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Periferik sinir yaralanmalari, trafik kazalari, spor yaralanmalari, dogum sirasinda
olusan komplikasyonlar ve g¢atismalardan kaynaklanan yaralanmalar gibi cesitli
nedenlerle olusabilen, klinikte cerrahlarin en sik kargilagtiklari saglik problemleri
arasindadir. Arastirmacilar, sinir fonksiyonlarinin geri kazanimi igin cesitli
yaklasimlar gelistirmiglerdir. Bunlar igerisinde, uzun sinir kesilerinin iyilestiriimesi
icin uygulanan otolog sinir greftleri “altin standart” tedavi olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu tedavi yonteminin beraberinde getirdigi, greft materyalinin
sinirli olmasi, uygulanacak doku ile arasinda yapi ve Ol¢gU uyusmazlhgi, donor alan
morbiditesi ve c¢oklu cerrahi mudahalelere gereksinim duyulabilmesi gibi
dezavantajlari mevcuttur. Sinirin proksimal ve distal segmentleri arasindaki
boslukta bir kopri gorevi gorerek rejenerasyonu saglayacak alternatif tedavilerin
geligtiriimesi gerekmektedir. Otogreftlerin yarattigi kisittamalarin  Ustesinden
gelmek amacilyla yapay sinir kanallani Uzerine kapsamli arastirmalar
yapiimaktadir. Tez c¢alismasinin amaci, elektrostatik egirme (elektrospinning)
yontemi ile biyobozunur, biyouyumlu, uygun mekanik o6zelliklere sahip arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD) hlcre tanima sekansi ile kaplanmis poli(e-kaprolakton)
(PCL) sinir kanallarinin olusturulmasidir. Calisma kapsaminda, elektrostatik

egirme yontemiyle 2 mm i¢ ¢ap ve 500 um duvar kalinhigina sahip biyouyumlu PCL



sinir kanallari hazirlanmistir. PCL sinir kanallari, ortalama ¢api 500 - 650 nm
araliginda olan PCL fiberlerinden olugsmaktadir. Hazirlanan doku iskeleleri, PCL
fiberler Gzerinde RGD tabakasi olusturmak igin Nap-FFGRGD (hidrofobik naftalin
grubu ve RGD Uglu peptid dizisi iceren bir molekll) molekuli ile muamele
edilmigtir. Sistemde kullanilan solisyonun nanofiber yapilari Uzerindeki etkisini
degerlendirmek, basanli bir periferik sinir rejenerasyon sureci i¢in gerekli olan
uygun fiber O&lcllerini ve kanal duvar kalinligini belilemek amaciyla PCL
nanofibr6z doku iskeleleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize
edilmistir. PCL membran ve kanallarin mekanik Ozelliklerinin degerlendirilmesi
cekme testi ile gerceklestiriimigtir. PCL kanallarin azami gerilme gucu 5.9206 +
0.8437 MPa, elastisite modull ise 0,24844 + 0,00152 MPa’dir. Olusturulan kanalin
termal ozellikleri ve biyobozunurluk orani, buyuk sinir kesili siddetli yaralanmalarin
tedavisi icin uygun ortamin saglanabilecegine isaret etmektedir. PCL fiberler
uzerine RGD kaplamanin etkinligini gézlemlemek, PCL ve RGD kapli PCL doku
iskelelerinin  hidrofilitesini degerlendirmek amaciyla su degme acisi testi
yapilmistir. Sonuglar, RGD ile kaplamanin degme acisini 120,284 + 5,162°den
40,583 + 3,589%ye dusurdugu bu sayede hucrelerin doku iskelesi Uzerine
tutunmasi ve yayllmasina olanak saglayacadi dusunulmektedir. PCL fiberler
Uzerindeki RGD peptid tabakasinin goéruntilenmesi, floresan 6zellikteki FITC
probu ile isaretlenmis Nap-FFGRGD molekilli ile kaplama iglemi yapilarak
gerceklestiriimistir. Hazirlanan doku iskelelerinin hucreler ile etkilesimi L929
hacreleri ile yapilan uygulamalarla degerlendiriimigtir. WST-1 analizi ile L929
hicrelerinin PCL ve RGD kaplh PCL doku iskeleleri Gizerindeki metabolik aktivitesi
Olcllmastir. Sonuglar, 48 saatlik periyot sonunda RGD kaph PCL doku iskelesi
uzerinde hucrelerin metabolik aktivitesinin daha yuksek oldugunu gostermektedir.
Nekrotik hdcrelerin oranini belirlemek ve morfolojik degerlendirmesini yapabilmek
icin Hoechst/PI (ikili boyama sollisyonu) kullaniimistir. ikili boyama analizi
sonuglari, PCL kanallar ile karsilastirildiginda, RGD ile kaph PCL kanallar

uzerinde nekrotik hicrelerin oraninin dnemli dlgude azaldigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyobozunur polimerler, PCL, Elektrostatik egirme,
Nap-FFGRGD, RGD modifikasyonu, Sinir kanali, L929 fibroblast hiicreleri



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF NERVE
REGENERATION CONDUITS BY ELECTROSPINNING OF
POLYCAPROLACTONE AND RGD SURFACE MODIFICATION

ERDING POLAT
Master of Science, Nanotechnology and Nanomedicine Division
Supervisor: Prof. Dr. ERHAN BiSKIiN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Deling Kong
August 2013, 91 pages

Peripheral nerve injuries that clinical surgeons are facing today are among the
most frequently occuring health problems which are the results of several very
unpleasent incidents including traffic accidents, sports injuries, complications at
birth, and unfortunately, woundings that result from fights. Researchers have
developed various strategies for recovery of nerve functions. Autologous nerve
grafts are considered as “gold standard” for bridging long gaps, but this method
has inherent disadvantages, such as limited supply, potential mismatch of tissue
structure and size, donor site morbidity and need for multiple surgeries.
Development of alternative treatments is necessary to bridge the gap between the
proximal and the distal nerve stumps. To overcome the limitations of autografts,
intensive researches are being conducted investigating artificial nerve conduits.
The aim of this study is to produce a biodegradable, biocompatible, having a
proper mechanical properties poly(e-caprolactone) (PCL) electrospun fibrous
nerve conduits coated with arginine-glycine-aspartic acid (RGD) cell recognition
sequence. In this thesis, biocompatible nanofibrous PCL nerve conduits with a 2
mm inner diameter and about 500 pm wall thicknesses were prepared by
electrospinning. PCL nerve conduits were composed of polymer nanofibers with

average diameters in the range of 500 - 650 nm. These scaffolds were further



treated with Nap-FFGRGD (a molecule containing RGD tripeptide and
hydrophobic naphthalene groups) thereby soaking in required solution to form an
RGD layer on PCL nanofibers. Morphology of the PCL nanofibrous scaffolds were
characterized to evaluate the effect of solution system on nanofibers structure and
to find suitable size of fibers, wall thickness of conduits for a successful peripheral
nerve regeneration by scanning electron microscopy (SEM). Tensile test was used
to assess the mechanical properties of PCL membrans and conduits. PCL
conduits having ultimate tensile strenght of 5.9206 + 0.8437 MPa and young
modulus of 0,24844 + 0,00152 MPa. The thermal properties and in vitro
biodegradibility rate of scaffolds indicated that the RGD modified nerve conduits
could provide appropriate conditions to recover severe nerve injuries with long
gap. The contact angle of the scaffolds was tested to assess hydrophilicity of PCL
and RGD/PCL samples and get information about the effectiveness of RGD
coating on PCL surfaces. Our results showed that by addition of RGD, water
contact angle was decreased from 120,284 + 5,162° to 40,583 + 3,589° which
could facilitate cells to attach and spread. RGD peptides layer was visualized on
surface of PCL fibers with coating FITC-labeled Nap-FFGRGD as fluorescent
probe. The metabolic activity of L929 cells on PCL and RGD/PCL scaffolds was
measured using WST-1 assay. Data shows that cell metabolic activity on RGD
coated PCL scaffolds at 48-h period was higher than PCL scaffolds. Hoechst
staining combined with propidium iodide (double staining solution) was used for
necrosis quantification and morphological examination of L929 fibroblasts.
According to double staining assay, the average number of necrotic cells on RGD
functionalized PCL nerve conduits was decreased significantly as compared to

PCL nerve conduits.

Keywords: Biodegradable polymers, PCL, Electrospinning, Nap-FFGRGD, RGD

modification, Nerve conduit, L929 fibroblast cells
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari; trafik kazalar, is kazalari, spor yaralanmalari,
dogum esnasinda olugabilecek travmalar gibi ¢ok c¢esitli nedenlerden
dogabilecek sik rastlanan ciddi bir saglik problemidir. ilerleyen asamalarda
hastada kalici fonksiyon kayiplarina, gunluk iglerini yapamaz, engelli hale

gelmesine yol agmaktadir.

Periferik sinirin basit kesilerinin onarimi nororafi olarak adlandirilan bir
mikrocerrahi teknigi ile primer onarim seklinde gergeklestirilebilirken, kayiph
periferik sinir yaralanmalarinin tedavisi icin sinirin proksimal ve distal uclari
arasinda birlestirici gorev yapacak, dogru yonlendirilmis bir rejenerasyonu
saglayabilecek cesitli yontemler geligtiriimis ve gelistiiimeye de devam
etmektedir. Kayipli periferik sinir yaralanmalarinin tedavisi i¢in Klinik
uygulamalarda “sinir greftlerinin® kullaniimasi “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Ancak greftlerin beraberinde getirdigi birtakim eksiklikleri ve
olumsuzluklari da mevcuttur. Sinir grefti kaynaginin kisith ve boyutunun yetersiz
olmasi, greftin alindid1 alanda olusabilecek morbidite ve kalici fonksiyon kaybi,
greft ile uygulanacagi alan arasinda ki yapisal ve boyutsal farkliliklar bilinen
sorunlar arasindadir. Bagka bir uygulama da farkh vericilerden elde edilen
allogreftlere karsi alicida olusabilecek immun yanit, rejeksiyon, enfeksiyon
tasima riski gibi bircok dezavantaj mevcuttur. Ayrica sinir greftinin boyu ve
kalinlig1 arttikca basarisiziginin artmasi, alici yataga bagh yetersizliklerden
(skarli bolge, hipovaskuler alanlar, enfeksiyon vb.) kaynaklanan sorunlar

basariyl dogrudan olumsuz yonde etkilemektedir.

Bu olumsuzluklar arastirmacilari daha gecerli, daha saglikh, fizyolojik
mekanizmalara dayanabilecek, daha az yan etkiye sahip bir tedavi yontemi
gelistirmeye tesvik etmis, dogan ihtiya¢c sonucu doku muhendisligi teknolojilerine
yonelinmis ve ilk kez 1980’lerde sinir kanallari kullaniimasi yoluna gidilmigtir.
Sinir kanallar diger tekniklerle kiyaslandiginda uygulama agisindan daha yeni,
pratik ve farkli bir ydontem olmustur. Bu amagla siklikla birgok dogal (kolajen,
kolajen, kitosan, ipek vb.) ve sentetik (polilaktik asit (PLA), polilaktik-ko-glikolik
asit (PLGA), polikaprolakton (PCL) vb.) polimer kullaniimigtir. Mevcut sinir



kanallari, hala sinir otogreftleri kadar basarili sonuglar saglayamamis ve bunlara
ideal Ozellikler kazandirilamamigtir. Ayrica bunlar daha ¢ok 30 mm’den daha
kisa periferik sinir kayiplarinin onariminda kullaniimaktadir. ilk zamanlarda sinir
koprisi mantidiyla otolog damar greftleri (biyolojik malzeme) kullaniimistir;
ancak damar greftleri yeterli mekanik dayanima sahip olmadigindan, dokunun
icinde ice c¢Okerek rejenerasyonu sekteye ugratmigtir. Altin standart olan
otogreftlerin 6zellikle uzun sinir kayiplarinin onarimindaki basarisi duserek sinir
kanallarinin degerlerine yaklasmasi dikkatlerin sinir kanallarina yonelmesine
neden olmus ve yeni sinir kanallari gelistirme calismalarina agirlik verilmeye
baglanmigtir. Tez g¢alismasinini amaci mevcut sinir kanallarindan daha iyi
Ozelliklere sahip, aksonal buyumeyi optimum seviyede destekleyecek daha
gecerli bir kanal olusturmaktir. Sinir rejenerasyonu igin ideal bir sinir kanali;
biyouyumlu, gerekli mekanik destedi saglayabilecek dayanima sahip, uygun
surede bozunabilen, esnek, uygun ¢ap-kalinlik ve uzunluga sahip, gerekli 6l¢ctide
porlari olan, sinir kayibi bdélgesinde rejenerasyon igin gerekli nérotrofik ve trofik
faktorleri muhafaza edebilecek, 3 boyutlu dogal ekstraselller matriks (ECM)

Ozelliklerine sahip olmalidir.

