ¢izgi ile boliinmiis ve bu c¢izgileri kesen
fiberlerin ¢aplar1 hesaplanmistir (n=40fiber/goriintii). Bu fiberlerin ¢aplar1 Image] ile

Ol¢iilmiis ardindan ortalama fiber ¢aplar1 hesaplanmustir.

2.1.4.3 Porozite ve por gapi
Hicre iskelelerinin porozitesi goriiniir (yigin) yogunluk degerleri kullanilarak

asagidaki denklemden hesaplanmistir (p,: gercek yogunluk, p,: goriiniir yogunluk ve

€. porozite) :

£=1-(p,/p) @.1)

Gorliniir yogunluk dikdértgen prizma seklindeki orneklerin agirliklarinin hacimlerine

boliinmesiyle elde edilmistir.

Por biiyiikligii, porlar arasindaki en kisa ve en uzun mesafelerin Olciilmesi ve
ortalamalarinin alinmasiyla elde edilmistir (n=3/grup). Olclimler icin Imagel
programi kullanlmis, her SEM goriintiisii i¢in yaklasik 30 deger kaydedilmis ve ¢ap
dagilimi degerlendirilmistir. Eldeki iicer 6rnegin ortalamasi alinip ortalama por ¢ap

dagilim1 bulunmustur.
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2.1.4.4 Temas agisi

Fiber kompozitlerin PCL-zengin ve nHA-zengin yiizeylerinin temas agis1 teta optik
tensiyometre kullanilarak sabit damla metodu ile olgiilmistir. Bunun igin, 2ul
deiyonize su damlasi yiizeylerin iizerine yerlestirilmis ve 5 saniye icerisinde gorintu

aliarak ImagelJ programui ile temas agis1 dlgtimleri yapilmistir (n=3/grup).

2.1.4.5 Mekanik testler

Hiicre iskelelerinin farkli derinliklerinden numune almak miimkiin olmadigindan,
kademeli hticre iskelesinin yiizeyden farkli derinliklerdeki durumu temsilen, farkli
oranlarda nHA iceren hicre iskeleleri iiretilmis ve mekanik davranislar
incelenmistir. NHA icermeyen hiicre iskelesi, kademeli hiicre iskelesinin bir yizeyini
temsil ederken %16 nHA iceren hicre iskelesi de diger yiizeyini temsil etmektedir.
Kademeli hcre iskelelerine, Instron cihazi ile hizi 5 mm/dak olacak sekilde ¢ekme

uygulanmistir (n=3).

2.1.5 istatistik

Fiber kompozitlerin PCL-zengin ve nHA-zengin ylzeylerinin gézenek biiyiikligii,
temas agis1 ve cap Olclimleri t—testi kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilen p degerleri 0,05

veya daha diisiik olarak kabul edilmistir.

2.2 Biiyiime Hormonlu ve Siirekli Kademeli PCL Hiicre Iskelelerinin

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu tezin amagclarindan biri de mezenkimal kok hiicrelerin doniisiimiinii saglayan
biyoaktif maddeleri (CTGF ve TGF-B3) PCL hucre iskelelerinin icerisine yedirmek
ve nHA ile birlikte strekli kademeli bir hucre iskelesi elde etmektir. CTGF’in
mezenkimal kok hiicrelerinin fibroblasta doniismesinde etkili oldugu, TGF-f3’iin de
arayliz gelisimi esnasinda fibrokikirdak arayiiz bolgesinde salgilandigi bilinmektedir.
nHA ise kemikte en fazla miktarda bulunan mineraldir. Tezin bu bd&liminde
biiyiime hormonu yedirilmis siirekli kademeli hiicre iskelesinin tiretimi ele alinmis ve
karakterizasyon caligmalari sunulmustur. Hiicre iskeleleri karsilikli elektro egirme
yontemi kullanilarak elde edilmis ve biliylime hormonu iceren hiicre iskelelerinin

salim ¢alismalar1 yapilmistir.
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2.2.1 Malzeme ve cihazlar

Polikaprolakton  (PCL, Cat#440744), diklorometan (DCM, Cat#676853),
dimetilformamid (DMF, Cat#D158550), bovin serum albumin (BSA, Cat#A9418-
10G) ve hidroksiapatit (nHA, Cat#677418) Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
A.B.D.’den, bag doku biiyiime faktorii (CTGF, Cat#RGB10107020) Meditek R&D,
Ankara, Tiirkiye’den ve doniistiiriicii bliylime faktorii-p3 (TGF- B3, Cat#228-11497-
2) RayBiotech, Norcross, Georgia, A.B.D.’den alinmistir. CTGF (Cat#LS-F557) ve
TGF-B3 (Cat#LS-F657) ELISA Kitler ise LifeSpan Biosciences, Seattle, WA,
A.B.D.’den temin edilmistir. Sonikatér (Cat#142-1130) Bandelin, Berlin,
Almanya’dan alimmustir. Vorteks karistirict (Model VX14018092) Bio-Active,
Bangkok, Tayland iiriiniidiir. Siringa pompalart (Model NE-300) New Era Pump
Systems, Farmingdale, NY, A.B.D.’den alinmistir. Taramali elektron mikroskobu
(Quanta 200) FEI, Hillsboro, OR, A.B.D.’den alinmistir. Optik tensiyometre (Model
T200KSV) Biolin, Stockholm, Isve¢’den almmustir. Image] yazilimini NIH,
Bethesda, MD, A.B.D.’den indirmek mimkindur.

2.2.2 PCL/CTGF ve PCL/TGF-3 hiicre iskelelerini iiretimi ve
karakterizasyonu

2.2.2.1 PCL solusyonu ve buyume faktdrlerinin hazirlamsi

Bag doku ve doniistiiriicii bliyiime faktorlerini hazirlamak igin, 6ncelikle molekdl
agirligr 80,000 olan PCL, derisimi 20/100 (g/mL) olacak sekilde DMF ve DCM
solventleriyle karigtirilmistir. Solventlerin birbiri i¢indeki orani ise 2/3’tiir. PCL
soliisyonundan her bir biiylime faktorii i¢cin kullanilmak iizere 2 adet hazirlanmistir.
Daha sonra bu soliisyonlara, PCL soliisyonu ile orant 0,1/1,0 (g/g) olacak sekilde,
havanda ogiitiilmiis bovin serum albimin (BSA) ecklenmistir. BSA, biiylime
faktorlerinin polimer yiizeylere tutunmasini engellemek amaciyla koruyucu olarak
kullanilmustir [40]. BSA eklendikten sonra soliisyonlar yarim saat boyunca vorteks
mikserde islem gérmiistiir. Daha sonra her bir soliisyona, net 10ug bilylime faktori
igerecek sekilde 40ul biiylime faktorii solisyonu (10ug/40uL, %0.1 BSA iginde

¢Oziilmiistiir) eklenmis ve tekrar yarim saat vorteks mikserde karigma saglanmistir.
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2.2.2.2 Elektro egirme yontemi ile hiicre iskelesi iiretimi

PCL ve biiyiime faktorlerinden olusan soliisyonlar i¢ ¢ap1 yaklasik 0,8mm ve 18
gauge olan ignelerin bagli oldugu siringalara aktarilmis, siringalar siringa pompasina
yerlestirilmis ve toplayict mandrel ortada olacak sekilde (yaklasik 10 m/s, 2000rpm,
ile donen silindir) konumlandirilmiglardir. Her bir soliisyonun elektro egirme siireci

ayr1 gergeklestirilmistir.

Igne uglariyla silindirin arasindaki mesafe deney boyunca 13 cm olarak ayarlanmus
ve sisteme 10-15 kV arast potansiyel fark uygulanmistir. Pompalarin hizi,
soliisyonlarmn akis hizi 1.0 mL/saat olacak sekilde ayarlanmis olup deneylerin

tamamlanmasi yaklasik 6 saati bulmustur.

2.2.2.3 Fiber matlarin karakterizasyonu

Fiber matlarin cap, sekil ve yiizey Ozellikleri SEM goériintiileri kullanilarak
degerlendirilmistir. Fiber ¢aplar1 SEM goriintiileri kullanilarak, Imagel] programi ile
hesaplanmistir (n=3/grup). Kisaca, her goriintii 5 dikey cizgi ile boliinmiis ve bu
cizgileri kesen fiberlerin ¢aplar1 hesaplanmistir (n=40fiber/goriintii). Bu fiberlerin

caplar1 ImagelJ programi ile 6l¢iilmiis ardindan ortalama fiber ¢aplar1 hesaplanmustir.

