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ONsOz

Deri insan vicudunun en genis organidir ve dis ¢evre ile vicut arasindadir ve bir koruyucu ve engelleyici gérevi gorar.
Ancak, yaniklar, Ulser ve dolagim bozukluklari gibi hastaliklar buyik deri kayiplarina sebep olabilir ve zorlu yaralarin
tedavisi ¢cok zordur. Son yillarda geligen ileri malzeme bilim ve muhendisligi yontemleri ile geligtirilen deri modelleri,
epidermisi taklit etmeyi basarsa da dermis tabakasinin bilesenlerinin timunu igeren bir model henuz gelistirilememistir.
Basarili bir yapay deri modelinin insan derisinin morfolojik ve iglevsel olarak benzeri olmasi, dolayisiyla deriyi taklit
eden mekanik ozellikleri tagimasi, vicuda yerlestirildikten sonra hizli damarlanma saglamasi ve saglam bir dermis-

epidermis baglantisi olusturmasi beklenir.

Onerilen proje gergevesinde iki katmanli deri modeli olusturulmasi, dis katmanin epidermisi i¢ katmanin da dermisi
taklit etmesi planlanmistir. Dis katmani olusturacak iskele olarak oksijen ve sivi gecgirgenligine sahip, gozenekli kollajen
sunger yapi secilmistir. Alt katmanin yapiminda ise dermisin 6zelliklerini tagiyan sivi emici ve saglam bir hidrojel olmasi
icin sodyum karboksimetilseliiloz (NaCMC) secilmistir. Ust katmani olusturacak kollajen siingere keratinosit hticreleri,
alt katmani olusturacak NaCMC katmanina ise dermal fibroblastlar ekilerek olusturulan ¢ift katmanlh yapinin ko-kulttr

ortaminda gelistiriimesi planlanmigtir.

Bu calisma, TUBITAK tarafindan 1002 projesi olarak ve 213M651 numarasi ile desteklenmistir.
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OZET

TUBITAK tarafindan desteklenen bu calismada, insan derisini taklit etmek amaciyla, gézenekli kollajen ve sodyum
karboskimetilsellloz (NaCMC) iskeleler kullanilarak iki katmanl deri modelleri basariyla Uretilmistir. Gelistirilen deri modelinde,
gOzenekli kollajen iskelenin dig katman olan epidermal tabakasini, ve gdozenek boyutu dis katmana gore daha blyik olan NaCMC
iskelenin ise i¢ katman olan dermal tabakayi olusturmasi planlanmigstir. Hazirlanan iskeleler, sulu ortamda dayanikli olabilmelerini

saglamak amaciyla dehidrotermal (DHT) islem ile ve/veya gluteraldehit ile capraz baglanmistir.

En uygun capraz baglama yontemine karar vermek icin, iskelelerin bozunma hizlari ve mekanik diren¢ ve dayanimlari analiz
edilmistir. Stingerimsi yapidaki kollajen ve NaCMC iskeleler, kalinlik, yizey gézenekliligi, kitle gézenekliligi, gdbzenek boyutu
dagilimi, in situ ve enzimatik ortamdaki bozunma hizlari, basma testi ile mekanik gigleri, FTIR-ATR ile kimyasal yapilari ve SEM

ile topografyalari incelemis ve 6zellikleri karakterize edilmistir.
Dis, tabakayi olusturan kiigik gézenekli kollajen iskelenin Gzerine insan kdkenli keratinosit hicreleri, alt tabakayi olusturan buyuk
porlu NaCMC iskelenin (zerine insan dermal fibroblastlari ekilmis ve ko-kiiltivasyon yapilmistir. iskelelerin insan dermal

keratinositleri ve insan dermal fibroblastlari ile olan in vitro etkilesimleri hiicre kaltlr calismalariyla degerlendirilmigtir.

Sonug olarak, Uretilen ¢ift tabakall iskelelerin ¢apraz baglama metodunun gelistiriimesi sonucunda deri doku muihendisligi

uygulamalari igin potansiyel bir alternatif model olarak kabul edilebilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler : iki katmanli insan deri modeli, deri doku miihendisligi, capraz baglama, kollajen, NaCMC.
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SUMMARY

In this study supported by TUBITAK, bilayer scaffolds of porous collagen and sodium carboxymethyl cellulose were succesfully
prepared to mimic human skin. In this model skin that was developed, porous collagen served as the external component, the
epidermal layer, and the NaCMC scaffold with larger pores than the exterior as the inner, dermal layer. In order to render the

scaffolds stable in aqueous media they were crosslinked with the dehydrothermal (DHT) process and/or with glutaraldehyde.

In order to decide on the optimum crosslinkage procedure the degradation rate and mechanical resistance and strength were
analyzed. The sponge-like collagen and NaCMC scaffolds were examined and characterized. for their thickness, surface porosity,
bulk porosity, pore size distribution, in situ and enzymatic degradation rates, with compression tests for their mechanical

properties, with FTIR-ATR for their chemical structure, and with SEM for their topography
Human keratinocytes were seeded on small pore sized collagen scaffold that represented the external layer and human dermal
fibroblasts were seeded on the larger pore sized lower, NaCMC, layer, and co-cultured. The in vitro interactions of the human

dermal keratinocytes and human dermal fibroblasts were assessed with cell culture studies.

As a result it was demonstrated that the bilayer scaffold manufactured after the development of a crosslinking method could be

accepted as an alternative model system for skin tissue engineering applications.

Keywords: Bilayer human skin model, skin tissue engineering, cross linking, collagen, NaCMC.
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1. GIRiS

Deri insan vicudunun en genis organi olup dis ¢evre ile arasinda koruyucu bir engel niteligindedir. Viicudu ve icerisindeki organlari
her tarlG patojen ve mikroorganizmadan korumak, iceri ve disari sivi gegisini denetlemektedir. Deri, mikrobiyal, termal, mekanik
ve kimyasal etkilere dogrudan maruz kalmaktadir. Gegtigimiz 30 yil icinde insan derisini taklit eden bir yapinin olugturulmasi
amaciyla bir gcok caligma yapilmigtir (Brohem ve ark., 2011). Bu yapilar klinik uygulamalarda kullaniimak, akut ve kronik yara
iyilesmelerini desteklemek amaciyla oldugu gibi yeni dermatolojik veya farmakolojik ajanlarin denenmesi icin in vitro test modelleri
olarak kullanilma amaciyla da gelistiriimektedir. Bu slirecte deri modelleri olusturulurken doku mihendisligi yaklasimlari dnem
kazanmaktadir. Bu yaklasimda, ¢esitli biyolojik ve sentetik malzemelerden hiicre tasiyicilar (doku iskelesi) tretiimekte ve bunlarla
hedef dokunun gerektirdigi hicreler in vitro kosullarda bir araya getiriimektedir (MacNail, 2007). Bu ikili yapiya bluylmeyi
hizlandirici, farklilagsmay: artirici biyoaktif ajanlar da katilarak yeni doku olusumu hizlandirilmaya calisiimaktadir. ideal bir doku
iskelesi, hlcrelerin tutunmasina, ¢ogalmasina ve farkllasmasina olanak saglayacak fiziksel ve kimyasal yapiya ve ylzey

Ozelliklerine sahip olmaldir (Liu ve ark., 2007).

Bu proje ile gelistirilen iki katmanli deri modelinde dis katman epidermisi i¢ katman da dermisi taklit edecek sekilde tasarlanmistir.
Dis katmani olusturacak iskele malzemesi olarak segilen kollajenden dretilen iskelenin, klglk gézenekli, uygun bozunma hizina
sahip, gerekli oksijen ve sivi gegirgenligi saglayan ve mikroorganizmalarin girigini engelleyici bir yapida olmasi istenmektedir
(Yannas and Burke, 1980). Alt katmanin ise dermisin dzelliklerini tagimasi, yani sivi emici ve tutucu bir hidrojel olmasi, saglam
olmasi, yine uygun gozeneklilikte ve gozenek boyutlarina sahip bir yapi olmasi istenmektedir. Bu 6zellikleri tagimasi gereken alt
katmanin yara ortllerinde sikga kullanilan ve biyouyumlulugu gdsterilmis olan sodyum karboksimetilseliloz'dan (NaCMC)
yapilmasina karar verilmigtir (Ramli and Wong, 2011). Ust katmani olusturacak olan kollajen stingere insan kaynakl keratinositler,
alt katman olusturacak NaCMC katmanina ise insan kaynakli dermal fibroblastlar ekilerek ortaya ¢ikan cift katmanh yapi ko-

kiltdre alinmistir.

13



2. LITERATUR OZETi

2.1. Deri

Deri hacim ve agirhk bakimindan vicudumuzdaki organlarin en bayagudur ve vicudumuzun tum yuzeyini 6rtmektedir. Derinin
basglica goérevleri: (1) vicut ve ¢evre arasinda engel goérevi gérerek vicudu korumak (MacNail, 2008), (2) glnesten gelen
radyasyonu absorbe etmek (Boyce, 2001), (3) su, yag ve vitaminler icin depolama merkezi olmak (Elias, 1983), (4) sivi kaybini
onlemek (Elias, 1996). Bu islevlerine ek olarak, deri, vicut sicakliginin dizenlenmesinde ve vicudun dis mekanik kuvvetlerden
korunmasinda da rol oynamaktadir (Yannas and Burke, 1980). Deri, canlilar arasinda hatta bir insandan digerine, irk ve yasa

bagli olarak ¢ok degisik 6zellikler gosterir (Sekil 2.1).

a) b)

Sekil 2.1. insan derisi a) Konfokal gériintiisii (Kennedy, 2014)
b) Yapay renklendiriimis SEM géruntisu (Sciencephoto, 2014)

2.1.1. Derinin Tabakalar

Deri baglica epidermis, dermis ve hipodermis olmak tGzere Ug tabakadan olusur (Sekil 2.2) (Zhong ve ark., 2010).

Epidermis ortalama kalinhigi 100 — 300 pym olan bir tabakadir ve altindaki dermis tabakasinin ¢ikintilariyla i¢ igedir. Epidermal
tabakada keratinosit hiicreleri strekli boltindr, bigim ve yapilari degiserek bazal tabaka adi verilen en alt kisimdan ylzeye dogru

goc ederler. Boylece Ust deri, tabakalagmis bir yapi gosterir (Rheinwald and Green, 1975).

Dermiste kan ve lenf damarlari, yag ve ter bezleri, kil follikulleri, deri kaslari ve gesitli duyulari alan sinirler bulunur. Deriye kivam
ve esnekligini veren tabakadir. Esas yapiyi jelatinimsi bir madde olusturur. Bu madde fibroblastlar tarafindan salgilanir, hyaltronik
asit, kondroitin sullfat, heparan sulfat, dermatan sulfat ve diger mukopolisakkaritlerden meydana gelir ve ¢ok yuksek oranda su
tutma kapasitesine sahiptir. Bu yapi igerisinde kollajen, elastik ve retikiler lifler ile degisik hicreler yer alir. Vicudun yapisal
proteini kollajendir; yodunlukla tendonlarda, ligamentlerde, kemiklerde ve dermiste bulunur. Derinin kuru agirhginin %70’
kollajenden olusur. Derinin esneklik ve dayanikhlidini dermiste en bol bulunan tip | ve tip 1l kollajen saglar. Bu iki tip kollajen cilde

mekanik dayaniklilik ve gergin bir gorunum verir (Rheinwald and Green, 1975).

sag
ter gdzenegi
dermal papilla

pigment tabaka -] EPIDERMIS

germinatif tabaka
spinal tabaka
{ bazal tabaka
kas

.+ DERMiIS

yagbezi
sag folikiil

- HIPODERMIS
sag papillast 1

sinir lifi

kan ve lenf 4
damarlan 4

ter bezi

toplardamar
atardamar

Pacinian corpuscle

Sekil 2.2. insan derisinin tabakalari (NCI arsivinden adapte edilmistir).
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Hipodermis tabakasi damar ve sinir ydninden ¢ok zengindir. Ayrica tium vicutta ve deride 1sI dizenlemesinden sorumludur
(Rheinwald and Green, 1977). Yapilan arastirmalarda deride erigkin kok hucre sayisinin oldukga yuksek oldugu gosterilmistir
(Green ve ark., 1979; O’'Conner ve ark., 1981; Gallico ve ark., 1984)

2.1.2. Derinin Ekstraseliiler Matriksi (ECM)

Deri matrisi iki ana makromolekul tipinden olusmaktadir: (1) (1) proteinlerle kovalent bag yapip proteoglikanlari olusturan
polisakkarit zincirlerinden olusan glikozaminoglikanlar (GAG) (Uitto ve ark., 1989), ve (2) yapisal iglevler ve adhesiflikten sorumliu

olan kollajen, elastin, fibronektin ve laminin (Tablo 2.1) igeren lifsi proteinler (Alberts ve ark., 2002).

Tablo 2.1. Derinin ekstraselller matriks bilesenleri (Uitto ve ark., 1989)

Bilesen islevi

Kollajenler

Cekme dayanimini saglayan ana

Tip| bilesen

Tip Il Yaslanmay! geciktirici, gerginlik verici

Tip 1 Gerilme 6zelliklerine katki

Tip IV Bazal membranin ana yapisal bileseni

TipV Hucre ylzeyi ve gevre matriksi
arasinda araylzey baglantisi

Tip VI Matriks toplanmasi

Tip VIl Baglama fibrillerinin yapisal bileseni

Elastik fiberler
Elastin Esneklik ve deri elastikiyeti

Elastik fiber olusumuyla iskele
Mikrofibriler bilesen
olusturma

Fibrillin Mikrofibril yapisinin stabilizasyonu

Bazal Membran Baglantili Makromolekiiller

Su ve iyon bakimindan denge;
Proteoglikanlar/GAGs | buyUimenin dizenlenmesi, hiicre gé¢u

ve hlcrelerin tutunmasi

Heparan silfat Htcre tutunmasi ve farklilagsmasi,

Proteoglikan, Laminin akson uzamasi

) ] Hucrelerin ektraseliler matrikse
Fibronektin
tutunmasi

Nidojen / entaktin Hicre baglantisi

2.2. Deri Yaralanmalari

Yanma, cerrahi miidahale veya diabetik Ulser gibi kronik hastaliklar sonucunda deri yaralari olusmaktadir (Auger ve ark., 2009).
Bu vyaralar akut veya kronik olmaktadir (Tablo 2.2). Ug¢ ay icinde iyilesmeyen yaralanmalar kronik yaralanma olarak
adlandiriimaktadir ve akut yaralanmalar tedaviye hizli cevap verirken kronik yaralanmalarin iyilesmesi zordur (Herrick ve ark.,
1992). Yara iyilesmesi dinamik bir slrectir ve kan hicreleri, deri parankimal hicreleri ile ECM arasindaki olduk¢a karmasik
baglantiyi icerir (Epstein ve ark., 1999). Deri muhendisligi uygulamalarinin basarili olabilmesi igin bu slrecin iyi anlasiimasi

gerekir.
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Tablo 2.2. insan derisinin yara gesitleri (Hutmacher ve ark., 2005)

Yara Gesitleri

1. Venoz ulser, diabetik Ulser

2. Genis ve derin yaniklar

3. Geleneksel iyilesmeye dayanikl Glserler

4. Pyoderma gagrenosum

5. Vitiligo

2.2.1. Yaralarin Siniflandiriimasi

Yaralar artan derinliklerine gore siniflandirilabilir: epidermal, ylzeysel (yari-derin) ve derin yaralar (Tablo 2.3). Tedavi yaklasimlari

da yaranin derinligine gore farklidir (Papini, 2004; Hutmacher ve ark., 2005; Shevchenko ve ark., 2010).

Tablo 2.3. Yaralarin siniflandiriimasi ve 6zellikleri (Shevchenko ve ark., 2010; Papini, 2004)

Epidermal yaralar

Yiizeysellyari-derin yaralar

Derin yaralar

Sadece epidermis etkilenir

Epidermis ve dermisin st tabakasi etkilenir

Epitel rejeneratif 6gelerin tamamen yikimi

Az agri

Siddetli agri

Epitel bolgenin yenilenmesi ile yara

bdlgesinin daralmasi

Cerrahi mudahale gerekmez

Epitel bdlgenin yenilenmesi ile yara iyilegsmesi

Kozmetik deformasyonlar, fonksiyonel

bozukluklar ve hareket kisitlamalari

Yara izi birakmadan epidermis

hizlica kendini yeniler

Sag foliklill ve ter bezleri korunur ve kendini

yenilemeye yardimci olur

1 cm ¢apindan daha genis yaralar; deri

greftine gerek duyulur

2.2.2. Yara lyilesme Siireci

Yara iyilesmesi genellikle 4 basamaktan olusur:

(reepithelializasyon/proliferasyon) ve yeniden bigimlenme

hemostasis,

(yangi), epitel bolgenin yenilenmesi

(remodelling). Bazi arastirmacilar hemostasis ve enflamasyonu tek

enflamasyon

asama olarak kabul etmektedir (Sekil 2.3) (Shaw and Martin, 2009).

(7 Hemostasis
| ve
L Enflamasyon (yangi)

Plateletler
Notrofiller
Makrofajlar
Lenfositler

Plateiet
agregasyonu ve
degraniilasyon

Kan pihtilagmast
Enflamatuar

hicrelenn
kemotaksisi

Yaralanma 3 gin

Epitel bélgenin
yenilenmesi
i (proliferasygq)

Yeniden bigimienme |
(remodeling)

Endotel hucreleri
Epitel hucreleri
Fibroblastiar

Fibroblastlar

Anjiyogenesis

_ Yara
Epitelyal olgunlasmasi
tabakanin
olusumu Kollajen ¢apraz

: baglanmas!

Kollajen sentezi

Daralma
7 giin haftalar - aylar

Sekil 2.3. Yara iyilesme sureci (Gendaszewska-Darmach and Kucharska, 2011)
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2.2.2.1. Keratinositlerin iglevi ve Normal Yara lyilesmesi

Normal epidermiste, mitotik ydnden aktif keratinositler dermisin bazal tabasinda yer alirlar ve bazal lamina ile direkt baglantilidirlar.
Uremeleri yavastir. Bazal tabakanin (zerinde keratinositler terminal farklilasmaya baslarlar ve deri ylizeyine dogru gé¢ ederek
Olurler (Tomic-Canic ve ark., 2004). Keratinositler otokrin ve parakrin sisteme ¢ok bagimlidir ve yara iyilesme strecinde bu durum
cok énemlidir. Keratinositler birbirleriyle ve yara iyilesmesini baslatici diger bagisiklik sistemi hiicreleriyle iletisime gegerek yarayi
onarirlar (Tomic-Canic ve ark., 1998). Hasardan birka¢ saat sonra keratinositler ¢ogalma olmadan gdce baslarlar (Bartkova ve
ark., 2003). Yara yuzeysel ise ve bazal membran bozulmamis ise G¢ gun icinde epitel hicreleri tekrar olusur. Ancak, eger yara
derin ise yaranin kenarinda bulunan keratinosit ve fibroblast hucreleri yaraya dogru go¢ eder (Mulvaney and Harrington, 1994).
Yaralanmanin ikinci ve uguncu ginunde keratinositler cogalmaya devam ederek yara ylzeyi boyunca go¢ etmeye devam ederler.