Uygun degredasyon ozelligine sahip, rejenere aksonlarin yuksek afinite
gOsterecegdi, noérotrofik faktdrler gibi yonlendirici 6zellikte etmenleri muhafaza
edebilen, FDA onaylh yeni malzemeler ve vyeni bir bakis acisi ile
rekonstriksiyonlar hedeflenmistir. Bu dogrultuda, tez galismasinda nanofibroz
temelli sinir kanallarinin olugturulmasi igin biyouyumlu, biyobozunur, ylksek
fiziksel 6zellikleri olan ve FDA onayli PCL polimeri secilmistir. PCL gibi sentetik
polimerler dogal polimerlere gére daha ylksek mekanik dayanima, ¢ok daha
uygun bozunma hizina sahip olmalarinin yani sira birgogu biyouyumlu ve FDA
onayll olmasindan dolayr doku muhendislidi calismalarinda halihazirda

kullaniimaktadir.

Tez kapsaminda ilk olarak periferik sinir yaralanmalari ve rejenerasyonuna dair
temel literatur bilgileri sunulmusg, mevcut galigmalardan ornekler verilmistir. Bu
calismalar degerlendirilerek en gegerli Uretim teknigi ve biyomalzemeler ile daha
iyi verim alinabilecek bir sinir kanalinin nasil tasarlanabilecegdi planlanmigtir. PCL
sinir kanallarinin olusturulmasi igin gergerliligi kanitlanmis, toplu Uretim yapmaya

oldukga musait bir doku muhendisligi teknigi olan elektrostatik egirme yontemi



kullaniimistir. Elektrostatik egirme (elektrospinning) yontemi ile son derece
pratik, etkili, otojen ekstraseluler matriks (ECM) yapisina en yakin ve nanofibroz
orgu ozelliginde doku iskelelesi uretilecek, bunlardan sinir kanallari elde
edilecektir. Elektrostatik egirme yontemiyle olusturulacak doku iskelelerinin
yapisini etkileyen cesitli parametreler vardir. Oncelikle bu parametrelerin amaca
uygun olarak c¢ok iyi optimize edilmesi gerekmektedir. Calismada birbirinden
farkh PCL membranlar olusturulup analiz edilerek, sinir rejenerasyonuna uygun
kanallarin  hazirlanabilecegi  parametreler belirlenmigtir.  Ardindan  bu
parametreler uygulanarak duvar kalinhgi, i¢ c¢api ve meydana geldgi
nanofiberlerin ¢api sinir rejenerasyonunu destekleyebilecek nitelikte kanallar

olusturulmustur.

Genellikle sentetik polimerlerin tasidigi hidrofobik ylzey 6zelliklerinden dolayi,
doku muhendisliginde son derece dnemli olan hucre - yuzey etkilesimini verimli
ve etkin bir sekilde gerceklestirememektedirler. Bu olumsuzlugu gidermek igin
aktif gruplarin eksikliginden kaynaklanacak hlcresel tutunma ve rejenere
aksonlarin dogrusal yonlenme sorunlarinin Ustesinden gelebilmek icin cesgitli
biyolojik temelli polipeptidler ile yuzeylerin modifiye edilmesi gerekmektedir.
Yuzey modifikasyonu i¢in en uygun yapl, laminin yapisinda bulunan ve noral
hicrelerin ve rejenere aksonlarin afinitesinden sorumlu olan, birgok integrin
reseptord tarafindan taninan, oldukca kiguk molekil yapisina sahip, sentetik
olarak uretildigi icin enfeksiyon riski yok denecek kadar az ve diger yontemlere
gore ucuz olan RGD (Arjinin-Glisin-Aspartik Asit) uclu peptid dizisi tez
calismasinda kullaniimistir. PCL fiber ytizeylerin modifikasyonu igin hidrofobik bir
naftalin grubu ve RGD sekansindan olusan Nap-FFGRGD molekulli kullanilarak
kendiliginden dizenlenme yaklasimi ile hidrofobik ylzeyler Gzerinde hidrofilik
nitelikte bir RGD tabakasi olusturulmasina calisiimistir. PCL doku iskelesinin
RGD hicre tanima sekansi ile kaplanmasinin, doku iskelesinin yuzey

karakteristigi Uzerinde yarattigi etki su degme acisi testi ile ortaya konulmustur.

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda hazirlanan doku iskelelerinin ayrintili
karakterizasyon calismasi gergeklestiriimistir. PCL membranlarin ve kanallarin
morfolojik yapisi hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla taramali elektron
mikroskop altinda incelenmistir. Buradan elde edinilen fotograflarla, sinir kanali
olusturmak icin gerekli olan elektrostatik egdirme sistemi parametreleri



saptanmigtir. Bu parametrelere Sinir kanalinin, sinir rejenerasyon surecini
desteklemek i¢in dogal yapiya uygun mekanik ozelliklerde dayaniklihginin yani
sira esnek karakterde olmasi gerekmektedir. Olusturulan kanallarin elastisite
modull gibi karakteristik mekanik 6zelliklerinin tayin edilmesi gerilme - uzama
testleri ile gergeklestirilmistir. PCL polimerinin uzun bir bozunma suresi oldugu
bilinmektedir. Bu slre, polimerin molekuler agirligi, islenisi ve deneyin genel
parametrelerine gore degisiklik gosterebilmektedir. Kullanilan biyomalzemenin
iyilesme sureci boyunca yapisini muhafaza etmesi gerekmekte, bozunma
urtnlerinin vicuda toksik etki yaratmamasi istenmektedir. Bozunma derecesi
doku iskelesinin mekanik Ozelliklerini de dogrudan etkilemektedir. Hazirlanan
PCL kanalin in vitro kosullarda biyobozunurlugu degerlendirilmigtir. PCL fiber
yuzeylerin RGD sekansi ile kaplanmasinin malzemenin termal Ozellikleri
uzerinde bir etki yaratip yaratmadigi diferansiyel kalorimetri testi ile gozlenmistir.
Floresan bir ajan olan FITC ile isaretlenmis Nap-FFGRGD molekull kullanilarak
kaplanan PCL kanallar, konfokal mikroskop altinda analiz edilerek, fiberler

etrafindaki RGD tabakasi net bir sekilde gézlenmistir.

Tez calismasinin son asamasi olarak, RGD ile kaplanmig nanofibroz PCL
kanallarin L929 fare fibroblast hucreleri ile etkilesimine dair c¢alismalar
gergeklestiriimistir. WST-1 testi ile olusturulan doku iskelesinin hicreler Uzerinde
yaratti§i sitotoksik etki saptanmistir. ikili boyama yoéntemi kullanilarak doku
iskelesi Uzerindeki L929 hlcrelerinin morfolojisi gdzlenerek canli, apoptotik veya

nekrotik olma durumu belirlenmistir.

Hazirlanan bu tezde, temel literatir bilgilerinden edinilen konuya iliskin mevcut
calismalardan ornekler sunulan bir derleme verildikten sonra yukarida
bahsedilen dogrultuda tez calisamsinda kullanilan malzemeler ve uygulanan
yontemlerle ilgili ayrintih  bilgiler sunulmustur. Bir sonraki bdlimde bu
yontemlerden elde edilen bulgular ortaya konulmustur. Son olarak da

calismadan ¢ikarilan genel sonugclar ana bir baglik altinda verilmistir.



2. GENEL BILGILER

Sunulan tez ¢alismasi ile ilgili temel bilgiler, literatar bilgileri 1g1ginda ana bagliklar
halinde sunulmustur. ik olarak sinir sistemi, 6zellikle de periferik sinir sistemine
iliskin genel bilgiler verilmis; periferik sinir yaralanmalari, mekanizmasi, gesitleri ve
patofizyolojisine dair aciklamalar yapilmigtir. Takip eden bdlumde tezin esas
amacini olusturan periferik sinir yaralanmalarinin tedavileri anlatilmis; klinikte
halihazirda uygulanmakta olan yontemlerden, bu yontemlerin yetersizliklerinden
bahsedilmis ve kismen daha yeni bir yaklasim olan sinir kanallarina deginilmistir.
Sinir  kanallari  olusturulmasinda genellikle tercih edilen malzemeler,
polikaprolakton basta olmak Uzere sentetik polimerler ve kanali Uretmek igin
kullanilan belli basli yontemler anlatiimigtir. Bu yontemler arasinda yer alan, tez
calismasinda da tercih edilen elektrostatik egirme teknigine iligkin Dbilgilerin
verilmesinin ardindan sentetik polimerlerin yetersiz yluzey fonksiyonlarinin nasil
geligtirilebildigi mevcut c¢alismalardan Orneklerle sunulmustur. Bir yuzey
fonksiyonlandirma ajani (hicre tanima motifi) olan RGD peptid dizisi hakkinda

ayrintili bilgiler verilmigtir.

2.1. Sinir Sistemine Genel Bir Bakis

Sinir sistemi genel anlamiyla; beyin, omurilik ve duyu sistemlerini iceren Merkezi
Sinir Sistemi (MSS) ile beyinden cikan kranial sinirler, omurilikten c¢ikan spinal
sinirler ve duyu sinir hucrelerinin govdeleri (dorsal kdk gangliyonlarl) nin
olusturdugu Periferik Sinir Sistemi (PSS) ‘nden meydana gelir (Sekil 2.1.). Merkezi
Sinir Sistemi, sinyallerin yodnetilmesi ve yorumlanmasinin yaninda uyarici
sinyallerin periferik sinir sistemine iletimini saglamakla goérevlidir. Periferik sinirler
kas dokusunu sinirle donatmasinin yaninda spinal kolondan aldidi duyulara iligkin
verileri ve uyarici girdileri iletirken, ayni sekilde digaridan gelenleri de spinal
kolona g6turar. Sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel esas hlcreleri néronlardir.
Noéronlarin yani sira vicutta noéronlardan daha fazla bulunan ve néronlarin

fonksiyonlarina yardimci olan glial hiicreler bulunmaktadir [1].
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Sekil 2.1. Merkezi ve Periferik Sinir Sisteminin Temel Yapisi [2]

2.1.1. Periferik Sinir Sisteminin Yapisi ve isleyisi

Periferik sinir sistemi, duyu sinirleri sayesinde g¢esitli cevresel degisiklikleri algilayip
MSS’ne bilgileri iletir. Beyin ve omurilikteki merkezi sinir hicreleri motor komutlari
olusturur, periferik sinirler de bu komutlarin isletiimesini saglar [3,4]. Sinir Sistemi,
islevsel birimler olan néronlar ve cgesitli sekillerde ndéronal faaliyetleri destekleyen
glial hicreler olmak Uzere iki ana hucre tipinden olusur. Noronlar; hicre govdesi
(soma), akson (sinir lifi) ve dendrit olarak adlandirilan kisimlardan meydana gelir
[3-5]. Dendritler, sinapslar sayesinde c¢evredeki hiicrelerden sinyallerin alinmasini
saglarken, hucre govdesi ve akson ise elektriksel uyarilar halinde bu sinyallerin
tasinmasini saglarlar. PSS’nin esas glial hucrelerini ise aksonlari sararak izole
eden ve miyelin tabakasini olusturan Schwann hucreleri teskil eder [3]. Miyelin
tabakasi akson boyunca devamli degildir, Ranvier bogumlari olarak adlandirilan
bosluklar ile birbirlerinden ayrilirlar [6]. Miyelinli aksonlarda, akson boyunca
ilerleyen sinyaller ranvier bogumlari sayesinde sigramaya ugratilarak daha hizli bir

iletim saglanir [7].