2.2.2.4 CTGF ve TGF-p3 salim calismalari

CTGF ve TGF-B3 igeren hiicre iskelelerinden, her gruptan n=3 olacak sekilde,
1cmxlcm biytikligiinde pargalar kesilerek 1,5 mL PBS igerisinde bekletilmistir.
PBS icerisinden 3,7,14 ve 28. glnlerde drnekler toplanmis ve toplanan miktar yerine
yeni 1,5 mL PBS eklenmistir. Toplanan numunenin yerine yeni PBS eklenmesi
yontemi dinamik salinim testi olarak bilinmektedir. Ticari ELISA Kkitler ile Uretici
firmanin tavsiyesine gore biiyiime faktorlerinin salimlarina bakilmigstir. Ozetle
aciklamak gerekirse, kat1 fazda yakalama antikorunun immobilize edildigi
kuyucuklara 6rnekler konulmus ve daha sonra yakalama antikoru eklenmistir. Bu
basamaklar esnasinda ¢oklu yikama yapilarak baglanmayan antikorlar ve antijenler
ortamdan uzaklastirilmigtir. Son basamakta ise substrat, yakalama antikoruna bagh
enzimle reaksiyona girerek orneklerde renk degisimine neden olmustur. Bu renk
degisimi (her iki buylime hormonu igin aymi protokol uygulanmistir) plaka
okuyucuda 450 nm’de okunmus ve standart egri bazinda salim miktarlar
hesaplanmistir. Sandvi¢ ELISA, ¢ok spesifik olmasi ve kullanilmadan dnce antijen

saflagtirilmasina gerek olmadigi i¢in tercih edilmistir.
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2.2.3 PCL/NHA/CTGF/TGF-B3 iceren siirekli kademeli kompozit hiicre
iskelelerinin Gretilmesi

2.2.3.1 PCL solusyonu, hidroksiapatit stispansiyonu ve buytume faktorlerinin
hazirlanmasi

Nanofiber yapilar elektro egirme yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Ozetle, PCL
soliisyonunu hazirlamak i¢in, molekiil agirlig1 80,000 olan PCL, oran1 20/100 (g/mL)
olacak sekilde DMF ve DCM solventleriyle karisirilmistir. Solventlerin birbiri
icindeki orani ise 2/3’tiir. Hidroksiapatit siispansiyonunu hazirlamak igin nHA
partikulleri 200ul DMF igerisine konularak 1 saat sonikatdrde islem gormiistiir. Daha
sonra, fiber matlarin igerisindeki mineral konsantrasyonunun kiitlece %20 olmasi
icin, PCL soliisyonunu ile orani 0,2/1,0 (g/g) olacak sekilde birlestirilmistir.

Soliisyon ve siispansiyon 5 saat boyunca vorteks mikserde igslem gérmiistiir.

Bag doku ve doniistiiriicii bliylime faktorleri igeren hiicre iskelesi hazirlamak igin,
molekiil agirhigi 80,000 olan PCL, oran1 20/100 (g/mL) olacak sekilde DMF ve DCM
solventleriyle karigirilmistir. Solventlerin birbiri i¢indeki orani ise 2/3’tiir. PCL
sollisyonundan her bir biiylime faktorii i¢in kullanilmak iizere 2 adet hazirlanmstir.
Daha sonra bu soliisyonlara, PCL soliisyonu ile oran1 0,1/1 (g/g) olacak sekilde bovin
serum albimin (BSA) eklenmistir. BSA, biiyiime faktorlerinin polimer ylzeylerine
yapismasini 6nlemek amaciyla koruyucu olarak kullanilmistir. BSA eklendikten
sonra soliisyonlar yarim saat boyunca vorteks mikserde islem gormiistiir. Daha sonra
her bir solusyona 10pg biiylime faktorii igerecek sekilde 40ul biiyiime faktorii
stispansiyonu (10ug/40uL, %0.1 BSA iginde ¢6ziilmiistiir) eklenmis ve tekrar yarim

saat vorteks mikserde karigsma saglanmistir.

2.2.3.2 Uclii elektro egirme yontemi ile hiicre iskelesi iiretimi

PCL-nHA suUspansiyonu ve biiyiime faktorlerinin oldugu soliisyonlar, i¢c cap1
yaklasik 0,8 mm ve 18 gauge olan ignelerin bagli oldugu siringalara aktarilmistir. Bu
siringalar (PCL-nHA, PCL-CTGF ve PCL-TGF-B3 olmak iizere) U¢ farkli siringa
pompasina yerlestirilmis ve bu pompalar ortada toplayict mandrel (~10m/s hizinda,
2000rpm, donen silindir) olacak sekilde karsilikli konumlandirilmiglardir (Resim 2.2,
Resim 2.3).
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Resim 2.2: Siirekli kademeli hiicre iskelesi elde etmek i¢in kullanilan tiglii elektro
egime diizenegi

Resim 2.3: Uglii elektro egirme sistemindeki siringalarda g6zlemlenen Taylor
konileri (a) PCL/CTGF soliisyonu igeren siringadaki Taylor konisi, (b) PCL/TGF-$3
sollisyonu iceren siringadaki Taylor konisi, (¢) PCL/nHA stispansiyonu iceren
siringadaki Taylor konisi.

igne uclariyla silindirin arasindaki mesafe deney boyunca 13 cm olarak ayarlanmis
olup, sisteme 10-15 kV aras1 potansiyel fark uygulanmistir. Pompalarin hizi, PCL-
nHA siispansiyonunun akis hiz1 1.0 mL/saat’ten 0.0 mL/saat’e kadar azalacak, PCL-
CTGF sollisyonunun akis hizin ise PCL-nHA tersine 0.0 mL/saat’ten 1.0 mL/saat’e
ulasacak sekilde saatte 0,11 birim degisecek bicimde ayarlanmistir. Dogal dokudaki
arayiiz bolgesini mimik etmek amaciyla, hiicre iskelesinin sadece orta kisminda
bulunacak sekilde, deney diizenegine yukaridan monte edilen siringa pompasi
yardimiyla PCL-TGF-B3 soliisyonunun elektro egirme islemi de gerceklestirilmistir.
PCL-nHA ve PCL-CTGF soliisyonlarinin bulundugu siringa pompalart PCL-TGF-B3
soliisyonun elektro egirme islemi sirasinda durdurulmustur. Deney, her 6rnek igin
toplam akis hiz1 1.0 mL/saat olacak sekilde tasarlanmis ve deneyin tamamlanmasi

yaklagik 8 saati bulmustur (Cizelge 2.3)
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Cizelge 2.3 : Islem sirasinda siringalardaki sivilarin akis hizlari ve hiicre iskelesi
icindeki teorik buytime faktorii miktarlari.

PeL- | PCL 1 PEL T A CTGF TGF-p3
NHA | CTGF | TGF-B3 | Miktar1 | Miktar Miktar:
(mL/h) | (mim) | (musmy | ©@¥109) | (@x10%) | (gx10%)
0 1,00 0 0 9,09 0
0,11 | 0,89 0 21.530 8,01 0
0,22 | 0,78 0 42.150 6,95 0
0,22 | 045 0,33 | 42.150 4,13 3,06
0,30 | 0,37 0,33 | 56.600 3,37 3,02
0,37 | 0,30 0,33 | 68.900 2,72 2,98
067 | 0,33 0 118.170 2,83 0
0,78 | 0,22 0 134.950 1,87 0
089 | 0,11 0 151.100 0,93 0
1,00 0 0 166.670 0 0

2.2.3.3 Fiber matin karakterizasyonu

Fiber matlarin c¢ap, sekil ve yiizey Ozellikleri SEM goriintiileri kullanilarak
degerlendirilmistir. Fiber ¢aplar1 ve dizilimleri SEM goriintiileri kullanilarak, ImageJ
programi ile hesaplanmistir (n=3/grup). Kisaca, her goriinti 5 dikey cizgi ile
bolinmiis ve bu ¢izgileri kesen fiberlerin ¢aplari ve dizilimleri hesaplanmistir
(40fiber/goruntu).

