Nanolifli Yapida, Sinir Buylime Faktoru Yukla Mikro
Kiireleri iceren Jelatin Bazli Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi Ve Karakterizasyonu

Proje No: 112M568

Prof.Dr. Sacide ALTINKAYA
Dog¢.Dr. Esra ERDAL
Melda BUYUKOZ

SUBAT 2014
iZMIR



ONSOz

Bu rapor "Nanolifli Yapida, Sinir Bilylime Faktdrii Yikli Mikro Kiireleri iceren Jelatin Bazli Doku
iskelelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu” baslikl TUBITAK-MAG-112M568 No’lu arastirma
projesinin sonugclarini icermektedir. Calisma icerisinde bluyUime faktord yukld mikrokdrecikleri iceren
nanolifli doku iskelesi hazirlanmasi ve bu kureciklerden salinan blytime faktérinin doku iskelelerine
tutunmus PC-12 hacreleri farklilasmasini saglamak amaciyla énerilmistir. 01 Ocak 2013 tarihinde, telif
bedeli harig 29800 TL'lik biitge ile izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Miihendisligi Bolimi’'nde

yuratilmek tzere desteklenmeye baslanan proje 01 Ocak 2014’de tamamlanmistir.

Bu proje kapsaminda bir doktora g¢alismasinin bir bolimi tamamlanmistir. Projenin yénlendirilmis
doku iskelesi Uretimi ile ilgili kismi 23-25 Ekim 2013 tarihleri arasinda Almanya’da dizenlenen Dinya

Rejeneratif Tip Konferansinda s6zlli sunum ve poster olarak sunulmustur.

Projede yuksek gozeneklilik ve nanolifli yapida jelatin doku iskeleleri ile cevresel sinir sistemi
hasarlarinda kullaniimak tGzere yonlendirilmis doku iskeleleri hazirlanmistir. Mekanik 6zelliklerinin sinir
doku mekanik o6zellikleri ile benzer oldugu belirlenen doku iskelesi Uzerine alginat tanecikler
tutturulmustur. PC-12 hucrelerinin nanolifli doku iskelesine tutunduklari gdézlenmis, alginat mikro

kurecikler icerisine yuklenen NGF proteininin aktivitesini korudugu belirlenmigtir.
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OzZET

Canlilarda pek cok doku, kendini yenileyebilme 6zelligine sahiptir. Ancak memelilerde, yetiskin sinir
hiicreleri bélinebilme yeteneklerini kaybettikleri igin bu durum farklilk gosterir. Ozellikle merkezi sinir
sistemi cevresel sinir sistemine goére daha kisith yenilenme yetenegine sahiptir. Bunun sonucu olarak
travma, fel¢ ve ndropatolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Sinir sisteminin yenilenmesini hedefleyen
arastirmalar ilk olarak otolog sinir grefti ismi verilen kisinin viicudundaki baska bir bdlgeden alinan
saglikli bir sinir dokusunun hasarli bdlgeye aktarimi ile baglamistir. Bu yontemde yeterli hicre
sayisina ulasilamamasi en 6nemli sinirlamadir. Diger bir yaklagim kadavralardan alinan hicrelerin
hasarli bolgeye aktarimi seklinde olmustur. Ancak bu uygulamada aktarim yapilan kisilerde immun
yanit olusturmustur. Sinir sisteminin yenilenmesini hedefleyen arastirmalar da umut verici bir yaklagim
biyomalzemeler ve doku muhendisligi calismalaridir. Bu projede, mikrokurecikler igcerisine yuklenmis
sinir blyume faktérinin kontrolli bir sekilde salimini saglayan, nanolif yapida yeni bir doku iskelesi
gelistiriimesi hedeflenmistir. Doku iskeleleri 1s1 etkili faz ayirma, gézenek olusturma ve kaliplama
teknikleri birarada kullanilarak jelatinden, mikrokureler ise su yad emdlsiyonu igerisinde alginatin
kalsiyum iyonu ile retikllasyonu sonucu uretilmigtir. Mikroklrelerden ortama salinan blylime
faktorinin biyoaktivitesini belirlemede fare adrenal medullasindan kdken alan ve ortama noéral
blylme faktorleri verildiginde sinir hlcresi benzeri uzantilar (ndrit) olusturan PC12 hicre hatt
kullaniimigtir. Yuksek gozeneklilikte ( >90 %) gbzenekleri birbiri ile baglantili, hicre disi matrisi boyut
olarak taklit eden ve mekanik dzellikleri dogal beyin dokusuna benzer doku iskeleleri tretilmigtir. Kati
duvarli doku iskelesine kiyasla nanolifli yapidaki doku iskeleleri hiicrelerin morfolojisinin degisimine
sebep olmaksizin tutunmalarini saglamistir. Model protein olarak kullanilan a-Kemotripsin ve sinir
blylime faktéri NGF’in aktivitesini korumak icin kullanilan sigir serum albimini proteinleri alginat
kirelere 100 % oraninda yuklenebilmistir. Mikro kurecikler igerisine yuklenen NGF’ in aktivitesini
korudugu hatta serbest halde kiltir ortamina eklenen NGF’ e kiyasla daha kisa sirede PC-12 hiicre

farklilagmasini sagladidi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Dogal polimer, doku iskelesi, mikro kiirecikler, blylime faktori, sinir doku mihendisligi



ABSTRACT

In living organisms most of the tissues have the capability of regeneration; on the other hand, this
situation is different in mammalian adult neural cells since they loose their ability of proliferation.
Compared to peripheral nervous system, central nervous system has restricted regeneration capability
which results in trauma, stroke and neuropathology etc. The first studies for the regeneration of
nervous system concentrated on the use of autographs, tissue transplanted from one part of the body
to another in the same individual, but it has limitations including short-age. Another type of
investigation was allograft, which is transplantation of cells isolated from cadavers to the patient, but
this approach is also not suitable because of host immune rejection. A new hope to cure
neurodegenerative diseases appeared with biomaterials and tissue engineering studies. In this study,
it is aimed to develop a novel, nanofibrous scaffolds with the capability of controlled releasing neural
growth factor loaded in microspheres. Nanofibrous and oriented scaffolds were prepared from gelatin
by a combination of thermally induced phase separation (TIPS), porogen-leaching and molding
techniques while alginate microspheres were produced in oil in water emulsion through cross linking
of alginate with calcium ions. The bioactivity of the growth factor released from microspheres was
determined using PC12 cell line, derived from rat adrenal medulla and differentiate when treated with
nerve growth factor. The scaffolds including connected pores with a high porosity, nanofibrous
structure which mimic the extracellular matrix and properties similar to natural brain tissure were
produced. Compared to solid walled scaffolds, nanofibrous scaffolds allow attachment of cells without
any change in their morphologies. Model protein a-chemotripsin and bovin serum albumin used for
protecting the activity of nerve growth factor were loaded in alginate microspheres with an
encapsulation efficiency of 100 %. It was found that NGF loaded into microspheres can maintain its
activity and it can even differentiate PC-12 cells in a shorter time compared to NGF directly added

into cell culture medium.

Keywords: Natural polymer, scaffolds, microspheres, growth factors, neural tissue engineering



1.GiRiS

Hasar gérmis veya bir hastalik sonucu kullanilamaz hale gelmis doku ve organlarin yenilenmesi eski
¢aglardan beri 6nemini yitirmeyen bir konudur. Aslinda canlilarda pek ¢ok doku, kendini yenileyebilme
dzelligine sahiptir. Ancak dokunun kendini yenileyebilmesi belli sinirlar igerisinde miimkindir. Ornegin
cevresel sinir dokuda meydana gelen bir hasar sonucu olusan bosluk eger 1 mm’ den daha kisa ise
dogal yenilenme mekanizmasi ile hasar onarilabilir. Canlida olusan hasarin dogal yenilenme
mekanizmasi ile tamir edilemedigi durumlarda tarihsel surecte pek cok yontem denenmigtir. Hasarli

bdlgenin onarimi igin ginimuzde kullanilan yaklasimlari iki genel baslik altinda toplamak mimkinddr.
1- Doku grefti ve organ nakli
2- Dogal vel/veya sentetik malzemelerin kullanimi ile doku muihendisligi uygulamalari

Doku ve organ yenilenmesini hedefleyen arastirmalar ilk olarak otolog greft ismi verilen kisinin
vicudundaki baska bir boélgeden alinan saglkli dokunun hasarli bélgeye aktarimi ile baglamistir. Bu
yontemde en dnemli kisittama kisinin vicudunda ikinci bir hasarli bdlge olusturulmasidir. Diger bir
yaklasim kadavradan alinan hucrelerin hasarin oldugu bodlgeye aktarimi seklindedir. Ancak bu
uygulama aktarim yapilan kiside immun yanit olusumuna neden olabilmektedir. Organ nakli ile hasarli
organin yerine saglikli bir organin kullaniimasi konusu gerek uygun verici bulmada yasanan
kisittamalar, gerekse immun yanit olusumu agisindan sinirli bir tedavi yontemidir. Konu ile ilgili olarak
umut verici bir yaklasim doku muihendisligi g¢alismalaridir. Doku muhendisliginin en 6nemli
hedeflerinden bir tanesi biyolojik ortami taklit edebilen tg¢ boyutlu doku iskelelerinin hazirlanmasidir.
ideal bir doku iskelesi ti¢ boyutlu yapinin yaninda yiiksek gdzeneklilige ve uygun mekanik ézelliklere
sahip olmali, doku iskelesinin kendisi veya pargalanmasi sonucu agida ¢ikan Urtnler vicutta bagisik
yanit olusturmamalidir. Olusturulan doku iskelelerinde yiksek gdzeneklilik hicreler icin gerekli olan
oksijen ve besinin taginmasi icin énemlidir. Uygun mekanik 6zellikler yenilenme asamasinda dokuyu
taklit ederek cevre dokulara destek saglamak ve yenilenme ile uyumlu sekilde pargalanabilmek
acisindan 6nemlidir. Doku iskelesi ve pargalanma Urlnlerinin immun yanit olusturmamasi iyilesme
mekanizmasinin etkili bir sekilde gergeklesmesi i¢cin dnemlidir. Clnkl immun yanit hasarli dokunun
yenilenmesini yavaslatan veya durduran etkilere neden olabilmektedir. Son vyillarda yapilan
arastirmalar doku iskelesinin nanolifli yapida olmasinin hiicre digi matrisi boyut olarak taklit edebilmesi
sebebi ile hicre tutunmasi ve ¢ogalmasi icin daha uygun bir ortam sagladigini géstermigtir. Ayrica,
kemik ve kikirdak mihendisligi alaninda yapilan bazi ¢alismalarda nano lifli yapidaki doku iskelesi ile
blylime faktori yukli nano/mikrokirelerin bir araya getiriimesinin ve bu faktériin kontrolli saliminin

sag@lanabilmesinin hiicrelerin gcogalmasi ve farklilasmasi tzerinde énemli etkileri oldugu belirlenmistir.