Sinirler, liflerin bir araya gelerek olusturduklari demetlerden meydana gelir. icten
disa dogru periferik sinirin yapisina bakacak olursak, en kiguk birim olan her bir
akson bir lifi teskil eder ve endondryum tabakasi igerisinde bulunur. Sinir lifi
demetleri, kan damarlari ve kapillerini iceren perinéryum olarak adlandirilan bag

doku tabakasi ile birbirinden ayrilir. Bu lif demetleri, intrafasikiler epinéryum
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icerisine gomulu haldedir. En digta ise siniri saran, epindryum olarak adlandirilan
bir diger bag doku tabakasi bulunur [6] Sekil 2.2° de periferik sinirin anatomik

yapisi gorulmektedir [8].

Epinéryum

Perinéryum

Endonéryum

interfasikuler
Epinéryum

Sekil 2.2. Periferik Sinirin Capraz Kesit Anatomisi [8]

2.2. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir lezyonlari baslica; trafik kazalari, timér rezeksiyonu veya cesitli
ameliyatlar (ortopedik mudahaleler, intraven6z aspirasyon, kozmetik ytz cerrahisi)
sonucu olusan yan etkilerle meydana gelmektedir. Dogum sirasinda (tUm
dogumlarin %0,12’ si) ¢ekistirmeye bagli olarak meydana gelen komplikasyonlar
da periferik sinir hasarlarina yol acabilmektedir. Trafik kazalari ve spor
yaralanmalari sonucu ekstremitelerde gdzlemlenen acgik yaralar periferal sinir
travmalarinin %5’ini kapsamaktadir [9]. Periferik sinir yaralanmalari sonucunda
yaklagik 8,5 milyon insanin gunluk aktiviteleri kisitlanirken, her yil ortalama 5
milyon Kigi yatalak veya engelli hale gelmektedir [10]. Yalnizca Avrupa’da yilda
300.000’in Gzerinde vaka ile periferik sinir hasari ¢ok sik karsilagilan bir travma
turadar. Birlesmis Milletlerde de bu gibi hasarlardan dolayi her yil 200.000 hasta

cerrahi mudahalelere tabi tutulmaktadir [9]. 2010 yilinda yapilan arastirmalara



gore Birlesmis Milletlerde nufusun ortalama 265.000’inin spinal kord hasarli

oldugu tahmin edilmektedir [11].

2.2.1. Periferik Sinir Yaralanmasinda Dejenerasyon ve Rejenerasyon Siireci

Birgok durumda sinir yaralanmalari, aksonun proksimal ve distal segment olmak
Uzere iki parcaya ayrilmasi ile sonuglanir. Distal segment, hicre gdvdesinden
koparak ayrilan kisim iken; proksimal, sinir yenilenmesi (rejenerasyonu) surecinin

baslayacadi, hlicre gévdesi ile baglantisini surdiren ugtur [12,13].

Periferik sinir yaralanmasini takiben, etkilenen sinir bdlgesinin igerisinde ve
cevresinde ekstraselliler matriks (ECM), néronal hicreler ve Schwann hucreleri
arasindaki etkilesimlere dayanan karmasik fizyolojik degisiklikler meydana gelir
[14]. ik olarak yarali bélgenin distal ucundaki tim aksonlarda Wallerian
dejenerasyonu gozlenir. Wallerian dejenerasyonu sirasinda kalsiyum aracili
proteolitik bir surece bagli olarak aksonal mikrotubuller ve norofilamentler
parcalanir [15,16]. Sonraki birka¢ saat icerisinde, sinir hiicre gévdesinin sismesi,
dendritte bulunan Nissl cisimciklerinin parcalanarak dagiimasi ve hicre
cekirdeginin merkezin digina itilmesi ile seyir eden kromatolizis olayl baslar.
Rejeneratif elemanlarin tretimi gcogalirken nérotransmitter Gretimi azalarak protein
metabolizmasi degisir. Takip eden birka¢g gin boyunca, distal sinir ucundaki
aksonlar dejenere olur ancak Schwann hucreleri ve bazal laminasi devamliligini
surdurur. Yarali bolgeye makrofajlar toplanarak, kopan miyelin kiliflarinin
fagositozunu gergeklestirirler. Bu fagositotik islem Schwann hucrelerinin
cogalmasini tesvik eder. Schwann hucreleri bir araya gelerek bands of Blngner
olarak isimlendirilen ve aksonlarin rejenere olabilmesi i¢in onemli bir rehberlik
saglayan tubdler yapilar olustururlar. Zarar gérmus aksonlar dejenerasyona
giderken, ranvier bogumlarinin uglarindan dogan c¢oklu aksonal uzantilar
rejenerasyon ic¢in uygun kosullara sahip distal ¢evreye ulasmaya caligirlar [14]
(Sekil 2.3.). Eger rejenere aksonlar distal segmentteki uygun c¢evreye
ulagsamazlarsa (6rneg@in, yara dokusu ile engellenirlerse) olasi sinir fonksiyon
kayiplariyla sonuglanabilecek néroma denilen yapilari olustururlar [15]. N6roma,

aksonal gelismeyi engeller ve kalici sinir fonksiyonu kayiplarina yol agar [17].
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Sekil 2.3. Periferik sinir sisteminde aksonun kesilmesi sonucu olusan yanit.
Cogalan Schwann hucreleri, makrofajlar ve monositler ayrilmig miyelin kilf
parcalarini ortadan kaldirmak, norotropinleri salgilamak ve aksonlara sinaptik
hedeflerine dogru rehberlik etmek icin birlikte ¢alisarak néronal fonksiyonun geri

kazanilmasini saglarlar [1].

Yaralanmanin anatomik boyutlarina gore, sinir yaralanmalari siniflandiriimistir.
Seddon ve arkadaslari [18] sinir yaralanmalarini; néropraksi (yapisal sureklilik
korunurken sinyal iletiminde hata olmasi), aksonotmezis (aksonun surekliligini
kaybetmesi) ve norotmezis (sinirin pargalanmasi) olarak 3 madde halinde
siniflandirmiglardir. Sunderland [19], Seddon ve arkadaslarinin siniflandirmasini
mikroskobik gozlemlere, histolojik bulgulara dayanarak 5 tip olacak sekilde
genisletmistir. Tip 1, Seddon ve arkadaslarinin néropraksi olarak tanimladiklari
duruma karsilik gelmektedir. Tip 2 ve 3, sirasiyla bozulmamis endonéryum ile
seyreden  aksonotmezis ve  bozulmug endondryumlu  aksonotmezisi
tanimlamaktadir. Tip 4'te hem endondéryum hem de perindryum tabakasi hasar
gormustur. Epindryum da dahil olmak Uzere tUm tabakalarin par¢galanmasi durumu
ise norotmezise denk gelen Tip 5tir [17] (Sekil 2.4.). Seddon ve arkadaslarinin
ndrotmezis, Sunderland’in ise Tip 5 olarak tanimlamis oldugu kayipli periferik sinir
yaralanmalarinin tedavisi i¢in farkli yontemler denenmis ve denenmeye de devam

etmektedir.
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Sekil 2.4. Seddon ve Sunderland’in bulgularina goére sinir yaralanmasinin

siniflandiriimasi [20]

2.2.2. Periferik Sinir Yaralanmalarinda Tedavi Yaklagimlari

Periferik ~ Sinir  Sistemi’nde yarali alani saran mikrogcevre MSS ile
karsilastirildiginda aksonal rejenerasyon icin daha elveriglidir. Genellikle 5 mm’den
daha kisa sinir kayiplarinda aksonlar kendiliginden rejenere olabilme kabiliyetine
sahiptir. Buna ragmen, aksonal rejenerasyon gerceklesse dahi, aksonlarin uygun
olmayan hedefe dogru yanlis yonlenmelerine bagli olarak tam bir fonksiyonel geri

kazanim saglanamayabilmektedir [21].

Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisi igin ilk girisimler 17. ylzyila dayanmaktadir
[15,22]. 19. yuzyilda Huber tarafindan periferik sinir kayiplarinin tedavisine yonelik
gesitli cerrahi uygulamalar ve bunlardan alinan sonuglari igeren bir derleme

sunulmustur [15,23].

Periferik sinir kayiplarinin onarilabilmesi icin bircok uygulama bulunmasina

ragmen, bunlari genel anlamda 2 kategoriye ayirmak mumkundur [24]:

1) Ayrilmig olan sinir segmentlerinin u¢ uca getirilerek birlestiriimesine

dayanan manipulatif sinir operasyonlari,

2) Ayrilmis sinir segmentlerini birlestirmek amaciyla bir kdpru goérevi gorecek

olan greftlerin ve tubulizasyon yontemlerinin kullaniimasidir.
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2.2.2.1. Nororafi

Periferik sinir yaralanmalari i¢in uygulanan cerrahi yontemler arasinda ilk olarak
nororafi gelmektedir. Bu uygulamada, herhangi bir greft materyali kullanmadan,
ayrilmis olan sinir gévdesinin iki ucu bir araya getirilerek dogrudan dikilir; ancak
yalnizca 5 mm’den daha kuguk sinir kayiplari igin uygulanabilir. Daha buyuk
kayiplarda, dikilen bdlge Uzerinde asir bir gerginlik olusacagindan dusuk cerrahi
yanitlar alinmasina sebebiyet verir [10]. Yapilan pekg¢ok calisma sinir lzerinde
%10’luk bir gerginlik olustugunda yaklasik %50 oraninda kan akisinin azaldigini
gOstermektedir. Driscoll ve arkadaslari, %15’lik bir uzamanin sinir Uzerinde geri

donulemez iskemik hasarlar yarattigi sonucuna varmislardir [17].

2.2.2.2. Norotizasyon

Norotizasyon (sinir transferi) bir diger klinik metottur. Proksimal sinir ucunun
dogrudan denerve bir kasin govdesine baglanmasini saglar ve yalnizca ¢ok
istisnai durumlarda uygulanabilir. Genellikle nérorafi ve sinir greftlerine goére daha
zayif sonuglar alinir. Bahsedilen bu kisitlamalar ve daha buyuk defektlerin tedavisi
icin dogan klinik ihtiyaclar dogrultusunda greft uygulamalari gerekli hale gelmistir
[10].

2.2.2.3. Sinir Greftleri

Ozellikle buyik sinir  kayiplarinin = olustugu durumlarda, periferik  sinir

yaralanmasinin tedavisi i¢in greftler cerrahide siklikla kullaniimaktadir [10].

- Sinir Otogreftleri: Kayipli periferik sinir tedavisinde, cerrahi alaninda ‘altin
standart’ tedavi olarak kabul edilmektedir. Otogreft teknigi ilk olarak 1870-
1900 yillan arasinda rapor edilmigtir. Milessi ise yaptigi detayh calismalar
ile sinir greftlerinin Ustunligund goézler onune sermigtir [10,25]. Sinir
otogreftleri sural ve safendz sinir gibi uzunlugu 40 cm’ye varan g¢api ise 2-3
cm olan cesitli kutanoz sinirlerden elde edilmektedir. Sinir greftlerine ek
olarak otolog kas ve damar greftleri gibi farkli dogal dokularda klinikte
kullaniimaktadir. Dahasi, bazi mevcut ¢alismalar periferik sinir onarimi igin;

epindral kilif, tendon greftleri, kas-damar greftleri, tersine g¢evrilmis damar
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greftleri ve otolog Schwann hucreleri ile doyurulmus damar greftleri gibi

dogal doku greftlerinin kullanimi Gzerine yogunlagmislardir [1].

Bununla birlikte, bu uygulamalarin beraberinde getirdidi birgok dezavantaj
vardir. dondr bodlgede morbidite ve fonksiyon kayiplari, agrili néroma
olusmasi olasiligi, dondr ve alici bolge arasinda yapisal farkliliklara bagh
uyumsuzluk, greft materyalinin az olmasi, greft dokusunun ¢ikariimasi igin
ikinci bir cerrahi operasyona gerek duyulmasi, ikincil cerrahi midahaleye
de bagl olarak artan iyilesme slreci ve saglik bakim Ucretleri bu

olumsuzluklar arasindadir [10].