2.3 Insan Kemik iliginden Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin iskeleler

Uzerindeki Davramslar:

Bu bolumde PCL, PCL/nHA, PCL/CTGF, PCL/TGF-B3 ve siireki kademeli
PCL/NHA/CTGF/TGF-B3 hiicre iskelelerine hiicre ekimi ve karakterizasyonu
degerlendirilmistir. Calismanin hipotezi, biyoaktif madde yedirilmis PCL hiicre
iskelelerinin hiicre doniisiimiinii, ¢ogalmasini artiracagi seklinde tanimlandigindan,
tezin en son caligmasi hiicre kiiltiiri ve karakterizasyon iizerine yapilmistir. Hiicre
ekildikten sonra hicre iskelelerinin karakterizasyonunda, SEM gdérintulerine, hicre
proliferasyonuna, Giemsa, Safranin-O ve Picrosirious kirmizisi ile sirasiyla matriks

bilesenleri dagilimina, GAG iiretimine ve kolajen iiretimine bakilmistir.
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2.3.1 Malzeme ve cihazlar

Calismalarda kullanilan insan mezenkimal kok hiicre hattt Gililhane Egitim ve
Arastirma Hastanesi’'nden (Hiicre temini esnasindaki adi Giilhane Askeri Tip
Akademisi) Dog¢.Dr. Yildirrm Karslioglu ve ekibi tarafindan, temin edilmistir.
Dulbecco’nun modifiye edilmis besiyeri (D6046-500ML), tripsin-EDTA soliisyonu
(T4049-100ML), etanol (32222-2.5L), formaldehit (252549-1L), sodyum fosfat
monobasic (S5011-100G), Triton-X (T9284-100ML), cetylpyridinum chloride
(C9002-25G), kakodilik asit (C0250-10G), polivinil alkol (P8136-250G),
paraformaldehit (158127-5G), gluteraldehit (G6403-100ML) ve asetik asit (27225-
2.5L), Sigma-Aldrich, St Louis, MO, A.B.D.’den alinmistir. PBS (AIE-404-100)
Amresco’dan temin edilmistir. Esansiyel olmayan amino asitler (BIO1-340-1B),
penisilin-streptomisin (BIO4-007-1B), gentamisin (41-503-1), amfoterisin-B (BIO3-
028-1B) ve fetal bovine serum (B104-007-1B) Biological Industries, Cromwell, CT,
USA’den alinmigtir. DNA proliferasyonu i¢in kullanilan EZQuant dsDNA
Quantitation Kit (K900-2000) ve kolajen iiretimi igin kullanilan Total Collagen
Assay (K218-100) Biovision firmasindan temin edilmistir. Florasan okuyucu
Molecular Devices (Spectramax M?2), Kaliforniya, A.B.D.’den temin edilmistir.
Hiicrelerin dogal ortamini saglamakta kullanilan karbondioksit inkiibatori (Model:
371) ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan biyogiivenlik kabini (41679468,
S2020) Thermo Scientific 0rinddir. Kantitatif DNA c¢alismalarinda 6rnek
hazirlanmasi i¢in kullanilan doku homojenizatorii (giic kaynagi: GM2070, bas kismi:
UW2070) Bandelin Sonoplus’tan temin edilmistir. Hiicre ekilmis iskelelerinden

alian kesitlerin goriintiilenmesi i¢in Leica DM2500 mikroskop kullanilmistir.

2.3.2 Hiicre iskelelerinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Hicre iskeleleri dnce 2cmx2cm’lik plakalar halinde kesilmis ve her seridin 3 ayri
bolgesinden kalinlik Olgtimii yapilmistir. Daha sonra hiicre iskeleleri aliminyum
folyodan cikartilmistir. Her hiicre iskelesinin agirhigi da olgiilerek not edilmistir.
Hiicre iskelelerinin her iki yiizii 20’ser dakika ultraviyole 1g1ga maruz birakilarak
sterilize edilirken, o-ring ve silindirik yuvalar ise %70’lik etanol icerisinde bekletilip
ardindan ultraviyole 1s1ga maruz birakilarak sterilize edilmiglerdir. Akabinde, matlar

o-ring ile silindirik yuvalara tutturulmustur (Resim 2.4).
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Resim 2.4: Hucre ekimi icin hiicre iskelesi hazirlanmasi

2.3.3 Huicre ekimi

Her c¢alisma grubu i¢in 3 adet (1, 7 ve 14. giinler i¢in) 12’lik hiicre plakasi
hazirlanmistir. Plakalarin {izerine, iglerine konulan hiicre iskelelerinin agirlik ve
kalinliklar1 yazilmistir (n=10). Hiicre ekiminden 1 giin 6nce plakalara 2’ser mL
DMEM (%1 FBS) konulmus ve ertesi giin besiyerleri vakum pompasit vasitasiyla
cekilerek, hucreler 10uL stispansiyonda 20,000 hicre olacak sekilde hiicre
iskelelerine ekilmistir. Kullanilan besiyeri %1 FBS, %1 P/S, %1 NEAA ve %0,1
AMP-B icermektedir. Hiicrelerin hiicre iskelesine tutunmasi i¢in 20 dakika
beklenmis ve sonra plakalara 2mL besiyeri konulmustur. Her iki giinde bir besiyeri
degistirilmis ve besiyeri 6rnegi toplanmustir. 1. 7. ve 14. giinde ise plakalardaki hiicre
iskeleleri toplanarak hiicre proliferasyonu, histoloji ¢calismalar1 ve SEM calismalari
icin hazirlanmistir. Hicre calismalar i¢in 9 grup kullanilmistir. PCL, PCL/nHA,
PCL/CTGF, PCL/TGF-B3 ve siirekli kademeli hiicre iskeleleri ana gruplardir.
Bunlarin yaninda, CTGF ve TGF-B3 biiyiime hormonlarinin harici olarak eklendigi
kontrol gruplar1 da olusturulmustur. Bu gruplarda hiicre iskelesi olarak PCL hiicre
iskeleleri kullanilmig ancak gruplardan birinin besiyerine CTGF, birininkine TGF-
B3 ve son grubun besiyerine hem CTGF hem TGF-3 konulmus ve hiicre tutunumu,
cogalmasi ve donligsiimii incelenmistir. Ayrica, hiicrelerin sadece plaka yizeylerine

ekildigi bir grup daha olusturulmustur.
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2.3.4 Hucre proliferasyonu

Hiicre proliferasyon caligsmasi ticari bir kit olan EZQuant dsDNA Quantitation Kit
ile yapilmustir. Olgiimler yapilmadan oOnce oOrnekler (n=5/grup) o&lgiim igin
hazirlanmistir. Hucre iskeleleri ve kontrol grubu (hicre iskelesi olmadan hiicre

plakasina ekilen grup) i¢in farkli hazirlama protokoller uygulanmistir.

Hiicre iskelelerinin oldugu 6rneklerden oncelikle besiyerleri aspire edilmis ve 1mL
steril PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra 6rnekler o-ring ve silindirik yuvalardan
ayrilmus, her iki tarafi yumusak bir peceteye emdirilerek kurutulmus ve dnceden bos
olarak tartilan 1,5 mL sentrifijj tiiplerine konularak tartilmigtir. Ardindan 6rneklerin
uzerine ImL %0,1 Triton X ¢ozeltisini konulmus, doku homojenizatoriinde 10 saniye

homojenize edildikten sonra dlgiimler yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Kontrol grubunda (n=5) ise besiyeri aspire edilip, ImL steril PBS ile yikandiktan
sonra kuyulara 500ul %0,1 Triton-X konulup 5 dakika beklenmistir. Daha sonra
pipet ucu yardimiyla kuyunun dibindeki hiicreler kazinarak hiicre siispansiyonu 1,5
mL sentrifiij tlipline aktarilmistir. Mikroskop altinda incelenen kuyuda hiicre kalmasi
durumunda islem tekrarlanmig ve 500 pl daha %0,1 Triton-X konularak kazima
yapilmustir. TUm tiplerin icinde sonunda 1mL Triton-X olmasi saglanmistir. 1,5 mL
sentrifiij tdpinde toplanan hiicre sispansiyonu da o6l¢imlere kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

Ornekler 6lgiim i¢in  hazirlandiktan sonra deneyler kit protokoliine gore
gerceklestirilmis ve florometrik okuyucuda okuma yapilmistir. DNA proliferasyonu
EzQuant dsDNA Kuantitatif Kit yardimi ile ol¢iilmiistiir. %0,1 Triton-X icinde
muhafaza edilen 6rnekler ¢ozdirildikten sonra dreticinin protokoliine gére dl¢cime

hazirlanmistir. Florometrik okuma 480nm ve 530nm’de ger¢eklestirilmistir.

2.3.5 Kolajen Uretimi

Kolajen dretimini 6lgcmek icin ticari bir kit olan Total Collagen Assay (Biovision,
Alfagen) kullanilmistir. Hiicre iskeleleri ve kontrol grubu (hiicre iskelesi olmadan

hilcre plakasina ekilen grup) i¢in farkli hazirlama protokolleri uygulanmistir.