Fonksiyonunu yitirmis doku ve organlarin yenilenmesini amaclayan rejeneratif tip uygulamalarinda
biyomalzemelerin 6nemi buyuktur. Kemik, kikirdak gibi sert doku muhendisligi uygulamalarinda
genellikle metal, seramik ve kompozit malzemeler, iskelet kaslari kardiyovaskuler sistem gibi yumusgak
doku muhendisligi uygulamalarinda ise polimerler kullaniimaktadir. Gézenek olusturucu ajani

uzaklastirma, faz ayirimi, gaz enjeksiyonu ile kdptrtme ve elektro dokuma gibi yontemler kullanilarak
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Uc boyutlu, gézenekli matris, nano iplik agi, hidrojel ve mikroklre gibi farkh sekillerde doku iskeleleri

uretilebilmektedir (Sekil 1).
©
/ AT, /
Kati Jel |
)]

Hidrojel

5

Nano iplik ag: Mikrokiire

Sekil 1. Polimerik doku iskelesinin farkli formlari (CHUNG ve grubu, 2007)

Doku iskelesi uygulamalarinda avantajli yapisi bilinen nanolifli yapidaki doku iskeleleri yaninda bu
yapilara ekilmis hcrelerin farklilagsmasini sadlamak icin kultir ortamina ilave edilen biyime
faktorlerinin bir mikro veya nano tasiyici igerisine hapsedilmesi ve doku iskelesine tutturulmasinin da
pek cok acidan yararl oldugu gézlenmistir. Bu yararlar sdyle 6zetlenebilir;

1. Kireler iginde bulunan biytime faktori saliminin kontrol edilebilmesi

2. Hucre kiltird ortaminda kisa slirede pargalanan (bozulan) protein yapidaki bu bilesiklerin kire

icinde aktif formda kalabilmesi

Yapilan calismalar ve elde edilen bulgularin isiginda bu projenin amaci sinir doku mihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak Uzere, sinir hiicresi biyime faktériinin kontrolli bir sekilde salimini ve
nanolif yapili, mikron boyuttaki kanallari vasitasiyla hicrelerin belli bir dogrultuda gelisimini
saglayabilecek ¢ boyutlu hicre tasiyici sistemi gelistirmektir. Hiicre digi matrisin bir bileseni olan ve
ayni zamanda dogal bir polimer olan kollajen pek ¢ok uygulama igin doku iskelesi Uretiminde
kullanilmis olmakla birlikte, viicutta immun yanit olusturmasi ve patojen gegisine neden olmasi 6nemli
bir dezavantajidir. Bu ¢alismada doku iskelesinin hazirlanmasinda kimyasal kompozisyonu kollajene
¢ok benzeyen ve onun asidik veya bazik hidrolizi sonucu olusan dogal bir polimer olan jelatin
kullaniimigtir.

Nano lifli yapidaki doku iskelesi isi etkili faz ayirma teknigi, gbézenek olusturma teknigdi ve kaliplama
teknigi bir arada kullanilarak elde edilmistir. Sinir sistemi blyUme faktéri Norotrofin 3 (NT-3) ile
benzer izoelektrik noktasi ve agirliga sahip model protein a-Kemotripsin dogal bir polimer olan alginat
mikrokurelere yuklenmistir. Alginat mikrokureler yag icinde su emdlsiyonu ve iyonik jellesme metodu
ile hazirlanmistir. Protein ylklenmis mikrokureler, jelatin doku iskelesi Uzerine sonradan ekme (post-
seeding) metodu ve kimyasal olarak capraz baglama yodntemi ile sabitlenmistir. Elde edilen
mikrokurelerin boyut ve yuzey morfolojileri belirlenmigtir. Diger taraftan, Uretilen doku iskelelerinin
yuzey morfolojisi, lif ¢api ile uzunlugu ve gdzenekliligi belirlenmis, mekanik &zellikleri mekanik test

cihazi ile 6lgulmistir. Ayrica doku iskelelerinin in vitro kosullarda biyobozunurlugu incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

Doku iskelesi calismalarinda hedef, hiicrelerin iginde bulundugu dogdal ortami yapisal ve
fonksiyonel olarak taklit eden yapilarin gelistiriimesidir. Hicre disi matris boyutlari 50-500 nm
arasinda degisen fibrillerden olusur. Osteoblast, fibroblast, diiz kas hucresi, sinir kok hiicresi ve
embriyonik kok hticre gibi pek ¢ok hicre hatti ile yapilan ¢alismalarda hlcrelerin geleneksel (kati
duvarll) doku iskelesi ile karsilastirildiginda nano lifli yapida olan doku iskelesine daha fazla oranda
tutundugu ve cogaldigi belirlenmistir (SMITH ve grubu, 2009). SHIN ve grubu (2004) kemik doku
mihendisligi Uzerine yaptiklari bir calismada, nano lifli doku iskelelerinin damarlanma, mineralizasyon
ve osteosit benzeri yapilarin gelisiminde daha organize yapi olusumunu sagladigini gostermiglerdir.
Gozenek olusturucu ajani uzaklastirma, faz ayirnmi, gaz enjeksiyonu ile kdpirtme ve elektro dokuma
gibi yontemler ¢ boyutlu doku iskelesi hazirlamada en fazla kullanilan yontemlerdir. Bu yontemlerin
her birinin kendine 6zgl avantajlari bulunmaktadir. Gézenek olusturucu ajani uzaklastirma yontemi
kullanilarak makro-gézenekli doku iskeleleri hazirlanirken nano lifli yapi olusturmada en fazla
kullanilan yéntem elektro dokuma ydntemidir. Bu nedenle ideal bir doku iskelesinin 6zellikleri olan Ug¢
boyutlu, makro-gézenekli ve nanolifli yapiya sahip doku iskelelerinin Gretimi icin yukarida bahsedilen
yontemlerin kombinasyonlarinin kullaniminin daha etkili olacagi aciktir. Bu amagla LIU ve MA (2009)
1si etkili faz ayrimi ve gozenek olusturucu ajani uzaklastirma yontemlerini birlikte kullanarak jelatin

polimerinden U¢ boyutlu makro-goézenekli ve nano lifli doku iskeleleri Gretmiglerdir.

Doku muhendisliginde yapisal olarak biyolojik ortami taklit etmesi hedeflenen doku iskeleleri
yaninda 6ne c¢ikan bir diger konu da buylme faktorleridir. Protein yapida olan bu bilesikler doku
gelisimi ve yenilenmesi esnasinda hicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi gibi 6nemli
fonksiyonlarda sinyal molekul olarak gorev alirlar. Bugline kadar anjiyogenez, kemik ve kikirdak doku
yenilenmesi, yara iyilesmesi, karaciger yenilenmesi ve sinir doku yenilenmesi gibi alanlarda buyume

faktorleri ve doku iskelelerinin bir arada kullanimi arastiriimistir.

Nanolifli yapida, buiyime faktori iceren doku iskeleleri hazirlanmasina yonelik yapilan
calismalar daha gok kemik ve kikirdak doku miihendisligi alanindadir. Ornegin WEI ve grubu (2006)
platelet kaynakh bulyime faktori (PDGF) hapsedilmis poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
mikrokdrelerini poli (L-laktik asit) (PLLA) sentetik polimeri kullanarak elde ettikleri nanolifli doku
iskelelerinin Uzerine tutturmuslardir. Boylelikle blylime faktériinin bir anda ve g¢ok hizli saliminin
engellendigi, daha uzun sureli ve kontrolli bir sekilde saliminin gergeklestigi gdzlemlenmistir. Salimi
gerceklesen blUyume faktdrinun biyolojik aktivitesini korudugu, yapi Uzerine ekilen insan gingival
fibroblast hiicrelerinde DNA sentezinin uyariimasi ile saptanmistir. Yine ayni grup kemik doku buytime
faktori olan BMP’yi (kemik morfogenetik proteini) PLGA mikrokirecikler igerisine ylklemis ve bu
yaplyl da nanolifli poli(L-laktik asit) (PLLA) doku iskelesi Uzerine tutturmustur. Arastirma sonucunda
PLGA’ nin kureciklerden surekli ve kontrolli bir sekilde salimi ve yeni kemik dokusu olusumu
go6zlenmistir (WEI ve grubu, 2007). Wei ve grubu yaptiklari bu ¢alismalarda mikrokurelerin doku
iskelesine tutunmasiyla makro gdézenekliligin de bozulmadigini belirlemislerdir. NIU ve grubu (2009)

sentetik ve dogal polimerlerin karisimindan olusan hidroksiapatit/kollajen/PLLA doku iskelesi tretmis,
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kitosan mikrokureler icine hapsedilen BMP’yi doku iskelesi Uzerine tutturmuslardir. Kontrolli bir
sekilde BMP saliminin gozlendigi bu yapi tzerine tavsan kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok
hicreler ekilmis ve bu hiicrelerde alkalin fosfat ifadesindeki artis ile salinan proteinin aktif formda

oldugu gosterilmistir.

Sinir doku mahendisligi alaninda bugline kadar yapilan ¢alismalarda, nanolifli yapi ve biyime
faktérlerinin kullanimi konulari ayri ayri ele alinmistir. Ornegdin XU ve grubu (2010) biyobozunur ve
toksik olmayan poli(hidroksialkanoat) (PHA) polimerini kullanarak sinir htcrelerinin blylime ve
farklilagsmasi (zerine nanolifli yapinin etkisini arastirmak amaciyla film ve nanolifli yapida doku
iskeleleri tretmislerdir. Urettikleri nanolifli doku iskelesinin yapisal olarak hiicre digi matrise benzer
oldugunu, sinir hlcresi blyimesini destekledigini ve film ile karsilastirildiginda daha gugli hicre
tutunmasini sagladigini ve daha yuksek canlilik oranlari goésterdigini belirlemislerdir. ALVAREZ-
PEREZ ve grubu (2010) elektro dokuma ydéntemiyle sentetik polimer poli (e-kaprolakton) (PCL) ile
dogal polimer jelatini kullanarak nanolifli yapida kompozit doku iskelesi olusturmuslardir. Doku iskelesi
Uzerine PC—12 hicreleri ekilmis, jelatinin yapiya eklenmesiyle hicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve

farklilagsmasinda artis oldugu gézlenmisgtir.

Sinir doku muihendisliginde in vitro kosullarda sinir hicresi canlihgi ve farklilagmasini
saglamak amaciyla sinir biytme faktori (NGF), beyin kdkenli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin—3
(NT-3), glial buytime faktori (GGF) ve fibroblast bluyime faktorid (FGF) kullaniimistir. TAYLOR ve
grubu (2004) omurilik incinmelerinde kullaniimak Gzere bir sinir hlicresi bluyime faktéri olan NT-3’u
heparin temelli bir salim sistemi araciligiyla fibrinden elde edilen jele tutturmuslardir. In vitro salim
¢alismalari sunucunda, NT-3 yapiya direk olarak eklendiginde ilk salimin ¢ok hizli oldugu ve yapiya
yuklenen NT-3’Un %95 ‘inin ilk 3 gun icerisinde salindigi belirlenmigtir. Diger taraftan, blylime faktoru
heparin vasitasi ile fibril jele tutturuldugunda ve NT-3’Un heparine orani belli bir aralikta tutuldugunda,
yavas ve kontrolli bir sekilde salinabilecegi gosterilmistir. Ayrica arastirma sonucunda sadece fibrin
iceren doku iskelesine oranla tzerine NT=3 tutturulmus yapinin ¢ok daha fazla sinir hiicresi buyimesi

sagladigi gézlenmistir.