Bu olay epitelyal uzanti olarak adlandirilir (Hibner ve ark., 1996).

Epitel dokunun tekrar olusmasinda keratinositler t¢ farkl grup olarak kategorize edilirler: (1) yaranin kenarinda bulunan ve
¢ogalma potansiyeli fazla olan hicreler, (2) epitelyal uzantinin baslangicinda bulunup integrin salgilayan hucreler, (3) bazal

membranin ve epidermisin tekrar Uretiminden sorumlu olan hicreler (Saarialho-Kere ve ark., 1995).

2.2.2.2. Fibroblastlarin islevi ve Normal Yara lyilesmesi

Fibroblastlar tarafindan surekli hiicredisi matriksin 6ncilleri (fiberler, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve glikoproteinler)
salgilanmaktadir. Yaralanmadan yaklasik iki veya (¢ gun sonra, fibroblastlar zarar gérmemis dokudan yara boélgesine dogru go¢
etmeye basglarlar ve bdylece epitel bolgenin yenilenme fazi baslamis olur. (Stadelmann ve ark., 1998). Fibroblastlar yarali bolgeye
vardiginda kendi fenotiplerini degistirerek kollajen tretimini arttirirlar (Agren ve ark., 1999). Fibroblastlarin yarali bélgede gégu

Ozellikle enflamasyon fazinda olusan fibrin pihti Gzerinde bulunan fibronektine tutunarak gergeklesir (Romo ve Pearson 2008).

Epitel bolgenin yenilenme fazinda ayni zamanda granulasyon dokusu da olugsmaya baslar. Yaralanmadan sonraki ikinci ile beginci
gun arasinda bu grantlasyon dokusu yaranin kenarinda olusmaya baglar ve yarayl tamamen kapatana kadar buydr (Clark, 1993).
Bu doku diizguin bir organizasyona sahip degildir ve temel olarak yeni kan damarlari, bagisiklik sistemi hiicreleri, endotel hiicreleri,
fibroblastlar, miyofibroblastlar ve gecici ECM’den olusur (Kurkinen, 1980). Gegici ECM ise fibronektin, kollajen, proteoglikan ve
hyaltronik asit (HA) gibi GAG’lari icerir (Romo and Pearson, 2008). Fibronektin ve HA granilasyon dokusunun temel bilesenleridir
ve iyilesme sireci i¢in sulu matriks saglayarak gé¢u kolaylastirir (Krawczyk, 1971). Daha sonra, normal dokuda bulunan ECM bu

gegici matriks ile yer degistirir (Hibner ve ark., 1996).

2.3. Deri Doku Muhendisligi

Deri doku muhendisliginin amaci, dogal derinin normal anatomi ve fizyolojisinin yeniden yapilanmasini yapay bir destek ile
saglamaktir. Otolog keratinosit kiltirleri 20 yildan uzun sureden beri klinik kullanimdadir. Ginimuze kadar gecen zamanda kultur
urind suni deriler sadece kismi olarak anatomik veya islevsel yapiyi restore etmekte kullaniimigtir. Oysa deri doku mihendisliginin
potansiyeli ve sinirlari bunun ¢ok otesindedir (Brohem ve ark., 2011). Bu yapilar klinik uygulamalarda kullaniimak, akut ve kronik
yara iyilesmelerini desteklemek, yara iyilesmesi, in vitro melanoma, sedef hastaligi ve enfeksiyon modelleri, dermatolojik veya

farmasoétik uygulamalarda kullaniimak Gzere model test sistemleri olusturma amaciyla gelistiriimektedir (Cuono ve ark., 1986).

Doku muhendisligi hucrelerin doku iskelesi Uzerine kultiure edilmesi temeline dayanir (Sekil 2.3). Uygun uyaran saglandidi zaman
yeni doku olusumu gerceklesir ve bu yeni doku hastada kaybedilen islevin geri kazanilmasina yardim eder. ideal bir doku iskelesi,
hdcre tutunmasina, farklilasmasina ve gogalmasina olanak saglayacak mikro yapiya ve uygun yuzey kimyasina sahip olmalidir
(Liu ve ark., 2007). Yaniklar, yumusak doku travmalari ve doku 6limiine yol agan hastaliklar blyik doku kayiplarina sebep
olmaktadir. Kimi zaman vicudun %50-60’indan fazlasini etkileyebilen bu doku kayiplari hastanin kendisinden alinabilecek deri
greftinin boyutlarindan ¢ok daha biylk olmakta ve otogreft yetersiz kalmaktadir (Metcalfe and Ferguson, 2007). Diger bir taraftan
muhendislik yontemleri ile gelistiriimis modeller epidermisin tamamini taklit etmeyi basarsa da dermis tabakasinin kil, damar, ter
bezi gibi bilesenlerinin hepsini igeren bir model heniiz gelistirilememistir. Bu konu giinimiizde hala ¢éziimlenmeye calisilan dnemili
klinik sorunlarindan biridir (Béttcher-Haberzeth, 2010).
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Deri doku muhendisliginde islevsel doku modelleri olusturulurken cgesitli biyolojik ve sentetik malzemeler in vitro ortamda htcreler
ile optimum kosullarda bir araya getirilmektedir (MacNail, 2007). Yanik tedavilerinde ve diger galismalarda ticari olarak satilan
bazi deri modelleri vardir. Bazi modeller sadece epidermis veya sadece dermis tabakasinin 6zelliklerini gosterirken bazilari dermis
ve epidermis tabakalarini birlikte icermektedir (Herndon and Parks, 1986). Bunlarda kollajene ek olarak glikozaminoglikanlar,
jelatin, hyallronik asit, elastin, kitosan, fibrin, aljinat, polilaktik asit, poliglikolik asit, poliliretan ve polikaprolakton gibi farkli dogal
ve sentetik biyomalzemelerin de tek baglarina veya birlikte kullanildigi bilinmektedir (Burke ve ark., 1981) Stingersi yapida olanlar
liyofilizasyon ya da tanecik ¢dziinmesi yontemi ile elde edilirken bir kismi da elektroegirme yontemi ile lifsi bir yapida
uretilmektedirler (Metcalfe and Ferguson, 2007). Uretilen yapi iskelelerine farkli fiziksel, kimyasal veya fiziksel+kimyasal capraz

baglama yéntemleri uygulanarak giclenmeleri saglanmaktadir (Yannas and Burke, 1980).
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Sekil 2.4. Doku muhendisligi kavrami (Dvir, 2014)

ideal bir doku iskelesi hazirlanabilmesi igin belli etkenler vardir: (1) kullanilan yéntem, yeni sekillenen dokunun iskele igine
blyumesini ve damarlanmasini desteklemek amaciyla doku iskelesinin gozenekli yapida ve gbézenekleri arasinda baglantilari
saglayabilmeli, ayrica istenilen sekil ve boyutlarda iskele hazirlanabilmesine izin vermelidir, (2) segilen malzeme, biyouyumlu ve
biyobozunur olmali, malzemenin bozunma hizi yeni sekillenmekte olan dokunun olugum hiziyla dengeli olmali ve bozunma
sonunda agida ¢ikan yan Urnler toksisiteye yol agmadan metabolize edilebilmelidir, (3) hazirlanan doku iskelesi, hiicre tutunmasi,
farkhlasmasi, cogalmasi ve hucre goc¢u igin uygun yuzey kimyasi ve ylzey topografisine sahip olmali, (4) hazirlanan doku iskelesi,
yeni doku sekillenmesi ve implantasyon agsamalarinda deforme olmayacak dizeyde yeterli mekanik dayanima sahip olmahdir.
Deri doku muhendisligi alaninda daha ¢ok polimer bazli malzemeler kullanilarak, membran/matriks yapisinda, stingerimsi yapida

ve lifsi ag formunda doku iskeleleri kullaniimaktadir (Boyce ve ark., 2006; Sachlos and Czernuszka, 2003).

2.3.1. Deri Doku Muhendisligi igin Hiicre Kaynaklari

Doku muhendisligi uygulamalarinda hucreler temel elemanlardir. Tedavi edilecek dokuya bagli olarak kullanilacak hucrelerin
morfolojisi, sayisi, gen ekspresyonu ve gelisimi hedef doku ile ayni olmalidir (Schnabel ve ark., 2002). Hiicreler kaynaklarina gére
otolog, allojenik ve ksenojenik olarak siniflandiriimaktadir (Thomson ve ark., 1998). Otolog hiicreler hastanin kendisinden elde
edilirler. immiin reaksiyona neden olmadigi icin otolog hiicreler doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir. Ancak,
hastanin viicudunda yeni bir yaranin agilmasi ve sinirli sayida hicrenin alinabilmesi gibi sorunlar s6z konusudur (Cotsarelis,
2006). Allojenik hicreler ise ayni turtn farkh bireylerinden elde edilir. Uygun maliyetle ¢ok sayida hiicrenin elde edilmesine ragmen
hastada immin tepkiye yol acabilmektedir (Shores ve ark., 2007). Diger bir hiicre kaynagi olan ksenojenik hicreler ise farkli
turlerden elde edilmektedir. Uygun maliyet ve erisimin kolay olmasi gibi avantajlarinin yaninda immun yanit ve patojen faktorlerin

bulagsmasi gibi dezavantajlari vardir (Dalkiranoglu, 2011).
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Deri eslenikleri igin hicrelerin elde edilmesi iginde Ug yer vardir: lokal, sistemik ve éncll hiicre populasyonlari (Metcalfe and
Ferguson, 2007). Lokal hicreler fibroblastlari, keratinositleri, melanositleri, adipositleri ve sag folikil hicrelerini igerir. Sistemik
hiicreler fibrosit gibi kan ve kemik iliginde bulunan, aktif olmayan hiicrelerdir (Bucala et al, 1994). Oncll hiicreler ise kil koki,

kemik iligi gibi kok hicre niglerinde bulunur (Metcalfe and Ferguson, 2007).

2.3.2. Deri Doku Miihendisligi igin iskele Kaynaklari

Deri doku mihendisliginde iskeleler genellikle yari sentetik veya dogal polimerler, kopolimerler veya iki ya da daha ¢ok polimerin
karisimi seklinde Uretilmekte, ya da polimerik kompozitler olarak gelistirimektedir (Tablo 2.4). Kompozit kullanimi tek bilesenle
uretilen iskelelerle karsilastirildiginda iskeleye gelismis mekanik 6zellikler ve biyouyumluluk kazandirmaktadir (Pachence and
Kohn, 2000; Murugan and Ramakrishna, 2007; Shevchenko ve ark., 2010).

Tablo 2.4. Deri eglenikleri icin potansiyel biyomalzemeler (Hutmacher ve ark., 2005; Roh ve ark., 2006;
Zhong ve ark., 2010; Shevchenko ve ark., 2010)

Fibronektin fonksiyonel bdlgesi ile birlikte

Sigir kollajeni hyaltironan

Fibronectin PLGA/kitosan hibrit, elektroegrilmis nanolifsi
membran

Fibrin jel Biyobozunur politiretan mikrofiberleri

Acetobacter xylinum’ca uretilen selliloz
nanofibril

ipek fibroini / aljinat karigimi siinger

insan kollajen matriksi

Polivinil alkol/kitosan/ipek 6zl karisimi siinger

Elektroegirme ile Uretilen poli(e-
kaprolakton)/jelatin nanolifsi iskele

Nano-titanyum oksit-kitosan ile jelatin ve
hyallronik asitten olusan komposit

Sigir kollajen | / kondrotin-4-6 siilfat/
kitosan liyofilize dermal matriksi

Polikaprolakton/kollajen karisimi;
elektroegirme; nanolifsi membran

Ogutilmis, hicresizlestiriimis ve
diizosiyanitle gapraz baglanmis domuz

Liyofilize edilmis sigir kollajen iskelesinin
mikrobiyal transglutaminaz ile gapraz

dermisi baglanmasi

2.3.3. Doku Miihendisligi ile Uretilen Derinin Laboratuvarda (in vitro) Kullanimi

Ug boyutlu hiicre modelleri arasinda insan derisi belki de en fazla anlasilan ve gelistirilen in vitro doku mihendisligi Grintdir. Ug
boyutlu deri gibi organotipik yapilar Gzerinde yogunlasan ¢alismalar, in vitro’da Uretilen doku esleniklerinin klinige aktariminda
kopri goérevi yapacak, ayni zamanda kozmetik Grlnlerin testinde ve hayvan denemelerinin azaltiimasinda kullanilabilecek,
translasyonel urlnlerdir. (Tablo 2.5 ve Sekil 2.5). Gunumizde bilimsel ve teknik talepleri karsilayan ¢ok g¢esitli ¢ boyutlu insan

deri modelleri geligtirilmigtir (Shevchenko ve ark., 2010).

Tablo 2.5. In vitro insan deri modeli ¢esitleri (Brohem ve ark., 2011; Groeber ve ark., 2011;

Bellas ve ark., 2012; Mathes ve ark., 2014)

Hayvan denemelerini azaltmak icin deri biyolojik arastirma modeli

Hucre-hicre ve hicre-ekstraselller matriks baglantilarinin incelenmesi icin model

Deri bariyer penetrasyon modeli

Sedef hastaligi deri modeli

Deri pigmentasyon modeli

Yara iyilesmesi ve anjiyogenez modeli

Alerjen deri tahrisi modeli

Enfeksiyon modelleri (Candida albinas, Herpes)

©f © N o g M W N

Foto-yaslanma modeli, UV etkisi

=
o

. Anti-kanser ilaglari test modeli

=
=

. Cilt kanseri, melanoma ¢alismalari icin model (Sekil 2.4)

=
N

. Kozmetik guivenlik denemesi i¢in hayvan denemelerine alternatif model

=
w

. Cesitli reaktiflerin tahrig, asindiricilik, fototoksisite ve genotoksisite degerlendirmek
icin hayvanlar Gzerinde test edilmesine alternatif yontem gelistirme modeli
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Fibroblastlar Iskele/matriks

Fibroblastlar iskele/matriks
lizerine ekilir

Melanoma hicreleri

In vitro deri timor modeli

Sekil 2.5. Melanoma hicreleri ile in vitro epidermal/dermal deri timér modelinin sematik gésterimi
(Groeber ve ark., 2011)

2.4. Ticari Yapay Deri Modelleri ve Deri Eglenikleri

Deri esleniklerinin klinikteki kullanimi 1997 yilinda, FDA onayi alan ilk deri doku muhendisligi Grind olan TransCyte® ile
baslamigtir. Bunu, 1998 yilinda yine doku muhendisligi yaklasimiyla gelistirilen ve ilk allojenik Grtin olan Apligraf®’in FDA onay!
almasi ve klinik uygulama asamasina gecmesi, 2002 yilinda ise agir yaniklarin tedavisinde kullaniimak Gzere tasarlanan
Integra®’nin medikal Grin pazarina sunulmasi izlemistir. 2007 yilinda sadece Apligraf®’in yillik satis geliri 60 milyon dolara
ulagmigtir (MacNail, 2007). Birbiriyle benzer 6zellikte olanlarin yani sira gok farkli bilesime sahip Urinlerin de bulunmasi nedeniyle
piyasadaki Urunleri gruplandirmaya yonelik farkli kaynaklarda farkli siniflandirmalari iceren bilgiler mevcuttur (Tablo 2.6.)
(Shevchenko ve ark., 2010; Jones ve ark., 2002; Atiyeh ve ark., 2005; Horch ve ark.,2005; Clark ve ark., 2007; MacNeil, 2007;
MacNeil, 2008; Patel and Fisher, 2008).

Tablo 2.6. Deri esleniklerinin siniflandiriimasi

Dermo-epidermal (kompozit),
Anatomik yapi
Epidermal, Dermal

Uygulama suresi Kalici, Yari-kalici, Gegici

Biyolojik: otolog, allojenik, ksenojenik
Malzeme cgesidi
Sentetik: biyobozunur, biyobozunur olmayan

Deri yerine kullanilan bilegim Hucresiz, Hicreli

Epidermal deri eglenikleri, insan keratinosit hdcrelerinin in vitro kosullarda seri kultirlenmesine olanak taniyan yéntemlerin
bulunmasi bu tekniklerin hizli bir sekilde klinik uygulamalara transferini de beraberinde getirmistir (Venugopal, Zhang and
Ramakrishna, 2006). Epidermal deri eslenidi malzemelerin Uretiminde ilk adim, dondrden keratinosit hiicrelerinin izolasyonu (deri
biyopsisi) ve bu hlcrelerin in-vitro kiltivasyon ile ¢gogaltiimasidir. Kiltir asamasinda uygulanmak Uizere, hava-sivi araytz modeli,
aerosol uygulamasi ya da mikrotasiyicilarin kullaniimasi gibi modellerle kiltirasyon verimini arttirmaya yonelik farkli yaklasimlar
belirtiimektedir. Her ne kadar hazirlanan malzemelerin yliksek maliyetli olusu, hazirlanma sirelerinin uzun olusu ve raf dGmdurlerinin
kisaligindan (2-3 ay) dolayi stok problemi tasimalari gibi ¢esitli dezavantajlar s6z konusuysa da, zaman igerisinde yeni yatirimlar,
bilimsel ve Kklinik arastirmalarla yasam kurtarici 6zellikteki bu malzemelerin endustriyel dlgcekte Gretim potansiyelinin artmasini
saglamaktadir. Epicel® ve Epibase®, hastanin kendi keratinosit hicreleri kullanilarak hazirlanan medikal deri Grlnleridir. On bes
gunldk kaltdr islemiyle ¢ogalarak tek tabaka haline gelen hicreler, epitel otogreft olarak genis yanik yaralari olan hastalara
uygulanmaktadir. MySkin®, destekleyici silikon membran lzerinde otolog keratinosit hicrelerinin kiltirasyonu ile Uretilen bu

Urdin, néropatik ve diyabetik ayak Ulserlerinin tedavisinde kullaniimaktadir.

20



Derin yaralanmalarda, deri greftleri ile desteklenerek yara yatagina uygulansa da, tam anlamiyla dermal iyilesmeyi saglayamadigi
kaydedilmistir. Bioseed-S®,fibrin dolgu malzemesi lizerinde, ortalama 3-6x10°hiicre.mL* otolog keratinosit subkultird igeren Grdin,
terapiye-direncli vendz bacak Ulserlerinin tedavisinde kullaniimaktadir. CellSpray®,alt kaltiri yapilan keratinosit hicrelerinin
hastaya nakledilecegi zaman hucre hasatinin yapilarak yara yatagina spreylenmesi seklindeki uygulamadir. Bu metodun, kismi
kalinliktaki yaralara erken dénem mudahale ile olumlu etkiler yarattigi bildirilmistir. Yara yatagina acil hiicre destegi saglayarak
yara kapanmasini desteklese de, tam kalinliktaki ve genis ¢apli yaralarda uygulanamamaktadir (Green, Rheinwald and Sun,
1977).