Hiicre iskelelerinin oldugu 6rneklerden oncelikle besiyerleri aspire edilmis ve 1 mL
steril PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra 6rnekler o-ring ve contalardan ayrilmis,

her iki tarafi yumusak bir peceteye emdirilerek kurutulmus ve dnceden bos olarak
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tartilan 1,5 mL sentrifiij tiiplerine konularak tartilmistir. Ardindan 6rneklerin {izerine
ImL %0,1 Triton X ¢ozeltisini konulmus, doku homojenizatoriinde 10 saniye

homojenize edildikten sonra -80°C’de muhafaza edilmistir.

Kontrol grubunda (n=5) ise besiyeri aspire edilip, 1 mL steril PBS ile yikandiktan
sonra kuyulara 500ul %0,1 Triton-X konulup 5 dakika beklenmistir. Daha sonra
pipet ucu yardimiyla kuyunun dibindeki hiicreler kazinarak hicre stispansiyonu 1,5
mL sentrifiij tlipline aktarilmistir. Mikroskop altinda incelenen kuyuda hiicre kalmasi
durumunda islem tekrarlanmis ve 500 pl daha 9%0,1 Triton-X konularak kazima
yapilmustir. TUm tuplerin icinde sonunda 1mL Triton-X olmasi saglanmustir. 1,5 mL

sentrifiij tplnde toplanan hiicre suspansiyonu -80°C’de muhafaza edilmistir.

Ornekler -80°C’den ¢ikartilip ¢ozdiiriildiikten sonra tekrar doku homojenizatdriinden
gecirilerek deneylere baglanmistir. Ornekler dl¢iim i¢in hazirlandiktan sonra deneyler
Kit protokoliine gore gerceklestirilmis ve optik okuyucuda okuma yapilmistir.
Kolajen iiretimi Total Collagen Assay yardimi ile l¢iilmiistiir. %0,1 Triton-X iginde
muhafaza edilen 6rnekler ¢ozdirildikten sonra dreticinin protokoliine gére dl¢ime
hazirlanmistir.  Orneklerden plaka okuyucu da 560nm dalga boyunda okuma

alimmustir. Kolajen miktar1 olusturulan standart egriler bazinda hesaplanmustir.

2.3.6 Histoloji

Histoloji ¢alismalar1 i¢in, Oncelikle kuyulardaki besiyerler aspire edilmis ve iki kere
ImL steril PBS ile yikanmistir. Daha sonra kuyulara 2mL %10 NBF + %1CPC

cozeltisi konulmustur. Cozeltinin hazirlik asamasi su sekildedir:
1. 4g sodyum fosfat, monobasic
2. 6,59 sodyum fosfat, dibasic
3. 100 mL, %37 formaldehit 900 mL distile suya eklenmistir.

Hazirlanan ¢Ozeltinin her 100mL’sine 1g cetylpyridinium kloriir eklenmis, pH 6,8’

ayarlanmig ve filtre edildikten sonra 1L’lik cam siseye aktarilmstir.

Ardindan 6rnekler parafilmle sarilip bir gece bekletilmistir. Ertesi giin kuyulardaki
cozeltiler aspire edilerek, yerine 0,01M kakodilik asit soliisyonu konulmustur. Daha
sonra ornekler, PVA (polivinil alkol) igerisinde dondurularak kriyotom yardimiyla

kesilmistir. Kesit kalinlig1 her 6rnek i¢in 10pum’dir.
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Hiicre iskelelerinin kesim igslemi sirasinda her gruptan (n=5/grup) 50 ila 60 adet kesit
alinmus, kesitler Giemsa, Picrosirious kirmizisi ve Safranin-O ile boyanarak hicre

varligi, kolajen ve GAG Uretimi tespit edilmistir.

2.3.7 istatistik

Biitiin deneylerde bes grup arasindaki farklar ¢ift yonlii varyans degisimi (Two-Way
ANOVA) ile degerlendirilmistir. Gruplarin zamana baglh degisimleri ve birbirileriyle
kiyaslamalar1 Tukey testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki farklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilen p degerleri 0,05 veya daha diisiik

olarak kabul edilmistir.
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3. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA

3.1 PCL/nHA Hiicre Iskelelerinin Karakterizasyonu

3.1.1 nHA partikallerin hicre iskelesi icindeki kitlesel dagilimi

Elektro egirme teknigi ile kalinlig1 220,2+3,2 um olan fiber matlar tiretilmistir. Bu
calismada, elektro egirme islemi, tendon-kemik arayiliz uygulamalarinda kullanilan
kalinliga ulasmak adina, yaklasik 8 saat slirmiistiir. Literatiirde, tendon-kemik
arayiizii kalinligi 100-200um olarak rapor edilmistir [7]. Butln fiber mat icindeki
nHA mineral partikiillerin varligi, sekiz farkli ve esit mesafeli konumdan dolayl
olarak 6rnek toplanmasiyla gergeklestirilmistir. Bu islem, fiber mat kalinliginin bir
fonksiyonu olarak nHA partikiillerinin konumsal dagilimini1 degerlendirmemizi
saglamistir (Sekil 3.1). Sekil 3.1°de gorildigi tizere, nHA partikdlleri fiber mat igine
yedirildiginde dogrusal degisim gosteren bir dagilim olusturmaktadir. Bu durum,
fiber mat bilesenlerinin akis oranlarinin yani PCL ¢ozeltisi ve nHA siispansiyonunun

dogrusal olarak degisen akiginin sonucudur.
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Sekil 3.1 : Fiber mat kalinlig1 boyunca nano-hidroksiapatit partikillerinin
konumsal olarak degisen bilesimi (Hata ¢ubuklari standart sapmalari
gostermektedir).
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Fiber mat icindeki en ylksek nHA konsantrasyonu siispansiyona yiklenen %20
konsantrasyona kiyasla % 16,02+0,41 olarak hesaplanmistir. Gergek yiiklenen miktar
ile deneysel olarak bulunan sonug arasindaki uyumsuzluk, partikillerin prosesi igin
kullanilan geleneksel elektro egirme yonteminin zayifligi ile agiklanabilir. Elektro
egirme siireci yaklasik 220 pum kalinlikta bir fiber mat olusturmak i¢in 8 saat
almaktadir. Bu zaman, siringada asili kalan mineral partikiillerin yogunluk
farkliligina bagli olarak ¢okmesi igin yeterince uzundur (nHA yogunlugu yaklagik
3,16 g/ml; PCL yogunlugu yaklasik 1,45 g/ml). Erisken ve ¢alisma grubu onceki
calismalarinda ekstriizyon elektro egirme islemi ile beta-TCP slispansiyonunu proses
etmis ve %35 gercek ylklemeye karsilik %35+1,5 deneysel konsantrasyon elde
etmistir [16]. Ekstruder, proses siresince partikullerin siirekli olarak dagilmasini
sagladigr i¢in gercek ve deneysel verilerin yakin olmasi sasirtict degildir. Sonug
olarak, Sekil 3.1 fiber mat kalinligi boyunca nHA konsantrasyonunun dogrusal ve
strekli olarak degistigini gostermektedir ki bu sonu¢ dogal arayiiz dokusundaki

mineral konsantrasyon degisimiyle benzerlik géstermektedir [7].

3.1.2 Fiber capi ve yiizey ozellikleri

Olusturulan fiber matlarda ¢aplarin ayni olmasi hiicrelerin davranislarini test ederken
ayni sartlarin olusturulmasi bakimindan énemlidir. Calismanin bu béliimiinde, PCL
bakimindan zengin ve nHA bakimindan zengin yiizeyler olusturulmas: ve
Ozelliklerinin kiyaslanmasi daha sonraki hiicre davranisi deneylerinde farkli hiicre
iskelesi gruplarindaki durumlar1 temsil edecektir. PCL ve PCL-zengin ve nHA-
zengin olan yizeylerden alinan SEM goriintiileri Sekil 3.2’de gosterilmektedir. Fiber
matlarin  ylzeyinin PCL acisindan zengin tarafinda {iretilen nanofiberlerin
yuzeylerinin dizgin ve homojen c¢apa sahip olduklari, benzer sekilde, nHA
bakimindan zengin tarafta toplanan nanofiberlerin, nanopartikiillerin yedirilmis
olmasindan dolay1 diizensiz ¢ikintilara sahip olduklar gézlenmektedir (Sekil 3.2.B,
C beyaz oklar). Sekilden de anlasilacagi gibi nHA partikilleri ya nanofiber igine
gomull ya da fiber yiizeyine yerlesik durumdadir. Ayrica, nanofiberlerin ¢apindan
daha biiyiik partikiil aglomeratlart mevcuttur. Bu aglomeratlarin fiberlerin icinde
veya yiizeyinde bulunmasi, geleneksel elektro egirme ile islenmis nanopartikiillerin
karistirma Oncesi ve sonrasinda olusan elektrostatik kuvvetler nedeniyle

aglomerasyona egilimli olduklarin1 ortaya koymaktadir. Her ne kadar nHA
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slispansiyonu elektro egirme islemi dncesinde sonikasyon isleminden ge¢mis olsa da

sonuglara bakildiginda bu miidahalenin yetersiz kaldigi gorulmektedir.