LI ve grubu (2009) NT-3'U kitosandan elde ettikleri doku iskelesi benzeri yapi Uzerine
tutturmus ve fare omuriliginden elde ettikleri sinir kdk hlcrelerini bu yapi Gzerine ekmislerdir. Sonuglar
bir tasiyici Uzerine yiklenen NT-3’Un, sadece kitosan tasiyici veya gunlik olarak kiltir ortamina
eklenen NT-3’e oranla, sinir kék hdcrelerinin canhhdini arttirdigini géstermistir. Spinal kdk hicrelerin
sinir hicresine farklilasmasinda sadece kitosan tasiyici sistemin %30, ortama ginlUk olarak eklenen
NT-3’Un %50, Uzerine NT-3 yiklenmis kitosan tasiyicinin ise %70 duzeyinde etkili oldugu
saptanmistir. Yine ayni grup sinir kok hicrelerinin gogalmasi ve sinir hiicrelerine farklilasmasi igin ayni
tasiyicidan salinmasi gereken en uygun NT-3 konsantrasyonunu 25 ng/gin olarak belirlemistir
(YANG ve grubu 2010). WITTMER ve grubu (2011) ipek sollsyonu igerisine BDNF ve silier nérotrofik
faktor (CNTF) eklemis ve elektro dokuma yodntemini kullanarak nano fibriller hazirlamiglardir.
Arastirma sonucunda BDNF ve CNTF’ nin nano liflerden az oranda ve surekli olarak salindigini

belirlemislerdir. Daha sonra bu yapilarin Gzerine fare retinal gangliyon hicrelerini ekmisler ve sadece
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ipek proteini iceren nanoliflerle karsilastirildiinda BDNF iceren nano liflerin 2 kat, CNTF iceren
nanoliflerin 2,5 kat, BDNF ve CNTF’ nin her ikisini de iceren nanoliflerin ise 3 kat daha fazla sinir

hlcresi uzantisi sagladigini gézlemislerdir.

Cevresel sinir sistemi hasarlarinda, hasar géren kisimda iki sinir doku arasindaki boslugu
doldurarak bu bélgede hicre yenilenmesini saglamak énemli sorunlarin basinda gelmektedir. Sinir
doku mduhendisliginin bu alandaki en o6nemli yaklasimi iki sinir doku arasinda kalan bosluda
yerlestirilen ve hicrelerin segici olarak bir yone dogru ilerlemesini saglayan ydnlendirilmis doku
iskeleleridir. Konuyla ilgili olarak WANG ve grubu (2011) elektro-dokuma ydntemi ile poli(propilen
karbonat) polimerinden yonlendirilmis ve rastgele nanoliflere sahip doku iskeleleri hazirlamislar ve bu
yapilarin Uzerine fare dorsal ganglia hicrelerini ve Schwann hicrelerini ekmislerdir. Arastirma
sonucunda hicre canliigi agisindan yonlendiriimis ve rastgele nanolifli doku iskeleleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamis ancak yoénlendirilmis yapinin néritlerin uzamasi ve Schwann hcrelerinin
gOcu acgisindan daha avantajli oldugu belirlenmistir. Yine bu konuda yapilan bir diger ¢alismada,
(GUPTA ve grubu, 2009) ydnlendirilmis nanolifli yapi ve rastgele nanolifli yapinin sinir hicrelerinin
blylumesi Uzerine etkileri arastirilmig, bu amagcla polikaprolakton/jelatin polimerlerinden elekrodokuma
yontemi ile doku iskeleleri Uretilmistir. Yapilan MTS analizi ve taramali elektron mikroskobu
goriuntilerinde yonlendirilmis ve rastgele nanolifli yapinin her ikisininde Schwann hicrelerinin
biyimesinde etkili oldugu gozlenmistir. Elektro-dokuma yontemi yaninda SUN ve grubu (2012) faz
ayirma ve kaliplama yontemi ile sinir ve tendon rejenerasyonu calismalarinda kullaniimak Uzere
poli(laktik asit) polimerinden nanolifli yapida ve mikron boyutta kanallara sahip doku iskeleleri
uretmislerdir. Olusturulan bu nanolifli doku iskelelerinin tekli ve ¢oklu kanallari ile hiicre bliylimesinde
oryantasyonu saglamasi hedeflenmistir. Memelilerde periferal sinir sisteminde hicreler hizli ve dogru
sinyal iletimini saglamak amaciyla fasikiller icerisinde sikica paketlenmis bir sekilde bulunurlar. Kanal
yapisina sahip olarak dretilen doku iskelelerinin bu tipsu yapilari taklit ettikleri ve aksonlarin belli bir
dogrultuda uzamalarina, bdylece yonlendiriimis yeniden sinirlendirme (re-innervasyon) sagladiklari
belirlenmistir (MOORE ve grubu, 2006).

Yukaridaki kisimda Ozetlendidi gibi literatirde nanolifli yapinin farkli hicrelerin blyimesi
Uzerine olan etkisini inceleyen calismalar mevcuttur. Diger taraftan NT-3’Un mikrokire igine
hapsedilmeden, direk olarak doku iskelesine veya nano liflere tutturuldugu calisma da vardir. Ancak,
nanolifli yapida ve buyume faktérd NT-3 yUkIG mikro Kkirecikleri tasiyan doku iskelelerinin
hazirlanmasi ve karakterize edilmesine yodnelik herhangi bir g¢alismaya rastlanmamistir. Mevcut
calismalar doku iskelesinin yapisal ve mekanik 6zelliklerini incelemekten ziyade, iskele Uzerine ekilen

hicrelerin gcogalmasi ve farklilagsmasini incelemeye yoneliktir.
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3. GEREGC VE YONTEMLER
3.1. Malzemeler

Parafin (erime noktasi 53-37°C), poli(vinil alkol)(molekul agirhgi 31,000-50,000), Tip B jelatin,
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimide (EDAC), N-hidroksi-siksinimid (NHS, 2-N-morfolino-
etansulfonik asit hidrat (MES Hidrat), sodyum alginat, Tween 80 ve Span 80, Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide Sigma Aldrich’ den n-Hekzan, siklohekzan, 1,4-dioksan, etanol, aseton, kalsiyum

klorir, izo-oktan Merck’ten temin edilmistir. Tim deneylerde deiyonize su kullaniimistir.

3.2.Kalip iiretimi

Doku iskelelerinin hazirlanmasi igin teflon bir plaka kalip olusturacak sekilde tasarlanmistir.
Hazirlanan kalip gaplari 1.7 cm ve derinlikleri 1.5 cm olan 20 kuyucuktan olugsmaktadir (Sekil 2). iki
plakanin birlestiriimesi sonucu olusan bu kalibin Ust plakasi deliklerden olusurken, alt plaka bu
deliklere tam oturan yukseltiler icerir. Boylece montaji yapildiginda sivi gegirgenligi olmayan demonte

oldugunda ise olusturulan malzemenin kolayca ¢ikarilabildigi bir kalip yapisi uretilmistir.

Sekil 2. 20 kuyucuklu teflon kalip

Bu cgalismada hazirlanmasi hedeflenen yonlendirilmis doku iskelesi Uretiminde ise 300 um gapa
sahip olan akupunktur igneleri kullanilmistir. Mikron boyutta kanal olusumunu saglamak amaciyla
ignelerin her birinin etraflarina parafin sarilarak bir araya getirilmis ve cam kapiler igerisine sokularak

kalip Uretimi saglanmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Cam kapiler kalip
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3.3. Gézenek olusturucu ajan uretimi

Doku iskelesi tretiminde gdzenek olusturucu ajan olarak parafin kireler kullaniimistir. Parafin
kirelerin hazirlanmasi igin parafin énceden 80°C’ ye isitiimis %1.0’ lik polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisinde
emdlsifiye edilmistir. Bu c¢alisma suresince g¢esitli hacimlerde PVA sollsyonu, c¢esitli miktarlarda
parafin ve cesitli karistirma hizlan hedeflenen boyut ve dagilimda parafin kirecik Uretimi igin
denenmigtir. Isitici tabla Gzerinde 55 °C’ ye kadar i1sitiimis parafin, PVA ¢dzeltisi Gzerine eklenmis ve
mekanik karistirici (IKA) ile 578rpm’ de karistinimistir. Daha sonra bu karigsimin icerisine soguk su
ilave edilerek parafin klreciklerin katilagsmasi saglanmistir. Olusturulan kirecikler 150 uym acikliga
sahip elek yardimiyla stzilmuUs, elde edilen kirecikler PVA ¢ozeltisini uzaklastirmak amaci ile birkag
kez distile su ile yikanmis ve havada kurumaya birakilmistir. Degisik kosullarda Uretilen pargaciklarin
morfolojileri taramali elektron mikroskobunda incelenmistir. Daha sonra elde edilen kurecikler 150 pm,
250 ym, 425 pm ve 600 pym’ lik eleklerde elenmis boyutlarina gdre ayrilarak desikator icerisinde

saklanmistir.
3.4. Jelatin doku iskelelerinin hazirlanmasi

0.4 g parafin kirecik teflon kaliba aktariimis ve eklenen kurelerin ylzeyi diz bir metal
yardimiyla hizalanmisg, birbirleriyle baglantil bir yapi olusumunu saglamalari igin 37°C‘ de 20, 50, 200
ve 400 dakika bekletilmiglerdir.