Dermal deri eslenikleri, grubundaki Grtnlerin blylk cogunlugu allojenik ya da zenojenik kékenli, hiicre icermeyen (hicresiz hale
getirilen) ve dermal onarimi hizlandirmak amaciyla yarali bdlgeyi kollajen, elastin gibi ECM bilesenleri ile desteklemeye yonelik
Urtnlerdir. Alloderm®, dondurarak-kurutma teknigi uygulanarak hicresiz hale getirilen kadavra derisinden hazirlanan dermal
matris bileseni dir. Yara yatagina kolaylikla uygulanabilir ve hicre icermedidi icin immin yanit olusumuna neden olmaz.
Periodontal cerrahide ve dermal kayiplari igeren yaralanmalarda uygulandigi belirtiimistir. Damarlanmayr ve dermal
rejenerasyonu indikleyen ECM elemanlarini blnyesinde barindirdiindan dolayr dermal yapilanma igin iskelet goérevi
Ustlenmektedir (MacNeil, 2008). Integra®, derin yanik yaralarinin tedavisinde kullanilmak Uzere gelistirilen bu Grin, yara
yuzeyinde hizli bir sekilde nem kontrolu ve bakteriyal koruma saglar. Silikon membran yuzeyin, sigir tendon kollajeni ve bir
glikozaminoglikan olan kondroitin-6-silfat ile desteklenmesiyle Uretilir. Damarlanmayi izleyen 3 haftalik bir sure boyunca yara
yataginda, onarim dokusu “neodermis” sekillenmesinde astar goérevi Ustlenir. Yaraya naklinden sonra silikon membran
uzaklastirilir (Ralston ve ark., 1999). Biobrane®, domuz kollajeninin naylon malzeme ile desteklenmis yari gecirgen silikon film
ile birlestiriimesiyle hazirlanan, 3 katmanli, gegici bir yara értiisidir. Matris proteinlerini icerir ve yarayi kontrollli bir sekilde dis
ortamdan korur. Kismi yaralanmalarda ve greft alma islemi gibi cerrahi midahale sonrasinda agiga ¢ikan yaralarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yara kapanmasini takiben (ortalama 7 -14 glin) hasta vicudundan uzaklastirilir. Dermagraft®, insan kdkenli
neonatal fibroblastlarin poliglaktin film Gzerinde kiltlre edilmesi ile hazirlanmaktadir. Fibroblastlar film Gzerinde ¢ogalirken
vitronektin, tenaskin, kollajen ve diger ECM elemani glikozaminoglikanlari sentezlerler. Bu esnada poliglaktin film hidroliz yoluyla
bozunmaya baglar. Yarali boélgeye keratinosit gd¢lini uyarmasi, fibrovaskuler onarimi desteklemesi ve raf &mrinin uzun olmasi
(6 ay) 6nemli bir 6zelligidir. Diyabetik Ulserlerin ve venoz ulserlerin tedavisinde kullaniimak Gzere gelistirilen bu tGrindn, hicrelerin
allojenik olmasi nedeniyle immun reaksiyon gelisimi riski tagsimasi ve yuksek maliyetli olmasi gibi olumsuz 6zellikleri de mevcuttur
(Stern ve ark., 1990; Marston ve ark., 2003).

Dermo-epidermal deri eslenikleri ise hasara ugramis derinin doku muhendisligi destegi ile onarimi basitten en karmasiga
kadar pek ¢ok farkl metotla gergeklestiriimektedir. Hicre igeren Urunler aktif bir sekilde yarali bélgenin onariminin  hizlanmasini
saglarken ayni zamanda hasarli bdlgeye hicre destegi islevi de gérmektedir. Hlicresiz (aselllilarize) trlnler ise yaray értlict
nitelikte olup sekonder enfeksiyonlara (bakteri, viris vs.) kargi yarayi korurlar. Her ne kadar epidermal deri eslenikleri tek baslarina
yara yatagini dis ortamdan koruma gdérevini saglasa da orijinal derinin yapi ve iglevini yerine getirebilecek seviyede bir onarim
dokusunun sekillenmesi asamasinda vyetersiz kalmaktadir. Ayrica, epidermal oértllerin iyilesme sidrecinde yarali bdlgede
blzlisme ve yara dokusu olusumuna neden olmalari ve kirilgan bir yapiya sahip olmalari gibi olumsuz 6zellikleri mevcuttur. Son
yillarda yapilan ¢alismalar da etkin bir yara onariminin dermis dokusunun varliginda gerceklestigini géstermistir (Mansbridge,
2007). Dermo-epidermal eslenikler hem epidermis hem de dermisi kapsayacak sekilde normal deri dokusunun histolojik yapisini
ustin nitelikte taklit etme 6zelligine sahip olan ve ekonomik agidan maliyeti en yuksek doku muhendisligi Grtnleridir. Bu drinler
genel olarak, dermis goérevi Ustlenenecek bir doku iskelesi ile btlinlestiriimis allojenik deri hiicrelerini icermektedir. Yaral bdlgeye

biyume faktord, sitokinler ve ECM bilesenlerini katarak yara iyilesmesini hizlandirici niteliktedirler.

1998 yilinda gergeklestirilen bir galismada, bu 6zellikte bir malzeme hazirlanmis ve malzemenin igerdigi allojenik fibroblastlara
karg! ev sahibi dokunun immunolojik tolerans gdsterdigi belirtilmistir (Dai ve ark., 2004). S6z konusu malzeme 3 haftadan fazla
bir sire boyunca herhangi bir immun reaksiyon gelismeksizin ev sahibi doku ile etkilesim halinde kalabilmigtir. Allojenik
fibroblastlarin aksine yine allojenik kokenli keratinositler kullanilarak gergeklestiriien bir baska ¢alismada ise keratinosit
hicrelerine karsi immuan reaksiyon gelismistir. Aragtirmacilar, bu durumun insan I[6kosit antijeni (HLA) ekspresyonunun
fibroblast ve keratinositlerde farkli olmasindan kaynaklandigini ve immun cevabin olusturulmasinda fibroblastlarin keratinositlere
gore daha toleransli oldugunu belirtmislerdir. Apligraf®, sigir kdkenli Tip-I kollajen jel matris ve bu matrisin ylzeyinde sirasiyla
allojenik neonatal keratinosit hiicrelerinin olusturdugu epidermis yapisi ve alt tabakada allojenik neonatal fibroblastlari iceren bir
Urindur. Venoz llserler, diyabetik Ulserlerve skleroderma (bag dokudaki kollajen artisina bagl gelisen kronik ve otoimmiun bir
hastalik) yaralarinin tedavisi i¢in uygun 6ézelliktedir. Ancak, 2 aylik in vivo uygulamanin sonunda allojenik hlcrelerin immunolojik

reaksiyon nedeniyle hayatta kalamadigi belirtiimistir (Bello and Falabella, 2003).

NaCMC yara iyilesmesi ¢alismalarinda ylksek su tutma kapasitesi sayesinde nemlendirici ve koruyucu yara 6rtlisu olarak siklikla
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kullaniimaktadir. Ancak genellikle in situ jeller olarak IntraSite™ Gel ve GranuGel™ gibi ticari kullanimlari bulunmaktadir ve topikal

olarak uygulanmaktadir (Sannino ve ark., 2005; Sannino ve ark., 2009).

Doku muhendisligi ile elde edilen deri modellerinin klinik kullanimlarinin disinda klinik olmayan bir gok uygulamasi vardir. Deri
modelleri deri biyolojisi aragtirmalarinda, hayvan uygulamalarinin azaltiimasinda (Sauer et al, 2002), hicre-hlcre ve hicre-hlcre
disi matriks etkilesimleri (Ralston ve ark., 1997; Chakrabarty ve ark., 2001; Harrison ve ark., 2006), deriye girig (penetration), yara
iyilesmesi, damarlanma, pigmentasyon arastirmalarinda (Bessou ve ark., 1996) ve melanoma (Meier ve ark., 2000), psoriasis
(sedef hastaligi) (Barker ve ark., 2004) gibi deri hastaliklarinin incelenmesinde kullaniimaktadir. Yakin dénemde yeni l¢ boyutlu
modeller gelistiriimektedir, ¢linkl derinin 6zelliklerini yeterli miktarda taklit etmek icin iki boyutlu modeller yetersiz kalmaktadir.
Gelecekte, doku mihendisligi ile elde edilen deri eslenigi modeller daha islevsel hale getirilecek ve bunlar otolog deri greftlerinin
yerini alacaktir. Bunun yani sira yapay deri malzemelerine eklenecek melanosit, folikll hiicreleri gibi diger dermal hiicreler, sinir
ucu ve damar hicrelerinin de eklenmesiyle daha gercek dokuya yakin sonuglar alinacaktir. En énemli hedef ise kaybolan dokunun

yerine konulmasi (replasmani) yaninda yenilenme sirecini (rejenerasyonu) uyaracak deri eslenigi malzemelerinin gelistiriimesidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Iskelelerin Uretimi

Bu caligmada, liyofilizasyon yontemi ile biyouyumlu, biyobozunur ve gozenekli kollajen, kollajen+ kondroitin sulfat ve NaCMC

iskeleler Uretilmistir.

3.1.1.Kollajen iskelelerin Uretimi

Kollajen iskelelerin Uretiminde kullaniimak Uzere, éncelikle sigan kuyrugundan kollajen tip 1 izole edilmistir.
3.1.1.1. Sigcan kuyrugundan kollajen tip 1 eldesi

Orta Dogu Teknik Universitesi Hayvan Deneyler Yerel Etik Kurulu Etik-2013/2 no’lu kararla erkek Spraque-Dawley sican kuyruk

tendonlarindan kimyasal olarak kollajen ekstraksiyonu (= 3 mg/mL) yapilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan yéntem

uygulanarak izolasyon iglemi gergeklestiriimistir (Kinikoglu, ve ark., 2011). Bu isleme gdre, kuyruklari saran deri pargcasi kesilmis
ve tendonlar ayriimistir. Tendonlar asetik asit ¢ozeltisi (2 L, 0.5 M) icerisinde 4°C’de 2-3 gun ¢bzutlmeye birakildiktan sonra elde
edilen ¢ozelti cam yunu kullanilarak filtrelenmis ve 4°C’de, 1 hafta boyunca pH degeri 7.2 olan 5 L’lik hacimdeki fosfat tamponuna
(12.5 mM NaH2PO4 ve 11.5 mM NazHPO.) karsi 10000 kDa gegcirgenlikteki diyaliz tipl kullanilarak diyaliz edilmistir. Diyaliz edilen
¢ozelti 1600 g'de 10 dakika boyunca santrifij (Sigma 3K30, Almanya) edilmistir. Pellet halindeki ¢okeltiler bir gece 4°C’de asetik
asit (5 L, 0.15 M) icerisinde c¢ozilmeye birakiimis, ertesi gin bu ¢ozeltinin icine 25 g NaCl eklenip tekrar bir gece 4°C’de

¢o6ziinmeye birakilmistir. Daha sonra, bu ¢ozelti santrifiij edilerek kollajen pelletleri elde edilmistir.
3.2.1. Liyofilizasyon ile kollajen iskele eldesi

Kollajenin 0.05 M - 0.5 M konsantrasyon bdlgesindeki ¢ozeltileri asetik asit (Merck, Almanya) i¢inde hazirlanmistir. Mimkuin
oldugunca ince ve kuglk gbézenek buyukliginde kollajen yapi iskelesi elde edilmek istendiginden kollajen ¢dzeltileri dlsuk
sicakliklarda dondurulmus ve vakum altinda liyofilize (Labconco Freezone 6, ABD) edilmistir. Liyofilize olan kollajenler daha sonra
desikatérde oda sicakliginda korunmustur. islem sonunda farkli kalinlik ve gézenek biiyiikliigiine sahip iki farkl kollajen siinger
elde edilmigtir (Sekil 3.1). Dondurma sicakhginin gézenek boyutuna ve slinger yapisina etkileri bilindiginden bu deneyler iki ayri
sicaklikta yapiimistir. ince kollajen siinger yapilar icin -80°C’de dondurma islemi gerceklestirilirken kalin siinger yapilarda bu

sicaklik -20°C olarak tutulmustur.

Sprague-Dawley
sigan kuyrugu
tendonundan elde
ediimig Tip1 koliajen

s “e =4 7 0.5M asetik asit
1. Kollajen gézeltisinin :

hazirlanmasi —w 12 Kuyucuklu hicre kUltGri
plakalarina dokulur

Vakumda, -50°C de
2. Kalin (dermis) 8 saat kurutulur

tabakanin Uretimi

-20°C'de 12 saat
dondurulur

4. Liyofilizasyon

3. Ince (epidermis) —
tabakanin Gretimi

-80°9C’de 12 saat
dondurulur

Vakumda, -50°C'de
8 saat kurutulur

EC;' Kigiik gdzenekli, ince
i tabaka

5. Cift katmanl

iskele ' /,] Gk a6 i
d:> glé);il;gozenekll. kalin

Sekil 3.1. Kollajen iskele Uretimi
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3.1.2. Kollajen ve Kollajen+ Kondroitin Siilfat iskelelerin Uretimi

Kollajen (Col) ve Kollajen+kondroitin sulfat (ColCS), asetik asit (%0.5, agirlik/hacim) igerisinde ¢ézindukten sonra 12 kuyucuklu
kaplara dokulerek -80°C’de dondurulmustur. Donan ¢ozeltiler vakum altinda 8 saat boyunca liyofilize edilerek singerler elde
edilmistir. Elde edilen stingerler kullanilana kadar oda sicakhdinda desikator icerisinde saklanmistir.

3.1.3. Kollajen ve Kollajen+ Kondroitin Siilfat iskelelerin Gapraz Baglanmasi

Liyofilizasyon sonrasi elde edilen sungerlere farkli ¢apraz baglama yontemleri (temelde dehidrotermal ve glutaraldehit)
uygulanmistir. Bu yontemler birlikte ve ayri ayri olarak uygulanmis ve elde edilen singerlerin 6zellikleri Uzerine etkileri

kiyaslanmistir. In situ degredasyon sonucuna goére hangi yontemin iyi olduguna karar verilmistir.

Dehidrotermal (DHT) cagraz baglama: Kollajen stingerler 150°C ‘de vakum altinda 24 saat bekletilerek capraz baglanmalari

saglanmistir.

Glutaraldehit (Glu) ile capraz baglama: Kollajen singerler %1 glutaraldehit (Sigma Aldrich, USA) ile gapraz baglanmiglardir. Buhar

yontemi ve ¢ozeltiye batirma yontemleri uygulanmistir.

Dehidrotermal/glutaraldehit capraz badlama: Liyofilize olmus kollajen siingerlere dehidrotermal ¢apraz baglama isleminin

ardindan glutaraldehit buhari uygulanmistir. Hazirlanan kollajen siinger yapilarin hazirlanis kosullari Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kollajen iskelelerin hazirlama kosullari

Kod Kompozisyon (Asetik asit icinde hazirlanmig) | Capraz Baglama Yéntemi
UXLCol %0.5 Kkollajen Capraz baglanmamig
DHTCol %0.5 kollajen DHT

GluCol %0.5 kollajen Glu

DHTGIuCol %0.5 kollajen DHT+Glu

UXLColCS %0.5 Collagen+ Kondroitin Sulfat (98:2) Capraz baglanmamis
DHTCoICS 0.5% Collagen+ Kondroitin Silfat (98:2) DHT

GluColCS 0.5% Collagen+ Kondroitin Sulfat (98:2) Glu

DHTGIuColCS 0.5% Collagen+ Kondroitin Stlfat (98:2) DHT+ Glu

3.1.4. Sodyum Karboksimetil Seliiloz (NaCMC) iskelelerin Uretimi

NaCMC (Fluka, isvigre) cesitli konsantrasyonlarda (%1 - %5, agirlik/hacim) distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra cozeltiler
40°C’ye 1sitiip manyetik karigtirici Gzerinde %1 epiklorohidrin ¢capraz baglayicisi eklenerek 2 saat boyunca karistiriimistir. Elde
edilen c¢ozeltiler 12 go6zlu plakalar icerisine dékulip, -20°C veya -80°C’de 1 gece dondurularak bekletildikten sonra liyofilize
(Labconco Freezone Freeze-drier sistemi, ABD) edilmigtir. Elde edilen stingerler ayrica 140°C’de ve 3 saat boyunca dehidrotermal
yontemi ile gapraz baglanmistir. Capraz baglanan sungerler kullanilana kadar oda sicakliginda desikatér igerisinde muhafaza

edilmistir. Hazirlanan NaCMC iskele yapilarin kompozisyonu ve hazirlanis sartlari Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Hazirlanan NaCMC iskele yapilarin kompozisyonu ve hazirlanma kosullari

Kod Kompozisyon Capraz Baglama Yontemi
UXLNaCMC80-1 %1 NaCMC -80°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
UXLNaCMC80-2.5 %2.5 NaCMC -80°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
UXLNaCMC80-5 %5 NaCMC -80°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
EPNaCMC80-1 %1 NaCMC -80°C’de dondurulmus 1% epiklorohidrin (EP)
EPNaCMC80-2.5 %2.5 NaCMC -80°C’de dondurulmus 1% EP
EPNaCMCB80-5 %5 NaCMC -80°C’de dondurulmus 1% EP
UXLNaCMC20-1 %1 NaCMC -20°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
UXLNaCMC20-2.5 %2.5 NaCMC -20°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
UXLNaCMC20-5 %5 NaCMC -20°C’de dondurulmus Capraz bagsiz
EPNaCMC20-1 %21 NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP
EPNaCMC20-2.5 %2.5 NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP
EPNaCMC20-5 % 5NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP
XLNaCMC20-1 %1 NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP+ DHT
XLNaCMC20-2.5 %2.5 NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP+ DHT
XLNaCMC20-5 %5 NaCMC -20°C’de dondurulmus 1% EP+ DHT
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3.1.5. NaCMC ve Kollajen ile Gift Katmanlh iskelelerin Uretilmesi

On calismalarda yapilan deneyler %5'lik olarak hazirlanan NaCMC iskelelerin diizgiin gézenekli ve digerlerine gore daha iyi

mekanik dayanimda oldugunu gésterdidi icin, ¢ift katmanl yapilarin olusturulmasinda bu singerler kullaniimigtir.

Cift katmanh yapilarin olusturulmasinda NaCMC ¢ozeltisi (2 mL, %5 agirlik/hacim) daha dnce bahsedildigi gibi epiklorohidrin (20
ML %1 hacim/hacim) ile ¢capraz baglanmistir. Col ya da ColCS sungerleri DHT ve Glu ile gapraz baglandiktan sonra ¢apraz
baglanan NaCMC c¢ozeltilerinin Gzerine konulmustur. Bu yapi -20°C’de dondurulduktan sonra vakum altinda kuruyana kadar
liyofilize edilmistir. Elde edilen c¢ift katmanli singerler, dayanikhli§i artirmak ve daha siki baglanmalari amaciyla tekrar DHT
yontemi ile 140°C’de 3 saat boyunca ¢apraz baglanmistir. Cift katmanli yapilar kullanilana kadar oda sicakliginda desikatorde

saklanmistir. Cift katmanli iskelelerin hazirlanma kosullari Tablo 3.3.’te verilmistir.