Sekil 3.2 : Kademeli dretilen fiber matlarin (a) PCL-zengin ve (b,c) nHA zengin
kisimlarindan alinmis 6rneklerin SEM gorunttleri. (Fotograflarin 6lgekleri a, b igin
3um, c i¢in 4um’dir.)

SEM gorintiilerinde gozlemlenen nHA minerallerini temsil eden beyaz isaretlerin
boyutunu Olgerek, bu pargaciklarin aglomerat mu1 yoksa bireysel nHA

nanopartikilleri mi oldugunu gérmek igin baska bir ¢caligma daha yapilmistir.
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Sekil 3.3 : SEM goriintiilerinde goriinen nHA pargaciklarinin ¢ap dagilima.

Sekil 3.3’te gosterilen bulgular, partiikiillerin yaklasik %30 unun imalat¢i tarafindan
belirtilen aralikta (partikiil boyutu <200 nm) oldugunu gostermektedir.
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Bu nedenle, geleneksel elektro egirme isleminin, islem Oncesinde veya siireg
icerisinde olusan aglomeratlar1 etkili bir sekilde pargalayamadigin1 sdylemek
miimkiindiir. Burada gdzlemlenenin aksine, ekstriizyon elektro egirme islemi ile
nanoparcacik islenmesini kapsayan oOnceki c¢alismalar, nanoparcaciklarin islem
sirasinda verimli bir sekilde dagilabilecegini bdylece biiyiikk aglomeratlarin
olusumunun engellendigini gostermektedir [16]. Sekil 3.4’te, Ca ve P piklerinin
varlig1 ve ayrica artan nHA yogunluguyla birlikte artan Ca ve P pik ytiksekligi, nHA

pargaciklarinin varligini ve oranindaki degisikligi dogrulamaktadir.

A CKa b CKa C Cka
PCL-nHA 0 ml/h PCL-nHA ~ 0.5 mlh PCL-nHA 1.0 mlh
OK T o Caki
a aka
J 1 P Ka CaKa l Ti

060 120 180 240 300 360 420 060 120 180 240 300 360 420 060 120 180 240 300 360 420

Sekil 3.4 : Farkli akis hizlarinda ve farkli nHA konsantrasyonlarindaki PCL ve nHA
fiber matlarin enerji dagilim spektroskopi (EDS) spektrumu.

Nanopartikullerin nanofiber icine yedirilmesi, fiber ¢apinin artmasina ve ¢ap dagilim
grafiginde saga dogru kaymaya sebep olmus (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6) ve bunun yani
sira ortalama fiber ¢aplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana gelmistir
(Sekil 3.7).

PCL ve nHA zengin ylizeylerdeki ortalama fiber ¢aplar1 sirasiyla 361+9 nm ve
459+21 nm olarak hesaplanmistir. Nanopartikiil eklenmesinin fiber ¢capina benzer bir
etkisi diger arastirmacilar tarafindan da raporlandirilmistir [16, 41]. Artan fiber
capmin sebebi kismen nHA aglomeratlarinin varligi ile agiklanabilir. Nozul
cikisindaki polimer filament c¢apinin, plskiirtme ucundan toplama yiizeyine
ilerledil¢e kiiglildiigii ve ylizeye g¢arptigi anda piiskiirtiiciiniin ¢apimin nihai fiber
capini tanimladigi bilinmektedir. Parcaciklarin yoklugunda, malzeme, islem ve ortam

kosullar1 kontrollii kaldig: takdirde ¢aptaki bu azalma diizgiin bir yol izlemelidir.
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Sekil 3.5 : Fiber matlarin PCL-zengin yiizeyden 6lgiilen fiber cap dagilimlari.
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Sekil 3.6 : Fiber matlarin nHA-zengin ylizeyden 6l¢iilen fiber ¢ap dagilimlari
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Sekil 3.7 : PCL-zengin ve nHA-zengin yuzeylerden 0lgilen ortalama fiber ¢aplarinin
karsilastirmasi. * gruplar arasindaki anlamli farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

29



Bununla birlikte, parcaciklarin varliginda capin siirekli azalmasi bir noktada
bozulabilir. Bir stispansiyonda, 6zellikle elektro egirme gibi poseslerde, miikemmel
dagilmis nanopartikiillerin bulunmasi son derece zordur. Burada farkli dlgiilen PCL
ve nHA yiizeylerinin fiber c¢aplarinin hiicre deneylerinde bir etkisinin olmayacagi
varsayilmaktadir. Bu ¢alismadaki fiber ¢aplar1 arasindaki fark 100nm (361-459nm)
diizeyindedir. Daha onceki ¢aligmalarda hiicre davranisina etki eden fiber ¢aplarina
bakildiginda 250-467nm araligmin tek bir grup olarak degerlendirildigi
gorulmektedir [42]. Bu veriler esliginde, 100nm’lik fark istatistiksel olarak anlamli
olmasina ragmen biyolojik etkisinin anlamli olmayabilecegi ve dolayisiyla burada

One sdrilen varsayimin yerinde olacagi degerlendirilmistir.

3.1.3 Porozite ve por capi

PCL/nHA kademeli fiber matlarin porozitesi %98,55+0,01 olarak Ol¢tilmiistiir.
Elektro egirme isleminin olduk¢a gézenekli, gozeneklerin baglantili oldugu fiber
matlar olusturdugu bilinmektedir ve bu sebeple ¢ok cesitli doku miihendisligi
uygulamalarinda tercih edilmektedir. Ekstriizyon elektro egirme yonteminin
kullanildig1, Erisken ve grubunun yaptig1 ¢alismada, agirlik¢a, fiber mat boyunca
%35 beta-TCP iceren PCL hicre iskelelerinin porozitesi %87+2 olarak rapor
edilmistir. Genel olarak bu tez kapsaminda {liretilen fiber matin porozitesi, kikirdak
[43] ve kikirdak-kemik arayiizii uygulamalar1 ig¢in uygun olarak degerlendirilmistir
[18].

Por biytkligii ve dagilimi, fiber matlarin PCL ve nHA bakimindan zengin
bolgelerinden alinan SEM goriintiilerine dayanilarak rapor edilmistir (Sekil 3.8 ve
Sekil 3.9). Solusyona nHA eklemenin ortalama por ¢ap1 ve por biiyiikliik dagilimi
tizerinde bir etkisinin olmadig1 agik¢a goriilmektedir (Sekil 3.10). Sekilde goriildigi
uzere PCL-zengin ve nHA-zengin yuzeylerdeki ortalama por biiyiikliikleri sirasiyla

2,51+0,1 pm ve 2,86+£0,51 pm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.8 : PCL-zengin yiizeylerin por biiyiikliik dagilimi
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Sekil 3.10: PCL-zengin ve nHA-zengin ylzeylerin por buyukliklerinin
karsilastirilmasi
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Doku miihendisligi uygulamalar1 agisindan bakildiginda, elde dilen fiber matlarda
olusturulan por biiyiikliigiinin gergek hicre boyutundan (5um ile 30 um arasinda
degiskenlik gostermektedir) daha kiiglik olmasimin hiicrelerin nanofiber yapilara
penetrasyonunu etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Ancak, hicrelerin viskoelastik
Ozelliklerde olmasi, kendilerinden daha kii¢iik ¢aptaki gozeneklerin igine penetre
olmalarina imkan saglamaktadir. Bizim bulgularimiz da bunu dogrulamaktadir.
Onceki aragtirmalar, por biiyiikliigiiniin en biiyiik belirleyicilerinin fiber gap1 ve
porozite oldugunu gdstermektedir ve hepsini ayni anda kontrol etmek her zaman
miimkiin degildir. Bu baglamda, Eichhorn ve Sampson [44], por biiytikliigii, porozite
ve cap arasindaki iliskiyi matematiksel olarak modellemek icin parametrik bir
calisma gercgeklestirmislerdir. Ancak, nanofiber capini goézenek c¢api pahasina
arttirmak tercih edilen bir uygulama degildir. Boyle durumlarda por biiyiikliiglinii
arttirmak i¢in uygulanabilecek en basit yaklagim, hiicre iskelesi malzemesine ilave
olarak sisteme suda ¢dziinebilen bir polimer eklemek ve fabrikasyon sonrasi ilave
edilen polimeri ¢6zerek gozenek ¢apini artirmaktir [45]. Genel olarak, bu
calismadaki sonuglara bakildiginda fiber capr biiytlikligl ile por ¢apr biiyiikligi
arasinda pozitif bir iliski oldugu gozlenmektedir. Ancak, por ¢apt bazinda PCL ve
nHA vylizeyleri arasinda anlamli fark go6zlemlenmemis olmasi kismen fiber
yogunluklariyla agiklanabilir. Nitekim, Eichhorn ve Sampson por g¢apmin fiber
yogunlugu ile ters orantili oldugunu gostermislerdir. Bu durumda, bu ¢alismada,
nHA bakimindan zengin olan yiizeyinde fiber yogunlugunun daha az oldugu

sOylenebilir. Ancak, bu durumun deneysel olarak dogrulanmasi gerekmektedir.