3.4.1. Nanolifli doku iskelelerinin hazirlanmasi

Bu calismada doku iskelesi hazirlanirken isi etkili faz ayirma teknigi, gézenek olusturma
teknigi ve kaliplama teknigi birarada kullaniimigtir. Doku iskelesi matriksini olusturacak olan jelatin
¢Ozeltisi 1:1 oraninda etanol su karisimi ile hazirlanmis ve 45 °C’ ye isitilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti
parafin kireciklerin iginde bulundugu teflon kaliba eklenerek, faz ayrimi igin -80 °C’ de 5 saat
bekletilmistir. Daha sonra igerisinde jelatin/parafin kompozitleri bulunduran kalip 24 saat suresince -
20°C’ de tutulmustur. Bu slire sonunda jelatin/parafin kompozitler teflon kaliptan g¢ikariimis ve ¢ozticu
degisimi icin 1,4-dioksan icerisinde 24 saat bekletilmistir. Ardindan, 1,4-dioksanin uzaklastiriimasi igin
1 saat azot enjeksiyonlu evaporasyon gerceklestiriimistir. Kompozitler 4 giin boyunca dondurularak
kurutulmus ve parafin kirelerin uzaklastiriimasi igin jelatin/parafin kompleksi hekzan igerisine
daldirimistir. Parafin kireciklerin ¢ozinurliguni arttirmak igin bu islem 37°C’ de gerceklesmistir. Doku
iskelesinden hekzani uzaklastirmak igin siklohekzan kullaniimistir. Doku iskelesi daha sonra 4-5 giin
boyunca dondurularak kurutulmustur (Liu ve Ma, 2009). Doku iskelesi Uretimi esnasinda jelatin
konsantrasyonu % 5 ve % 10, parafin kiurelerin boyutlari ise 250-420 um ve 420-600 ym arasinda

degistirilmistir.
3.4.2. Kati duvarli doku iskelelerinin hazirlanmasi

Kati duvarli doku iskelelerinin hazirlanmasinda isi etkili faz ayrimi hari¢ olacak sekilde benzer

bir yontem izlenmistir. Jelatin solisyonu parafin kirelerin Uzerine eklendikten sonra olusan jelatin
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parafin kompozit yapi bir hafta siresince havada kurumaya birakilmistir. Yapidan parafin kirecikleri
uzaklastirmak icin Uretilen kompozitler hekzan igerisinde tutulmus ve kati duvarli doku iskelesi direk

havada kurutularak elde edilmistir.
3.4.3. Yonlendirilmis doku iskelelerini hazirlanmasi

Kalip dretiminin ardindan jelatin ¢Ozeltisi kalip igerisine enjekte edilmistir. Cam kalipta 1s1 etkili
faz ayrimi icin cesitli sicaklik (-80°C, -20°C ve+4°C) ve etanol su karigsimlari denenmistir. Faz
ayrimindan sonra kalip ¢dzgen degisimi i¢in 24 saat boyunca etanol igerisinde ve -20°C’ de
tutulmustur. Bu sure igerisinde olusan matriks ignelerden ve cam kaliptan ayrilmistir. Daha sonra elde
edilen doku iskelesi yapinin stabilitesi icin 2 glin1,4-dioksan igerisinde birakilmis fazla dioksan

kurutma kagidi ile alinmisg, 2 giin boyunca dondurularak kurutulmustur.

3.5. 3D nanolifli jelatin doku iskelesini kimyasal olarak gapraz baglama

Bu calismada capraz bag ajani olarak suda c¢oziinebilen ve toksik olmayan 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimide (EDAC) ile N-hidroksi-siksinimid (NHS)kullaniimistir (Sekil 4).
Reaksiyon 0.05 M 2-N-morfolino- etansulfonik asit hidrat (MES Hidrat) icerisinde gerceklestiriimistir.
MES Hidrat ¢ozeltisi hazirlanirken su yerine 90/10 (v/v) oraninda aseton-su karisimi kullaniimistir.
Doku iskelesi bu kimyasallarla +4°C’ de 24 saat muhafaza edildikten sonra distile suyla yikanmig ve

-20 °C’ de 12 saat dondurulduktan sonra 2 guin dondurarak kurutma iglemine maruz birakilmigtir.
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Sekil 4.Jelatinin EDC ve NHS ile gapraz baglanma reaksiyonu |[; jelatin, 1l; EDC, Ill; NHS.

3.6. Bliyime faktoru tagiyan mikrokirelerin hazirlanmasi

3.6.1. Kitosan mikrokiirelerin liretimi

Kitosan mikrokurelerin hazirlanmasinda tripolifosfatla (TPP) iyonik jellesmesi ydntemi
kullanilmigtir. Kitosan polimeri tanecik Uretiminden énce 1M NaOH c¢dzeltisi ile 2 saat 70 °C bir éncu
isleme tabi tutulmustur. Daha sonra suzilen kitosanlar 40 °C’ de 12 saat kurumaya birakilmistir.

NaOH ile muamele edilen kitosanlar0.1 M asetik asit icerisinde ¢dzilmus ve ¢ozllmeyen partikiller
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filtrelenerek uzaklastiriimistir. Bu ¢ozeltinin pH s1 1M NaOH kullanilarak pH 8.0 ‘a ayarlanmis ve
¢cOken beyaz kitosan parcaciklar deiyonize su ile yikandiktan sonra 3 gin boyunca vakumlu etivde

kurutulmustur.

Mikrokure hazirlamak icin 6ncu isleme tabi tutulan kitosanin %1 (v/v) asetik asit solisyonunda
0.50, 0.75, 1.00, 1.25 (mg/ml) ik soltsyonlari hazirlanmistir. Partikll agregasyonunu engellemek igin
cozeltiye 0.5% (v/v) surfactant Tween 80 eklenmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’14.8’ e ayarlanmistir.
Farkli konsantrasyonlarda TPP ¢ozeltileri hazirlanmistir (0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 2.50 ve 5.00 (mg/ml)).
Hazirlanan TPP c¢dzeltileri 2.5:1(v/v) (kitosan: TPP) olacak sekilde karistiriimistir. Saydam ¢dzeltinin
renginin opaklagsmasipartikil olusumu gdstergesi olarak kabul edilmistir. Hazirlanan partikillerin

boyutlari dinamik 11k sacgilim spektrometresi ile dlgUimustar.

3.6.2. Alginat mikro kiirelerin uretimi

Alginat mikropartikil Gretimi su yad emdlsiyonu icerisinde alginatin kalsiyum iyonu ile
retikilasyonu ile gerceklesmistir (CIOFANI ve grubu, 2008). Yag fazi olarak izooktan kullaniimig ve bu
faz lipofilik ve hidrofilikemulsifiye edici ajan olan Span 80 ve Tween 80 ile karistinimistir. Partikdl
uretiminde 20 mLizo-oktan igerisine 550 pyL Span 80 ve 450 yL Tween 80 eklenmistir. 4 mLalginat
cozeltisi bu karisima eklendikten sonra 15,000 rpm de homojenizasyon basglatimis ve 2 mL 100%
(w/v) CaCl, bu esnada eklenmistir. Homojenizasyon arti 30 saniye daha devam ettirildikten sonra elde
edilen emilsiyon yag, su ve tanecik fazinin ayirimi igin bir slre bekletiimistir. Yag fazi
uzaklastirildiktan sonra tanecikler 20 mLdeiyonize su ve 2 mL asetonla yikanmis ve 9500 rpm’ de 5
dakika santrifijlenip toplanmistir. Daha sonra tanecikler bir kez daha su ile yikanarak aseton tamamen
uzaklagtiriimistir.  Alginat mikrokurelere protein yuklenmesi kati haldeki proteinin alginat solisyonu

icerisine eklenmesi ile gerceklesmigtir.

3.7.Protein yiiklenme kapasitesinin belirlenmesi

Mikrokureler igerisine yuklenen protein miktari BCA (bicinchonicacid) metodu ile tayin
edilmigtir. Bir seferde elde edilen partiklllerin Gzerine 10 mL 2M NaOH eklenmis ve bir gece 140 rpm’
de sodyum iyonu ile kalsiyum iyonunun yer degistirmesi ve parcaciklarin parcalanip igerisindeki
proteini salmasi igin inkibe edilmistir. BCA analizi dncesi ndtralizasyon reaksiyonu igin 10 mL 2M HCI
eklenmis ve 8000 rpm’ de 10 dakika santriflijlenmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 150 pyL 96 kuyulu
plaka icerisine aktariimis ve tGzerine 150 yL BCA ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka 37 °C’ de 2 saat tutulmus
ve oda sicakligina sogutularak 562 nm’ de absorbans degeri okunmustur. Kalibrasyon egrisi a-
kemotripsinin bilinen konsantrasyonlari kullanilarak hazirlanmigtir. a-kemotripsin yukli kitosan
mikrokurelerin  yiklenme kapasitesi ve kapstlleme etkinligi asagidaki esitlikler kullanilarak

hesaplanmigtir.

Yuklenme kapasitesi(%) = 100 x Yuklenen a-kemotripsinin miktari / Mikrokirelerin agirhgi
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Kapsiilleme etkinligi(%) = 100 x Yiklenen a-kemotripsinin miktari / Toplam a-kemotripsinin miktari

3.8. Nanolifli jelatin doku iskelesine protein yiiklenmis alginat mikrokiirelerin sabitlenmesi

Alginat polimer zinciri RGD dizisi gibi hiicre adhezyon molekilleri ile modifiye edilebilecek
fonksiyonel karboksilik gruplari icerir (Rowley ve grubu 1999). Jelatin polimeri kollajenin bir derivativi
oldugundan yapisinda RGD aminoasit dizilerini icerir. Jelatin doku iskelesi U(zerine alginat
mikrokurecikleri tutturma islemi igin alginat polimer zincirindeki karboksilik asit gruplarini aktive edici
ajan olarak EDC kullanimi oldukga yaygindir (Sekil 5). Bu ¢alismada EDC ayni zamanda jelatin doku
iskelelerini capraz baglamada da kullanildidi i¢in hazirlanan doku iskeleleri gapraz baglanirken ayni
reaksiyonla alginat taneciklerinde doku iskelesi Uzerine kovalent bagd ile bagdlanmasi

gerceklestirilmistir.

GRGDY

Ly

Sodyum alginat Ara urin

Sodyum alginat- RGD kompleksi

Sekil 5. Alginat ve RGD (jelatin) in EDC varliginda ¢apraz baglanmasi

Katyonik bir boya olan toluidin mavisi polisakkaritleri mor renge boyar (LEE ve grubu, 1997).
Bizim galismamizda protein yapida olan jelatin doku iskelesi Uizerine polisakkarit yapida olan alginatin
tutturuldugunun belirlenmesinde bu boya kullaniimistir. EDC ¢dzeltisi igerisinde bulunan capraz
baglanmis doku iskeleleri Uzerine alginat mikrokirecikler birakiimis 24 saat +4° C de inkubasyondan
sonra doku iskeleleri su ile yikanmis ve Uzerlerine 500 pL toluidin mavisi eklenmistir. 3 dakika sonra

doku iskeleleri 3 kez su ile yikanmigtir.

3.9.Mikro tasiyicilardan protein salim kinetiginin belirlenmesi

Protein yUkli kureciklerden protein salimi icin 3 mg kurutulmus kirecik 1 mL PBS (pH=7.4)
icerisinde 37°C de inkibe edilmistir. Belli zamanlarda ortam 8000 rpm’ de 10 dakika santrifijenmis,
stipernatant bagka bir tiipe aktariimis ve tanecikler tizerine 1 mL PBS eklenmigstir. Ornekler analize

kadar -20°C’ de saklanmistir. Salinan protein miktari BCA analizi ile belirlenmistir.
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3.10. Doku iskelesinin karakterizasyonu

Farkli boyutlarda parafin kireler kullanilarak Uretilen nanolifli doku iskelelerinin ylzey
morfolojisi, lif capi ile uzunlugu taramali elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmigtir. Mekanik
Ozellikler 6rnekler 24 saat PBS icerisinde islatildiktan sonra élgtlmustir. Olusturulan doku iskelesinin

gozenekliligi (€) asagidaki esitlik yardimiyla belirlenmistir.
€ =1-Dy/ Do

Burada D, olusturulan jelatin iskelenin yogunlugudur ve Dy= 4m / (1'rd2h) ifadesiyle hesaplanir. Bu
ifadedeki m; kitleyi, d; capi, h; iskelenin kalinh@ini ifade eder. Dy ise jelatinin yogunlugudur ve tip B

jelatin igin bu deger 1.35 g/cm® tiir.