- Sinir Allogreftleri: Otogreftlere alternatif olarak, cogunlukla kadavralardan
elde edilerek kullanilan greftlerdir [1]. Ancak, bu dokularin hastalik tagima
riski oldugundan immunsupresanlarla birlikte kullaniimasi gerekmektedir.
Yaklasik 18 ay boyunca hasta sistemik immunsupresif tedavi almalidir fakat
bu supresanlarin uzun sureli kullanimi firsatgi enfeksiyonlara ve hatta timor

olusumlarina yol acabilir [10].

- Sinir Zenogreftleri: Hayvanlardan elde edilerek kullanilirlar. Allogreftlerde

oldugu gibi hastalik tasima riski vardir [1].

2.2.2.4. Sinir Kanallan

Cesitli sekillerde elde edilen sinir greftlerinin yarattigi olumsuzluklar neticesinde
proksimal ve distal sinir uglari arasindaki boglugu doldurarak, sinir
rejenerasyonunu tesvik edebilecek bir doku iskelesi niteliginden olan yapay sinir
kanallarinin geligtiriimesi alternatif bir onarim metodu olarak ortaya ¢ikmistir
[14,26]. Sinir kanallari, dogal veya sentetik biyomalzemelerden olusturulan kuguk
silindirik yapilardir. Sekil 2.5.'te goruldigu Uzere kesilmis sinirin her iki ucu, sinir
kanalinin u¢ kisimlarindan igerisine tutturulmak suretiyle iki sinir ucu arasinda
(proksimal ve distal ug) bir kdpru, ayni zamanda yeni olugan aksonlar igin de

koruyucu bir kilif olugturulmus olur [14].
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Sinir Kanali

Proksimal Sinir Ucu Distal Sinir Ucu

Sekil 2.5. Sinir kaybinin tedavisi igin sinir kanali kullanimi [27]

Sinir dokusunun rejenerasyonu igin gereken 6zel kosullarin saglanmasi amaciyla

nano Olgekte fiberlerden olusan sinir kanallarn olusturulmaktadir [28]. Bu yapay

sinir kanallari akson gogunu yonlendirip, rejenere aksonlarin tutunabildigi sinirin ve

distal

kisimdan gelen duzenleyici faktorlerin devamhligini saglarken, ekzojen

hicre ve dokularin yarali bolgeye invazyonunu 6nleyebilmektedir [29].

ideal bir sinir kanalinin sahip olmasi gereken 6zellikler su sekilde tanimlanmistir

[10] :

a)

b)

Secilen biyomalzeme biyouyumlu olmali ve inflamasyonel yaniti
tetiklememeli

Biyomalzeme; rejenerasyon sureci boyunca doku inflamasyonu ve
dikiglerden kaynaklanabilecek aginmalara kargi stabil yapisini korurken bir
yandan da biyobozunurlugunu surdarebilmeli

Yeni olugan aksonlarin kompresyonunu onlemek ve doku inflamasyonunu
sinirlandirabilmek icin esnek ve yumusak bir yapiya sahip olmali,

Sinir kanali, yanlis yénlenmeleri dnlemek igin Gg¢ boyutlu yapisi ile blylyen
sinire rehberlik saglamali

Sinir dokusunun devamhhigini sirdurebilmesi igin gerekli olan oksijen ve
natrientlerin dokular arasi sividan kanal Uzerinde ki porlar vasitasiyla

difizyonuna musaade edecek sekilde yari gecirgen olmali
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f) Sinir kanali fibroz dokunun, hasarli bodlgenin igine dogru buylumesini
Onlemeli ve sinir uglarindan salgilanan norotropik faktorleri muhafaza
edebilmeli

g) Sinir kanah dretim devamhli§i, sterilizasyon, uzun sureli muhafaza
edilebilme ve dikis gibi cerrahi iglemlerde olusacak gerginlik asinma gibi

unsurlara dayanabilecek gerekli teknik 6zelliklere sahip olmalidir.

Su anda mevcut Salubridge, Neurotube, Neurolac, NeuroMatrix/Neuroflex ve
NeuraGen olmak lizere 5 farkli cesit, Amerikan Gida ve llag Dairesi (FDA)
tarafindan onayli sinir kanali klinikte kullanilmaktadir. Salubridge, hidrojelden
olusup esnek bir yaplya sahip olmasina ragmen, degredasyon 0ozelligi
olmamasindan dolay! kalici bir implanttir. Bozunma 06zelligi olmayan kanallar,
implant malzemesiyle de alakali olarak fibrozis gelismesine ve sonucunda sinir
kompresyonuna yol acabilecek riskler tasimaktadirlar. NeuraGen ve Neurotube
siraslyla capraz bagl kolajen ve poliglikolik asitten (PGA) olusmaktadirlar.
Yapilan calismalar operasyondan sonra 12.haftada PGA’in ve 8.haftada ise
kolajenin basariyla bozundugunu gostermektedir. Fakat bu bozunma sureleri uzun
bir sinir kesisinde akson buylimesinin desteklenmesi i¢in kisa olabilmektedir [30].
Ayrica, Neurotube (Synovis), Neurolac (Ascension), ve NeuraGen (Integra) gibi
sinir kanallari yalnizca 3 cm’den daha kisa sinir kaybi olustugu durumlarda basarili
olmaktadir [31]. Cizelge 2.1."de, mevcut FDA onayli sinir kanallarinin bir listesi

gorulmektedir [32].
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Cizelge 2.1. FDA Onayl Sinir Kanallari

Sinir Kanali / Firma Malzeme Sinir Kanal Goriintiisi
Salubridge™ / SaluMedica Polivinilalkol Hidrojel [ aht

NeuroTube® / Synovis Micro Poliglikolik asit

Neurolac® / Polyganics Poli(e-kaprolakton)-ko-

(DL-Laktik asit) (50:50)

NeuroFlex™ / Collagen Kolajen Tip 1
Matrix Inc.
NeuroGen® / Integra Kolajen Tip 1
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2.3.  Sinir Kanah Uretiminde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, vicudun herhangi bir doku, organ ya da fonksiyonunun
degerlendiriimesi, tedavi edilmesi veya yerine gegcirilmesi amaciyla tasarlanmis
biyolojik sistemlerle etkilesim halinde bulunan materyallerdir. Bir malzemenin
biyomalzeme olarak kabul edilebilmesi i¢cin gereken onsart biyouyumlu olmasidir.
Biyouyumluluk, kullanilan malzemenin etkilesim icerisinde bulundugu canli
sisteme uygun immunolojik yanita sebebiyet verebilme yetenegdidir. Biyomalzeme
olarak metaller, seramikler, camlar ve polimerler gibi ¢ok c¢esitli malzemeler
Uzerine calismalar yuratulmektedir. Bunlar arasinda vicudun farkli doku veya
organlarinin fiziksel ve mekanik 6zellikleri ile uyusacak sekilde sentezlenebilme ve
degistirilebilme niteligine sahip olmasindan dolayl medikal uygulamalar igin
uzerinde genis kapsamli arastirmalar yapilan polimerler, biyomalzemelerin ¢ok

yonlu bir sinifini teskil etmektedirler [33].

Kayiph periferik sinir yaralanmalari tedavisinde sinir kanal olusturulmasi igin

siklikla dogal veya sentetik polimerlerden yararlaniimaktadir [34].

2.3.1. Dogal Polimerler

Kitosan, kolajen, jelatin, hyaltronik asit ve ipek fibroini sinir kanal Uretiminde sikga

kullanilan dogal polimerlerdir.

Kitosan, bir D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin kopolimeridir. Yenge¢ ve
karides gibi canhlarin kabugundan ekstraksiyonu yapilan biyobozunur bir
polisakkarit olan kitinin N- deasetilasyonu ile elde edilir. Kitosan, oldukga iyi
biyouyumlulugu ve antibakteriyel oOzelligi dolayisiyla sinir kanallari ve doku
iskeleleri olusturulmasinda tercih edilmektedir [35]. Diger yandan, kismen kirilgan

ve fizyolojik kosullarda hizli bozunan bir karakterdedir [34].

Kolajen, U¢lu helikal yapida, 28 farkli ¢esidi olan ve insan vicudunda en fazla
bulunan proteindir. Kolajen, ECM vyapisinin esas proteini olarak Ustin
biyouyumluluk ve zayif antijenik 6zellik saglamaktadir [36]. Zayif mekanik
dayanimi ve hizh bir sekilde bozunmasina ragmen sinir rejenerasyonu igin tibuler
yapilar olusturulmasinda siklikla kullaniimaktadir [34]. Su an klinikte kullaniimakta
olan FDA onayli, gapraz bagli bovin kolajeninden yapilmig NeuraGen olarak da

bilinen bir sinir kanali mevcuttur [37].
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Jelatin, termal denatlrasyon yoluyla kolajenden geri donusumsuz olarak elde
edilen biyobozunur bir polimerdir. Biyouyumlulugu, esnekligi ve yapigtirici 6zelligi
nedeniyle doku iskelesi olugturmak igin tercih edilmektedir. Ancak, diger dogal

polimerler gibi mekanik dayanimi zayif ve islenmesi zordur [35].

HyalUronik asit (Hyaluronan), insan ECM yapisinda bulunan yuksek molekul
agirhgina sahip bir glikozaminoglikandir [38]. Esterlestiriimis bir hyalUronik asit
tirevi olan Hyaff kullanilarak olusturulmus olan sinir kanali oldukga iyi bir
biyouyumluluk gostermesine ragmen, hicrelerin kitlesek olarak ice buyumesi ve
fibroz doku olugumu gibi periferik sinir tedavisini aksatacak bulgular gozlenmistir
[39].

ipek fibroini, dogal ipegin yapisinda bulunan, tekstil sanayinden kullanilan temel
bir proteindir. ipek fibroini de sinir rejenerasyon uygulamalarinda kullaniimaya
aday bir biyomalzemedir. Elektrostatik edirme ile fibroinden olusturulmus bir sinir
kanalinin gelistiriimis mekanik o6zelliklere sahip olmasina ragmen kolaylikla

parcalandigi gézlenmistir [40].

Genel hatlariyla bakacak olursak bu dogal polimerler, mikemmel biyouyumlulugu,
hicre tutunmasi ve fonksiyonlarini desteklemesi, ciddi immun yanitlari dnlemesi,
buyime faktorlerine gerek duymadan hucrelere uygun sinyalleri saglamasi ve
dogal bir sekilde enzimler tarafindan bozunmasi sebebiyle tercih edilmektedirler.
Ancak, dogal polimerler seriden seriye farkhlik gdstermekte ve genis capli
saflagstirma/karakterizasyon islemlerinin yapilmasini gerektirmektedir. Dahasi
bircogu in vivo kosullarda nispeten hizli bozunma derecesine ve distuk mekanik

dayanima sahiptir [34].

2.3.2. Sentetik Polimerler

Sinir kanali olarak kullanilan ilk sentetik polimer silikondur [14]. Merle ve
arkadaslarn ilk defa sinir rejenerasyonu igin klinikte silikon kanal kullanmiglardir
[41]. Ancak silikon biyobozunur nitelikte dedgildir; uzun sureli kullanimda sinir

kompresyonuna ve bazi durumlarda fibrozise yol acgtigi gézlenmistir [14].

Poliesterlerden, polilaktik asit (PLA), poli-e-kaprolakton (PCL) ve poli-d,l-lactid-ko-

glikolik asit (PLGA) gibi sentetik polimerler sinir rejenerasyonu igin gerekli olan
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yavas bozunma hizi ve uygun mekanik ozelliklerinden dolayi, fibr6z doku iskelesi
olusturmada kullaniimaktadirlar [28]. Poliesterler, ester bagi hidrolizi ile degrede
olduklari ve olusan degredasyon urlnleri metabolik yollarla absorbe edilebildigi
baska bir ifade ile mimkin olan en dusUk seviyede toksik etki yarattiklari igin

oldukca avantajhdirlar [14].