3.1.4 Temas acisi

PCL-zengin ve nHA-zengin yuzeylerin ortalama temas agilari Sekil 3.11°de
gosterilmistir. Onceki ¢alismalara benzer bicimde, bu calismada da PCL icine nHA
nanopartikillerinin eklenmesi temas ag¢isim1 120,01+2,77°’den 115,24+1,17°’ye
diistirmistiir [16, 46]. Bunun sebebi, hidrofobik bir polimer olan PCL’e kismen
hidrofilik olan nHA eklenmesi sonucunda temas agisinin azalmasi olarak

diistiniilebilir.
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Sekil 3.11 : Fiber matlarin PCL-zengin ve nHA-zengin yiizeylerinin temas agisi
karsilastirmasi. * gruplar arasindaki anlamli farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

3.1.5 Mekanik testler

Farkli oranlarda nHA igeren orneklerin maksimum yukleri, kopma gerinimi ve
kopma yikleri karsilastirildiginda %16 oraninda nHA igeren Orneklerin diger iki
Ornege gore daha fazla dayanim gosterdigi, kopma uzamasi ve kopma yiik
degerlerinde ise farklilik olmadigi gorilmustir (Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14).
Sirasiyla PCL, %10 ve %16 nHA igeren 6rneklerin kaldirabilecegi maksimum yuk
miktarlar1, 7,47+1,72, 7,17+0,72 ve 11,6£1,3 N olarak hesaplanmistir. %16 nHA
iceren grubun diger iki gruptan istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip oldugu ve
bu farkin sebebinin hiicre iskelesi icerisine kademeli olarak yedirilen nHA oldugu
diisiiniilmektedir. Ayn1 ornekler i¢in kopma yiikii degerlerine de bakilmistir ve
sirastyla 1,71+0,56, 1,84+0,28 ve 6,16+2,8 N bulunmustur. Kopma yiik{ i¢in gruplar
arasinda, ortalamalar her ne kadar farkli olsa da, istatistiksel olarak dnemli bir fark
yoktur. Bu 3 grup icin son olarak kopma gerinimi degerlerine bakilmis ve sirasiyla
0,12+0,02, 0,18+0,06 ve 0,18+0,02 mm/mm olarak &lciilmiistiir. Istatistiksel acidan
bakildiginda ortalama degerlerdeki farkin aksine anlamli bir farklilik yoktur.
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Sekil 3.12: nHA miktarinin kopma ytkine etkisi.
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Sekil 3.13: nHA miktarinin maksimum yiike etkisi. * gruplar arasindaki anlamli
farklilig1 belirtmektedir. (p<0.05)
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Sekil 3.14: nHA miktarinin kopma gerinimine etkisi.
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Sekil 3.15: Farkli miktarda nHA igeren hticre iskelelerinin yik-yer degistirme grafigi

Sekil 3.15’te O6lcum sonuglar1 bir arada verilmistir (n=3). Sabit ¢ekme hizinda (5
mm/dak), orneklerin maruz kaldigi birim yiikk ve birim yer degistirme miktarlari
artmigtir. Buradan da goriildiigi gibi %16 nHA iceren 6rnek mekanik olarak daha
yiiksek dayamim gostermektedir. igerdigi nHA, sentetik polimerden meydana gelen
hiicre iskelesinin mekanik ozelliklerini arttirmistir. Diger taraftan nHA igermeyen
hiicre iskelesinin dayaniminin gruplar arasinda en diisiikk oldugu da sekilde agikca

gorulmektedir.

Ozetlemek gerekirse, bu calismada, ¢coklu elektro egirme yontemi ile iiretilen PCL ve
nHA kademeli kompozit fiber mat yapilarin kalitesi ve Ozellikleri incelenmistir.
Bulgularimiz, nHA’in PCL fiber mat igine kontrollii bigimde yedirildigini ve strekli
kademeli bir yap1 olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica, kompozit fiber matlarin
kalinlig1 boyunca, kontrollii nHA yedirilmesi sonucunda, fiber cap1 ve temas agisi
dahil olmak iizere fiziksel Ozellikler agisindan farklilik gosterecek bolgelerin
olusturulabilecegi goriilmiistiir. Bu ¢aligmada iiretilen fiber matlarin, tendon-kemik
doku miihendisligi uygulamalar1 basta olmak flizere, diger doku-doku arayiz
uygulamalar i¢in de hiicre iskelesi olarak kullanilabilecek model sistemler olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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3.2 Biiyiime Hormonlu ve Siirekli Kademeli Hiicre iskelelerinin

Karakterizasyonu

3.2.1 Fiber matlarin karakterizasyonu

Caligilan tiim gruplarin fiber ¢aplart SEM fotograflarindan ol¢lilmiis ve istatistiksel
analizleri yapilmistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.16). Sonuglara bakildiginda, PCL/nHA ve
PCL/CTGF hiicre iskelelerinin fiber ¢aplarinin PCL hiicre iskelesinin fiber ¢apindan
anlamli olarak farkli oldugu saptanmistir. Daha spesifik olarak belirtmek gerekirse,
PCL/nHA hiicre iskelesi fiber ¢apinin PCL fiber ¢apindan daha biiyiikk, PCL/CTGF
hiicre iskelesi fiber capinin ise PCL fiber capindan daha kiigiikk oldugu
goriilmektedir. PCL/nHA hiicre iskelesi fiber ¢apinin biiyiik olmasi, daha 6nce de
tartigildigr gibi, nHA partikiillerin fiberler i¢ine yedirilmesi sonucunda ortalama
capm artmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle, nHA partikiillerinin aglomere
olmasi bilindigi iizere fiber c¢apmi artirmaktadir. Bu c¢alismada da nHA
partikiillerinin aglomere oldugu goriilmiis ve c¢ap artist kismen bununla
iliskilendirilmistir.

PCL/CTGF hiicre iskelesi fiber ¢apinin PCL fiber ¢apma kiyasla daha kiiciik
olmasmin nedenlerinin bilinmesi Onemlidir. Bu c¢alismadaki PCL/CTGF hiicre
iskelesi fiber capimin kiiciik olmasinin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
PCL/CTGF ve PCL/TGFp3 hiicre iskelelerinin iiretim prosesleri arasinda hi¢ fark
olmamasina ragmen ve aralarindaki tek farkin eser miktarda olan CTGF ve TGFf3
hormonlari olmasina ragmen PCL/TGFf3 hiicre iskelesi fiber ¢apinin PCL ile ayni
olurken PCL/CTGEF hiicre iskelesi fiber ¢capinin PCL’den kii¢iik olmasinin nedeni

ac¢iklanamamaktadir.

Iskeleler {izerinde hiicre davramslarini  incelerken, hiicre iskelelerinin
kompozisyonlar1 digindaki tiim parametrelerin sabit tutulmasi yan etkilerin ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktadir. Bu calismada da hiicre iskelesi tipi disindaki ¢ap,
gbzeneklilik, por capi, temas acist vb Ozelliklerin sabit tutulmasi hedeflenmistir.
Ancak hiicre iskelesi fiber capt bakimindan iskeleler rasinda farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Her ne kadar bu farklar istatistiksel olarak anlamli olsa da daha 6nce de
tartisildig1 gibi ¢aplar arasindaki farklarin kiigiik olmasi (~150nm) biyolojik olarak

anlaml1 bir etki olusturmayabilir.
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Cizelge 3.1: PCL, PCL/nHA, PCL/CTGF, PCL/TGF-B3 ve kompozit hiicre

iskelesinin SEM fotograflari ile fiber cap olgtimleri.
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Sekil 3.16: PCL, PCL/nHA, PCL/CTGF, PCL/TGFf3 ve graded hiicre iskelelerinin
fiber cap karsilastirmasi. * PCL hiicre iskelesi ile arasinda anlamli fark olan gruplari
belirtmektedir. (p<0.05)

Buylme hormonlu ve nHA igeren hiicre iskelelerinin SEM gorintulerinden o6lgilen
fiber dizilimleri Sekil 3.17’de gO0sterilmistir. Bulgulara gore, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Fiber esasli hiicre iskelelerinde fiber
dizilimi hiicre davranisini etkileyen bir parametredir [47]. Ancak buradaki ¢alismada
Sekil 3.17°den de goriildiigii gibi hiicre iskelelerinin fiber dizilimleri birbirinden

farkli ¢itkmamustir.