3.11. Doku iskelelerinin bozunma oranlarinin belirlenmesi

Doku iskelelerinin bozunma oranlarini belirlemek igin baslangictaki kuru agirliklar tartilacak ve
W1 olarak kaydedilecektir. Daha sonar drnekler in vitro olarak PBS ve zamana bagli bozunma hizi
takip etmek amaciyla drnekler belli strelerde¢dzeltiden alinacak ve distile su ile galkalanip dondurarak
kurutulacaktir. Kurutma sonunda elde edilen iskelelerin agirliklar tartilacak ve W2 olarak

kaydedilecektir. Doku iskelelerinin parcalanma yuzdeleri asagdidaki esitlik kullanilarak hesaplanacaktir.
Pargalanma agirhgi (%)= (W1-W2) / W1 x 100

3.12.Hiicre kiltiiri

PC-12 hicre kilturd igin hicre kaltdr kaplari 0.1 mg/mL poli-L-lizin ile kaplanmistir. Hicre hatti
37°C’ de %5 CO, inkubatdérinde uygun konsantrasyonlarda L-Glutamin, penicilin(50U/ml) ve
streptomycin (50U/ml) iceren %10 at serumu ve %5 fetal calf serum ilaveli RPMI 1640 besiyerlerinde
inklibe edilmigtir. 2-3 glin arayla hucrelerin besiyerleri tazelenmis ve hicreler % 70-80 konfluensiye
ulastiginda pasajlanmistir. Hicreler bliyime faktéri uygulanmadan 6nce bir gece starvasyona maruz
birakilmistir. Hucrelerin farklilasmasi icin besiyeri ortami olarak L-Glutamin, penicilin(50U/ml) ve

streptomycin (50U/ml) iceren %1 at serumu ilaveli RPMI 1640 kullaniimistir.

PC-12 hucrelerinin baylime egrilerini hazirlamak i¢in Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide ile
MTT ydntemi kullanilmistir. Hicreler 96 kuyucuklu plakaya ekilmig belli inkibasyon slresi sonunda
kuyucuklara 5 mg/ml Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide ¢ozeltisinden 15 pl eklenmistir. 4 saat 37°C
de inklbe edildikten sonra ortam ¢ekilmis ve kuyucuklara 100 yl DMSO ilave edilerek olusan formazan

tuzlarinin ¢ézilmesi saglanmis, . 540 nm’ de absorbans degerleri okunmustur.
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4.BULGULAR ve TARTISMA
4.1.Gézenek Olusturucu Ajan Uretimi

Bu calismada gézenek olusturucu ajan olan parafin kireleri Gretmek icin dispersiyon yontemi
kullanilmistir. Parafin kirelerin hazirlanmasi igin parafin énceden isitiimis polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisi
icerisinde emdlsifiye edilmistir. Ma ve grubu (2000) yaptiklari ¢galismada PVA konsantrasyonu ve
¢cOzelti karistirma hizinin kdrecik boyut dagilimi ve sekli Uzerinde 6nemli bir etkisi oldugunu
belirlemistir.Yiksek karistirma hizi ve yiksek PVA konsantrasyonunun klguk ve dar dadihma sahip
kurecik Uretimini sagladigi, dusuk karistirma hizi ve PVA konsantrasyonunun ise kurecik boyutunu
arttinp kareselligi bozdugu gozlenmistir. Bu ¢alismada uygulanan kirecik hazirlama kosullari ve buna
bagli olarak elde edilen Uriinlerin dzellikleri Tablo 1’ de ézetlenmistir. lyi bir dagiima sahip kiiresel
parcacik hazirlamak igin ¢ozelti hacminin énemli oldugu sonucuna ulasiimistir. Ayrica karistirma hizi
arttikca daha kuguk boyutlu tanecikler elde edildigi goézlenmistir. Parafin kire Gretiminde PVA ¢ozeltisi
hacmi 600 ml ve karigtirma hizi da 578 rpm olarak secilmistir. Bu karistirma hizinda 12 g kadar parafin
tanecik halinde elde edilebilmistir (Sekil 6).

Tablo 1. Dispersiyon yontemi ile parafin kirecik hazirlama kosullari ve buna bagl olarak elde edilen
urn karakterleri

%1 PVA Karistirma
gozeltisi Parafin h§IZI Olusan son iiriin
hacmi miktari (g) (rpm) $
(ml) P
100 5 320 Saft etrafinda kiimelenmis ipliksi yapi olusumu
200 5 400 Saft etrafinda kiimelenmis ipliksi yapi olusumu ve sferik
olmayan parafin tanecikler
400 5 400 Saft etrafinda kiimelenmis ipliksi yap1 olusumu, paraffin
kirecikler

600 12 500 Farkli boyutlarda parafin kirecikler
600 12 578 Boyut dagilimi benzer parafin kirecikler

Sekil 6. 600 ml PVA ¢ozeltisi ve 578 rpm karistirma hizinda hazirlanan kireciklerin taramali elektron
mikroskobu gériuntdleri
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Parafin kire hazirlama kosullari optimize edildikten sonra deneyin tekrarlanabilirligini
belirlemek icin 3 farkli sette hazirlanan parcgaciklar cift tarafli bantla lam tzerine yapistirimis ve faz
kontrast mikroskop altinda boyutlari dlgtlmustir(Sekil 7). Her bir set icin yaklasik 300 6lgim alinmis
ve parcaciklarin dagihmi ile ortalamalari Sekil 7 ve Tablo 2 de O6zetlenmistir. Sonuglardan da
anlasildigi Uzere Uretilen kireciklerin boyutu 100-800 ym arasindadir ve 400 ym boyutundaki

kurecikler dagilim olarak baskindir.

Normal

50

Variable

40+

Mean StDev N
405.5 134.8 290
403.1 120.6 290
359.1 175.7 290

30

Frequency

20

10

T T T T
0 150 300 450 600 750
Kure boyutu (Um)

Sekil 7. 3 farkli sette hazirlanan parafin kirelerin dagilimlari

Tablo 2.3 Farkli sette hazirlanan ktirelerin ortalamasi

Maksimum boyut | Minimum boyut Ortalama Standart Sapma
(um) (um) (um) (um)
836,3 119,5 406,7 134,0
829,5 128,0 402,5 121,3
865,3 101,6 359,1 175,7

4.2. Jelatin Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Jelatin doku iskelesi hazirlanmasi icin 0.4 g parafin kirecik teflon kaliba aktariimis ve eklenen
kirelerin ylzeyi diz bir metal yardimiyla hizalanmistir. Parafin kureler birbirleriyle baglantili bir yapi
olusumunu saglamalari igin 37°C' de 20, 50, 200 ve 400 dakika bekletiimistir. Sekil 8’ de farkli
surelerde 1s1 inkilbasyonuna maruz birakilan parafin kirelerle hazirlanmis doku iskeleleri
gOrulmektedir. Parafin kireler hekzanla uzaklastirildiktan sonra olusan gézeneklerin baglantilari 20,
50 ve 200. dakikalarda cok farkli degildir. Oysa 400 dakika 37°C de inklbe edilen kireciklerin
birbirleriyle baglantil

gOzenek yapisini

sagladigi goérulmektedir. Bu nedenle doku iskeleleri
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hazirlanirken baglantili gézenek yapisinin doku iskelesi karakterizasyonu Uzerine etkisini arastirmak

icin 200 ve 400 dakika inkibasyon suresi kullaniimigtir.

Sekil 8. 37°C i1siya farkli surelerde tutulan parafin kirelerle hazirlanmis doku iskeleleri A-20 dakika,
B-50 dakika, C- 200 dakika, D- 400 dakika.

4.2.1. Nanolifli ve Kati Duvarli Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Jelatinin erime noktasi 37°C oldugu icin hazirlandiktan sonra belli bir siire oda sicakliginda
tutulup damla damla kaliba eklendiginde kalibin tabanina ulasamadan donmus, bu durum doku
iskelesinin butunligine zarar vermistir. Bu nedenle jelatin ¢ozeltisi kaliba aktariirken 40 °C’ lik su
banyosu icerisinde tutulmustur. Sekil 9’da hazirlanan nanolifli ve diz duvarli doku iskeleleri

gOrulmektedir.

23



\MUH" ||

Sekil 9. %5 jelatin konsantrasyonu ile hazirlanan nanolifli (solda) ve kati duvarli (sagda) doku
iskelelerinin genel gorinusu.

4.2.2. Yonlendirilmis Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Makro gbzenekli ve gdzenekleri birbirleriyle baglantili doku iskelelerinin hazirlanmasindan
sonra sinir doku muhendisliginde 6zellikle cevresel sinir sistemi yenilenmesinde avantaji bilinen
yonlendirilmis doku iskelelerinin hazirlanmasi hedeflenmigtir. Bdyle bir yapinin Uretimi i¢cin SUN ve
grubunun (2012) kullandigi kaliplama ve 1si etkili faz ayrimi teknigi kullaniimistir. Bu yapida kaliplama
yontemi kanalli yapi ile hicreleri yonlendirmek igin 1si etkili faz ayrimi ise hicre disi matrisi nano

boyutta taklit etmesi nedeniyle kullaniimistir.

Doku iskelesinde kanalli yapi olusturmak igin akupunktur igneleri cam Kkapiler icerisine
yerlestiriimistir. igneler kaliba yerlestirimeden dnce kalip igerisinde sabit durmalari igin u¢ kisimlari
parafilm ile sarilarak bir araya getirilmistir. Bu sekilde cam kapiler igerisine 1 tane, 4 tane ve 7 tane

igne yerlegtirilmistir.

Kalip hazirlanma isleminden sonra 1si etkili faz ayrimi ile nano lifli doku iskelesi Uretimine
bagslanmistir. 1:1 (v/v) etanol su karigsimi igerisinde hazirlanan %5 jelatin ¢dzeltisi hazirlanan kaliba
enjekte edilmis ve standart prosedirde oldugu gibi faz ayrimi i¢in -80°C’ de 5 saat tutulduktan sonra
kalip soguk etanole alinmigtir. Etanol icerisinde 24 saatlik inkibasyon suresi icerisinde olusan matris
kaliptan cikarilmaya calisildiginda jelatinin soliisyon fazindan jel fazina gegmedigi gézlenmistir. Bu
durum cama etki eden isinin jelatinin faz ayrimina gegmesi igin yeterli olmadigini gostermistir. Faz
ayrimi yonteminde homojen olarak hazirlanan polimer sollisyonu termodinamik olarak polimerce
zengin ve polimerce fakir fazlara ayrilir. Bu ayrim genellikle polimer c¢ozeltisi sogutularak veya
polimerin ¢dzUcusu olmayan baska bir ¢ézgenin icerisine eklenmesiyle saglanir (SHAO ve grubu
2012). Etanol jelatinin ¢éziclisl degdil iken su ¢dzlcudir. Bu nedenle tam bir faz gecisi ve jel
olusumunu goérebilmek igin sadece jelatinin ¢ézicusu olan su ile denemeler yapilmistir. -80°C de 5
saatlik faz ayrimi ve 24 saatlik etanol inkiibasyonundan sonra doku iskelesi Uretimi gerceklesmistir
(Sekil 10).
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Sekil 10.%5 jelatin konsantrasyonu ile hazirlanan yoénlendiriimis doku iskelesi genel gorinlsu

Elde edilen doku iskelesi taramali elektron mikroskobunda incelendiginde yapinin nano lifli olmadigi
diz duvarli ve kendiliginden mikro kanallara sahip oldugu belirlenmigtir (Sekil 11 A-C). Literatir
arastirmasi sonucu bu tir yapilarin 1si etkili faz ayriminin bir ttrG olan kati-sivi faz ayrimi ile polimer
cozeltisinin sicakliginin ¢ézicinin donma (kristalizasyon) noktasinin ¢ok altina distigu kosullarda
elde edildigi bilgisine ulasiimistir (ZHANG ve grubu, 1999). Kristalizasyondan sonra ¢ozUcu
uzaklastirildiginda  kristallerin oldugu yerlerde 1s1 transferi dogrultusunda kanal benzeri yapilar
olugstugu belirlenmigtir. Bu bilgiler 1s1ginda kati-sivi faz ayrimi yerine sivi-sivi faz ayrimi sonucu
nanolifli yapi elde edebilmek icin suyun donma noktasina yakin sicakliklarda calisiimasina karar
verilmistir. Yapilan pek ¢cok deneme sonunda + 4°C’ de gergeklesen faz ayrimi ve % 2-3 jelatin

konsantrasyonunda nanolifli yapi elde edilmistir (Sekil 12).