Bunlar arasinda PCL biyouyumluluk, disik maliyet, kolay islenebilirlik, Gstin
mekanik 6zellikler ve toksi etki yaratmadan degradasyonunu tamamlamasi gibi
birgcok avantaja sahip olmasindan dolay! kemik, deri, sinir, retina ve benzeri gesitli
dokularin yeniden olusturulmasi igin doku muhendisligi uygulamalarinda ve
biyomedikal alanda sik¢a kullaniimaktadir [42,43]. Degredasyon urunleri suksinik
asit, butirik asit, valerik asit ve kaproik asitti. Bu UrUnler toksik olmayan
niteliktedirler ve inflamasyonel yanita sebep olmazlar. PLA ile kiyaslandiginda bu
degredasyon urlUnleri daha az asidik karakterdedir [10]. Bunun yaninda, kristalin
lastiksi 0zelliginden dolayi elastisiteyi gelistirmek igin de kullanilir. Birgok sentetik
polimer vyarikristalin ozelliklerinden dolayr dogal polimerlere goére daha yavas
bozunma hizina sahiptir. Diger taraftan PCL nanofiber matrisler tekrarlayan
birimlerinde bulunan 5 hidrofobik —CH2 yapisindan dolayi (Sekil 2.6.) PGA, PLGA,
PLA gibi biyobozunur poliesterler ile kiyaslandijinda daha yavas asinma oranina
sahiptir [43].

O

n
Sekil 2.6. Poli-e-kaprolakton (PCL) polimerinin acik formull [44]

PCL gibi sentetik hidrofobik polimerlerden olusturulan doku iskelelerinin sahip
oldugu dusuk hidrofilik 6zellikleri ve yuzeylerinde yetersiz hicre tutunma bdlgesi
bulunmasi dolayisiyla, rejenere hicrelerin bu materyallere afinitesi dusuktir [42].
Bu ylUzden, sinir kanallari olusturulmasi gibi cesitli uygulamalar igin, biyolojik
aktivatorler ile destelenerek yuzey 6zelliklerinin ve biyolojik etkinliklerinin artmasi

saglanir [45].
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2.4. Nanofibroéz Sinir Kanallari Uretim Teknikleri

Langer ve Vacanti, hastalikli doku veya organin yitiriimis fonksiyonlarinin yerine
getirilebilmesi igin klinik uygulamalarda doku mihendisliginin umut verici alternatif
bir tedavi oldugunu kanitlamislardir [46]. Nanofiberler, dogal ECM’ e benzedikleri
icin doku muhendisligi uygulamalarinda en ¢ok umut vaad eden materyaller olarak
gorulmektedir. Ustin mekanik dayaniklii§i ve vyiiksek yilizey hacim orani
nanofiberleri, néral doku muhendisligi icin daha uygun hale getirmektedir [47].
Hucre blyumesinin tesvik edilmesi ve uygun hicre fenotipinin strdirilmesinde
nanofibroz doku iskelelerinin avantajlari birgok calismayla kanitlanmistir [46].
Nanofiberlerden olusan sinir doku iskeleleri Uretmek icin son yillarda kullanilan
baslica yontemler; cekme, kalip sentezi, kendiliginden diizenlenme, faz ayirimi ve

elektro-tretim yontemidir [48].

2.4.1. Cekme Yontemi

Cekme yontemi, fiber sanayisinde kullanilan kuru lif cekme ydntemine benzer,
birer birer oldukga uzun tekli nanofiberler olusturmaya olanak saglayan bir tekniktir
[48]. Bir mikropipetin, silikon dioksit yuzey Uzerindeki damlaciga daldirihp 100
mm/s hizla geri gekilmesiyle nanofiber olusturulmus olur [49]. Ancak yalnizca,
cekme esnasinda fiber olusurken gelisen strese dayanabilen, kuvvetli
deformasyonlara ugrayabilen viskoelastik karakterde malzemeler bu metod
dahilinde kullanilabilir [48]. Ondarcuhu ve arkadaslari yaptiklari ¢calismada ¢ekme

yontemi ile sodyum sitrat nanofiberler sentezlemislerdir [50].

2.4.2. Kalip Sentezi Yontemi

Bu ydntem dahilinde, nano boyutta porlara sahip bir membranin kalip olarak
kullaniimasi ile polimerler [51], metaller, yariiletkenler ve seramikler [48] gibi ¢esitli
hammaddelerden nanofiberler veya tubuler yapilar Uretilebilir. Ancak birer birer

devamli nanofiberler olusturmak i¢in uygun degildir [49].

2.4.3. Kendiliginden Duzenlenme Yontemi

Molekullerin hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler ve
elektrostatik kuvvetler gibi kovalent olmayan etkilesimler ile kendigilinden
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duzenlenerek nanofiberleri olusturmasi teknigidir. Bu asagidan-yukari (bottom-up)
sentezleme yontemi ile kuguk vyapitaslari, molekuller, peptidler ve nukleik
asitlerden nanofiberler meydana getirilebilir. Peptid ampifiller bu yontem dahilinde
siklikla kullanilan yapitaglaridir [52,53]. Bu Uretim metodunun, kendiliginden
duzenlenecek molekll segeneginin kisith olmasi ve nanofiber olusumunun zaman

almasi gibi dezavantajlari vardir [52].

2.4.4. Faz Ayirimi Yontemi

Faz ayirimi yontemi ¢6zinme, jellesme, farkl bir ¢oztclu kullanarak 6zutleme,
dondurma ve kurutma basamaklarindan olugur [48]. Son zamanlarda alifatik
poliesterlerden nanofibréz yapilar olusturmak igin kullaniimaktadir. Bununla
birlikte, sadece sinirli sayida polimer Uzerinde kullanilabilmekte ve ticari diizeyde
uretim yapilabilmesi zordur ve kendiliginden dizenlenme metodu gibi zaman alan
bir yontemdir [48,54].

2.4.5. Elektrostatik Egirme

Elektrostatik egirme (electrospinning), dodal veya sentetik polimerler kullanilarak
hazirlanmis ¢ozeltilere elektrostatik kuvvetler uygulanarak, ¢aplari 2 nm’den birkag
mikrometreye kadar uzanan kalinliklarda polimer fiberler Gretme teknigidir. Bu
yontemle Uretilmis fiberler, nanokataliz, doku muihendisligi, koruyucu kiyafet,
filtrasyon, biyomedikal, farmasoétik, optik elektronik, saglik bakimi, biyoteknoloji,

¢evre muhendisligi, savunma ve guvenlik alaninda basariyla kullaniimaktadir [55].

ilk kez Cooley ve Morton polimer cozeltilerinin elektrostatik egrilmesi iizerine
yaptiklari calismalar ile patent almislardir [56,57]. ilerleyen yillarda bu teknik daha
da gelistiriimig, 1934-1944 vyillari arasinda electrospinning sureci ve duzeneginin
geligtiriimesine dair yaptigi ¢alismalar, elektrostatik kuvvetler kullanarak polimer
filamentleri Uretilmesi i¢in olusturdugu sistem ile Formhals bir dizi patent almistir
[58,59]. Taylor, belirli bir elektrik alan igerisinde polimer ¢ozeltisinin damlaciginin
konik seklini alarak jet akisi olusturdugunu gostermistir [60]. Daha sonraki yillarda
konik bicimindeki bu damlacik “Taylor Cone” (Taylor Konisi) olarak adlandiriimigtir

[61]. 1990’larda Reneker ve arkadaslari nanofiber dretmek igin kullanilan bu
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teknigi “electrostatic spinning” yerine “electrospinning” olarak adlandirarak

mevcut terimi bilim dinyasina kazandirmiglardir [62,63].

En temel elektrostatik egirme duzenegi U¢ ana pargcadan olugmaktadir: yuksek
voltajli gli¢c kaynagi, elektriksel iletkenlige sahip bir jet dlzesi (spinneret) ve belirli
bir uzaklikta bulunan toplayici [61] (Sekil 2.7.).

Toplayici

Polimer
Cozeltisi

|

Siringa
Jet Dlizesi

Lt ONOH O

Siringa Pompasi

I
E '

Fiberler

Yuksek Voltaj l

Giic Kaynagi

Sekil 2.7. Elektrostatik Egirme Dizenegi [55]

Sistemin ¢alisma prensibi en temel haliyle su sekildedir: polimer ¢dzeltisi spinneret
olarak gorev alacak kit uglu bir igneye sahip siringa igerisinde muhafaza edilir.
Siringa pompasi kullanarak, belirli ve ayarlanabilir bir oranda siringa igerisindeki
polimer c¢ozeltisi beslenir. Glg¢ kaynagindan ¢ikan elektrodlardan biri egdirilecek
polimer ¢Ozeltisini elektriksel olarak yuklemek igin kat uglu igneye digeri ise zit
kutuplu toplayiciya (genellikle topraklanmis bir toplayici kullanilir) tutturulur.
Siringa ucunda bulunan igneye 0-30 kV araliginda ylksek bir gerilim
uygulandiginda, igne ucundaki belirli bir yuzey gerilimine sahip sivi damlacigin
yuzeyi elektrostatik olarak yuklenir. Damlacik yuzey yukleri arasindaki karsilikli
elektrostatik itme ve harici elektrik alan tarafindan uygulanan coulomb kuvveti

olmak Uzere iki cesit elektrostatik kuvvete maruz kalir. Bu elektrostatik
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etkilesimlere bagli olarak, sivi damlacik Taylor konisi olarak adlandirilan konik
bigimli bir hal alir. Bu agsamadan sonra elektrik alan siddeti arttirlmaya devam
eder; mutlak kritik bir degere ulastiginda elektrostatik kuvvetler polimer ¢dzeltisinin
yuzey gerilimini yenerek Taylor konisinin ucundan toplayiciya dogru ¢ozeltinin jet

akisinin baslamasina sebep olur [61] (Sekil 2.8.).

Sekil 2.8. Taylor Konisinin Olusumu ve Jet Akisinin Baglamasi [64]: Elektrik alan

siddetinin zamanla arttiriimasi ile polietilen oksit (PEO) ¢ozeltisinin damlaciginda

meydana gelen degigimler

Polimer jeti toplayiciya ulasirken izledigi yoringe basta dogrusal iken spinneret ve
toplayici arasindaki uzakliga da bagli olarak daha sonra sarmal bir hal alir. Bu
durum bukulme kararsizligi olarak adlandirilir. Jetin birka¢g donus olusturmasinin
ardindan, yeni bir elektriksel bukulme genis bir sarmaldan daha kuguk bir sarmal
olusmasina neden olur. Sivi jet akigi katilagana (¢dzlUclnin buharlasmasi ile)
kadar kicik sarmal donustiine devam ederek daha kuclk sarmallari olusturur
(Sekil 2.9.a). Sivi jet toplayiciya ulasmadan 6nce uzamasini surdurtrken ayni
anda ¢ozuclsu de buharlagir; bu sayede ince polimer fiberlerin olusmasi ve
toplayici ylzey Gzerinde birikmesi saglanmis olur [61,64] (Sekil 2.9.b).
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Dogrusal
Yériingenin Bitimi Birinci Bukilme
Kararsizhginin

Baslangici

ikinci Bukilme
Kararsizliginin
Baslangici

Ugtinc Bukilme - -
Kararsizliginin —
Baslangici

Dogrusal Yorungenln
Eksenl

il (@\

a) b)

Sekil 2.9. a) Polimer jetinin hareketi boyunca izledigi yoringe [58]: Dogrusal
yorunge kirmizi, birinci bukuilme sarmali sari ve uguncu bukulme sarmali mavi
renk ile belirtiimistir b) PCL ¢bzeltisinden olusturulmus nanofiberler: Polimer jetinin
karakteristik hareketi sonucu toplayici yuzeye varmasi ile olugsan mikro/nano

Olcekte fiberler

Dikey (polimer jetinin yukari veya asagl dogru dikey eksen Uzerinde akisini
gerceklestirerek toplayiciya ulastii sistem) ve yatay (polimer jetinin saga veya
sola dogru yatay eksen Uzerinde akisini gergeklestirerek toplayiciya ulastigi
sistem) olmak Uzere su anda mevcut ki tip elektrostatik egirme dizenegi vardir.
Bu teknolojinin geligsmesi ile, birgok arastirma grubu daha kontrol edilebilir ve etkin
sekilde karmasik nanofibroz yapilarin Uretilebilecedi sistemler olusturmusglardir
[65,66]. Sistemin o6nemli noktalarindan biri kullanilan toplayicinin ¢esididir.
Genellikle toplayici yuzey olarak aliminyum folyo kullaniimaktadir. Ancak folyo
uzerinde biriken fiberlerin baska bir yere aktarimi ve hizal fiberler olusturma
gereksinimi nedeniyle daha farkli, gelismis toplayicilar tasarlanmigtir. Bunlar;
iletken kagit, iletken kumas, tel 6rgl, yassi plaka, paralel demir gubuklar; dénen
rod (tip), cark, silindir ve dénen tel gubuklardan olugsmus silindir gibi aparatlardir
[55,67].
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Elektrostatik egirme surecinde, olusturulan polimer fiberlerin morfolojilerini
etkileyen bircok parametre mevcuttur. Bu parametreler ve yaptiklari etkiler Cizelge
2.2’ de 6zetlenmistir [55,67].