Tablo 3.3. Cift katmanli iskelelerin hazirlanma kosullar

Kod Kompozisyon Capraz Baglama Yontemi
NaCMC: 1% EP+ DHT
BLCol XLNaCMC20-5+ DHTGIuCol
Col: DHT+ Glu

NaCMC: 1% EP+ DHT
ColCS: DHT+ Glu

BLCoICS XLNaCMC20-5+ DHTGIuColCS

3.2. iskelelerin Karakterizasyonu
3.2.1. Suinger Kalinhgi

Dehidrotermal yontem ile capraz baglama yapilan kollajen stingerlerin kalinhgi 0.1 um hassasiyetteki mikrometre (Erste Qualitat,

Almanya) ile islem dncesi ve sonrasi olgtlmustir. En az 3 en fazla 8 yerden 6lcim alinmis ve ortalama degerler bulunmustur.
3.2.2. Siingerlerin Yuzey Gozenekliligi

Sungerlerin alt, Ust ve yan ylzeyleri taramali elektron mikroskobu ile incelenmigtir ve goruntilerdeki gézeneklilik NIH Image J

programi ile analiz edilmistir.
3.2.3. Kiitle Gozenekliligi

Kitle gozenekliligi piknometre ile dlgllerek hesaplanmistir. Hicreler icin kullanilacak olan iskelelerde %90 gézeneklilik idealdir.

Tdm ¢apraz baglama ydntemleri icerisinden bu degere en yakin gézeneklilige sahip olan yéntem belirlenmistir.
3.2.4. In situ Bozunma Testi

Hazirlanan sunger yapilarin bozunma profillerini calismak i¢in énceden tartilan ve agirliklari belirlenen stungerler (NaCMC, Col ve
ColCS sungerleri ve cift katmanli singerler) 37°C’de PBS (10 mM pH 7.4) icinde inklbe edildikten sonra belli zaman araliklarinda
(1., 3., 7., 10., ve 14. gunlerde) distile su ile 3 kere yikandiktan sonra -20°C’de (NaCMC suingerleri ve ¢ift katmanli suingerler) ya
da -80°C’de (Col ve ColCS stingerleri) dondurulmustur. Ornekler vakum altinda liyofilize edildikten sonra tartiimistir. Stingerlerin

bozunmalari agirlik kaybindan gravimetrik olarak hesaplanmisgtir.
3.2.5. Kollajenaz Enzimi ile In situ Bozunma Testi

Enzimatik bozunma analizi igin Col ve ColCS iskelelerinin agirliklar él¢cliimis ve érnekler daha sonra 37°C’de 3 saat slreyle
kollajenaz tip-Il enzimi igeren gdzelti (0,1 mg/mL steril PBS iginde pH 7.4) ile isleme tabi tutulmustur. Ornekler belli araliklarla
distile su ile 3 kez yikandiktan sonra -80°C’de dondurulmusgtur. Ardindan liyofilize edilerek agirlik kaybi gravimetrik olarak tayin

edilmistir. Geriye kalan agirlik asagidaki esitlik ile hesaplanmistir:

y Wo — Wy
Kalan agirlik (%) = ———— x 100
Wa

Bu esitlikte Wo: ilk agirlik, Wq: enzim uygulamasi sonrasinda élgtlen agirhktir.
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3.2.6. NaCMC iskelelerin Su Tutma Kapasitesi
Onceden tartiimis NaCMC iskelelerinin su tutma kapasitelerini dlgmek igin iskeleler 37°C’de 24 saat boyunca PBS (6 mL, 10mM,
pH 7.4) igerisinde inkiibe edilmistir. iskelelerin lizerindeki fazla su, kurutma kagidi yardimiyla dikkatlice alindiktan sonra 1slak

agirliklari élgtilmustir. iskelelerin su igerikleri agagidaki esitlik ile hesaplanmistir:

Iy — Kq

SI (%) = x 100

A

Bu esitlikte, Si (%): Su igerigi (%, agirhk/agirlik); | : Islak Agirlik; ve Ka: Kuru Agirliktir.

3.2.7. Kollajen Safliginin Belirlenmesi (SDS-PAGE ile)

Kollajen safliginin belirlenmesi igin sodyum dodesilsilfat (SDS) poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullaniimistir. Bu amag
icin, kollajen ¢ozeltisi (20 pL, %0.2 agirlik/hacim 0.15 M asetik asit icerisinde ¢b6zulmuis) merkaptoetanol (20 uL) ile karistirilarak
95°C’de 3 dakika denature edilmistir. Elde edilen c¢oézelti (20 pL) SDS-PAGE jeline yuklenmistir (ayirma jeli: %10
akrilamit/bisakrilamit, yiikleme jeli: %4.2 akrilamit4/bisakrilamit). Ornekler 30 mA’de 2.5 saat yiiritildiikten sonra bir gece boyunca
%0.2 (agirhk/hacim) Coomassi blue boyasi iginde birakiimis ve ertesi glin boya giderici ¢ozelti (Su:Metanol:Asetik asit hacim
olarak 4:5:1 oraninda) ortamina birakilarak arka plan boyalarin yikanmasi saglanmistir. Kollajene 6zel bantlar yikama sonrasinda

beyaz isik altinda goruntulenmigtir.
3.2.8. Mekanik Testler
Hazirlanan gézenekli iskelelere basma gerilimi uygulanmis, Elastisite Moduli ve basma dayanimi hesaplanmistir. Basma deneyi
cok kiigiik 6rneklerde bile kullanilabilmektedir. iskelelerin basma altinda giigleri 100 N yiik (Stable Micro Systems Lloyd LRX 5K
Lloyd Instruments Limited, UK) ve 10 mm/min yer degistirme hizi uygulanarak ol¢ciimugtir. Her farkh 6rnek icin en az 5 test
yapiimistir. Sungerlerin Elastisite Modull (E*) Harley ve ark. (2007)'nin belirttigi ydntemde ‘Gerilme-Deformasyon’ egrisinin tanjant
veya sekand edimi olarak ve asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.

Elastisite Modull (E*, Pascal) =Normal Gerilme (Pascal) / Deformasyon (%)
3.2.9. Taramal Elektron Mikroskobisi (SEM) Analizi
Liyofilize edilen iskelelerden alinan yatay ve dikey kesitler karbon batlar Gzerine yapistirilarak tstleri vakum altinda puskirtmeli
cihazda (Hummle VII, Anatech, ABD) altin ile kaplandiktan sonra SEM (Nano-eye Mini-SEM, Saint-Tech, South Korea)
mikrograflari alinmistir.

3.2.10. Fourier Dénusiimlu Infrared Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Dehidrotermal ve etilen oksit uygulamalari sonrasinda gapraz baglanma seviyesinin ve kollajen denatirasyonun belirlenmesi

amaclyla FTIR (Perkin Elmer, ingiltere) spektroskopisi kullaniimistir.

3.3. iskelelerin Sterilizasyonu

En uygun sterilizasyon yonteminin belirlenmesi amaciyla her bir érnek farkli sterilizasyon yontemlerine tabi tutulmustur:

Etilen oksit sterilizasyonu: Uretimden sonra, érnekler yari gegirgen torbalarla paketlenmistir. Bagil nemin %70 oldugu ortamda 8

saat boyunca 55°C’de %100 etilen oksite maruz birakilmistir (Axis-60, Kordon Tip, Turkiye). Sterilizasyondan sonra etilen oksit
kalintilarindan arindirmak amaciyla 120 dakika atmosfer basincinda 40°C’deki sicak hava akimi ile havalandiriimistir. En az 72

saat havalandirildiktan sonra kullanilana kadar plastik torbalarda saklanmistir.

%70 etil alkol sterilizasyonu: in vitro ¢aligmalardan dnce her bir 6rnek %70 etil alkol igerisinde +4°C’de bir gece bekletildikten

sonra 2 kere steril PBS (Ca*-Mg* icermeyen) ile yikanmistir. Ardindan stingerlerin her bir yiizi 1 saat UV ile sterilize edilmistir.
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3.4. Hiicre Kiiltiiri

E.U. Biyomiihendislik Béliimii Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Laboratuvarlari stoklarinda mevcut olan yetigkin primer
epidermal insan keratinositlerinin (HS2, HUKUK, Ankara) ve deri fibroblastlarinin (Detroit 551, HUKUK, Ankara) ¢ogaltimasi ve

Kultara yapilmistir.

3.4.1. Keratinosit ve Fibroblast Hiicre Hatlarinin Kualtura

Keratinosit kilttrd igin kullanilan besi ortami: %90 DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium—Ham's nutrient mixture F12,
Lonza, ABD), %10 FBS (Fetal sigir serumu, Biochrom, Aimanya), %1 L-glutamin (Biochrom, Almanya) ve %0.1 gentamisin (Gibco,
ingiltere) dir. Tim ¢alismalarda pasaj numarasi 4-12 arasindaki keratinosit hiicreleri kullanilmistir. Fibroblast kiltiirl igin kullanilan
besi ortami: %90 EMEM (Eagle’s Minimum Essential with L-glutamine, Merck, Almanya), %10 FBS (Fetal sigir serumu, Biochrom,
Almanya), %1 sodyum priivat (Biochrom, Almanya) ve %0.1 gentamisin (Gibco, ingiltere) dir. Tim calismalarda pasaj numarasi
2-8 arasindaki fibroblast hicreleri kullaniimigtir. Fibroblast ve keratinosit hlicrelerinin kaltaru rutin olarak laboratuvarda uygulanan
aseptik kultire alma kosullarinda (37°C’de, %5 CO-’li inkibatorde) yapilmigtir. Hlcrelerin besi ortamlari iki giinde bir degistiriimis,
hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini %80 — 85 oraninda kapladiklarinda tripsin/EDTA (% 0,05 / % 0,2 PBS icinde) (Gibco, ingiltere)
¢ozeltisi kullanilarak pasajlari yapiimistir.

Cift tabakal iskelede ko-kulttiirde kullanilacak besi ortami fibroblast kiltlr( i¢in kullanilan besi ortami (EMEM) oldugundan,
keratinosit hlcrelerinin bu ortama uyum saglamalari amaciyla hicreler EMEM ortaminda Ug¢ pasaj kulture edildikten sonra
iskelelerin Gzerine ekilmigtir. Keratinosit hucrelerinin olagan kalturinde kullanilan DMEM-F12 ortami ile EMEM ortaminda kalturleri
sirasinda Ureme davraniglarinda fark olup olmadidinin saptanmasi amaciyla iskele ekiminden énce her iki ortamda Ureme

kinetikleri incelenip karsilastiriimistir.

3.4.2. Hucre Sayisi Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Hucre sayilari belirlenirken MTT yéntemi kullaniimigtir. MTT hicrelerin mitokondriyal enzim aktivitesini belirleyen kolorimetrik bir
yontemdir. Canh hicrelerin mitokondriyal enzim aktiviteleri sayesinde sari tetrazolyum tuzu 3-[4,5-dimetilltiyazol-2-yl] 2,5 difenil
tetrazolium bromur, mor renkli formazan kristallerine dénusmektedir. Yeterli sayiya kadar ¢ogaltilan hucreler tripsin/EDTA
(agirhkga %0,05) ¢ozeltisi ile sispanse hale getirilmigtir. Kitlece %0,4 derisiminde Trypan blue ¢ozeltisi eklenerek hicre sayimi
yapiimis ardindan 108 hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Kiltir iki saat 37°C, %5 CO;'li inkUibatoérde
(Thermo Scientific, ABD) inkiibasyona birakilmis, 2 saat sonra her bir géze 100 pyL %10 MTT (Sigma, Almanya) iceren taze kaltur
ortami ilave edilmigtir. Ardindan kultur 3 saat 37°C, %5 CO_'li inkUbatoérde inklibasyona birakiimig, bekleme suresi sonunda MTT
¢cozeltisi pipetle uzaklastiriimistir. Hicre plaklarinin her géztiine 100 yL DMSO (Sigma-Aldrich, Almanya) eklenerek hiicrelerin
icerisindeki MTT’nin mitokondriyal enzimlerle etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan formazan kristallerinin ¢dézinmesi saglanmistir.
Spektrofotometre (SpektraMax, 190, VersaMax, ABD) ile 570-690 nm dalga boyunda absorbans dl¢ilmis ve absorbans-hticre

sayisi iliskisi grafige cevrilmigtir.

3.4.3. Keratinosit Hiicrelerinin ThinCert™ insertleri Uzerinde Kiiltiire Edilmesi

ThinCert™ (Greiner Bio-one, Almanya) hucre kultiru insertleri keratinosit hdcrelerinin kultdr kogullarinin optimize edilmesi
amaciyla kullaniimigtir. 1x10° hiicre/mL HS2 hiicresi insertlerin membrani tizerine ekilmistir. Farkli kiltir yontemleri denenerek
hicre proliferasyonun en ¢ok oldugu yontem segilerek bir sonraki asamaya gegcilmistir. Yontemler kisaca Sekil 3.2’de

gosterilmistir.
1) Batinlmig kaltar (EMEM ortami)

2) Hava-sivi arayuzeyi kiltirt (EMEM ortami)
3) Hava-sivi araylzeyi kulttrd (10 ng/mL EGF (Sigma, Almanya) eklenmis EMEM ortami)
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ThinCert™ insert

Keratinosit
Hitereleri

I PET membran

EMEM + 1 jg/10ml EGF

EMEM EMEM

Batinilnug kiiltiir Hava-siv1 araytizeyli kiiltiir Hava-sivi arayiizeyli kiiltiir

Sekil 3.2. Keratinosit hiicrelerinin ThinCert™ insertleri tizerine kiiltiire edilmesi

Sekil 3.2’de de goruldugl Gzere batiriimig kiltirde insertlerin Gzerindeki hiicreler tamamen besi ortami ile kaplanirken; hava-sivi
ara yuzeyindeki kiltlrlerde ise insert membranlara ekili hiicrelerin Gzerinde besi ortami bulunmamaktadir. Bu durumda besin alig-

verisi sadece altta bulunan ortamdan saglanmaktadir.

3.4.4. Fibroblast Hiicrelerinin NaCMC iskeleler Uzerinde Kiiltiire Edilmesi

Hucrelerin iskele yerine polistren ylzeye tutunmalarini engellemek amaciyla yuzey %Z2’lik agar (Sigma, Almanya) ile kaplanmistir.
Sterilize edilmis NaCMC slingerler agar kapl klltlr kaplarina yerlestirilerek 2 saat buyitme ortami ile sartlandiriimigtir. Bu sirenin
sonunda slinger icindeki fazla besiyeri steril gazli beze emdirilerek slinger igine 5x10° hiicre/mL konsantrasyonda 0,5 kag mL
fibroblast ekilmistir. Hicre tutunmasi icin bir saat 37°C %5 CO?'li inkiibatérde (Thermo Scientific, ABD) bekletildikten sonra

suingerin Uzerini tamamen kaplayacak kadar besi ortami ilave edilmigtir.

3.4.5. CellCrown™ insertler Uzerine Fibroblast ve Keratinosit Hiicrelerinin Farkh Ozellikteki Kollajen Siingerlerde Ko-

Kultira

iki tip hiicrenin ko-kiltiir Gretim kosullarinin optimize edilmesi amaciyla alt katman olarak blylik gdzenekli kollajen siinger
kullanilmis ve Uizerine fibroblast hiicreleri kiltire edilmistir. Calismalar iki farkli kiltir sistemi ile gergeklestiriimistir (Sekil 3.3). iki
yontem arasinda hicre ekim gunlerinde fark vardir; boylece ko-kultur yapilirken iki farkli hiicre tipinin birlikte ne kadar sure kulture
edilecegi tespit edilmistir. Hicre kilttr plaklarinin ylzeyi %2’lik agar (Sigma, Almanya) ile kaplanmistir. Bu sayede hicrelerin
kollajen slinger yerine polistren ylizeye tutunmalari énlenmistir. Steril CellCrown™ (Scaffdex, Finlandiya) insert igine biyik
gbzenekli kollajen stinger yerlestirilmistir. 2 cm gapindaki slinger tizerine 0,5 mL 1x10° hiicre/mL fibroblast ekilmistir. M1 olarak
organize edilen sistemde 7 gln kiiltire edilen fibroblastlarin Gizerine 0,5 mL 1x10° hiicre/mL keratinosit ekilmistir. M2 olarak
organize edilen sistemde ise 14 glin boyunca kiiltlire edilmis fibroblastlarin Gzerine 0,5 mL 1x10° hiicre/mL keratinosit ekilmistir.
Fibroblast hicreleri EMEM ortaminda kilttire edilmiglerdir. Daha énceden EMEM ortamina alistirilmis olan keratinosit hicreleri
icin de EMEM ortami kullaniimistir. Onceki calismada 10 ng/mL EGF (Sigma, Almanya) ve hava-sivi ara ylzeyinin olumlu etkileri
tespit edildiginden keratinositli ko-kultir boyunca bu kosullar uygulanmistir (Sekil 3.4). Her iki kilttr islemi 28 giin boyunca devam

ettirilmistir.

EGF icermeyen EMEM 10 ng/mL EGF igeren EMEM
e | 1
a) DO D7 D11 D14 D21 D28

e -———————— ) 11

Fibroblast Keratinosit Hasat
ekimi ekimi
EGF igermeyen EMEM 10 ng/mL EGF iceren EMEM
i I I
DO D14 D18 D21 D28
b} _ e e — M2
Fibroblast Keratinosit Hasat
ekimi ekimi

Batinimis KQltGr  e——
Hava-sivi araylz KUOrl  n—————

Sekil 3.3. CellCrown™ insertler izerine iki farkli yontemle ko-kdiltiir. a) Fibroblastlarin 7 glin boyunca kiiltire edilmesi (M1),

b) Fibroblastlarin 14 glin boyunca kiltire edilmesi (M2)
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Kollajen siinger

Sekil 3.4. CellCrown™ insertler izerinde fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin ko-kiltlrt

3.4.6. Fibroblast ve Keratinosit Hiicrelerinin Gift Katmanl iskelede Ko-Kiiltiirii

ThinCert™ ve CellCrown™ ile yapilan optimizasyon galismalari sonucunda gerekli kosullar belirlenmis ve bu bilgiler i1siginda gift
katmanli iskelede ko-kdltir galismalari gergeklestiriimistir. Hicrelerin iskele yerine polistren ylzeye tutunmalarini engellemek
amaciyla yizey %2’lik agar (Sigma, Almanya) ile kaplanmigstir. Sterilize edilmis ¢ift katmanli iskeleler agar kapli kilttr kaplarina
yerlestirilerek 2 saat blyidtme ortami ile sartlandiriimistir. Bu sirenin sonunda iskele ters gevrilerek alt katmani olusturan NaCMC
slingere 0,5 mL 5x10° hiicre/mL fibroblast ekilmis, bir saat 37°C %5 CO_'li inkiibatérde (Thermo Scientific, ABD) bekletildikten
sonra sungerin Uzerini tamamen kaplayacak kadar ortam ilave edilmigtir. Yercekimi etkisiyle hicrelerin kollajen iskeleye gogunu
engellemek amaciyla 24 saat sonra iskele ters gevrilmistir. 4. giinde Ust katmani olusturan kollajen siingere 0,5 mL 1x108 hlicre/mL
keratinosit ekilmis, bir saat 37°C %5 COy-'li inklibatérde bekletildikten sonra slingerin Gzerini tamamen kaplayacak kadar 10 ng/mL
EGF (Sigma, Alimanya) igeren ortam ilave edilmistir. 7. gn itibariyle ¢ift katmanli iskelenin kiltivasyonuna hava-sivi ara ylizeyinde

devam edilmistir. Kiltivasyon toplam 14 gin strmastr.