Sekil 11. Kati-sivi faz ayrimi sonucu olusan kati duvarli doku iskelesi A; dikey kesit, B; diiz ylzey ve
mikro kanal yapisi C;yatay kesiti

Nano lifli matrislerin lif ¢capi ve uzunlugunun polimer konsantrasyonu ile degisimi incelenmistir
(Tablo 3). Hazirlanan matrislerin lif capi uzunluklarinin dogal hicre digi matrisin ¢api (50-500 nm) ile
uyumlu oldugu gorilmustir. Ayrica, matrislerin % 90 ve lzeri gdzeneklilige sahip oldugu ve polimer

konsantrasyonu arttikga lif gapi artarken lif uzunlugunun azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 12. Sivi-sivi faz ayrimi ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan nano lifli matrisler

Tablo 3. Nanolifli matrislerin lif uzunlugu ve c¢api

% Jelatin
Konsantrasyonu (wiv) Lif Uzunlugu (nm) Lif Gapi1 (nm)
2.5 218.5 39.2
3.0 204.7 447
3.5 190.8 50.6

Tablo 4. Nanolifli matrislerin gézenekliligi

% Jelatin Konsantrasyonu {wiv) Gozeneklilik (%)
2.0 83.5
2.5 0928
3.0 82.3
3.5 21.4
4.0 80.0

+4 °C de hazirlanan doku iskeleleri nanolifli bir yapiyr saglamakla birlikte cam kaliptan ¢ikarma
esnasinda yasanan zorluk problem olusturmustur. Hem nanolifli yapiyr korumak hem de kaliptan kolay
¢ikan bir doku iskelesi Uretimi igin alkol su karigimlarinin (40/60, 30/70, 20/80, 10/90 (v/v)) donma
noktalari baz alinarak faz ayrimi — 20° C’ de gergeklestiriimistir (Tablo 5). Sekil 13’ da géruldigu gibi
10/90 (v/v) etanol/su sistemi hari¢ diger ¢ozticu karisimlarinda nanolifli yapi elde edilmistir. Hazirlanan
¢ozucl karisimindaki etanol orani azaldik¢a olusan liflerin karakteri degismistir. 40/60 (v/v) etanol/su
sisteminde kurecik benzeri yapilar, etanol orani 30’a dusuruldagunde ise nanoliflerin Gzerinde yildiz
benzeri yapilar gézlenmistir. 20/80 (v/v)etanol/su sisteminde nanolifler ¢ok belirgin ve dizgundur
ancak su kristallerinden kaynaklanan ¢ukur yapilar olusmaya baslamistir. Bu nedenle daha sonraki

¢alismalar igin 25/75 (v/v) etanol/su sistemi kullaniimasina karar verilmigtir.

26



Tablo 5. Etanol su karigimlarinin donma noktalari (WEB_1)

Etanol konsantrasyonu(% Hacim) [ 190 [ 20 | 30 40 |50

Donma noktasi (°C) -4 |1-9 |-151-231-32

Sekil 13. % 5 jelatin konsantrasyonu ve farkli etanol su karisimlari kullanilarak hazirlanan nano lifli
doku iskeleleri (Faz ayrimi -20° C’de gergeklesmistir).

4.3. Nanolifli Jelatin Doku iskelesini Kimyasal Olarak Gapraz Baglama

Hucre kulturi uygulamalarindan 6nce nanolifli jelatin doku iskelesinin termal ve mekanik
stabilitesini saglamak igin ¢apraz baglanmasi gereklidir (LIU ve grubu, 2009).Bu c¢alismada jelatinin
¢capraz baglanmasi icin 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimide (EDC) ile N-hidroksi-stuksinimid
(NHS) kullaniimigtir. KUIJPERS ve grubu (2000) tarafindan etkin bir gapraz baglama igin en uygun
EDC: NHS (mol/mol) orani (5: 1) olarak belirlenmistir Yine ayni calismada capraz baglama ajani
EDC’nin jelatine orani yerine EDC’nin jelatindeki karboksilik asite molar orani kullaniimistir. Bu oran ile
capraz baglama reaksiyonu sonucu elde edilen doku iskelelerinin taramali elektron mikroskobu

goruntuleri reaksiyonun nano lifli yapiya zarar vermedigini gostermistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Capraz baglanma 6ncesi (A) ve sonrasi (B) nanolifli doku iskelesi

Capraz baglama reaksiyonunun etkinligini belirlemek igin doku iskelelerinin hacmi olgtimus,
24 saat su igerisinde tutularak hacimlerinde meydana gelen degisimler belirlenmistir (Sekil15). Doku
iskelelerinin inklibasyon 6ncesi ve sonrasi hacimlerinde degisim olmadigi gbézlenmis bu da ¢apraz
baglama reaksiyonunun etkin oldugunu gostermistir.

120

Lo -

ml. omek
w2 Omek
m3, dmek

% V1S V0

ML KD

Sekil 15. Capraz baglama reaksiyonu 6ncesi sonrasi doku iskelelerinin hacimsel degisimi.
NL:Nanolifli; KD: Kati duvarl doku iskelesi
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4.4. Buyume Faktori Tasiyan Mikrokiirelerin Hazirlanmasi
4.4.1. Kitosan Mikrokiirelerin Uretimi

Bu ¢alismada kitosan nano pargaciklari tretmek icin iyonik jellesme yontemi kullaniimistir. Bu
yéntem bir polianyon olan tripolifosfatin (TPP) kitosanin pozif yiikli NH;" gruplarina elektrostatik
olarak baglanmasi prensibine dayanir. Yapilan deneyler sonucu kitosan nano pargaciklarin
olusumunda kitosan ve TPP ¢ozeltilerinin konsantasyonlarinin kritik oldugu belirlenmistir. Daha 6nce
yapilan calismalarda kitosan co6zeltisine TPP ¢ozeltisi eklenme asamasinda kitosan ¢dzeltisinin
renginin opaklasmasinin nano pargacik Uretiminin bir belirteci oldugu belirlenmistir (XU ve grubu,
2003).PAN ve grubu (2002) TPP’nin kitosana eklenmesi sonucu ¢ozelti, sispansiyon ve agregat
olmak Uzere 3 farkli faz gozlendigini belirtmistir. Tablo 6'da 6zetlendigi gibi bu ¢calismada da benzer
sonuglar elde edilmistir. Opak ¢ozeltiden agregata gecis siniri kitosan : TPP orani 2.5:1 (w/w)’ den az
oldugu durumlarda gozlemlenmistir. Bu oranin Uzerindeki kosullarda hazirlanan pargaciklar herhangi

bir cokme ve agregat olusmadan uzun sure stabilitelerini korumuslardir.

Tablo 6. Farkl konsantrasyonlarda kitosan ve TPP kullanilarak uretilen nano/mikro kitosan
parcaciklarin ortalama boyutlari

Kitosan: Ortalama
Kitosan TPP tane Gorsel
(mg/ml) TPP (mg/mi) orani boyutu tanimlama
(wiw) (nm)

1 0.50 0.50 2.5:1 66.93 Soliisyon
2 0.50 0.75 1.66: 1 - Agregat
3 0.50 1.0 1.25:1 - Agregat
4 0.50 1.25 1:1 - Agregat
5 0.75 0.50 3.75: 1 93.75 Opak solisyon
6 0.75 0.75 2.5:1 129.7 Opak sollsyon
7 0.75 1.0 1.875:1 - Agregat
8 0.75 1.25 1.5:1 - Agregat
9 1.0 0.50 5:1 101.40 Soliisyon
10 1.0 0.75 3.33:1 147.50 Opak solusyon
11 1.0 1.0 2.5: 1 804.70 Opak solusyon
12 1.0 1.25 2:1 - Agregat
13 1.25 0.50 6.25: 1 86.66 Sollisyon
14 1.25 0.75 4.16: 1 120.90 Opak soliisyon
15 1.25 1.0 3.125: 1 124.40 Opak soliisyon
16 1.25 1.25 2.5:1 3,796.30 Opak soliisyon
17 1.25 2.5 1.25:1 - Agregat
18 1.25 5.0 0.625: 1 - Agregat




4.4.1.1 Kitosan mikrokiirelere protein yliklenmesi

Blyume faktorleri oldukga pahali olduklari igin protein yiukleme ve salim galismalarinda model
protein kullaniimistir. Lizozimin kitosanin pargalanmasina neden olan bir enzim oldugu belirlenmis,
bunun sonucu model protein olarak lizozimin yerine a-Kemotripsin kullaniimistir. Tablo 7’de gorildigu
Uzere a-Kemotripsin buyume faktorleri NT-3 ve NGF ile benzer molekul agirligi ve isoelektrik

noktasina sahip bir proteindir.