Cizelge 2.2. Elektrostatik egirme parametreleri ve fiber morfolojisi Uzerine etkileri

Parametreler Fiber Morfolojisi Uzerine Etkileri

Cozelti Parametreleri

Viskozite / Konsantrasyon Azaldik¢a yapida boncuklar, defektler olugur

Arttikca defektler azalir, fiberlerin capi artar

Polimerin Molekuler Agirhgi Artmasi ile boncuk ve damlacik miktari
azalir
iletkenlik Artmasi, birbirine benzer, boncuksuz

fiberlerin olugsmasina yardimci olur

Artmasi genellikle fiberlerin ¢apinin
azalmasina neden olur

(Poliakrilik asit ve Poliamid-6 haric)

Yuzey Gerilimi Fiber morfolojisi ile arasinda kesin bir
baglanti olmamakla birlikte, yuksek yluzey

gerilimi jet akisinda kararsizliga neden olur

24



islem Parametreleri

Uygulanan Voltaj (Gerilim)

igne ile Toplayici Arasi

Mesafe

Besleme Orani / Akis Hizi

Cevresel Parametreler

Sicaklik

Nem

Fiber ¢api ile arasindaki iliski tam belirgin
olmamakla birlikte genellikle gerilim arttikga
fiberlerin gapi azalir ancak ¢ok ylksek
gerilim boncuk olugsumuna yol acar

Cok buyuk veya kuguk mesafeler boncuk
olusumuna yol agar, birbirine benzer fiberler
elde etmek i¢in minimum uzaklik gereklidir
Azaltilmasi ile fiberlerin ¢capi azalir

Cok yuksek akis hizi boncuk olusumuna

yol acar

Arttinimasi ile ¢ézelti viskozitesi ve fiber
capi azalir
Arttikca, fiberler Gzerinde dairesel porlar

gbzlenmeye baslanir

Elektrostatik egirme ile Uretilen fibréz doku iskelelerinin Ustin mekanik ve fiziksel
Ozelliklerinin yaninda, dogal ECM vyapisina olan benzerligi sayesinde hucre
tutunmasi icin ylksek ylzey alani ve hicresel fonksiyonlarin yénlendirilebilmesi
icin gerekli topografik sinyalleri saglayabilecegi anlagiimistir. Yapisinda ki bu essiz
karakteristik 6zelligi sinir doku muhendisliginde kullanimi i¢in genis arastirmalarin

baslamasina neden olmustur [68]. Elektrostatik egirme teknidi kullanilarak
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PCL/Kolajenden [68] ve PCL/PLGA [69] olusturulmus sinir kanallarinin siyatik sinir
rejenerasyonunun saglanmasinda basariyla uygulandigi mevcut calismalarla

gOsterilmigtir.

Diger yontemlerle kiyaslandiginda, elektrostatik egirme tekniginin genel anlamda

daha avantajli oldugu Cizelge 2.3’ de gosterilmektedir [49,67].

Cizelge 2.3. Nanofibréz doku iskelesi Uretim tekniklerinin karsilastiriimasi

Uretim Teknikleri Avantajlari Dezavantajlari
Cekme Pratik Uretim devamli olmamasi,
Fiber boyutunun kontrol
edilememesi
Kalip Sentezi Farkh kaliplar kullanarak fiber Karmasik olmasi, Sirekli
gaplarinin degistirilebilmesi fiberler Uretilememesi
Kendiliginden Belirli sartlar altinda biyolojk Karmasik olmasi, Az sayida
suregleri taklit edebilme polimer ile kullanilabilme, uzun

Dlzenlenme
ve devamli fiberler

Uretilememe, Fiber boyutunun

kontrol edilememesi

Faz Ayirimi Pratik, uyarlanabilir mekanik Az sayida polimer ile
ozellikler kullanilabilme, zaman alma,
uzun ve devamli fiberler
Uretilememe, Fiber boyutunun

kontrol edilememesi

Elektrostatik Egirme Pratik, Ekonomik, uzun ve Yuksek gerilim kullaniimasi

devamli fiberler Uretilebilme,

Bircok polimer ile kullanilabilme

Tum bu yontemler arasinda, ticari Uretim potansiyeline sahip tek yontem
elektrostatik egirmedir. Bu 6zelliginden dolayi, nanofiber Gretimi ile ilgili basiimig
olan arastirma makalelerinin %50’den fazlasi elektrostatik egirme yodntemine
dayanmaktadir [49].
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2.5. Sinir Kanali Yiizeyinin Fonksiyonlandiriimasi

Doku muhendisligi ve hacre kultart agisindan, hucrelerin yuzeye tutunmasi temel
ve onemli bir 6zelliktir [70]. Doku muhendisligi uygulamalarinin basarisi igin doku
iskelesi ile hlcreler arasindaki etkilesimlerde, doku iskelesinin ylzey 6zellikleri
buyuk onem tasimaktadir. Sentetik hidrofobik polimerlerin (PCL gibi) duguk
hidrofilik oOzelliklerinden ve vyetersiz ylzey hucre tutunma bolgesine sahip
olmalarindan dolayi hicrelerin bu polimerlere afinitesi disuktir [48]. Bu karakterde
yuzeylere hicre tutunmasini artirmak amaci ile ECM proteinleri, poli-L-lizin (PLL),
Cell-Tak (midye adesiv proteininin dogal ekstresi), Arjinin-Glisin-Aspartik asit
(RGD) utgclu peptid dizisi gibi ¢esitli hiicre adezyon molekulleri ile ylzeyler modifiye
edilmektedir [70].

Sinir rejenerasyonu g6z 6nlne alindiginda, ECM proteinlerinden 6zellikle laminin
buyuk bir rol oynamaktadir. Laminin; néronal hicrelerin tutunmasi ve yayllmasini
tesvik edici fonksiyona sahiptir. Laminin-1 proteini, schwann hucrelerinin
blylUmesini, néronal gog¢u, merkezi ve periferik sinir sisteminin rejenerasyonunu
artirir [71]. Ancak, ECM proteinleri kismen pahalidir ve farkli tirde hayvanlardan

elde edildikleri igin enfeksiyon riski tagimaktadirlar.

PLL ekonomik olmasina ragmen spesifik olmayan hicre adezyonu, sitotoksisite ve
duzensiz hucre dagihmi gibi ozelliklerinden dolayr etkin bir hicre adezyon

materyali degildir.

Cell-Tak, dogal bir bicimde elde edilmektedir ve midye adeziv proteini karigimi
olarak ticarilestirilmistir. Diger hlcre adezyon materyallerine oranla daha az
sitotoksiktir. Bununla birlikte verimsiz ve yodun emek isteyen Uretim slrecine
badli olarak yuksek Uretim maliyetine sahiptir. Midyeler, midye tutunma proteinleri
sayesinde dalgali deniz ortamindaki 1slak yuzeylere guglu bir gsekilde
baglanabilmektedir. Bunun yaninda ekstraksiyonunun sinirli olmasi ve fonksiyonel
bir rekombinantinin da henuz dUretilememis olmasindan dolayr tercih

edilmemektedir [70].

2.5.1. RGD Peptid Dizisi

Arjinin-Glisin-Aspartik asit (RGD), ilk defa 1980’lerde Pierschbacher ve Ruoslahti

tarafindan, bircok ekstraselller matriks proteini ve kan proteininde de bulunan en
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kiguk hdcre tanima sekansi olarak tanimlanmistir [72]. RGD sekansi; kolajen,
fibronektin, laminin [73], tenascin C gibi materyaller iginde bulunan, hucrelerin
tutunmalarini saglayan tanima motifidir. RGD sekansi; hicrelerin tutunmalari,
yayllmalari, aktin iskeleti olusumu ve fokal yapismanin gerceklesmesi seklindeki 4
ardisik basamaktan olusan integrin aracili hicre yapigsmasi igin ligand gorevi
gormekte, ayni zamanda hlcre davranigl ve hucre dongusu ile ilgili sinyallerin
iletimesinde 6nemli rol oynamaktadir [70]. Ozellikle zenoogreft veya
allogreftlerden elde edilen ECM proteinleri patojen transferi ya da immin sistem
reaksiyonu gibi riskler dogururken, RGD kullanimi bu riskleri en aza indirir. RGD
peptid dizisinin kullaniimasinin bir diger avantaji ise sentezinin basit ve ucuz
olmasidir [74]. RGD sekansi sentetik ylUzeyler Uzerine hucrelerin tutunmasini
tesvik eden en etkin peptid dizisidir. RGD peptidi yalnizca hlcre tutunmasini
uyarmakla kalmaz ayrica spesifik hiacre yanitini da saglar [75].
Ancak, PCL yuzeyindeki aktif gruplarin eksikliginden dolay1 RGD’nin yuzey uzerine
dogrudan kimyasal olarak immobilizasyonu zordur [76]. Wang ve arkadaslari PCL
sinir kanallarini RGD ile kaplayabilmek igin olan Nap-FFGRGD molekuli (Sekil

2.10.) ile RGD ylzey kaplama metodunu tanimlamislardir.

e J;SOJLW ﬁ;zu

Sekil 2.10. Nap-FFGRGD molekulinin kimyasal formalu

Nap-FFGRGD, hidrofobik naftalin grubu ve RGD tripeptid yapisindan olusan bir
molekuldir. Bu molekul kendiliginden dizenlenerek, PCL gibi hidrofobik
yluzeylerde yiksek RGD yogunluklu bir tabaka olusturabilmektedir [77]
(Sekil.2.11).
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Integrin

Hidrofobik Yazey
NAPFFGRGD m
RGD — A\ Hidrofilik Kisim
NapFF—\/— Hidrofobik kisim Kendiliginden Diizenlenen Tekli Katman

Sekil 2.11. Nap-FFGRGD molekilinin hicre tutunmasindaki rolt 1) Nap-
FFGRGD molekulinian hidrofobik ylzey tzerinde kendiliinden dizenlenerek
tekli katman olusturmasi II) RGD sekansinin integrin aracili hicre yapigmasi

icin ligand gorevi gormesi
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3. MATERYAL VE METOD

Bu bodlimde, sunulan tez calismasi kapsaminda segilmis olan materyaller ile

gergeklestirilen deneysel calismalar hakkinda ayrintili bilgi verilmigtir.

ik olarak literatiir verileri 1siginda, biyobozunur ve biyouyumlu bir polimer olan
PCL’dan uygun niteliklerde (kanalin duvar kalinligi, i¢ ¢api, fiberlerin morfolojisi)
sinir kanallari Gretimini gergeklestirebilmek amaciyla elektrostatik egirme
sisteminin parametreleri, yapilan farkli denemeler ve Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) analizlerine dayanarak optimize edilmigtir. Periferik sinir
rejenerasyonunu saglayabilecek parametreler belirlendikten sonra kanal Gretimi
gergeklestiriimistir. Olusturulan bu sinir kanallarinin yizeyi RGD U¢lu peptid dizisi
ile kaplanmigtir. Hazirlanan kanallarin hicreler Gzerindeki etkisini degerlendirmek
icin L929 fare fibroblast hlicre kultir modeli kullaniimistir. Hicrelerin metabolik
aktivitesinin 6lgimu WST-1 analizi ile yapilmistir. Hlcrelerin % nekrotiklik orani ve
morfolojik gozlemi ise Hoechst ve propidyum iyodur ikili boyama teknigi
kullanilarak gercgeklestiriimistir.