3.5. Ug Boyutlu Kiiltiirlerde Yapilan Analizler ve Hiicre Karakterizasyonu

3.5.1. Hiicre Biyime Kinetigi

Kullanilan keratinosit ve fibroblast hicrelerinin farkli gézeneklilikteki kollajen stingerler Gzerinde, fibroblast hucrelerinin NaCMC

suingerler Uzerinde kaltlrd sonrasi hiicre canhhigi MTT testi ile 7 glin boyunca incelenmistir.

3.5.2. Mikroskopik ve Histolojik incelemeler

Hucrelerin olusturduklari yapilarin histolojik olarak degerlendiriimesi iskele icinde hiicre dagihmi ve fenotiplerin analizi agisindan
dnemlidir. Oncelikle olusturulan 3 boyutlu yapilarin hiicre konfiglirasyonu ve histolojik dzelliklerinin (benzerlikleri, farkhiliklari, hiicre
6limu olup olmadidi) incelenebilmesi agisindan rutin hematoksilen-eozin boyamalari ve keratinositlere 6zel immunohistokimyasal

boyamalar Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Histoloji Bélimi'nde gergeklestiriimistir.

3.5.2.1. Hiicre morfolojisini incelemek igin hematoksilen ve eozin boyamasi

iskelelerin Gzerindeki besi ortami gekilerek iskeleler agarsiz pleyte alinmis ve 3 defa PBS ile yikanmistir. %4’lik paraformaldehit
(Affymetrix, ABD) ile 2 saat tespit edildikten sonra kullanilana kadar +4°C’de sodyum azid (AppliChem, Almanya) iceren PBS
icerisinde bekletilmistir. Kriyomikrotom (Leica CM1100, Almanya) ile frontal olarak alinan 5 mikrometrelik kesitler mikroskop lami
Uzerine aktarilarak hematoksilen-eozin boyamasi ile hiicre morfolojileri analiz edilmistir. Bunun i¢in éncelikle kesitler 37°C’de 15
dakika PBS igerisinde bekletiimis ve bu islem 2 kere tekrarlanmigtir. Kesitler 5 dakika distile su i¢cinde bekletildikten sonra 10
dakika hematoksilende (Atom Scientific LTD, ingiltere) bekletiimistir. 5 dakika akan su altinda yikanarak fazla boyanin
uzaklastirimasi saglanmistir. Asit-alkole batirilip ¢ikartildiktan sonra tekrar 5 dakika akan su altinda yikanmistir. 1,5 dakika
eozinde (Surgipath, Almanya) bekletmenin ardindan 5 dakika akan su altinda yikanarak fazla boyanin uzaklastiriimasi
saglanmigtir. Parlaklastirma amaciyla sirasiyla %80 ve %95 etanolde birer dakika bekletilmistir. Ksilene gecilmeden &6nce
kesitlerin iyice kurumasi saglanmistir. Son olarak da 10 dakika ksilende bekletmenin ardindan kapatma amaciyla kullanilan
entellan damlatilip lamelle kapatma islemi gergeklestiriimistir. Kurumasinin ardindan kesitler ters 1sik mikroskobu ile incelenmis

ve fotograflanmistir.
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3.5.2.2. immiinohistokimyasal boyama

iskelelerin izerinde hiicreler kiiltive edildikten sonra kiltiiriin igeriginin incelenmesi igin insan deri hiicrelerinde eksprese edilen
bazi proteinlerin belirlenmesi amaciyla boyama yapilmistir. Keratinosit hicrelerinin kollajen singer Uzerindeki ¢odalmalarini
gb6stermek amaciyla monoklonal sitokeratin-8 (erken keratinosit belirteci) (Abcam, ingiltere) ve sitokeratin-14 (ge¢ dénem ve
tabakalanan keratinosit belirteci) (Abcam, ingiltere) kullaniimistir. Fibroblast hiicrelerinin NaCMC stinger lizerinde gogalmalarini
gbstermek amaciyla kollagen tip-1 (Abcam, ingiltere) ve kollajen tip-1ll (Abcam, ingiltere) kullaniimistir. Cift tabaka kdltiirlerde ise,
Ust tabaka icin transglutaminaz (Abcam, ingiltere), dermis epidermis baglantisinin varligini gdstermek icin laminin (Abcam,
ingiltere) ve alt tabaka icin de kollajen tip | (Abcam, ingiltere) ve kollajen tip Ill (Abcam, ingiltere) monoklonal antikorlari
kullaniimistir. iskeleler Gzerindeki hiicre kiiltiirleri 2 defa PBS ile yikanmig ve %4’liik paraformaldehit (Affymetrix, ABD) ile 2 saat
sabitlendikten sonra boyanana kadar +4°C’de sodyum azid (AppliChem, Almanya) iceren PBS igerisinde bekletilmistir.
Kriyomikrotom (Leica, CM1100, Almanya) ile frontal olarak alinan 5 mikrometrelik kesitler lama aktariimis ve 1 gece oda
sicakliginda bekletilmistir. Ertesi glin kesitler isaretleme kalemi (pap pen, Invitrogen, ABD) ile ¢izildikten sonra 37°C’de 30 dakika
PBS icerisinde bekletiimis ve bu islem 2 kere tekrarlanmistir. Ardindan oda sicakligina ¢ikarilan kesitler 6nce 10 dakika H20- ile
muamele edilmig, daha sonra PBS iginde 5 dakika bekletilmistir ve bu islem 3 defa tekrar (3x5’) edilmistir. Kesitler 1 saat bloklama
¢ozeltisinde bekletildikten sonra PBS ile (3x5’) muamele edilmistir. Kesitlere primer antikorlar uygulanmis ve 2 saat oda
sicakliginda tutulmustur. PBS ile tekrar (3x5’) muamele edilmigtir. Biotin ile 30 dakika bekletildikten sonra PBS ile (3x5’) muamele
edilmistir. Streptavidin ile 30 dakika bekletildikten sonra PBS ile (3x5’) muamele edilmistir. 3 dakika DAB (3,3'diaminobenzidine)
¢ozeltisinde bekletildikten sonra 5 dakika PBS ile 3 kere 5 dakika boyunca distile su ile yilkanmistir. Son olarak kesitler 2,5 dakika
Mayers ¢ozeltisinde bekletilip 3 kere 5 dakika boyunca distile su ile yikanmigtir. G&mme ortami (mounting medium) eklenerek

kapama gercgeklestiriimis ve kesitler kuruduktan sonra ters 1sik mikroskobu ile incelenmis ve fotograflanmistir.

3.5.2.3. DAPI boyama

iskelelerin Gzerindeki besi ortami gekilerek iskeleler agarsiz pleyte alinmis ve 3 defa PBS ile yikanmistir. %4'lik paraformaldehit
(Affymetrix, ABD) ile 2 saat tespit edildikten sonra kullanilana kadar +4°C’de sodyum azid (AppliChem, Almanya) iceren PBS
icerisinde bekletilmistir. Kriyomikrotom ile frontal olarak 5 mikrometrelik kesitler alinmis ve kesitlerin Gzeri DAPI (4’,6-diamino-2-
phenylindole) kaplama ¢ozeltisi (Vector Laboratories, ABD) ile kaplanmistir. Kuruyana kadar karanlikta bekletildikten sonra

floresan mikroskobu (Zeiss, Almanya) ile yakin mor étesi filtrede (330-385 nm) incelenmisgtir.

3.5.3. Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Yiizeyler (izerinde kiiltire edilen hiicrelerin morfolojileri SEM incelemeleri ile goésterilmistir. Ornekler hazirlandiktan sonra
gériintiileme islemleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (IYTE)'den hizmet alimi ile gerceklestiriimistir. Ornek hazirlama sirasinda
izlenen protokol su sekildedir: iskelelerin lizerindeki st sivi gekildikten sonra 30 sn serum fizyolojik (Eczacibasi, Tirkiye) ile
yikanmigtir. 30 dk 4°C’de tampon A’da (0,6 mL glutaraldehit (Merck, Almanya) ile 2,4 mL sodyum kakodilat (Sigma, Almanya)
karisim ¢ozeltisi) bekletilmistir. 30 dk 4°C’de tampon B’de (0,21 gr stikroz (Merck, Almanya) igeren 3 mL sodyum kakodilat ¢ézeltisi
icerisinde) bekletiimistir. 30 dk 4°C’de tampon C’de (%2 osmiyum tetroksit (Sigma-Aldrich, Almanya) iceren 0,1 M sodyum
kakodilat igerisinde) bekletilmistir. Ornekler 2 tekrarli 5’er dk distile su ile yilkamanin ardindan alkol serisinde 5’er dk bekletilerek
susuzlastiriimistir. Alkol serisi sirasiyla % 35, %50, %70, %85, %95 ve 2 x %100 etil alkol yikamasi seklinde gergeklestirilmigtir.
Ornekler 5 dk hekzametildisilazan (HMDS) (Aldrich, Almanya) iginde bekletilmistir. HMDS gekildikten sonra érnekler kurumalari
icin ceker ocak icinde, oda sicakliginda, kuruma bittikten sonra SEM incelemesine kadar desikatorde bekletilmistir. 1YTE'de
ornekler piring tasiyicilar Uzerine yerlestiriimis ve 200 A° kalinliginda altin ile kaplanarak taramali elektron mikroskobunda (SEM)

incelenmigtir.

3.5.4. Buyume Faktoru Ekspresyonlarinin ELISA Kitleri ile Belirlenmesi

Cift katmanli kollajen ve NaCMC iskeleler Uzerinde kultire edilen hicrelerinin beklenen biyume faktorlerini salgilayip
salgilamadiklarinin belirlenmesi igin toplanan kultlr Ust sivisi 6érneklerinde VEGF (vaskuler endotelyal biyime faktéri), bFGF

(bazik fibroblast buylime faktori) ve IL-8 (interl6kin-8) varliginin belilenmesi amaciyla ticari ELISA kitleri kullaniimistir.

3.5.4.1. VEGF Ekspresyonunun Belirlenmesi

Cift katmanl iskeleler Utzerinde kultire edilen hlcrelerin VEGF ekspresyonlarinin belirlenmesi igin ticari ELISA kiti (Invitrogen,
KHGO0111, ABD) kullanilmistir. Kit sandvi¢ ELISA prensibine gére ¢alismaktadir. Anti-insan VEGF antikoru kapli 96-g6zIU plaklarin
kullanilacak kuyucuklarina 50 pL inkiibasyon tamponu eklenmistir. Konsantrasyonlari 1500 pg/mL, 750 pg/mL, 375 pg/mL, 188
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pg/mL, 93.8 pg/mL, 46.9 pg/mL, 23.4 pg/mL ve 0 pg/mL olan standart VEGF ¢ozeltilerinden 100’er yL ve standart dilisyon
tamponu ile seyreltiimis (1:1) kultirden toplanan slpernatan 6érneklerinden 100’er uL eklenerek 3 tekrarli deney deseni
olusturulmusgtur. 2 saat oda sicakliginda inkibe edilen 6rnekler yikama ¢ozeltisi ile 4 defa yikanmig, kuyucuklara biotinle konjuge
edilmis insan VEGF sollisyonundan 100 L eklenmis, bir saat oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Ornekler yikama ¢dzeltisi ile 4
defa yikandiktan sonra tzerlerine streptavidin-HRP ¢alisma ¢ozeltisinden 100 uL eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda inkibe
edilen érnekler tekrar yikama ¢dzeltisi ile 4 defa yikanmistir. Ornekler izerine kromojen ¢dzeltisinden 100 uL eklenip 30 dakika
oda sicakhginda, karanlikta inkiibe edildikten sonra durdurma ¢ozeltisinden 100 pL eklenmis ve daha sonra spektrofotometrede
(SpektraMax 190, VersaMax, ABD) 450 nm’de absorbans dederleri okunmustur. Standartlardan elde edilen denkleme gére VEGF

icerigi bilinmeyen kultur Gst sivisi 6rneklerinin VEGF konsantrasyonlari hesaplanmistir.

3.5.4.2. bFGF Ekspresyonunun Belirlenmesi

Cift katmanl iskeleler Gizerinde kiiltire edilen hiicrelerin bFGF ekspresyonlarinin belirlenmesi icin ticari ELISA kiti (BioLegend,
434309, ABD) kullaniimistir. Kit sandvi¢g ELISA prensibine gére ¢calismaktadir. Kullanilan 96-g6zli pleyt anti-insan bFGF antikoru
ile kaphdir. Plaklarin kuyucuklari 1X yikama tamponu ile 4 kere yikanmistir. Standartlarin eklenecegi gézlere 50 uL besi ortami
ve drneklerin eklenecedi gozlere 50 uyL Tampon A'dan eklenmigtir. Konsantrasyonlari 800 pg/mL, 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100
pa/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL ve 0 pg/mL olan standart ¢ozeltilerden 50’ser UL ve kiltirden toplanan kultlr Gst sivisi
orneklerinden 50’ser pL eklenerek 3 tekrarli deney deseni olusturulmustur. 2 saat oda sicakhiginda 300 rpm’deki galkalayicida
inkiibe edilen plaka kuyucuklari 1X yikama tamponu ile 4 kere yikanmistir. insan bFGF antikor tespit ¢dzeltisinden her bir
kuyucuga 100’er uL eklenmistir. Bir saat oda sicakliginda 300 rpm’deki ¢alkalayicida inkibe edilen plaka kuyucuklari 1X ylkama
tamponu ile tekrar 4 kere yikanmigtir. Ornekler tizerine avidin-HRP ¢dzeltisinden 100’er uL eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
300 rpm’deki galkalayicida inkibe edilmigtir. Plaklarin gézleri 1X yikama tamponu ile 5 kere daha yikandiktan sonra substrat
¢ozeltisinden 100’er uL eklenerek 20 dakika karanlikta inkibe edilmistir. Bu sirada bFGF igceren go6zlerde mavi renk
gozlemlenmistir. Her géze 100 pL durdurma c¢ozeltisi eklendiginde rengin maviden sariya dondugu gdzlemlenmistir. Plaklar
spektrofotometrede (SpektraMax 190, VersaMax, ABD) 450 nm’de okutulmustur. Standartlardan elde edilen denkleme gére bFGF

icerigi bilinmeyen kdltur Gst sivisi 6rneklerinin konsantrasyonu hesaplanmistir.

3.5.4.3. IL-8 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Cift katmanli iskeleler Gzerinde kulttre edilen hiicrelerin IL-8 ekspresyonun belirlenmesi igin ticari ELISA kiti (BioLegend, 431507,
ABD) kullaniimistir. Kit sandvi¢ ELISA prensibine gére caligmaktadir. Plaklarin kuyucuklari 1X yikama tamponu ile 4 kere
yikanmistir. Kuyucuklara 50 uL Tampon A ¢ozeltisinden eklenmistir. Konsantrasyonlari 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6 pg/mL ve 0 pg/mL olan standart IL-8 ¢dzeltilerinden 50’ser uL ve kiiltirden toplanan kultir
Ust sivisi 6rneklerinden 50’ser uL kuyucuklara eklenerek 3 tekrarli deney deseni olusturulmustur. 2 saat oda sicakhiginda 200
rom’'deki calkalayicida inkiibe edilen plaklarin kuyucuklar 1X yikama tamponu ile 4 kere yikanmistir. insan IL-8 tespit antikor
¢ozeltisinden her bir kuyucuga 100 uL eklenmistir. 1 saat oda sicakhdinda 200 rpm’deki ¢alkalayicida inkiibe edilen pleytin gézleri
1X yikama tamponu ile 4 kere daha yikanmigtir. Ornekler tizerine avidin-HRP ¢ozeltisinden 100’er uL eklenmistir. 30 dakika oda
sicakliginda 200 rpm’deki galkalayicida inkiibe edilen plaklarin kuyucuklari 1X yikama tamponu ile 5 kere yikanmistir. Ornekler
Uzerine daha sonra substrat ¢ozeltisinden 100 pL eklenerek 15 dakika karanlikta inkibe edilmistir Bu sirada IL-8 i¢ceren g6zlerde
mavi renk gézlemlenmistir. Her géze 100 pyL durdurma solusyonu eklendiginde rengin maviden sariya dondigu gézlemlemigtir.
Plaklar spektrofotometrede (SpektraMax 190, VersaMax, ABD) 450 nm’de okutulmustur. Standartlardan elde edilen denkleme

gore IL-8 icerigi bilinmeyen stpernatan érneklerinin konsantrasyonu hesaplanmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Students’s t testi ile istatistiksel analizler yapilmis ve p degerinin 0.05’ten kiguk ya da esit oldugu durumlar istatistiksel olarak

anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. iskelelerin Karakterizasyonu
4.1.1. iskelelerin Stereomikroskopi ve SEM Fotograflari

iskeleleri in vitro kosullarda denemeden énce hiicre davranisinda dnemli bir etkiye sahip olan fiziksel ézellikleri calisiimistir. Bu
amagla, tim singerlerin stereomikroskop ile morfolojileri ve SEM ile de yatay ve dikey kesitlerinin mikrograflari alinarak i¢ yapilari
incelenmistir. Kollajen iskelelerde, buyik (ortalama 98 um) ve kiclik (ortalama 65 pm) goézenekli olmak Uzere iki tip iskele
uretilmistir. Iskelelerin gézenek biyiikligi farkliigi, ©rneklerin dondurma sicakhginin degistirimesi ile saglanmistir.
Liyofilizasyondan dnce -20°C’de dondurulan singerler biylk gézenekli, -80°C’de dondurulan siingerler daha klglk gdzenekli
olarak elde edilmistir (Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3.). Yapilan analizler ile ileride NaCMC ile birlikte kullanilacak olan kollajen iskelenin
optimum gézenek buyukligi, kalinhdi ve hiicreler ile uyumu belirlenmistir. iki farkl gézenek buyikligiine ve kalinligina sahip
kollajen suinger uretilmesinin amaci farkli gézenek buyukliklerinin stingerlerin mekanik 6zelliklerine ¢ok belirgin etkileri olmasi,
kuguk gozenekli yapilarin buyuk gézenekli yapiya oranla daha yuksek mekanik glce sahip olmasirdir. Deneme caligmalarinda

da bunu saglamak amaciyla farkh gézenek buyikliginde iskele tretimi gerceklestiriimistir.