25 1

Sapma Agisi (°)

Sekil 3.17: PCL/TGF-B3 ve PCL/CTGF hiicre iskelelerinin dizilimi
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3.2.2 Sahim calismalan

PCL/TGF-B3 ve PCL/CTGF hiicre iskelelerinden biiyiime hormonlari salimi deney
sonuglar1 Sekil 3.18’de gosterilmistir. Kontrollii salim ¢alismalar1 sonuglari, bag
doku buyume faktériniun (CTGF) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii-B3 (TGFB3)’tin
28.gun sonunda sirasiyla %27+7 ve %81+25 salindigin1 gostermektedir. Ancak,
TGF-B3 salim1 CTGF’e gore daha hizli ger¢eklesmistir. Bunun nedeninin hiicre
iskelelerindeki ¢ap farkindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Sekil 3.16’da
goriildiigii gibi TGF-B3 iceren hiicre iskelelerinin fiber ¢aplar1 ortalama olarak daha

buyuktir.
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Sekil 3.18: PCL/TGF-B3 ve PCL/CTGF hicre iskelelerinden biiyiime hormonlari
salimlar1

Kalin fiber ¢aplarinin yanal yiizey alan1 daha fazla olacagindan, salim sivisi ile temas
eden biyime hormonu molekiillerinin de daha fazla olmasi sebebiyle toplanan ilk
numunelerde TGF-B3 saliminin daha fazla olmasi da sasirtic1 degildir. Fan ve grubu,
2008’de yaptiklar bir ¢aligmada, 28 giin sonunda jelatin mikrokureciklerden %87,5
oraninda TGF-B3 salimi raporlamiglardir [48]. Literatiirdeki diger ¢aligmalardan
birinde CTGF’in ilk gin %8,7 salindigi, digeri bir ¢alismada ise ilk giin yaklagik
%10’luk bir salim gerceklestigi raporlanmustir [23, 49]. Bu sonuglar bizim

calismalarimizla uyumludur.

Ozet olarak, bu calismada, ayr1 ayr1 bilyiime hormonu iceren hiicre iskeleleri ile
nHA, CTGF ve TGF-B3 igeren siirekli kademeli PCL hiicre iskelesi dretimi

39



gerceklestirilmis olup, karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Bulgularimiz biiyiime
hormonu iceren hiicre iskelelerinde 28 giinliik periyot icerisinde devamli bir salim
oldugunu gostermistir. Yapilan salim ¢alismasi sonuclarinin literatiir ile uyumlu
oldugu goriilmiistir. Ek olarak, siirekli kademeli hiicre iskelesinin igerisine inkorpore
edilen nHA ve biiylime hormonlar1 fiber ¢ap1 gibi hiicre iskelelerinin fiziksel
ozelliklerinde degisime sebep olabilmektedir. Bu ¢alismada iiretilen fiber matlarin,
tendon-kemik doku miihendisligi uygulamalar1 basta olmak iizere, diger arayiiz
uygulamalari i¢in de hiicre iskelesi olarak kullanilabilecek model sistemler olarak

hizmet verebilecegi diisiiniilmektedir.

3.3 Hucre Ekimi ve Karakterizasyonu
3.3.1 Hucre proliferasyonu

Sekil 3.19’a bakildiginda 1. ve 7. giinlerde plaka ylizeyine ekilen hiicrelerin diger
gruplara kiyasla daha iyi tutundugu sdylenebilir. Hiicreler hig bir yiizeyde iki hafta
i¢cinde ¢ogalma gostermemistir. Plaka ve kademeli (graded) PCL/nHA/CTGF/TGF3
ylizeyler disinda, tim ylizeylerdeki hiicrelerin 14. giin sonunda birbiriyle ayni
davranigi gosterdigi goriilmiistiir. Bu veriler bize bu ¢alismada kullanilan CTGF ve
TGF-B3 hormonlarinin hiicre proliferasyonuna bir etkisi olmadigin1 gostermektedir.
Ancak literatiirdeki ¢alismalar CTGF ve TGF-B3’iin sentetik ve dogal polimerlerle
birlikte kullanildiginda hiicre proliferasyonunu arttirdigini belirtmektedir [50-53]. Bu
calismada benzer davranis gozlemlenmemis olmasinin, hiicrelerin bulunduklar
ortami benimsememis olmasi, PCL’in hidrofobik yapisinin hiicre tutunumunda etkili
olmasi gibi nedenler dayandirilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeple, bu tip
calismalarda hiicre iskelesi yiizeyinin kolajen veya fibronektin gibi hiicre tutumunu

kolaylastirict ajanlarin kullanilmasinin uygun olacagi disiiniilmektedir.

3.3.2 Kolajen tretimi

Elde edilen bulgular, hiicre basina kolajen iiretimi olarak Sekil 3.20°de gOsterilmistir.
Ortalama bazda, birinci giinden sonra hiicrelerin kolajen tiretiminde artig goriinse de,
istatistiksel analizde herhangi bir zaman diliminde herhangi bir grup arasinda anlamli
fark olmadigr gorilmiistiir. Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda da bizim
calismamizla uyumlu olacak sekilde, hiicrelerin {irettikleri kolajen miktarlarinda artis

raporlanmustir [48, 50, 51]. Bu bulgulara dayanarak, zamanla ortalama olarak kolajen
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tiretiminde artis oldugunu, ancak hiicre iskelesi tipinin kolajen iiretimi lizerinde bir

etkisi olmadigini sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 3.19: Mezenkimal kok hiicrelerin ¢esitli hlicre iskelesi Uzerindeki
proliferasyonu. * ayn1 zaman diliminde gruplararas farklari, # ise ayn1 grubun bir
onceki zaman dilimine gore farkini géstermektedir.
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Sekil 3.20: Mezenkimal kok hiicrelerin gesitli hlicre iskelesi Gzerindeki kolajen
iiretimi. * ayn1 zaman diliminde gruplararasi farklari, # ise ayni1 grubun bir 6nceki
zaman dilimine gore farkini gostermektedir.
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3.3.3 Histoloji cahismalari
3.3.3.1 Giemsa boyama

Hiicre iskelelerinin kesim islemi sirasinda her gruptan (n=3) 50 ila 60 adet kesit
alinmis, kesitler Giemsa ile boyanarak hiicre varlig1 tespit edilmistir. Hiicre ekilmis
iskelelerden alman kesitlerin goriintiilenmesi i¢in Leica DM2500 mikroskop

kullanilmistir.

Giemsa boyasi ile hucre iskelesi iizerindeki hiicre gorintileri Sekil 3.21°de
verilmigtir. Histoloji gortintiilerine bakildiginda, hiicrelerin PCL/CTGF grubu
haricindeki hicre iskelelerinde genellikle yiizeyde konumlandiklar1 goriilmektedir.
PCL/CTGF hiicre iskelesi grubunda ise hicrelerin 1, 7 ve 14. ginlerde hcre iskelesi
icine de gog¢ edebildigi gozlenmistir. Sekil 3.21°de farkli hiicre iskelesi gruplari
Uzerinde kalitatif olarak gorilen hiicre sayilarinin Sekil 3.19’daki kantitatif

bulgularla uyumlu oldugu sdylenebilir.