Doku iskelelerinin karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri,
biyobozunurluk testi, cekme-uzama testleri, degme agisi testi, diferansiyel taramali

kalorimetre, floresan izotiyosiyanat (FITC) isaretli Nap-FFGRGD ile kaplanmis

PCL sinir kanallarinin konfokal mikroskop ile gértintilenmesi ile gerceklestirilmistir.

Son kisimda ise uretilen biyomalzemelerin doku mihendisligi alanindaki kullanim

potansiyeli in vitro hicre ¢alismalari ile degerlendirilmistir.

Bu asamalar asagidaki bagsliklarda detayli olarak incelenmistir.

3.1. RGD ile Kaplanmig PCL Sinir Kanallarinin Hazirlanmasinda Kullanilan

Kimyasallar Maddeler

Tez kapsaminda hazirlanan RGD Ug¢li peptid dizisi ile yuzeyleri
fonksiyonlandirilmig PCL sinir kanallarinin olusturulmasinda kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Doku iskelelerinin sentezi i¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi

Kullanim Amaci

Firma Adi

Poli-g-kaprolakton

Doku iskelesi Olusturulmasi

Sigma (Almanya)

(PCL)
Polietilen Glikol o Sigma (Almanya)
Sinir Kanali Olusturulmasi
(PEO)
o Tianjin Chemical Reagent
Kloroform (CHCI3) Cozucu _
Company (Cin)
L Tianjin Chemical Reagent
Metanol (CH3;OH) Cozucu

Company (Cin)

Etanol (C,HgO)

Sinir Kanali Olusturulmasi

ve Sterilizasyonu

Tianjin Chemical Reagent

Company (Cin)

Sivi Azot (N2(I))

Sinir Kanali Yapisinin

Korunmasi

Tianjin Chemical Reagent

Company (Cin)

Sodyum Kilortr
Cozeltisi (NaCl)

Sinir Kanallarinin

Sterilizasyonu

Tianjin Chemical Reagent

Company (Cin)

Nap-FFGRGD

Yuzey Kaplanmasi

Prof. Zhimou Yang

Laboratuvari

Nankai Universitesi

Sodyum Karbonat
(N&zCOg)

pH Dengeleyici

Tianjin Chemical Reagent

Company (Cin)

Fosfat Tampon
Cozeltisi (PBS)

Sterilizasyon

Tianjin Chemical Reagent

Company (Cin)
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3.2. RGD Kapli PCL Sinir Kanallarinin Hazirlanmasi
3.2.1. Elektrostatik Egirme Sistemi Parametrelerinin Optimizasyonu

Sinir kanallarinin Uretimi igin literatirde de belirtilen avantajlari dolayisiyla PCL
(Molekuler Agirhgr = 80.000) polimeri segilmigtir. Elektrostatik egirme sistemi
kullanilarak PCL polimerinden kanallar olusturulmustur. Genel bilgiler kisminda
da bahsedildigi Uzere olusturulacak elektrostatik egirme sisteminde doku
iskelesinin yapisini etkileyen farkli parametreler mevcuttur. Cozelti baslangic
vizkositesi onemli bir parametre oldugundan, 80.000 molekul agirhiginda PCL
polimeri i¢cin en uygun g¢o6zicu 5:1 oraninda Kloroform/Metanol karigimi,
baslangi¢c derisimi de %10 PCL olarak belirlenmistir. PCL ¢o6zeltisi hazirlamak
icin, mevcut tez calismasi deneylerinin buydk bir boliminin gerceklestirildigi
Nankai Universitesi (Cin)‘'nden Prof. Deling Kong ve grubunun da [76] basariyla

kullanmakta olduklari oranlar tercih edilmistir.

Olusturulacak doku iskelesinin temelini teskil eden nano/mikro élgekte fiberlerin
¢apl, yapisi ve birbirlerine olan benzerligi Uzerinde etkili olan voltaj degeri, igne ile
toplayici arasi mesafe ve akis hizi gibi islem parametreleri amaca uygun farkli

denemeler yapilarak optimize edilmistir.

» Voltaj: Gug¢ kaynadi Uzerinden 12, 14, 16 ve 18 kV’luk farkli gerilimler

ayarlanarak polimer ¢ozeltisine uygulanmistir.

> Igne ile Toplayici Arasi Mesafe: 12-15 cm arasi uzakliklar ile calismalar
yapilmistir. Elektrostatik egirme sisteminde cevresel etmenlerin (sicaklik,
nem vb.) degismesi polimerin jet akisini etkilemektedir. Bu faktorler géz
onunde bulundurularak, siringali pompa stabil bir polimer jet akisi

saglayacak mesafeye getirilmistir.

» Akis Hizi: Siringali pompa sisteminden saatte 1, 2 ve 4 ml olacak sekilde

¢Ozelti akis hizlari ayarlanarak ¢alismalar yapilmistir.
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Sekil 2.7.’de de goruldugu gibi elektrostatik egirme sistemi bir gli¢ kaynagi, bir

siringall pompa ve bir toplayici olmak Uzere U¢ temel kisimdan olugsmaktadir.

Sistem ile galisirken sirasi ile su islemler gergeklestiriimigtir:

1,2 g PCL polimerinin 10 ml kloroform / 2 ml metanol icerisinde 12 saat
boyunca karistirilmasiyla polimer ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Polimer ¢ozeltisi

1 hafta sure ile oda sicakhdinda muhafaza edilerek kullanilabilmektedir.

Hazirlanmig olan PCL ¢ozeltisi 15 mm ¢ap ve 10 ml’lik hacme sahip plastik
siringa icerisine ¢ekilmistir. Siringanin ucuna spinneret gorevini gorecek
ucu duzlestiriimis 21 gauge’lik (0,0285 ing = 0,724 mm g¢apa sahip)
paslanmaz c¢elik bir igne (Sekil 3.1.) [78]. 3-4 cm’lik teflon

(politetrafloroetilen) bir tip ile arabaglanti yapilarak tutturulmustur.

v

Sekil 3.1. Elektostatik edirme isleminde kullanilan 21 gauge’lik paslanmaz

celik igne

Siringa, siringall pompaya yerlestirildikten sonra gerekli ayarlar yapilmistir.
Kullanilan siringanin i¢ ¢apl, siringa igerisinde bulunan ¢odzeltinin hacmi ve
belirli uzaklikta bulunan topraklanmis toplayiciya dogru ¢ozeltinin akis hizi

cihaza girilmigtir.
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Yuksek voltajli gu¢ kaynagindan c¢ikan arti (+) yUkli elektrot siringa
ucundaki igneye, eksi (-) yuklu elektrot ise topraklanmis toplayiciya

tutturulmustur.

Sicaklik ve nem de elektrostatik egirme isleminde jet akisini ve olusan fiber
kalitesini etkileyen faktorlerdir. Tez kapsaminda PCL igin oda sicakligi ve
yaklasik %40-55 nemliligin uygun oldugu gozlenmis ve bu sartlar altinda
cahisiimigtir.

Bu asamalardan sonra once siringali pompa ardindan da gu¢ kaynagi
calismaya baslatilarak aliminyum folyo ile sariimis olan déner c¢elik silindir
toplayici (Sekil 3.2.) Gzerinde PCL fiberlerin biriktiriimesi saglanmistir.
Olusturulan PCL membranlarin taramal elektron mikroskobunda fiber
yapilari gdézlemlenerek en uygun olan parametreler sinir kanali Gretimi icin

secilmigtir.

Sirnga

o )

Déner Celik Silindir Toplayici

(a) (b)

Sekil 3.2. Elektrostatik egirme sistemi ile polimer ¢ozeltisinden membran
olusturmak igin kullanilan doner celik silindir toplayici a) Toplayicinin
sematik resmi b) Tez calismasinda kullanilan toplayicinin bir érnegi (sari
dikdoértgen icerisinde belirtilmigtir)
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- PCL membranlar bir gece boyunca vakum desikatérinde bekletilerek
toksik ¢ozuculerin uzaklagsmasi ve membranlarin kurumasi saglanmigtir.

Bu asamanin sonunda membranlar kullanilabilir hale gelmektedir.

3.2.2. Elektrostatik Egirme Yontemi ile Sinir Kanallarinin Hazirlanmasi

Sinir kanallari uretiminde Prof. Deling Kong’ un grubu tarafindan tubuler yapilar
olusturmak icin Ozel olarak tasarlanmig olan toplayici sistemi kullaniimistir.
Toplayici hem radyal hem de aksiyal hareket edebilen bir merdane sistemidir.
Fiberler, sisteme entegre edilebilen farkli ¢aplarda (1-4 mm) paslanmaz celik
rodlar Uzerinde biriktirilerek tibuler yapilar olusturulabilmektedir. Sistem, tek bir
seferde 6 adet rod ile ¢galismaya imkan sunmaktadir. Toplayici sistemi ve rodlar

Uzerine sarilan PCL fiberler Sekil 3.3.’te gorilmektedir.

Sunulan tez kapsaminda, 2 mm c¢apli paslanmaz celik rodlar Gzerinde, PCL
nanofiberler ile sarilmadan 6nce PEO tabakasi olusturulacaktir. Bu amacla etanol
icerisinde ¢6zinmek suretiyle %10’luk PEO (2000 Molekll Agirliginda) ¢ozeltisi
hazirlanmistir. PEO ¢o6zeltisine, sistemde kullanilacak olan her bir ¢elik rod sirasi
ile 10 saniye kadar daldirilarak yluzeyde ince bir PEO tabakasi olusturulmasi
saglanmistir. Elektrostatik egirme islemine baslamadan 6nce rodlar Uzerinde ki
PEO ¢Ozeltisinin kurumasi icin 15 dakika oda sicakliginda bekletiimesi
gerekmektedir. Kurutmanin ardindan, polimer fiberlerin rodlar Uzerinde homojen
dagiimayacadi g6z onunde bulundurularak her seferinde (her bir kanal

olusturulmasinda) tek bir gelik rod toplayici sistemine entegre edilmistir.
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Sekil 3.3. Tubuler yapilar olusturmak icin tasarlanmis olan toplayici sistemi
a) Solda siringali pompa, pompaya yerlegtiriimis olan siringanin 21 gauge’lik
ignesinin ucuna takili gi¢ kaynagindan ¢ikan elektrot; sag tarafta igneden belli bir
uzakhkta konumlandiriimisg toplayici sistemi b) Toplayici sisteminin daha
yakindan goéruntist c¢) Toplayici sisteminin rodu Uzerinde PCL fiberlerin
biriktirilmesi d) Spiral bir yoringe izleyerek rod Uzerine sarilan PCL polimerin jet

akisi

PCL membranlarin analizi sonucu tez ¢alismasi i¢in uygun oldugu belirlenen 18
kV gerilim, 2 ml/saat akig hizi ve igne - toplayici arasi 12 cm mesafe ile sistem
baslatilarak 25 dakikalik bir sture boyunca, yaklasik 0,83 - 0,85 ml’lik polimer

¢cozeltisinin kullanilmasi ile rod Uzerinde PCL fiberlerin biriktirilerek kanalin
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olusmasi saglanmistir. Sekil 3.4.’te 2 mm c¢apli ¢elik rod Uzerine sarilarak

g

biriktirilmis polimerik fiberler gorulmektedir.