-80°C

-20°C

Sekil 4.1. Stereomikroskop ile gekilmis buyuk ve kigik gdzenekli capraz bagli olmayan kollajen iskele géruntileri
(-20°C: biylk gozenekli: 98 pm), -80°C: kiiglik gdzenekli: 65 um))

Capraz
baglanmamusg

Dehidrotermal

Gluteraldehit

Sekil 4.2. Farkli gapraz baglama ydntemleriyle Uretilmis, kollajen iskelelerin Ust ve alt ylzeylerinin SEM gérintuleri
(Dondurma sicakligi -20°C)
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-80°C

Sekil 4.3. Capraz baglanmamis kollajen iskelelerin SEM goérintileri (-20°C: biyik gézenekli: 98 um), -80°C: kiuguk gézenekli: 65 pm) .

Sekil 4.2.de goruldugu gibi, farkli gapraz baglama yontemleriyle Uretilmis olan kollajen iskelelerin alt ve Ust yuzeylerinin SEM
mikrograflari birbirinden gok farkli degildir. Orneklerin yiizeylerinde ince bir tabaka gdzlenmektedir. Orneklerin i¢ kisimlarinin
stereo- ve SEM mikrograflari, gdzeneklerin boyu ve birbirine bagliligi hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 4.3). -20°C’de dondurularak
hazirlanan iskelelerin gdzenek buyuklik boélgesi 48-310 ym iken -80 °C’de dondurularak hazirlanan iskelelerin gézenek boyut

bdlgesi 21-190 ym ve ortalama gbézenek boyutlari da sirasiyla 98 pm ve 65 um olarak bulunmiustur.

Epidermis yerine gececek yapl, dermis yerine gegecek yapiya gore ¢ok daha ince olmalidir. Bu nedenle, ince bir epidermis
tabakasi dretilirken 1 ml kollajen ¢ozeltisi (%0.5, w/v) kullanilirken kalin dermis tabakasi i¢in 3 kat fazla kollajen c¢ozeltisi
kullanilmistir.  Liyofilizasyon sonrasi ince sungerlerin kalinhgi 1.6£0.3 mm ve kalin stngerlerin kalinhgi 3.4+0.3 mm olarak
Olgulmastar (Sekil 4.4).

Kaln iskale

a)

ince iskele Kalin iskele

b)

Sekil 4.4. Liyofilizasyon sonrasindaki kollajen iskeleler: a) iskele kalinliklari, b) iskele ¢aplari

-80°C’de dondurularak hazirlanan kollajen (Col) ve kollajen+kondroitin silfat (ColCS) iskeleler, iki tabakali deri modellerinin
olusturulmasinda kullaniimistir. Bu iskelelerin gapraz baglama iglemi dncesi stereo- ve SEM mikrograflari Sekil 4.5. ve Sekil 4.6
de verilmistir. iskele kompozisyonuna kondroitin siilfat eklenmesi iskele morfolojisinde ve gézenek yapisinda degisime neden

olmustur. Bu iskeleler, dehidrotermal ve glutaraldehit ile gapraz baglama islemi sonrasinda iki tabakali modellerde kullaniimistir.
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Yan gorliniisii (2.25X)

Stereo
Resimleri

Y iizey (250X)

SEM Resimleri

Sekil 4.5. Capraz baglanmamis kollajen iskelelerinin gérinimi (UXLCol)

Yiizey (2.25X) Yiizey (8X) Yan goriiniisii (2.25X)

Stereo
Resimleri
Yiizey (250X) Dikey Kkesit (250X)
O
SEM Images ‘

Sekil 4.6. Capraz baglanmamis kollajen-kondroitin sulfat iskeleleri (UXLCoICS)

NaCMC iskeleleri farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanilarak ve iki farkl sicaklikta dondurarak hazirlanmistir. Sekil 4.7. capraz
baglanmamis ve %1, %2,5 ve %5 derisimdeki ¢ozeltileri kullanarak ve -20 derecede dondurularak liyofilize edilen hazirlanan
orneklerin stereomikrograflari ve SEM mikrograflarini géstermektedir. NaCMC derisimi degistikce, gozle de farkedilebilecedi gibi
g6zenek buyukliga, dagilimi ve ve buna bagl olarak érneklerin homojenligi ve sertlik 6zelliklerinde farkliliklar olusmustur.
Derisimin artmasi ile 6érnekler daha homojen olmus ve gézeneklerin birbiri ile baglihg artmistir.

Ayni drneklerin epiklorohidrin ile gapraz baglanmasi sonucu olusan iskele yapilarinin stereo fotograflari ve SEM mikrograflari da
ornekler arasindaki farki gdstermektedir (Sekil 4.8). Epiklorohidrin yapiya saglamlik katmistir. iskelelerin sulu ortamdaki

dayanimlari ve ¢éztiinme hizlari daha sonraki bolimlerde verilecektir.



Stereo Resimleri

SEM Resimleri

) ¢

UXLNaCMC20-
1

UXLNaCMC20-
25

UXLNaCMC20-
5

UXLNaCMC20-
1

UXLNaCMC20-
25

UXLNaCMC20-
5

lizey (2.25X) Yiizey (8X) Yan gor unusu

Yatay kesit (250X) Dikey kesit (100X) Dikey kesit

Sekil 4.7. -20°C’de dondurulmus, ¢apraz baglanmamis NaCMC iskeleleri
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Yiizey (2.25X) Yizey (8X) Yan gurunugi (2.25X)

EPNaCMC20
-1

EPNaCMC20
-2.5

Ster eo Redmlerl

EPNaCMC20
-5

(250 X

EPNaCMC20
-1

EPNaCMC20
-25

SEM Redmlerl|

EPNaCMC20
-5

Sekil 4.8. %1 Epiklorohidrin ile gapraz baglanan ve -20°C’de dondurulan NaCMC iskeleleri

Degisik derisimlerde %1, %2,5 ve %5 NaCMC kullanilarak ve -80°C’de dondurularak hazirlanan iskelelerinin stereo- ve SEM mikrograflari
Sekil 4.9. ve Sekil 4.10. da gosterilmistir. Bu drneklerde derisimin artmasi saglamhgi artirmakla birlikte hizli sogutma ve dondurma iglemi bir
tir faz ayinmina, katman olusumuna ve gdézenek yapisinin bozulmasina neden olmustur. Sekil 4.7. ¢apraz baglanmamis ve Sekil 4.8 ise
epiklorohidrin ile ¢apraz baglanis 6rnekleri géstermektedir. Capraz baglama islemi, gézenek yapisinda degisime neden olmamistir ve
orneklerin saglamlihgi arttirmistir.
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Yzey (225X)

Yan gor n0sd
(225X)

Stereo Redmleri

SEM Redmleri

UXLNaCMC380
-1

UXLNaCMCS80
-2.35

UXLNaCMCS80

-5

UXLNaCMCS80
-1

Dikey ket (100X)

Dikey kesit
(250 X)

i

UXLNaCMCS80
=23

UXLNaCMCS80
-5

Sekil 4.9. -80°C’de dondurulan, ¢apraz baglanmamis NaCMC iskeleleri
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Y tzey (225X) Yuzey (8X) Yan gorunusd
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Sekil 4.10. -80°C’de dondurulan ve %1 epiklorohidrin ile ¢capraz baglanan NaCMC iskeleleri

Stereo ve SEM mikrograflarda da gorildigld gibi -80°C’de dondurulan NaCMC iskelelerde ¢ok disik sicaklikta
dondurulmalarindan kaynakl oldugu distntlen tabaka gibi yapilar gézlemlenmigtir.

-20°C’de dondurulan NaCMC iskelelerde her derisimde gdézenek olusumu gbézlenmis ve XLNaCMC20-5 slingerlerinin
g6zeneklerinin birbiriyle bagdlantili ve diger érneklere oldukg¢a benzer boyutta oldugu gorilmastir. Deri dokusunun dermis tabakasi
epidermis tabakasina goére oldukga buyuk gézenekli oldugu igin, calismada -20°C’de dondurularak hazirlanan NaCMC sungerler
ile dermis tabakasi olarak kullaniimak igin daha uygun bulunmustur. Capraz baglanmamis veya epiklorohidrin (EP) ile ¢capraz
baglanmis iskeleler su icinde bekletildiginde bir giin icinde ¢d6zindugu icin EPNaCMC20-5 drnekleri ayrica dehidrotermal isleme
tabii tutulmustur. Dermis tabakasi yerine kullaniimak izere XLNaCMC20-5 sungerleri secilmistir (Sekil 4.11).

Dikey kesit (100X)

SEM Resmleri

Sekil 4.11. XLNaCMC20-5 iskeleleri

Cift katmanli yapilarin olugturulmasinda DHTGIuCol ve DHTGIuCoICS sungerleri ile EPNaCMC20-5 iskeleleri kullaniimistir.
Liyofilizasyon sonrasinda birbirine baglanan bu iki katman daha sonra DHT capraz baglama yontemi ile 140°C’'de 3 saat

bekletilmistir. Bu islem iki tabakanin birbirine baglanmasini saglamistir. In situ ve in vitro galismalar sirasinda BLCol and BLCoICS
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cift katmanl yapilarini olusturan katmanlarin birbirinden ayriimadigi goézlenmisti. XLNaCMC20-5 ile DHTGIuCol veya
DHTGIuColICS kullanilarak hazirlanan iki tabakali (BL) yapilarin stereo-ve SEM mikrograflari Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 de verilmistir.

Sekillerden de gorilecegi gibi katmanlar birbiri icine gegmistir ve saglam bir bigimde baglanmigtir.

Yuzey (2.25X)
Stereo
Resamleri
Kodlajentabakasi | Dikey kesit (250X) NaCMC tabakasi (Alt)
(Ust) (250X) (250 X)
SEM Images
Sekil 4.12 BLCol iskeleri
Y lzey (2.25X) Y tzey (8X) Y an goruntsgi (2.25X)
Stereo
Resmleri
Kdl.jajen tabakasi Dikey kedt (250X) NaCM C tabakas
(Ust) (250X) (alt) (250 X)
SEM I mages

Sekil 4.13. BLCoICS iskeleleri

39



4.1.5. iskelelerin Yogunluklari

iskelelerin yogunluklari (6zkitle) gravimetrik ydntemle hesaplanmig ve Tablo 4.1'de gésterilmistir. Yapilar gok gézenekli oldugu

icin yogunluklarinin diguk olmasi dogaldir.

Tablo 4.1. NaCMC, Col ve ColCS iskelelerin yogunluklari

Ornekler Yogunluk (g/cm3)
UXLNaCMC20-1 0.0194+ 0.0006
UXLNaCMC20-2.5 0.0332+ 0.0008
UXLNaCMC20-5 0.0611+ 0.0007
EPNaCMC20-1 0.0162+0.0011
EPNaCMC20-2.5 0.0352+0.0013
EPNaCMC20-5 0.0625+0.0017
UXLNaCMC80-1 0.0183+0.0009
UXLNaCMC80- 2.5 0.0348+ 0.0015
UXLNaCMC80- 5 0.0607+0.0017
EPNaCMC80-1 0.0169+0.0016
EPNaCM(C80-2.5 0.0363+0.0010
EPNaCMCR80-5 0.0649+ 0.0017
UXLCol 0.0106+0.0012
UXLColCS 0.0101+ 0.0006

NaCMC iskelelerin yogunluklarinin konsantrasyonla dogru orantili olarak arttigi ve dondurma sicakliginin yogunlugu etkilemedigi
go6rulmustur. Capraz baglanan iskelelerin yogunluklari ¢apraz baglanmayanlara oranla daha yliksek goriinse de aradaki fark
istatistiksel olarak anlaml degildir (p=0,05). Ayni sekilde capraz baglanmamis olan UXLCol ve UXLCoICS iskelelerin de

yogunluklari arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli olmadigi gérilmusttr (p=0,05).

4.1.3. In situ Bozunma Testi

Malzemelerin biyolojik sistemde bozunma dzelliklerini incelemek igin in situ bozunma testi yapilmis ve érnekler 14 giin boyunca
37°C’de 10 mM PBS (pH 7.4) iginde tutularak bozunmalari gdézlemlenmistir. Dehidrothermal olarak ¢apraz bagdlanan DHTCol,
DHTGIuCol, DHTCoICS ve DHTGIuCoICS iskelelerin capraz baglanmayan ve Glu ile ¢apraz baglanan drneklere gére daha iyi
sonug¢ verdigi, daha dayanikli oldugu ve 14 ginin sonunda agirliklarinin %80’ini koruduklari belirlenmistir (Sekil 4.14 ve 4.15).
UXLCol, GluCol, UXLCoICS ve GIuColICS iskelelerin ise hizla bozunduklari ve 14 ginin sonunda kalan agirliklarinin baslama
agirliklarina gére énemli dlgude (kabaca %50) azaldigi gorulmuistur. Bu nedenle drneklerin kararliidini saglamak icin ek ¢apraz

baglama yapilmasi gerekmigtir.
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Sekil 4.14. Capraz baglanmamis ve baglanmis Kollajen iskelelerin in situ bozunma profilleri.
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Sekil 4.15. Capraz baglanmamis ve baglanmis ColCS iskelerin in situ bozunma profilleri

NaCMC iskelelerin 37°C’de in situ bozunma testinde UXLNaCMC slngerlerinin 1 saat icerisinde tamamen ¢6zindugu
g6zlenmistir. EPNaCMC singerlerinin UXLNaCMC slngerlerinden daha dayanikli oldugu ancak bu singerlerin de 1 gin
icerisinde tamamen ¢6zindugu gorulmustar. Bu nedenle ek bir gapraz baglama yontemi olarak DHT kullaniimis ve bitin érnekler
140°C’de 3 saat boyunca gapraz baglanmistir. Sadece DHT ile ¢apraz baglanan iskeleler de EPNaCMC iskeleler gibi 1 giin iginde
¢6zunmis ancak DHT ve %1 epiklorohidrin kullanilarak gapraz baglanan érnekler 14 gunlik test boyunca sekillerini korumuslardir.
Bu XLNaCMC iskeleleri PBS iginde 14 gunluk inklibasyon sonunda baslangi¢ agirliklarinin %65’ini korumuslardir. XLNaCMC20-
1, XLNaCMC20-2.5 ve XLNaCMC20-5 iskelelerin bozunmalari istatistiksel bir farklilik géstermemistir (p=0,05) (Sekil 4.18). Ancak
cift katmanli BLCol ve BLCoICS iskelelerin tek katmanli XLNaCMC iskelelerden daha dayanikh oldugu ve 14 gunin sonunda
digerlerine oranla énemli derecede agirliklarini koruduklari gézlenmistir (p<0,05). Sonug olarak; tek katmanli yapiya DHTGIuCol

ve DHTGIuCoICS iskelelerin eklenmesi, ¢ift katmanli yapinin daha dayanikli olmasini saglamigtir.
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Sekil 4.16. NaCMC ve cift katmanli iskelerin in situ bozunma profilleri
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4.1.4. Kollajenaz Enzimi ile In situ Bozunma Testi

Kollajen (Col) ve kollajen silfat (ColCS) iskelelerin kollajenaz enzimi tarafindan bozunmalari incelenmistir (Sekil 4.17). Capraz
baglanmayan ve Glu ile ¢apraz bagdlanan 6rneklerin inkiibasyon sirasinda tamamen bozundugu gérialmustir. Ancak, DHTCol,
DHTGIuCol, DHTCoICS ve DHTGIuCoICS iskelelerin 3 saat kollajenaz enzimi ile inklibasyonlarindan sonra agirliklarinin %80’ini
korudugu belirlenmistir. DHT ve DHT+Glu ¢apraz baglama yontemleri ile Col ve ColCS stingerlerinin bozunmalari arasinda énemli
bir farkhlik gézlenmemistir (p=0,05). Bu sonuglara gére yapiya CS eklenmesinin érneklerin in situ ve enzimatik bozunma

Ozelliklerinde bir degisiklik yapmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Col ve ColCS iskelerin kollejenaz enzimi tarafindan bozunma profilleri

4.1.5. NaCMC iskelelerin Su Tutma Kapasitesi
NaCMC iskelelerin su tutma kapasitelerini belirlemek icin XLNaCMC iskeleleri 37°C’de PBS (pH 7.4) icinde 24 saat bekletilmigtir.

Butin XLNaCMC iskelelerin yapilari igerisinde yuksek miktarda su tuttugu goériimustur (%95’ten fazla). Ayrica, baslangigta

kullanilan derigim oranin artmasi ile su tutma kapasitesinin istatistiksel olarak anlamli bir degisme g6ézlenmemistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. NaCMC iskelelerin su tutma kapasiteleri

Ornek XLNaCMC20-1 XLNaCMC20-2.5 XLNaCMC20-5
Su icerigi (%) 96.58 + 0.23 97.53 +£0.02 95.64 + 0.01

4.1.6. Kollajen iskelelerin Safliginin Belirlenmesi (SDS-PAGE)

Kollajen tip 1, Sprague-Dawley si¢canlarinin kuyruklarindan izole edilmigtir. Proteinin safigini élgmek icin SDS-PAGE analizi
yapilmis ve sonuglar ticari olarak satilan ve bu deney igin izole edilen kollajen tip 1’in sonuglar karsilastiriimistir (Sekil 4.18).
Ortadaki sira ticari molekuler agirlik merdiveni (ladder) olup yukaridan asagiya 260 kDa, 140 kDa, 100 kDa, ve 70 kDa agirliktaki
protein bantlarini icermektedir. ilk siradaki bantlar bu galismada izole edilen kollajenin bantlarini, son siradaki bantlar ise ticari Tip
1 kollajenin bantlarini gdstermektedir. izole edilen kollajen ve ticari olarak satilan kollajenin ayni bantlara sahip olmasi ve her

ikisinde de baska hig bir yerde bant bulunmamasi nedeniyle izole edilen kollajenin saf Tip 1 kolajen oldugu sonucuna variimistir.
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izole edilen
Kollajen tip 1

Molekuler agirlik Ticari
isaretleyicisi Kollajen tip 1

260 kDa

140 kDa

100 kDa

70 kDa

Sekil 4.18. Sprague-Dawley sigan kuyrugundan izole edilen kollajenin, molekuler agirlik merdiveni ve ticari Tip 1 kollajenle SDS-PAGE

sonuglarinin karsilastirmasi

4.1.7. Mekanik testler

Kuru tek katmanli yapi XLNaCMC20-5 ile, ¢ift katmanli BLCol ve BLCoICS 6rneklerinin sikistirma yénunde gl¢ uygulanmasi
karsisinda dayanimlari 100 N gu¢ uygulanarak dlgilmustur (Tablo 4.4). Tabloda gorildigu Uzere ¢ift katmanh drneklerde tek
katmanliya oranla elastiklik moduliinde bir artis gdzlenmigse de bunlar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadigi
hesaplanmistir. Bu sebeple, tek katmanli yapiya DHTGIuCol ve DHTGIuCoICS sungerlerinin eklenmesi glgte herhangi bir
degisiklige sebep olmadigi sdylenebilir. Elastiklik moduli degerinin dusuk olmasi drneklerin ¢cok gbézenekli ve ¢ok yumusak

olmasiin sonucudur.