Tablo 7. a-Kemotripsin ve biyime faktdéri NT-3 ve NGF’ in dzellikleri

Protein PK, | Molekiil Agirhig: (kDa)
a-Kemotripsin | 8.8 25
NT-3 9.4 29
NGF 9.3 26

YUukleme c¢alismalarinda a-Kemotripsin ¢ozeltisi kitosan ¢dzeltisine eklenmis, ardindan TPP bu
karisima ilave edilmistir. Kitosan pargaciklar asetik asit ¢ozeltisi ile parcalandiktan sonra igerisine
yuklenen protein miktari HPLC yontemi ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucu a-Kemotripsinin

yuklenme etkinligi %33.17 olarak belirlenmistir.

a-Kemotripsinin salim profilini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda kurutulmus tanecikler
kullaniimigtir. Sekil 16’da goraldigu Gzere 15. gundn sonuna kadar hazirlanan partikillerden a-
Kemotripsin salimi belirlenememistir. Salim c¢alismalari pH=7.4 de gerceklestiriimistir ve bu pH
degerinde kitosan net negatif yiike sahipken a-Kemotripsin pozitif yiikliidiir. iki molekiil arasinda
olusan iyonik etkilesimden dolay! kitosanin proteini salamamig olabilecedi dusunulmuis ve bu

sonuglara dayanarak biylime faktoriiniin yiklenecegdi polimerin degistiriimesine karar verilmistir.
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Sekil 16. A; a-Kemotripsinin kromatogrami, B-E; Kitosan nano pargaciklardan salim profili B; birinci
saat, C; 72. saat, D; 6. guin, E; 15. gun.
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4.4.2. Alginat Mikrokiirelerin Uretimi

Bu calismada blyume faktéri yUkli mikro kirelerin hazirlanmasi asamasinda kitosana
alternatif olarak NGF, NT-3, a-Kemotripsin gibi izoelektrik noktasi yiksek olan proteinlerle ylksek
etkilesimi belirlenmis olan alginat polimeri segilmistir (WELLS ve grubu, 2007). Alginat tanecik Uretimi
icin yag icerisinde su emdlsiyonu yéntemi kullaniimistir. Sekil 17" de %1 alginat ¢dzeltisi kullanilarak
su yag emulsiyonu ydntemiyle hazirlanmis alginat mikro kirecikler gorulmektedir. %1 alginat ve % 0.5
alginat ¢ozeltisi ile hazirlanan taneciklerin boyutlari arasinda énemli bir fark olmadigi gézlenmistir.
Ancak polimer konsantrasyonu % 0.1 oldugunda pargacik ¢api 1.5 ym’ den 0.46 ym’ ye dismustur
(Tablo 8).

Sekil 17. %1 alginat ¢ozeltisi ile hazirlanan alginat mikro kurecikler

Tablo 8. Farkli alginat konsantrasyonlari ile elde edilen tanecik boyutlari

Alginat konsantrasyonu Boyut
(wlv) (nm)
0.1 % 462
0.5% 1578
1.0 % 1680

Alginat polimeri ile protein yukleme c¢alismalarinda model protein olarak yuksek isoelektrik
noktasina sahip proteinlerle etkilesiminin ylksek oldugu bilinen a-Kemotripsin kullaniimigtir. Yapilan
calismalarda %1 alginat konsantrasyonunda hazirlanan taneciklere 500 pyg a-Kemotripsinin % 100’
Undn ylklendigi belirlenmistir. Literatlirde yapilan galismalarda NGF’in aktivitesini korudugu bilinen
sigir serum albumin (BSA) ile birlikte taneciklere yiklendigi dikkat ¢ekmistir. Bu nedenle yukleme
¢alismalarinda a-Kemotripsin BSA ile beraber kullaniimig ve BSA’nin a-Kemotripsine orani 500:1
(w/w) olarak segilmigtir. Protein ylklenmesi sonucu alginat kirelerin boyutlarinin énemli él¢ide arttigi
belirlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Protein yiklenmis ve yiklenmemis alginat mikrokurelerin boyutlari

BSA’nin alginat taneciklere kapsullenme etkinliginin alginat konsantrasyonu ile degisimi Tablo
9’ da 6zetlenmistir. Sonuglardan da goruldigu Gzere BSA proteini konsantrasyonu 0.1 mg iken her iki
alginat konsantrasyonu icin yaklasik % 100 kapsilleme etkinligi belirlenmistir. Bu nedenle salim

galismalarina bu konsantrasyonlar ile devam edilmistir.

Tablo 9. %0.1 ve % 1 alginat konsantrasyonlarindaki tasiyiciya yuklenen BSA proteinin kapsulleme
etkinlikleri

Formiilasyon % Kapsiilleme etkinligi
% 0.1 alginat + 1.0 mg BSA 37.43
% 0.1 alginat + 0.5 mg BSA 59.8
% 0.1 alginat + 0.1 mg BSA 101.28
% 1.0 alginat + 0.1 mg BSA 112.00

Alginat taneciklere yiklenen BSA proteininin hemen hemen tamaminin ilk 24 saatte PBS
(pH=7.4) icerisine salindigi belirlenmistir (Sekil 19). Daha 6nce alginatla yapilan protein yikleme
calismalarinda BSA’'nin salimini yavaslatmak ic¢in alginat kurelerin etrafinin poli-L-lisin, poli-etilen imin,
kitosan gibi pozitif yukli polimerlerle kaplanmasi énerilmistir (KHANNA ve grubu, 2010). Bu nedenle
ilerleyen calismalarda daha yavas ve kontrollii bir salim igin Uretilen taneciklerin etrafinin pozitif yiklu
polimerlerle kaplanmasina karar verilmigtir.

Sekil 19-C’ de gorildugu Uzere %0.1’lik alginat sollisyonu kullanilarak hazirlanan ve igerisine
0.1 mg BSA eklenen taneciklerden salinan protein miktari BCA analizi sonucu yaklasik 0.3 mg olarak
belirlenmistir. Her ne kadar BCA analizinde yan etkileri azaltmak igin kosullar optimize edilmeye

¢alisildiysa da bu degerde bir degisim saglanamamistir.
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Sekil 19. Farkli konsantrasyonlarda alginat icerisine ylklenen BSA proteinin zamana baglh salimi
Yikleme esnasinda kullanilan alginat ve BSA miktarlari sirasiyla A) Alginat: 0.1 % BSA:0.1 mg B)
Alginat: 0.1 % BSA:0.5 mg A) Alginat: 0.1 % BSA:0.1 mg C) Alginat: 1 % BSA:0.1 mg

Protein yukleme calismalarinin devaminda buyime faktérd NT-3 kullanimindan dnce ilk
calismalara NGF’ le baslanmistir. Clinkii PC-12 hcrelerinin blyime ortamlarinda NGF oldugunda
norit uzantilar olusumu daha 6nce ¢ok iyi karakterize edilmistir. Tablo 7° den de anlasilacagi gibi bu iki
proteinin gerek buyUkligu gerekse isoelektrik noktasi birbirine ¢ok benzerdir. Bu nedenle NGF’ in
alginat tanecige ytiklenme ve salimi ile PC-12 hiicre morfolojisindeki degisim belirlendikten sonra NT-

3 ile olan ¢alismalara gegilmesi planlanmistir.

4.5. Doku iskelesinin Karakterizasyonu

Calisma boyunca parametrik bir akis plani ile 24 farkli doku iskelesi hazirlanmis ve hazirlama
kosullarinin mekanik 6zellikler, gozeneklilik, lif capi ve lif uzunluklari Gzerine olan etkileri incelenmistir.

Bu parametrik calismada jelatin konsantrasyonu %5 ve %10, parafin kireciklerin boyutlari 250-425
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pum ve 425-600 ym ve kireciklerde baglantili bir yapi olusturmak igin de inkiibasyon sureleri 100, 200
ve 400 dakika olarak belirlenmistir (Tablo 9).

Doku iskelelerinin mekanik testleri énceden islatiimis 6rnekler kullanilarak sikistirma testi ile
yapilmistir. Tum doku iskelelerinin agik hiicreli siingerimsi yapilar icin tipik olan bir gerilim gerinim
Ozelligine sahip olduklari gézlenmistir (Sekil 20). Bu tir yapilar genellikle gerilim-gerinim grafiginde
dogrusal elastik bir bélgenin ardindan sikisma bolgesi ve yogunlagsma boélgesi igerir (WANG ve grubu
2009).Yapilan testlerde elastik bdlgeden sikisma bdlgesine gecis % 0.5 gerinimde gerceklesmistir
(Sekil 20).
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Sekil 20. A; Kati duvarli ve B; nanolifli doku iskelelerinin gerilim-gerinim grafigi

Kati duvarli doku iskelelerinin sikistirma katsayilari jelatin konsantrasyonu % 5den % 10’a
gikinca artis gostermistir (Sekil 21). Inkiibasyon siiresinin 100 dakikadan 400 dakikaya artiriimasi
yada parafin kirelerin  boyutunun 250-425 pm’den 425-600 pm’ye degistiriimesi sikistirma
katsayllarinda o6nemli bir degisiklige yol ag¢mamistir. Nanolifli doku iskelelerinde jelatin
konsantrasyonunun artisi 250-425 um parafin kireler kullaniimasi durumunda beklenenin tersine
sikistirma katsayisinda azalmaya sebep olmustur (Sekil 22). 250-425 um parafin kireler ve % 5
jelatinle hazirlanan nanolifli doku iskelelerinde inkibasyon siresi 100 dakikadan 200 dakikaya
cikarildiginda sikistirma katsayilarinda istatistiksel agidan dnemli bir artis olmustur. %10 jelatin ile
hazirlanan nanolifli doku iskelelerinde ise sikistirma katasayisi inkibasyon siresinden sadece 425-
600um parafin kureler kullanildigi durumda etkilenmistir. Sonuglarin timi degerlendirildiginde nanolifli
doku iskelelerinin sikistirma katsayisi degerlerinin beklenildigi gibi kati duvarli olanlardan daha yuksek
oldugu goézlenmistir. Elde edilen sonuglar dogal beyin dokusunun sikistirma katsayisina (1-5 kPa)
uygun doku iskeleleri Uretildigini gdstermektedir.
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Sekil 21. Kati duvarl doku iskelelerinin sikistinlma katsayisi sonuclan (kPa)
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Sekil 22. Mano lifli doku iskelelerinin sikistinlma katsayisi sonuclan (kPa)
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Hazirlanan doku iskelelerinin timinin % 90 ve Uzeri gozeneklilige sahip oldugu, polimer
konsantrasyonu arttiginda gozenekliligin yanisira hem [if ¢api, hem de lif uzunlugunun azaldigi
belirlenmistir (Tablo 12). Elde edilen doku iskelelerinin lif capi degerlerinin hiicre disi matris fiber ¢api

ile benzer boyutlarda oldugu (50-500 nm) sonucuna varilmistir.