PCL PCL/nHA PCL/CTGF

PCL/TGFf3 Graded

&

Sekil 3.21: Giemsa ile hiicre boyama deneylerinden mezenkimal kok hicrelerin
farkli hiicre iskeleleri Gzerindeki gortnttleri. (a-c) 1, 7 ve 14. giinde PCL uzerine
ekilen hiicreler. (d-f) 1, 7 ve 14. glinde PCL/nHA (zerine ekilen hiicreler. (g-i) 1, 7
ve 14. glinde PCL/CTGF uzerine ekilen hticreler. (j-1) 1, 7 ve 14. guinde PCL/TGF-
3 Uzerine ekilen hiicreler. (m-0) 1, 7 ve 14. guinde PCL/nHA/TGF-B3/CTGF
kademeli hiicre iskelesi tizerine ekilen hticreler.
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3.3.3.2 Kolajen boyama

Hiicre iskelelerinin kesim islemi sirasinda her gruptan (n=3) 50 ila 60 adet kesit
alinmis, kesitler Picrosirius Red ile boyanarak kolajen varlig1 tespit edilmistir. Hiicre
ekilmis iskelelerden alinan kesitlerin goriintiilenmesi i¢in Leica DM2500 mikroskop

kullanilmustir.

Picrosirius Red boyasi ile hiicre goriintiileri Sekil 3.22°de verilmistir. Histoloji
goriintiilerine bakildiginda, boya tutan boélgelerin hiicrelerin bulundugu kisimlar
oldugu goriilmektedir. Boyamalara gore, hiicreler kolajen iiretimine baglamig ancak
hicreler, hiicre iskelesi i¢ine sizamadiklari i¢in bu aktivitenin sadece yiizeyle sinirl
kaldig1 goriilmektedir. PCL/CTGF hicre iskelesi grubunda htcreler 1, 7 ve 14.
gunlerde hicre iskelesi igine de gog¢ edebildigi i¢in buralarda da kisith miktarda
kolajen tiretimi gozlenmistir. Sekil 3.22’de farkli hticre iskelesi gruplari iizerinde
g6zlemlenen kolajen iiretimi miktarinin Sekil 3.20°deki kantitatif bulgularla uyumlu
oldugu soylenebilir.

PCL/TGFB3 Graded

PCL/nHA PCL/CTGF

Sekil 3.22: Picrosirius Red ile kolajen boyama deneylerinden farkli hiicre
iskelelerinin goruntdleri. (a-c) 1, 7 ve 14. glinde PCL hiicre iskelesi igindeki kolajen.
(d-f) 1, 7 ve 14. giinde PCL/nHA htcre iskelesi igcindeki kolajen. (g-i) 1, 7 ve 14.
ginde PCL/CTGF hiicre iskelesi icindeki kolajen. (j-1) 1, 7 ve 14. glinde PCL/TGF-
B3 hucre iskelesi icindeki kolajen. (m-0) 1, 7 ve 14. ginde PCL/nHA/TGF-B3/CTGF
kademeli hiicre iskelesi icindeki kolajen.
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3.3.3.3 GAG boyama

Hiicre iskelelerinin kesim islemi sirasinda her gruptan (n=3) 50 ila 60 adet kesit
alinmisg, kesitler Safranin-O ile boyanarak GAG varligi tespit edilmistir. Hiicre
ekilmis iskelelerden alinan kesitlerin goriintiilenmesi i¢in Leica DM2500 mikroskop

kullanilmustir.

Safranin-O boyast ile hiicre goriintilleri Sekil 3.23’te verilmistir. Histoloji
goriintiilerine bakildiginda, boya tutan bdlgelerin hiicrelerin bulundugu kisimlar
oldugu goriilmektedir. Boyamalara gore, hiicreler GAG {iiretimine baglamig ancak
hicreler hicre iskelesi i¢cine sizamadiklari igin bu aktivitenin sadece ylizeyle sinirl
kaldig1 goriilmektedir. Hiicreler, PCL/CTGF hiicre iskelesi grubunda 1, 7 ve 14.
gunlerde, PCL/TGF-B3 hiicre iskelesi grubunda da 1 ve 7. giinde hiicre iskelesi icine
de go¢ edebildigi i¢in buralarda da kisith miktarda GAG tiretimi gozlenmistir.

PCL PCL/nHA PCL/CTGF PCL/TGFB3 Graded

e W 7

Sekil 3.23: Safranin-O ile GAG boyama deneylerinden farkli hiicre iskelelerinin
goruntaleri. (a-c) 1, 7 ve 14. gtinde PCL hcre iskelesi icindeki GAG. (d-f) 1, 7 ve
14. giinde PCL/nHA hiicre iskelesi icindeki GAG. (g-i) 1, 7 ve 14. giinde PCL/CTGF
hiicre iskelesi icindeki GAG. (j-1) 1, 7 ve 14. glinde PCL/TGF-3 hticre iskelesi
icindeki GAG. (m-0) 1, 7 ve 14. giinde PCL/nHA/TGF-B3/CTGF kademeli hilicre
iskelesi icindeki GAG.
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Ozetlemek gerekirse bu boliimde, DNA proliferasyonu, kolajen tretimi ve histolojik
olarak boyanan ornekler incelenmistir. Hiicrelerin 14 giin boyunca kiiltiirlendigi bu
calismada hiicre proliferasyonu goriilmemis ancak kolajen Uretimi zamana bagh
olarak ortalama bazda artmistir. Bununla birlikte kolajen iiretimi agisindan gruplar
arasinda farklilik gézlenmemistir. Histoloji ¢alismalarina bakildiginda ise hiicrelerin
cogunlukla hiicre iskelesi yilizeyinde dizildigi, bazi gruplar haricinde hiicre iskelesi
icine penetre olmadig1 goriilmiistiir. Histolojik boyamalar i¢in kullanilan boyalarin
tiim hiicreleri boyamasi, istenilen veriyi elde etmeyi zorlastirmigtir. Boyamalar ile

ilgili daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi alana katki saglamak agisindan gereklidir.
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4. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda tendon-kemik arayuzl icin sirekli kademeli hicre iskelesi
tasarimi, karakterizasyonu ve hiicre deneyleri yapilmistir. Daha 6nce doku-doku
arayuzleri igin Uretilen htcre iskelelerinin sadece mineral iceren ve igermeyen iki
tabakali olarak {iretildigi tezin giris kisminda belirtilmistir. Bu ¢alisma ayni1 zamanda,
farkl1 elektro egirme yaklasimlariyla kademeli yapida hiicre iskelesi iiretme
yontemlerinin karsilagtirilabilecegi bir havuza katki amaci giitmektedir. Bu anlamda,
sonuclara bakildiginda, burada kullanilan yontemle kademeli yapida hiicre iskelesi

tiretmenin miimkiin oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, iiretilen hiicre iskelelerinden salinan biiylime
faktorlerinin hicre proliferasyonuna ve kolajen tretimine istatistiksel anlamda bir
etkisinin olmadig1 goézlemlenmistir. Ancak PCL igerisine inkorpore edilen nHA,
CTGF ve TGF-B3 molekiillerinin hiicre iskelelerinin biyomekanik 6zellikleri, temas
acis1 ve fiber capi gibi fiziksel ozelliklerini degistirdigi, bu degisimlerin literatiirle
uyumlu sekilde gerceklestigi goriilmiistiir. Uretilen kademeli hiicre iskelesinin
tendon-kemik arayiiziinde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi i¢in buradaki
in-vitro testlerine ilave olarak in-vivo ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. In-vitro
ve in-vivo ¢alismalar uyumlu oldugu takdirde iiretilen bu malzemenin tendon-kemik
arayiizii dahil diger doku-doku arayliz uygulamalarinda temel teskil etmesi
beklenmektedir. Calismanin nihai hedefi klinik olarak uygulanabilir kademeli bir

yap1 olusturmaktir.
Bu ¢alismanin kisitlama ve sinirlamalart;

e Gercek tendon-kemik arayiizii, hiicre ekilmis hiicre iskelesi ornekleri ile

histolojik olarak karsilagtirilamamustir.

e Bu calismadaki énemli kisitlamalardan biri viicut disinda (in-vitro) 6lgllen
kontrollii salim miktarlarinin viicut igindeki (in-vivo) salimlar1 birebir

yansitmamasidir.
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e Fibrokikirdak yapinin gelisimi ve rejenerasyonu esnasinda hiicrelerin nasil bir
mekanizma izledigi bilinmediginden, salgiladiklar1 ¢ok belirgin markerlar

(belirtegler) heniiz tam olarak ortaya ¢ikarilamamustir.

Bu tez ¢alismasini gelistirmek icin onerileri su sekilde siralayabiliriz:

e Tezde yapilan Kolajen, GAG ve Giemsa boyamalarin yaninda

immdunohistokimyasal boyamalar yapilabilir.

e Fibrokikirdak yapinin en belirgin belirtegleri olan COL I, COL II ve COL X

gen ekspresyonuna bakilabilir.

e Biyoaktif molekullerin hicre iskelesine tam verimle yedirilebilmesi icin

ekstriizyon elektro egirme yontemi kullanilabilir.
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