Tablo 4.4. iskelelerin elastiklik modulii
Ornek XLNaCM C20-5 BL Col BLColCS

Elastiklik modiilii (kPa) 377.05+ 95.64 426.97 £ 157.78 523.92 + 156.26

4.1.8. FT Infrared Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Dehidrotermal islem sonrasi gapraz baglarin olusumu FTIR spektroskopisinde 1553 cm™ dalga boyunda goriinen bant ile
degerlendirilmigtir. Bu bantin genligi, kollajen iginde bulunan NHz'nin miktariyla dogru orantilidir. Dolayisiyla 1553 cm™ bandinin
genligindeki azalma ¢apraz baglanma sirasindaki yogusma tepkimeleri sirasinda NH2'nin NH haline dénustuguni gosterir (Haugh
ve ark., 2007). Sekil 4.19'de dehidrotermal capraz baglanma sonrasi 6rneklerin 1553cm™ bantinda goérllen disis, capraz

baglanma isleminin basarili oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.19. Dehidrotermal ¢apraz baglamadan énce ve sonra kollajen iskelelerin FTIR spektroskopisi analizi



4.2. iskelelerin Sterilizasyonu

iskele morfolojisi lizerinde sterilizasyon yodntemlerinin etkisi SEM ile incelenmistir (Sekil 4.20 ve 4.21). iskelelerde yiiksek
gb6zeneklilik gdézlenmis ve etanol, hidrojen peroksit ve etilen oksit temelli farkli sterilizasyon yontemleri sonucunda iskelelerin
morfolojisinde énemli bir farklilik saptanmamistir. Kollajenin protein yapisina en az hasar verecek sterilizasyon yontemi olan

etanolle islem gérmesi daha sonra yapilacak olan in vitro ¢alismalar i¢in uygun bulunmustur.

Islem gérmemis

%70 etanol

Vakum altinda
%70 etanol

Islem gérmemis

Etilen oksit

Hidrojen peroksit

Sekil 4.21. iskelelerin etilen oksit ve hidrojen peroksit ile sterilizasyonu sonrasi SEM gériintleri



4.3. Hicre Kiilturii
4.3.1. Hiicre Morfolojileri
Fibroblastlar polistren ytizeye ekildikten 7 giin sonra ylzeyi tamamen kaplarken keratinositler bunu 3 giinde gergeklestirmislerdir.

Sekil 4.22°de her iki hicre tipinin de kultir kabi yuzeyinde morfolojileri gosterilmigstir. Detroit hucrelerinin tipik igsi, fibroblastik

morfolojileri, HS2 hicrelerinin de tipik tek katmanli, poligonal morfolojileri gézlenmistir.

Sekil 4.22. Hiicrelerin Faz-kontrast 1sik mikroskobunda morfolojilerinin gérintisa.

a) Detroit hiicreleri, b) HS2 hiicreleri. (Olympus CK, Japonya). Blyiltme 20x

4.3.2. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi igin Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Hucre sayisi ile absorbans arasindaki baglantiyi belirlemek icin MTT testi gergeklestirilerek bilinen hiicre sayilarinda keratinosit
(Sekil 4.23) ve fibroblast (Sekil 4.24) hacrelerinin 570 nm dalga boyunda verdikleri absorbans olgulerek kalibrasyon egrileri
cikaniimigtir. Bu egrilerin baglangig, dogrusal bélumlerinden yararlanilarak daha sonra yapilan absorbans dlgiimlerinde elde edilen

hicre sayilarinin belirlenmesinde kullaniimistir.
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Sekil 4.23. Keratinosit hiicrelerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.24. Fibroblast hicrelerinin kalibrasyon egrisi
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4.3.3. Keratinosit Hiicrelerinin EMEM Ortamina Adaptasyonu

Normal kosullarda HS2 hiicreleri DMEM-F 12 ortaminda, Detroit hiicreleri de EMEM ortaminda Uretilmektedir. Ancak bu calismada
iki hiucrenin ko-kulturinde EMEM ortami kullanildiindan ko-kulture baslanmadan 6nce HS2 hicreleri EMEM ortamina
gegcirildikten sonra hlicre davraniginda degisme olup olmadigi kontrol edilmistir. Sekil 4.25'de ortam farkhhdinin hicre
proliferasyonu tizerinde anlamli bir etkiye neden olmadigi (p<0.05, student t-testi) gosterilmistir. Bunun sonucunda da keratinosit

hdcreleri icin EMEM ortaminin kullanilabilir oldugu sonucuna ulagiimigtir.

- DMEM-F12
- EMEM

rrrrrrrrr 1t
1234567 8 9101115161

Absorbans 570 nm
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Sekil 4.25. Keratinosit hiicrelerinin %10 serum igceren EMEM ve DMEM-F12 ortamlarinda Giremeleri.

4.3.4. Keratinosit Hiicrelerinin ThinCert™ insertleri Uzerine Kiiltiire Edilmesi

En saglikh hiicre morfolojisi ve gogalma, hava-sivi ara yuzeyli ve EGF’li ortamda gézlenmistir (Sekil 4.26). Hava-sivi arayuz kiltiru
keratinositlerin karsilastiklari fizyolojik kosullari daha yakin taklit etmesi sebebiyle daha dnce yapilmis yapay deri modellerinde de

Ozellikle tavsiye edilmektedir. Bu nedenle sonraki galismalarda keratinositler icin EGF desteginin kullaniimasina karar verilmistir.

hava-sivi arayiizevi EGF 'siz hava-sivi1 arayviizevi EGF'li batirilms EGF'siz

Sekil 4.26. Keratinositlerinin ThinCert™ insertleri tizerinde farkl inkiibasyon kosullarindaki SEM gériintuleri
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4.3.5. CellCrown™ insertler Uzerine Fibroblast ve Keratinosit Hiicrelerinin Farkli Ozellikteki Kollajen

iskelelerde Ko-kultiiri

iki farkli yontem ile gerceklestirilen galismalarda hiicre ekim siirelerinde fark denenmis, bdylece ko-kiiltiir yapilirken iki farkli hiicre
tipinin birlikte ne kadar sure kilttre edilecegi saptanmistir. Histolojik ve immunohistokimyasal analizler sonucunda 7. glin sonunda
eklenen keratinositler daha uzun sire fibroblastlar ile ko-kultire olduklarindan morfolojik olarak ve keratinositlere 6zgu belirteg

proteinlerin ekspresyonunda daha olumlu sonugclar vermistir.

4.4. Ug Boyutlu Kiiltiirlerde Yapilan Analizler ve Hiicre Karakterizasyonu
4.4.1. Ug Boyutlu Kiiltiirlerde Hiicre Ureme Kinetigi

Her iki tip hiicre de kollajen iskeleler Gizerinde tutunma ve lUreme gdstermislerdir (Sekil 4.27-4.29). Klasik polistren ylzeyler
Uzerinde yapilan kulttrlerde hucre uremesinin iskele icinde Uremeye kiyasla daha hizli olmasi beklenen bir sonucgtur. Dogal
ortamlari diginda kultlre edilen hicreler kanserlesme egilimi gostererek hizli Greme dongusune girerler. Polistren kultlr kaplari
da yapilan cesitli yiizey islemleri sayesinde bu tireme hizini destekleyecek sekilde Uretilirler. iskele tizerinde (i¢ boyutlu kiiltir
hdcrelerin dodal ekstraselller ortamlarina daha yakin oldugu icin hicreler fizyolojik sartlarda oldugu hiza daha yakin bir Greme

davranigi sergilemiglerdir.

Kollajen siinger- HS2 hiicreleri

* - siinger+HS2
- HS2

34
_z-
14
u Li Ll L] L]

0 1 2 3 4

aiin

Sekil 4.27. Kigik gdzenekli kollajen iskele Gzerinde keratinositlerin Gremesi
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Sekil 4.28. Buyuk gozenekli kollajen iskele tGizerinde fibroblast hiicrelerinin Gremesi
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NaCMC iskele- Detroit hilicreleri
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Sekil 4.29. NaCMC iskele tzerinde fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu

4.4.2. Hiicre Morfolojisinin Gézlenmesi igin Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Hematoksilen boyasi ile hiicre gekirdedi mavi ve eozin boyasi ile de sitoplazma pembemsi olarak gériinmektedir. Sekil 4.30’da
genel olarak iki farkli gézenek buytkligine sahip kollajen iskelelerde hiicre ekimi sonrasi yapilan ¢alismalardaki M1 de daha
fazla hicre oldugu gozlenmigstir. Bunun sebebi ko-kiiltir stiresinin uzunlugu olabilir. Hiicreler arasi etkilesimin daha uzun stre
devam etmis olmasi, hicrelerin daha saglikh Gremelerine de destek olmaktadir. 7. gin M1 ve 14. gin M2’ler sadece fibroblast
hicrelerini gdstermektedir. 7. giinden 14. gune fibroblast hiicrelerinde iskele icinde Greme gorulmektedir. 14. ginde M1’de iki tip
hicre vardir. Birlikte ko-kultur suresi uzadikga 21. giinde M1 de daha fazla hiicre gértulmustur. Bu sonuglar keratinosit gogalmasina
fibroblast hlicreleriyle ko-kultir edilmis olmalarinin olumlu etkisini gostermektedir.

Sekil 4.30. CellCrown™ insertler Gzerine fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin kollajen iskelelerde ko-kdlturi sonrasi hematoksilen ve eozin

boyanmig gorintuleri.



Hazirlanan her iki ¢ift katmanli grup iskelelerde hicreler gdézlenmistir. (Sekil 4.31). Her grupta ilk glinlerde hiicre yogunlugunun

¢ok az oldugu, kultire devam edildiginde hicrelerin arttiyi ve hucrelerin iskeleler icinde ve gbézenekler arasinda yerlestigi

saptanmistir.
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Sekil 4.31. Fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin ¢ift katmanli iskelelerde ko-kiiltliri sonrasi hematoksilen ve eozin boyamasi

4.4.3. immiinohistokimyasal Boyama

Sekil 4.32°de kontrol mavi, antikor boyanan pozitif reaksiyonlar ise kahverengi oldugu gérilmektedir. Sitokeratin 8 erken dénem

keratinosit belirtecidir. 14. giinde M2’de keratinosit hlicresi olmadigi icin boyanma da yoktur. Ancak M1’de vardir. Sitokeratin 8

boyanmasi daha fazladir. Sitokeratin 14 ise ge¢ donem basal keratinosit belirtecidir. 21. ginde boyanma oldukga belirgindir.

Kollajen 1’de hicreler intraselller olarak kahverengi boyanmiglardir. 14. giin M2'de fibroblastlar henliz intraseliiler kollajen

uretmeye baslamamislardir ancak 21. glinden itibaren bu gézlenmektedir. 21. glin M1 de fibroblastlar keratinositler ile daha uzun

sure etkilesimde olduklarindan daha fazla miktarda kollajen Uretmislerdir. Fibroblast hicrelerin kollajen tip 1 sentezledigi

gorulmektedir.
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49

Sekil 4.32. CellCrown™ insertler izerine fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin kollajen iskelelerde




CellCrown™ insertler tizerine fibroblast ve keratinosit hlcrelerinin kollajen iskelelerde ko-kultiirli 28 giine kadar sirdirilebilmis
olmasina ragmen NaCMC iskelelerin kultir sartlarinda 8 — 9 guin icinde bozunarak pargalanmalari sebebiyle ko-kultirlere sadece
7 gun devam edilebilmigtir. In situ yapiimis bozunma testlerinde bu iskeleler dayanikliliklarini korumus olmalarina ragmen hticre
kulturd ortaminda salgilanan hicresel metabolitlerin ve ortamda bulunan enzimlerin iskele yapilarinin bozunmasini hizlandirdigi
gorilmistir. ilk denemelerden sonra tekrar ve daha uzun sireli uygulanan gapraz baglama yéntemleri sonug vermemigtir. Ayrica
hdcre kalturld ortaminda asitligin yikselmesini 6nlemek amagl ikinci grup denemede besiyerinin her gin degistiriimis olmasina
ragmen iskelelerin batinligl korunamamistir. Bu sebeple NaCMC katmani olan fibroblast ve ko-kultir denemeleri icin sadece 7

gunlik sonuglar verilebilmektedir.

Sekil 4.33'te de sadece fibroblast hiicrelerinin NaCMC iskelelerde immunohistokimyasal sonuclari goriimektedir. 2. ve 3.
gunlerdeki boyamalarda sadece kollajen tip-3 boyamasinin zayif siddette oldugu gézlenir iken, 6. ve 7. gunlerde laminin pozitifligi
zayIf siddette izlenmigstir. Diger boyamalarin ise negatif oldugu belirlenmistir. Fibroblast hicrelerinin kollajen tip-3 sentezledigi
soylenebilir. NaCMC tek katmanli iskele oldugundan dermis-epidermis arasindaki baglantinin belirlenmesinde kullanilan laminin
belirtecinin zayif gorilmesi beklenen bir sonuctur. Bu belirte¢ ko-kiltir sartlarinda iki tip hticrenin birbirleriyle etkilesimi sonrasinda
daha siddetli olarak ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 4.34 ve 4.35).

NaCMC iskele

Laminin

Kollajenl

Kollajen3

Transglutaminaz

Sekil 4.33. Fibroblast hicrelerinin NaCMC iskelelerde kiltlrd sonrasi immuanohistokimyasal boyama

Sekil 4.34’de fibroblast ve keratinositlerin NaCMC ve kollajen gift katmanli iskeleler Gizerinde ko-kultirl sonrasi immunohistokimya
boyamalari gérulmektedir. 1. ginde laminin ve kollajen tip-1 boyamasi zayif siddette pozitif iken, 4. ginde kollajen tip-1 ve tip-3
ve transglutaminaz boyamalarin oldugu goérilmis ve transglutaminaz boyamasinin orta siddette oldugu saptanmistir. Bu enzimin
ekspresyonu kuilturdeki keratinositlerin saglikli olarak kultir ortaminda devam ettiginin gostergesidir. 7. gunde ise kollajen tip-1 ve
tip-3 orta siddette pozitif iken, transglutaminaz ve laminin boyamalari da halen zayif siddette gdézlenmektedir. NaCMC ve
kollajenden olusan cift katmanl iskelede kiltlir stiresinin artmasiyla beraber hiicrelerin iskelelerin ylizeyinden iskele i¢cine dogru

g6¢ ederek yerlestigi ve cogaldigi belirlenmistir.

Sekil 4.35 de ko-kultdr sonrasi immunohistokimyasal sonuglardir; ancak bu sekilde kullanilan ince tabaka kollajen degil kollajen —
kondroitin sulfattir. 1. gunde laminin, kollajen tip-1 ve tip-3 boyamalari gene zayif siddette gdzlenirken, transglutaminaz
boyamasinin orta giddette oldugu saptanmistir. 4. gundeki boyamalarda laminin, kollajen tip-3 ve trnasglutaminaz boyamalari
zayIf siddette iken, kollajen tip-1 boyamasinin orta siddette oldugu saptanmigstir. 7. giinde laminin ve kollajen tip-1 boyamalari
orta siddette iken, kollajen tip-3 ve transglutaminaz boyamalari zayif siddette saptanmistir. Bu sonuglar keratinosit belirteci
proteinlerin kondroitin silfat iceren iskelelerde daha ylksek eksprese edildigini, dolayisiyla epidermis tabakasinin ekstraselltler
matrisini taklit etmede kollajen iskelelere kondroitin siilfat eklenmesinin énemli bir katki sagladigini géstermektedir. ince katmanda
g6zenek blyuklUkleri yuksek olmadidi igin 1. Glnde iskele igine yerlesmis hiicre gorilememistir. Ancak hlicre gogl 4. ve 7.

gunlerde gbzlenmektedir.
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Sekil 4.34. Fibroblast ve keratinosit hicrelerinin ¢ift katmanli NaCMC ve kollajen iskelerde ko-kultiiri sonrasi immunohistokimyasal boyama

NaCMC + ColCS

iskele 1.gun 4.gun 7.gun

Laminin

Kollajenl

Kollajen3

Transgutaminaz

Sekil 4.35. Fibroblast ve keratinosit hiicreleriningift katmanlhi NaCMC ve ColCS iskelerde ko-kiltlirii sonrasi imminohistokimyasal boyama
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4.4.4. DAPI Boyamasi

CellCrown™ insertler lizerine fibroblast ve keratinosit hlcrelerinin kollajen iskelelerde ko-kiltiirli 28 giine kadar siirdirilebilmig
olmasina ragmen NaCMC iskelelerin kultir sartlarinda 8 — 9 guin icinde bozunarak pargalanmalari sebebiyle ko-kultirlere sadece
7 giin devam edilebilmistir. immunohistokimya boyamalari gibi DAPI boyamalari da bu siire iginde iskeleler igine hiicre gégiiniin

oldugunu, 7 gunlik kaltir stresinde hicre tremesi gézlenmektedir (Sekil 4.36, 4.37 ve 4.38).

14! 14. giin ‘ 2 21.giin 2§ 28. giin
-
b
o
-

Sekil 4.36. CellCrown™ insertler tizerine fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin kollajen iskelede ko-kultlir(i sonrasi DAPI boyama

(M1: 7 giin, M2: 14 gun keratinosit ekimi)

1.gln 4.gun 7.glin
NaCMC+Col
iskele
NaCMC+ColCS
iskele

Sekil 4.37. Fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin ¢ift katmanli iskelede ko-kultiri sonrasi DAPI boyama

2.gun 5.gun

Sekil 4.38. Fibroblast hicrelerinin NaCMC iskelede kiltira sonrasi DAPI boyama

NaCMC
iskele
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4.4.5. Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Keratinosit hlcrelerinin kiguk gozenekli kollajen sunger Uzerinde 2. ve 3. gunlerdeki dagilimlarn Sekil 4.39 ve 4.40'da
gorilmektedir. Kliguk gbézenekli yapi sebebiyle ylzeyde yogun bir katman olusturan keratinosit hiicreleri, beklenen tek katmanli,
poligonal morfolojilerini gostermektedir. Yogun hicre dagilimi ve hucreler arasi siki baglantilarin bulunmasi epidermis
tabakasinin koruyucu islevini yerine getirebilmesi icin dnemlidir. Kollajen iskelelerin keratinosit tutunma ve Gremesini desteklemesi

sayesinde istenen keratinosit gelisimi ve yogunlugu elde edilebilmistir.

Sekil 4.40. Fibroblast hicrelerinin NaCMC iskele Gizerinde kiltirt sonrasi SEM goruntileri

NaCMC iskeleler biylk gézenekli oldugu igin fibroblastlarin iskele gdézenekleri icine yerleserek iceri gocleri kolayca saglanmistir.
Sekil 4.40’da gorilen SEM fotograflarinda hem Ust ylzeyde hem de iskele ortasindan alinan kesitte fibroblast hicreleri
gbzlenmektedir. Kultlr stresinin 28 gline kadar devam etmesi hedeflendigi icin ilk hiicre ekim konsantrasyonlari disik tutuldugu

icin gorllen hlcre sayisi ¢ok fazla degildir.