Tablo 12. Doku iskelelerinin gdzeneklilik, lif uzunlugu ve lif ¢api

Jelatin Doku iskelesi Kodu | % Gozeneklilik | Lif uzunlugu Lif capi
konsantrasyonu (Tablo) (nm) (nm)
(wiv)
13 97.9 3782.96 795.09
14 97.7 3739.35 857.81
15 97.8 5438.05 741.00
S 16 97 4 406.62 109.74
17 97.56 2113.40 429.58
18 979 2816.62 550.00
19 96.4 451.76 70.72
20 96 852.83 335.87
21 96.1 1153.25 352.33
10 22 95.9 207.18 63.53
23 96.1 609.54 138.76
24 96.5 784.56 114.36

4.6. Doku iskelelerinin bozunma oranlarinin belirlenmesi

Hazirlanan nano lifli doku iskelelerinin in vitro pargalanma deneyleri 37° C'de PBS icerisinde
gercgeklestirilmigtir. Zamana bagli olarak yapilan o6l¢imler sonucunda 21. ginin sonunda doku
iskelesinin baslangi¢ agirliginin % 16’ sini kaybettigi belirlenmistir (Sekil 23). Bundan sonraki adimda

bozunma calismalarina PC-12 hicreleri ekilmis doku iskeleleri ile devam edilmesi planlanmaktadir.
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Sekil 23. Doku iskelelerinin zamana bagh olarak agirliklarinda meydana gelen degdisim

4.7. Alginat mikro kiireciklerin jelatin doku iskelesine sabitlenmesi

Jelatin doku iskelesi kolajen proteininin hidrolizi sonucu elde edilen bir polimer oldugu igin
kolajenin 6zelliklerini kalitsal olarak tasir. Jelatinin yapisinda integrin baglanma bdélgesi olan arginil-
glisil-aspartik asit (RGD) dizisi icermesi doku iskelesi uygulamalarinda bu polimerihtcre tutunmasi
acisindan avantajli yapar. Jelatin polimerinin yapisinda yeralan RGD dizisi bu 6zellidi yaninda seker
yapida olan alginat polimerinin karbosilik asit gruplarina EDC varliginda kovalent olarak baglanabilir.
Bu bilgiden yola ¢ikarak doku iskelesine mikrokurecikleri sabitlemek igin EDC ile bad olusturma
yontemi kullaniimigtir. Doku iskelesine kureciklerin tutunumu iskelelerin toluidin mavisi ile boyasi ile
boyanmasiyla kontrol edilmistir. Alginat iceren doku iskelelerinin renginin boyama sonucu mora (Sekik
24 A), kirecik icermeyenlerin ise mavi renge (Sekil 24 C) dénustiga gézlenmistir. Mor renge donisim
alginat kureciklerin doku iskelesine basarili bir sekilde tutundugunu goéstermistir. Kireciklerin iskeleye
sabitlendigi taramal elektron mikroskobu ile de kanitlanmistir (Sekil 24 B).
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Sekil 24. A- Jelatin doku iskelesine tutturulmus alginat mikrokireciklerin toluidin mavisi ile boyamis
hali, B- Jelatin doku iskelesine tutturulmus alginat mikrokireciklerin SEM gorintileriC- Alginat
mikrokurecik eklenmemis doku iskelesinin toluidin mavisi ile boyanmis hali, D- Alginat mikrokurecik
icermeyen jelatin doku iskelesi SEM gorintisa.

4.8. Hiicre kiiltiirii ve PC-12 NGF biyoaktivitesinin belirlenmesi

PC-12 hicreleri kiltir ortaminda uygun konsantrasyonlarda NGF bulundugu zaman gogalan
kromafin benzeri hicre tipinden, gogalmayan sempatik sinir hiicresi benzeri akson uzantilar tasiyan
ve elektriksel olarak uyarilabilen hiicrelere dontstr (ALETTA 1996).Alginat mikrokurelerden salinan
proteinin aktif formda oldugunu gostermek amaciyla PC-12 hiicre morfolojisi degisimini belirlemeden
Once PC-12 hucrelerinin kadltard yapilmistir. Bu amagla 6nci ¢alisma olarak PC-12 hucrelerinin
biayume egrileri 3 farkli ortamda MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 25). Bu 3 farkli ortam %
10 at serumu ve % 5 sigir serumu igeren normal ortami (CM), % 1 at serumu igeren aglik ortami (SM)
ve NGF igeren aglik ortamidir. Deneylere 1000 hiicre/kuyucuk ile baslanmis ve 2., 4., 6. ve 8.giinde

MTT analizi ile absorbans degerleri 6lglilmis ve blyime egrileri gikartiimistir.
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Sekil 25. PC-12 hicrelerinin farkli kiltiir ortamlarindaki biyiime egrileri CM; normal ortam, SM; aglk
ortami, SM+NGF ortami

PC-12 hicrelerinin farklilagmasi icin gerekli olan serbest haldeki NGF miktarini belirlemek igin
2 farkli NGF konsantrasyonu (50 ve 100 ng/ml) ve iki farkli hiicre konsantrasyonu (2500 ve 5000
hicre/mL) denenmistir. Hicreler faz kontrast mikroskobunda incelenmis ve 7. glnden itibaren ndorit
olusumu gdézlemlenmistir (Sekil 26). Bu ¢calismanin sonucunda serbest haldeki 50 ng/ml NGF’ in 2500

hicre/ml PC-12 hiicresi farklilasmasini 7. giinde sagladigi belirlenmistir.

PC-12 hicrelerinin hazirlanan kati duvarli ve nanolifli doku iskelelerine tutunma egilimleri de
arastinimistir. Bu amagla doku iskelelesi Gizerine ekilen hicreler 24 saat inkiibasyondan sonra % 2.5
gluteraldehit ile fikse edilmistir. Sekil 27 A ve B’ de lizerine PC-12 hicreleri ekilen doku iskeleleri ve
hicrelerin morfolojik farkhliklari net bir sekilde goérulmektedir.Nanolifli yapidaki doku iskeleleri Ug¢
boyutlu hiicre disI matrisi daha iyi taklit ettigi icin bu iskeleye tutunan hicrelerin, kati duvarli iskeleye

tutunanlara kiyasla morfolojisinin dogal ortamina yakin bir formda oldugu gézlenmistir.

Sekil 26. 2500 hiicre/ml konsantrasyondaki PC—12 hiicrelerinin 7. giin sonundaki goérinimi ve norit
olusumu A; 50 ng/mL, B; 100 ng/mL NGF.
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Sekil 27. PC-12 hicrelerinin A; Kati Duvarli, B; Nano lifli doku iskelelerinde blyutuldiginde
gosterdigi morfoloji

4.9. Alginat Mikro Kiirelere Yiiklenen NGF Biyoaktivitesinin Belirlenmesi

Alginat kirelere yiklenen NGF’in biyoaktivitesi PC-12 hicre farklilasmasi ile belirlenmistir. Bu
amagcla 100 ug/ml BSA solisyonu ile 1 pg/ml NGF karistirilarak hazirlanan alginat kireciklerin
parcalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti PC—12 hucrelerinin bulundugu hicre kultir ortamina
ekilmistir. Yapilan mikroskopik incelemeler sonucu 5. ginin sonunda mikro kirelerin pargalanmasi
sonucu elde edilen ¢dzelti ortaminda blylyen hicrelerde ndrit yapilari gézlenmistir (Sekil 28). Hicre
kultir ortamina gun asiri eklenen 50 ng/ml konsantrasyondaki serbest NGF ile ndrit olusumu 7.
glnden itibaren gézlenirken mikro kureciklere ylklenen ve pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti
eklenen hlcrelerde ndrit olusumu 5. gunden itibaren gézlenmigtir. Bu sonug¢ bir tagiyici icerisine
yuklenen buyume faktori yapisindaki proteinlerin aktivitelerini daha iyi koruduklarini ve bdylesi
sistemlerin doku iskeleleriyle birlestirildiginde hiicre farklilagsmasini ¢ok daha hizli saglayacaklarinin

gOstergesidir.
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Sekil 28. PC-12 hiicrelerinin 5. giin sonunda goriinimu A; NGF icermeyen aglik ortami, B; Mikro
kireciklerin pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti eklenen aglik ortami ve nérit olusumu
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5. SONUCLAR

Bu calismada, sinir doku muihendisligi uygulamalarinda kullaniimak Uzere nanolifli yapida ve
yonlendirilmis jelatin bazli doku iskeleleri Uretilmis, Uretilen iskelelere igerisinde sinir blylime faktori
iceren alginat mikrokireler tutturulmustur: Farkli parametreler géz o6nine alinarak dogal beyin
dokusunun sikistirma katsayisina uygun doku iskeleleri Uretilebilmis, hazirlanan doku iskeleleri
hedeflenen gozenekli ve gdzenekleri birbirleriyle baglantih yapiyr saglamistir. Nano lifli doku
iskelelerinin kati duvarli olanlarla kiyaslandiginda sikistirma katsayisi degerlerinin daha yuksek oldugu
belirlenmistir. Kullanilan polimer konsantrasyonuna bagh olarak lif gapi ve lif uzunlugu degisen doku
iskelelerinin Uretimi gerceklestirilmigtir. Hlcrelerin bir dogrultuda blyumesine yardimci olmak amaciyla
yonlendirilmis doku iskelelerinin hazirlanmasi icgin is1 etkili faz ayrimi yonteminin kosullari optimize
edilmis ve bu yontemle ilk defa jelatin bazli nano lifli ve kanalli doku iskelelerinin Gretimi basariimistir.
Mikrokurecik Uretiminde kitosan polimeriyle baglayan calismalara etkili bir salim gbzlenemedigi icin
alginat polimeriyle devam edilmigtir. Alginat kirelere model protein a-Kemotripsinin ve sinir buyume
faktérd (NGF)’'nin aktivitesini korumak igin kullanilan sigir serum albiminin 100 % oraninda
yuklenmesi saglanabilmistir. Hazirlanan alginat mikroklrelerin jelatin doku iskelesine tutturulmasi
asamasinda hem jelatini capraz baglayan, hem de jelatin ile alginat arasinda kovalent bag olugturan
EDC kullaniimis ve alginatin doku iskelelerine tutturuldugu toluidin mavi boyamasi ve taramali elektron
mikroskobu ile gosterilmistir. Calismada ortama salinan proteinin biyoaktivitesini belirlemede fare
adrenal medullasindan kdken alan ve ortama néral biyime faktorleri verildiginde sinir hiicresi benzeri
uzantilar (norit) olusturan PC12 hicre hatti kullaniimistir. PC—12 hicrelerinin blylime egrisi
cikarildiktan sonra hucrelerin farklilagsmasini gbézlemlemek i¢in en wuygun hicre ve NGF
konsantrasyonlari 2500 cell/ml ve 50 ng/ml olarak belirlenmistir. Mekanik 6zellikler acisindan
avantajini belirledigimiz nano lifli doku iskelelerinin, hicre tutunmasinda da avantajli oldugu kati
duvarli ve nano lifli iskelelere ekilen hicrelerin morfolojileri incelendiginde agikga gorilmustir. Mikro
kurecikler icerisine yiklenen NGF’ in aktivitesini korudugu hatta serbest halde kultir ortamina eklenen
NGF’e kiyasla daha kisa surede PC—12 hiicre farklilagsmasini sagladigi belirlenmistir. Hazirlanan doku
iskelelerinin gerek sinir kdk hticreleri gerekse diger kdk hicre uygulamalari ve rejeneratif tip alaninda
oldukga ylksek bir potansiyele sahip oldugu dusunulmektedir. Hazirlanan yoénlendiriimis doku
iskelelerinin in vivo performanslari Dokuz Eyliil Universitesi Estetik Cerrahi Ana Bilim Dali ile yakinda

baslatacagimiz ortak bir projede degerlendirilecektir.
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Bu calismada yuksek gézeneklilikte (>% 90) ve uygun mekanik 6zelliklerde, nanolifli yapida ve
yonlendirilmis jelatin bazli doku iskeleleri Gretilmistir. Uretilen iskelelere 100 % oraninda model
protein ylklenmis alginat mikrokureler tutturulmustur. Mikro kirecikler igerisine yiklenen NGF’ in
aktivitesini korudugu hatta serbest halde kultir ortamina eklenen NGF’ e kiyasla daha kisa stirede
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