Sekil 4.41°de cift katmanli iskelelerin SEM fotograflarinda Ust ylzeylerde kligik gbézenekli katmanin ylzeyini yogun olarak
kaplayan keratinosit hiicreleri ve kesit fotograflarinda alt katman aralarina yerlesmis fibroblast hiicreleri gériilmektedir. ince ve
yogun epidermis tabakasi ile kalin ve daha seyrek dermis tabakasi morfolojik olarak elde edilmis olmakla beraber, dermis igindeki

hldcre yogunlugu kalttr strelerinin 7 ginle sinirli kalmasi sebebiyle istenenden daha dusik dizeydedir.
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Sekil 4.41. Hicrelerinin gift katmanl iskelede kiltlri sonrasi SEM gérintleri

4.4.6. ELISA sonuglari

4.4.6.1. VEGF ekspresyonunun belirlenmesi

Vaskduler endotelyal biyime faktért (VEGF) anjiyogenez ve vaskilogenezde gorev alan 6nemli bir diizenleyicidir. Anjiyogenez,
doku yenilenmesi surecinde gorilmesi istenen, yeni doku olusumu ve iyilesme igin vazgegilmez bir siregtir. Doku mihendisligi
calismalarinda da laboratuvar sartlarinda dretilen dokunun vicuda implantasyonu sonrasi konak dokularla bitlinlesmesinde
onemli yer tutar. Bu sebeple pek ¢ok doku mihendisligi ¢calismasinda anjiyogenezi hizlandirici yaklasimlar denenmektedir.
Anjiyogenez ayrica timor blylmesi ve metastasi, diabetik retinopati, doku iskemisinden sonra veya eklem iltihabi gibi patolojik
sureglerde de gorilmektedir. Vaskiilogenez ise endotel hiicrelerinin mezodermal énculerinden farklilagsma ile kan damarlarinin

olusmasidir. Vaskllogenez embriyonik gelisim ile sinirli iken yeni damarlanma gerektiginde anjiyogenez émur boyu gergeklesir.

Invitrogen VEGF ELISA kiti kullanilarak gergeklestirilen deneme sonucunda bilinen standartlarin konsantrasyonlarina gére
cikarilan standart grafigi Sekil 4.42’te gosterilmistir. Bu standart grafiginden elde edilen denklem, cift katmanli iskelelere ekilen
hlcrelerin VEGF ekspresyonlarinin absorbans degerlerine uygulanarak VEGF konsantrasyonlari pg/mL cinsinden belirlenmis ve
Tablo 4.5 ve Sekil 4.43'de gosterilmigtir.



VEGF standart grafigi
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Sekil 4.42 VEGF ELISA testine gore standart grafigi

Tablo 4.5. Cift katmanl iskelelere ekilen hucrelerin VEGF ekspresyonlari

Zaman (giin) iskele Absorbans @450 nm Konsantrasyon (pg/mL)
1 NaCMC+Col 0,027 0
4 NaCMC+Col 0,078 1,8
7 NaCMC+Col -0,003 0
1 NaCMC+ColCS 0,038 0
4 NaCMC+ColCS 0,262 30,8
7 NaCMC+ColCS 0,587 81,8
100 1

9 |1 =#=NaCMC+Col
go - <=l~NaCMC+ColICS

VEGF konsantrasyonu (pg/mL)

4

Zaman (guin)

Sekil 4.43. VEGF ELISA testine gore cift katmanli iskelelerdeki hucrelerin salgiladiklari VEGF konsantrasyonlari

Olgun ve saglikh keratinositlerin VEGF salgiladiklari bilinmektedir. Grafik ve tablodan goruldigu gibi NaCMC+kollajen-kondroitin
sulfat iskeleler Uzerinde 4. gunden itibaren VEGF ekspresyonu gorulmektedir. Bu sonu¢ immunohistokimya boyamalarinda
gorulen kondroitin sulfat igeren iskelelerde keratinosit belirteglerinin daha ylksek goérilmesi ile paraleldir. Sadece
NaCMC+kollajen iskeleler tzerinde VEGF ekspresyonu gorilmezken kondroitin silfat igerenlerde 4. gliinden itibaren artarak
goérilmesi, bu iskele kimyasinin keratinosit kiltlri icin cok daha uygun oldugunu isaret ediyor olabilir. Ancak ELISA protokolu
kullanilarak saptanan VEGF’in keratinositler tarafindan mi yoksa fibroblastlar tarafindan mi salgilandigini saptanamamaktadir.
Literatirde bulunan kaynaklarda fibroblastlarin da VEGF salgiladigi da gdsterilmistir. Her iki durumda da ¢ift katmanl iskele
modelinde ince tabakanin kondroitin sulfat icermesinin keratinosit — fibroblast etkilesimini etkileyerek VEGF salgilanmasini

tetikledigi ve sonug olarak anjiyogeneze hazirligi baslattigi seklinde yorumlanabilecektir.
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4.4.6.2. bFGF Ekspresyonunun Belirlenmesi

Bazik fibroblast blyime faktori (bFGF) bir heparin baglayici blyime faktérididr ve fibroblast blyime faktorleri (FGFs)
ailesindendir. bFGF embriyojenez sirasinda gelisme ve damar batinligini korumak igin gerekli olan ve ayni zamanda yara
iyilesmesi, kalp-damar hastaligi ve timor damarlanmasina katilan énemli bir anjiyogenik faktérdir. Hemen hemen butin memeli

hlcrelerinde kullanilan doza bagl olarak tGremeyi tetikleyici etki ettigi gdsterilmistir.

BioLegend bFGF ELISA kiti kullanilarak gergeklestiriien deneme sonucunda bilinen standartlarin konsantrasyonlarina gore
cikarilan standart grafigi Sekil 4.42’te gosterilmistir. Bu standart grafiginden elde edilen denklem, ¢ift katmanli iskelelere ekilen
hicrelerin bFGF ekspresyonlarinin absorbanslariyla birlestirilerek bFGF konsantrasyonlari pg/mL cinsinden belirlenmis ve Tablo
4.4 ve Sekil 4.43'de gosterilmistir. Buna gére NaCMC ve kollajen ¢ift katmanl iskelelerdeki bFGF konsantrasyonunun gutinden
gline arttigi ve 7. glinde 72,1 pg/mL konsantrasyona ulastigi belirlenmistir. NaCMC, kollajen ve kondrotin silfattan olusan cift

katmanli iskelede ise 4. glinden sonra bFGF konsantrasyonunda bir disis gorilmustar.

bFGF standart grafigi
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Sekil 4.42. bFGF ELISA testine gore standart grafigi

Tablo 4.4. Gift katmanli iskelelere ekilen hicrelerin bFGF ekspresyonlari

Zaman iskele Absorbans Konsantrasyon
(giin) (450 nm) (pg/mL)

1 NaCMC+Col 0,153 22,991

4 NaCMC+Col 0,219 38,054

7 NaCMC+Col 0,369 72,128

1 NaCMC+ColCS 0,141 20,331

4 NaCMC+ColCS 0,308 58,201

7 NaCMC+ColCS 0,154 23,180
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Sekil 4.43. bFGF ELISA testine gore cift katmanl iskelelerdeki hiicrelerin salgiladiyi bF GF konsantrasyonlari

4.4.6.1. IL-8 ekspresyonunun belirlenmesi

insan interlékin-8 (IL-8) kemokinlerin alfa (C-X-C) alt ailesinin bir tyesidir. Enflamasyonun ilk asamalarinda monositler,
makrofajlar, T hiicreleri, nétrofiller ve fibroblastlar tarafindan Gretilir. IL-8 nétrofillerin kemotaksisini tesvik eder ve hasarli ve enfekte
dokularda enflamasyona neden olur. Keratinositlerin yara iyilesmesi surecinde IL-8 salgilamayi arttirdiklari gosterilmistir. Pek cok
kaynak IL-8’in deride yara iyilesme, epitel yenilenmesi ve anjiyogenez sirecinde en énemli dizenleyicilerden olduguna isaret

etmektedir (Blumenfeld, 2000). Ayrica IL-8 keratinositler (izerinde hem kemotaktik hem de Gremeyi arttirici etki yapmaktadir.

BioLegend IL-8 ELISA kiti kullanilarak gergeklestirilen deneme sonucunda bilinen standartlarin konsantrasyonlarina gore ¢ikarilan
standart grafigi Sekil 4.46’de gdsterilmistir. Bu standart grafiginden elde edilen denklem, cift katmanli iskelelere ekilen hiicrelerin
IL-8 ekspresyonlarinin absorbanslariyla birlestirilerek IL-8 konsantrasyonlari pg/mL cinsinden belirlenmis ve Tablo 4.6 ve Sekil
4.47da gosterilmistir. Buna gére NaCMC ve kollajen ¢ift katmanli iskelelerdeki IL-8 konsantrasyonunun giinden giine arttigi ve 7.
glinde 1300 pg/mL konsantrasyona ulastigi belirlenmistir. NaCMC, kollajen ve kondrotin sulfattan olusan ¢ift katmanl iskelede

ise 4. gunden sonra konsantrasyonda bir disls goriimustar.
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Sekil 4.46. IL-8 ELISA testine gore IL-8 standart grafigi
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Tablo 4.6. Cift katmanli iskelelere ekilen hicrelerin IL-8 ekspresyonlari

Zaman iskele Absorbans Konsantrasyon
(giin) (450 nm) (pg/ml)
1 NaCMC+Col 0,170 105,214
4 NaCMC+Col 1,585 842,527
7 NaCMC+Col 2,470 1303,409
1 NaCMC+ColCS 0,123 80,735
4 NaCMC+ColCS 2,622 1382,419
7 NaCMC+ColCS 1,794 951,172
1600
E 1400
2 1200
2
£ 1000
>
£ 800
s = #= NaCMC+Col
& 600
i —@— NaCMC+ColCS
2 400
o
4 200
0
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Sekil 4.47. IL-8 ELISA testine gore ¢ift katmanli iskelelerdeki hiicrelerin IL-8 konsantrasyonlari

5. SONUG

Deri vicudun en blyUk organidir ve hayati &nem tasir. Bu organin fiziksel bariyer islevi gbrerek vicudu dis etmenlerden koruma,
vucut sicakhdini dengede tutma ve vicudun normal nem seviyelerini koruma gibi 6nemli gérevleri vardir. Yaniklardan,
hastaliklardan ya da diger deri problemlerinden kaynakli olan deri kayiplarini tedavi etmek icin bir takim yéntemler olsa da, rutin
tibbi uygulamalar kullanilarak ciddi doku kayiplari tamamen tamir edilip islevsel bir doku Uretilememektedir. Bu nedenle, bu tip
doku kayiplari icin dogal ya da sentetik maddeler kullanarak derinin mikro yapisini bire bir taklit eden yapi iskelelerini doku

muhendisligi yontemleri ile yapmak hedeflenmektedir.

Bu projede de, derinin dogal organizasyonunu taklit etmek igin derinin Ust tabakasi yerine gegebilecek, uygun bozunma hizina
sahip ve mikroorganizmalara bariyer olusturmasi i¢in klguk gbdzenekli Uretilen kollajen iskeleler kullaniimistir Derinin dermis
tabakasi igin ise daha buyuk gozenekli ve nem seviyesini koruyabilmesi i¢in yuksek su tutma kapasitesine sahip olan NaCMC
iskeleleri kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NaCMC iskeleleri (%1, %2.5 ve %5) , %1 epiklorohidrin ve DHT
(140°C, 3 saat) kullanilarak capraz baglanmistir. SEM ve stereo resimleri NaCMC80 sungerlerinin tabaka benzeri yapilari
oldugunu fakat NaCMC20 stingerlerinin bu ¢alisma icin ideal olan gézenekleri oldugunu gostermistir. X(LNaCMC20-5 iskelelerin
gbzeneklerinin birbiriyle baglantili ve ayni boyutta olduklari ve su tutma kapasitelerinin de %95’ten fazla oldugu gézlemlenmistir.
Butun XLNaCMC20 sungerlerinin in situ bozunmalarinin ayni oldugu ve aralarinda dnemli bir farkhlik olmadigi gértulmustur. Bu
nedenle, en iyi gdzenek yapisini sunan XLNaCMC20-5 singerleri ileriki calismalarda kullaniimak Gzere secilmistir. Tek katmanl
yapilara BLCol ve BLColICS iskelelerin eklenmesi olugturulan ¢ift katmanli yapilarin in situ dayanikhliklarini arttirdigi belirlenmigtir.
DHTCol, DHTGIuCol, DHTColCS ve DHTGIuCOoICS iskeleleri 3 saat boyunca Kollajenaz tip 2 enzimi ile inkiibasyonlari sonrasinda
baslangi¢ agirliklarinin %80’ini korudugu belirlenmigtir. Butlin érneklerin basma testi sonucunda hesaplanan elastisite modulleri

birbirleriyle benzer ¢ikmis ve yapiya DHTGIuCol ve DHTGIluColCS slingerlerinin eklenmesinin sonucu degistirmedigi gériimustar.

Ancak in situ denenen bozunma testleri ile hiicre kilttri ortaminda iskelelerin bozunma hizi farkhlik géstermistir. Hulcre kltart
calismalari sonrasi kullanilan Uretim yontemi ve/veya capraz baglama ydnteminde degisikliklere gerek duyuldugu belirlenmis,
ancak galisma suresinin kisa olmasi sebebiyle iskele tizerinde ¢aligmalar devam ederken keratinosit ve dermal fibroblast hiicreleri

ile ko-kdltir ¢alismalarinin ancak 7 glnlik sonuglari degerlendirilebilmigtir. Bu sebeple ko-kltir sonuglari proje dnerisinde
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belirtildigi gibi ticari insertler igcinde ve sadece kollajen iskele Uzerinde 28 gliine kadar degerlendirilmis, ancak ¢ift katmanh

iskelelerin ticari deri eslenikleriyle 28 gunlik karsilastirmalari yapilamamistir.

Tek katmanl kollajen iskeleler Gzerinde kiguk gézenekli ince tabakada epidermis tabakasinin gerektirdigi gibi tek tabaka, yogun
ve poligonal morfoloji gosteren keratinosit kultirt 28 gune kadar gozlenmigtir. Tek katmanli, buyuk gozenekli kollajen iskeleler
Uzerinde de fibroblastlarin 28 glne kadar yasatilabildigi, gézenek buyuklaginin fibroblastlarin iskele igine goé¢ine olanak
sagladigi gortimustir. iskeleler tizerinde hem erken ddénem keratinosit belirteci olan sitokeratin 8 ve ge¢ dénem keratinosit
belirteci olan sitokeratin 14 ekspresyonu gérilmustir. iki farkl yapidaki kollajen iskeleler bir araya getirildiginde hedeflenen cift
katmanli deri yapisina ulasilabilmistir. Bu iskeleler Gizerinde keratinosit ve fibroblastlarin ekim sureleri ve ko-kulttr kosullari
optimize edilerek cift katmanli deri modeli icin basariyla uygulanabilecek bir ko-kultir protokoll Uretilmistir. Yazim asamasinda
olan makale araciligiyla bu protokolin kendi ekibimiz ve farkh ekipler tarafindan, degisik iskele tipleri ile de kullanilmasi igin
literatlire kazandiriimasi saglanacaktir. Gelecek g¢alismalarda ko-kiilttr protokoltntn gelistirilerek deri dokusunu olusturan diger

hicre tiplerinin de kiltir kapsamina kazandiriimasi hedeflenmektedir.

immunohistokimyasal boyamalar NaCMC + kollajen ve NaCMC + kollajen-kondroitin siilfat ¢ift katmanli iskeleler tizerinde 7 ginliik
ko-kultlr sonrasi keratinositler icin belirte¢ protein olan transglutaminaz ve fibroblastlar igin belirte¢ proteinler olan kollajen 1 ve
kollajen 3’Uin butin iskele tiplerinde salgilandigini géstermektedir. Ancak keratinosit belirteci olan transglutaminaz ve iki hicre tipi

etkilesimin basladiginin géstergesi olarak kabul edilen laminin, kondroitin slfat iceren iskeleler Gzerinde daha kuvvetlidir.

ELISA testleri araciliiyla ¢ift katmanlh iskeleler Uzerinde keratinosit — fibroblast ko-kultirunde toplam VEGF, bFGF ve IL-8
salgilanma miktarlarinin 7 glnlik dagihimlari elde edilmigtir. Ancak salgilamanin hangi hicre tipi tarafindan yapildigini ayirt etme
sansimiz yoktur. Ug biylime faktérinin gérevieri degerlendirilip immunohistokimyasal boyama ve SEM sonuglariyla
karsilastiriidiginda NaCMC + kollajen—kondroitin stilfat iskeleler Uzerinde keratinosit hlicrelerinin daha hizli Ureyerek ylizeyde
surekli bir katman olusturdugu gérilmektedir. Bu katman derinin Ust tabakasi olan epidermis morfolojisine benzemektedir.
NaCMC + kollajen — kondroitin stilfat iskeleler tGzerinde 4. glinden itibaren goérilen VEGF salgilanmasindaki artis iki hiicre tipinin
etkilesimlerinin anjiyogeneze hazirligi tetikledigi seklinde yorumlanabilir. Ancak bFGF ve IL-8 salgilanmasi NaCMC + kollajen
iskeleler GUzerinde 7 gline kadar artarken NaCMC + kollajen — kondroitin silfat iskeleler Gzerinde 4. glinden itibaren dismustur.
Bu sonu¢ da gene kondroitin sulfat etkisiyle keratinositlerin hizli Gremesi ve 4. ginde iskele ylzeyini tamamen doldurarak
epidermis benzeri bir morfolojiye ulasmasi ile iliskilendirilebilir. Her iki bliylime faktérinin de keratinositler Uzerinde Uremeyi
tetikleyici etkisi vardir.  Keratinosit katmani tamamlandiginda bu buydme faktérlerinin salgilanmasinin da azalmasi

beklenmektedir.

Kondroitin sulfat eklenmesinin kollajen iskelelerin keratinosit kulttrl igin oldukga olumlu etkileri belirlenmis, kollajen-kondroitin
sulfat, kiicik gdzenekli yapinin epidermis katmani olarak ideal bir doku iskelesi oldugu gdsterilmistir. NaCMC iskelelerin kullanilan
Uretim yontemiyle klltlr sartlarinda hedeflenen slireden édnce bozunmasi keratinosit — fibroblast etkilesimlerinin daha uzun sireli
incelenmesine olanak vermemigtir. Ancak NaCMC kullanilarak gerek iskele kimyasi gerekse gézenek buyukligu ve gézeneklilik
yapisi olarak dermal fibroblast kiiltiiriine uygun iskeleler elde edilmistir. ilerleyen galismalarda farkl Uretim ve/veya capraz
baglama yontemleri denenerek NaCMC iskelelerin bozunmasi yavaslatilarak ko-kilttr sresi uzatilip iki hlcre tipi arasindaki

etkilesimin uzun sureli olarak incelenmesi hedeflenmektedir.
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