Sekil 3.4. Celik rodlar Uzerine sariimig PCL fiberler

Periferik sinir rejenerasyonunda kullanilacak sinir kanallarinin fiziki olarak sinir
yapisina uyumlu olmasi gerekmektedir. Kanalin duvar kalinhgr ve kanalin capi
aksonlarin yonlenebilmesinde ve kanalin fizyolojik etkilere kargi stabilitesini
koruyabilmesinde o6nemlidir. Mevcut calismalar kalin duvarli sinir kanallarinin
implantasyon esnasinda zor iglenebildigini ve dikisin zor oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, duvar kalinh@i arttikga sertligi de artacagindan in vivo kosullarda
doku uyumlulugu zayiftir bu yizden inflamasyonel yanitlari tetikleyebilir [41].
Ortalama 0,81 mm’lik bir duvara sahip sinir kanallarinin akson buUylimesi igin
elverigli oldugu, bundan daha kalin duvarli kanallarin akson buyumesini azalttigi
gézlenmistir [79,80]. ince duvarli kanallar daha az néroma olusumuna sebebiyet
verirken, elastisitesi de daha yuksektir [41,81]. Celik rodlar Gzerinde toplanan PCL
fiber miktari (kullanilmis olan polimer ¢ozeltisinin hacmi) Uretmis oldugumuz kanal
kalinligini etkilemektedir. Dolayisiyla istenen kalinlik sure degisken parametre
olarak kullaniimigtir. Farkli zaman araliklari boyunca iglem devam ettirilerek, farkl
kalinhga sahip kanallar olusturulmus, SEM analizlerine dayanarak literatlr verileri

IsiIginda sinir rejenerasyonu igin uygun olan tercih edilmistir.
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Belirli miktarda fiber rod Uzerinde biriktirilerek istenilan kalinlikta kanal teskil
edecek hale geldikten sonra gelik rodlar sistemden ayrilarak bir gece boyunca
desikatdorde kurumaya birakiimistir. Kurutma iglemi sonunda Gzerine PCL fiberler
sariimis olan rodlar %100’lUk etanol igerisine 2 saniye kadar daldirilarak énceden
olusturuimus olan PEO tabakasi uzaklastiriimis, c¢elik rod ile PCL kanallar
arasinda oldukga ince bos bir tabaka meydana getirilmistir. Bu sayede PCL
kanallar yapilari herhangi bir deformasyona ugramadan, celik rod Uzerinden
kolayca ayrilarak elde edilebilmigtir. Kullanilan bu yontemle, daha uzun sinir
kesileri ile karsilagildiginda, pratik bir sekilde uzunlugu 10 cm’e kadar varan

kanallar olusturmak mumkundur.

Celik roddan ayrilan PCL kanallar, her birinde 5 dakika olmak tUzere %100’den
%50’ye kadar olan alkol serilerinden gecirilmigtir. Bunu yaparken farkli oranlarda
seyreltimis etanol, falkon tlpler igerisine doldurulmus, tupler de igerisine
konularak oda sicakliginda karistirici Uzerinde birakilmigtir. Sonrasinda ayni iglem
3 saat boyunca distile su ile yapilmistir. Ardindan kanallar sivi azot ile dondurulup
bir gece boyunca -80°C’de muhafaza edilmistir. Dondurulmus halde bulunan
kanallarin ¢gozilmesi, kuru bir sekilde elde edilmesi igin 2 gun sure ile liyofilizatérde
birakilarak “dondurarak kurutma” iglemi gergeklestirilmistir. Bu proses sonucunda
PCL sinir kanallarindan PEO tamamen ¢dzlnerek uzaklastiriimig, kanallarin fiziki

yapisi korunarak elde edilebilmigtir.

Sinir kesisinin teknik boyutlarina bagli olarak 2 cm’den daha buyulk kesilerin etkili
bir bicimde tedavi edilmesinin son derece zor oldugu bilinmektedir. 2 cm’den daha
buyuk kesilerde iyilesmenin degerlendirilebilmesi icin kopek, tavsan veya primat
gibi hayvan modelleri kullaniimahdir. Ancak bu hayvan modelleri ile c¢alisma
gerceklestirmenin beraberinde getirdigi etik problemler, istatistiksel olarak guvenilir
veriler elde etmek icin yeterli hayvan olmamasi ve iki yila varabilecek klinik olarak
uzun sureli calisma gereksinimi dogurmasi gibi dezavantajlari mevcuttur [41].
Calismalarda uzerinde en ¢ok uygulama yapilan hayvan modeli rat siyatik siniridir.
Bu modelde 15 mm’den daha buyuk sinir kesisi ile gcalismak olasi degildir [82]. Bu
veriler dikkate alinarak, in vivo kosullarda sinir kanallarinin etkinliginin
degerlendiriimesi c¢alismalarina yonelik olarak, 2 cm uzunlugunda kanallar

hazirlanmistir.
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3.2.3. Sinir Kanallarinin Yiizeyinin RGD ile Kaplanmasi

Prof. Deling Kong ve grubu, RGD adsorbe edilmig PCL kanallarin vaskuler greft
uygulamalarinda ¢ok daha basarili oldugunu goéstermislerdir [76]. RGD’nin sinir
kanallari icinde de rejenerasyon Uzerinde etkili olabilecegi gorusu ile sunulan tez
kapsaminda RGD modifikasyonunun da uygulanmasi 6ngorilmustir. Bunun igin
Nankai Universitesi'nden Prof. Zhimou Yang'in laboratuvarinda sentezlenecek
ve onlardan temin edilecek olan RGD’ nin modifiye formu “Nap-FFGRGD”
molekudll  kullanilacaktir  [77]. Sinir  kanallarinin  RGD sekansi ile

fonksiyonlandirilmasi igsleminde sirasi ile su basamaklar izlenmistir:

- RGD ile kaplama igleminden bir giin 6énce sterilizasyon igin, laminar flow
altinda PCL kanallar 6nce %75’lik etanol ile 15 dakika yikanmistir.
Ardindan 4-5 kez steril NaCl solisyonu ile kanallarin i¢i ve disi
yikandiktan sonra bir gece boyunca ultraviyole (UV) 1si1g1 altinda

kurumaya birakilmigtir.

- RGD g¢ozeltisi hazirlamak igin 3 mg Nap-FFGRGD ve 24,5 mg Na,COs3;
tartildiktan sonra 30 dakika UV 1s1g1 altinda bekletildi. Nap-FFGRGD 15
ml, Na,CO3z; 10 ml steril su igerisine bosaltilarak ¢dziinme islemine

baglanmigtir.

- NayCOs3;, calkalayarak su igerisinde kolaylikla ¢oztulmektedir. Kanallarin
RGD ile kaplanmasi i¢in en uygun pH 7,4 olarak belirlenmistir. Ancak
Nap-FFGRGD solusyonunun pH degeri 7,4’'ten dusuktir. Sollsyon asidik
oldugu zaman Nap-FFGRGD molekllinun ¢dzinmesi zorlagsmaktadir.
Gozunarlugu artirmak amaciyla pH degeri degistirilmis ve bunun icin
Na,CO3; c¢oOzeltisinden 150 pul, Nap-FFGRGD ¢ozeltisi igerisine

aktariimigtir.
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- Nap-FFGRGD molekulunu steril su igerisinde ¢ozmek icin 6nce sonikator
icinde 10-15 dakika galkalanarak bekletiimis ardindan 70°C’lik sicak su

banyosunda 10 dakika sure ile gdzme islemine devam edilmistir.

- 2 cm'lik bir PCL kanalin kaplanabilmesi i¢in 1,5-2 ml RGD ¢o6zeltisinin
uygun oldugu gozlenmistir. Bu dogrultuda 2 ml eppendorf tupleri RGD
gOzeltisi ile doldurulup iclerine kanallar yerlestirildikten sonra 12 saat sure
ile 37°C’lik etlive kaldiriimistir.

- 12 saatlik stre sonunda RGD ile kaplanmis olan kanallar 5 kez PBS
cOzeltisi ile yikanip, aseptik kosullari saglamak amaciyla ultraviyole (UV)
Isik altinda kurumaya birakilmistir. Kurutma islemi tamamlandiginda steril

tupler igerisinde, -20°C’de yapisi korunarak muhafaza edilebilmektedir.

3.3. Karakterizasyon Testleri
3.3.1. Taramal Elektron Mikroskobisi (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) biyolojik bilimler, cesitli tip dallari, kriminal,
malzeme bilimleri, mikroelektronik gibi farkli alanlarda yapilarin yluzeyleri hakkinda
fikir edinebilmek amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. En temel haliyle, bir
elektron demetinin incelenecek numunenin elektronlari ile etkilesmesi sonucunda
ornegin yuzey yapisi hakkinda nanometre seviyelerine kadar bilgi edinebilmeyi

saglamaktadir.

SEM’de incelenecek numunelerin vakum altinda buharlagsmayan, kuru, iletken,
temiz ve kati halde olmalari gerekmektedir. Eger numune yalitkan Ozellikte ise
iletken bir tabaka olusturmak, iletken ancak topografisi fazla ise mimkin
oldugunca duz bir tabaka meydana getirmek amaciyla ylzeyinin kaplanmasi
gerekmektedir. Kaplama iglemi i¢cin vakum altinda yuksek sicaklik ile kaplama ve
yuksek hizli iyonlardan yararlanilarak sputter yontemiyle kaplama olmak Uzere iki
sekilde yapilabilir. Altin, bakir, paladyum, aliminyum, gumus gibi metaller veya
karbon ile kaplanmaktadir. Bunlar arasinda oksitlenmez olmasi, elektron isinlari
altinda stabilitesini korumasi, kaplama igleminin kolay olmasi nedeniyle sputter

yonteminde standart olarak altin ile kaplama en ¢ok tercih edilendir.
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Taramali Elektron Mikroskobu optik kolon, ornek haznesi ve goruntuleme sistemi
olmak Uzere 3 ana kisimdan olusur. Numune yuzeyinden alinan sinyalin kalitesini
arttirmak icin optik kolon igerisindeki elektron tabancasindan c¢ikan kararli bir
elektron demeti anot plakasi tarafindan érnege dogru hizlandirilir. Yogunlastirici
lensler ile ince bir elektron demeti elde edilir. Tarama bobinleri ile bu elektronlarin
érnedin ylizeyini taramasi saglanir. Optik kolon ve érnek 10™ Pa gibi bir vakum
altinda tutulmaktadir. Ornek haznesinde, SEM igin 6zel hazirlanmis drnek
bulunmaktadir. Elektron demeti 6rnek atomlarinin elektrostatik alani veya ornek
atomlarinin yoringesindeki elektronlar ile etkilestikten sonra ortaya cikan ikincil
elektronlar, geri sagilan elektronlar, sogurulan elektronlar, Auger elektronlari ve
X-1ginlari gibi kaydedilen sinyaller gorintli olusturmada kullanilir. Gorintl sistemi
dahilindeki dedektorler ile bu sinyaller algilanip sinyal guglendiriciler vasitasiyla

guglendirildikten sonra ekranda gorunti elde edilmis olur (Sekil 3.5.).

Elektron demeti -+— Elektron tabancas

Tarama bobinleri

Gerisagiim elektron
dedektori =~

i:%cjl elektron dedektora

Numune platformu —e Numune

Sekil 3.5. Taramali Elektron Mikroskopisi
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Tez kapsaminda olusturulan PCL membranlarin ve kanallarin ylizey morfolojileri
hakkinda bilgi edinebilmek i¢in numuneler sputter yontemi ile altin kaplanarak
SEM (FEI Quanta 200, Cek Cumhuriyeti) ile goruntileme gercgeklestiriimistir.
Oncelikle, farkli parametreler kullanilarak (“Elektrostatik Egdirme Sistemi
Parametrelerinin Optimizasyonu” bolumunde belirtildigi Gzere) hazirlanmis PCL
membranlar kuguk pargalar halinde numune tablasi Uzerine tutturulmus uygun
sekilde kaplama vyapildiktan sonra analiz edilerek goéruntileri elde edilmigtir.
Membranlarin SEM goérintllerine dayanarak nano/mikrofiberlerin  kalinliklari,
fiberlerin birbirlerine benzer oluglari, boncuk yapilarinin olugsumu gibi kriterler
ImagedJ yazilimi ile degerlendirilip, kanal olusturmak igin uygun olan yapi ve sistem
degerleri belirlenmistir. Bu dederlere gore farkli duvar kalinligina sahip kanallar
olusturulduktan sonra yapilarini muhafaza edebilmek amaciyla sivi azot ile
dondurularak 2 mm’den kuglk olmak Uzere enine kesitler alinmistir. Ayni PCL
membranlarin incelenmesinde oldugu gibi, alinan kesitler kullanilarak SEM ile
goruntileri elde edilmistir. Bu goéruntller Uzerinden kanallarin morfolojisi, duvar

kalinliklari, gozenek yapilari ayni sekilde Imaged yazilimi ile degerlendirilmistir.

3.3.2. Gerilme - Uzama Testi

Gerilme - Uzama deneyi ile malzemelerin statik ylk altindaki elastik ve plastik
davranislar belirlenmektedir. Malzemeye kuvvet uygulandi§i zaman malzemede
meydana gelen uzamalar elastik sinirlar iginde gerilmelerle orantilidir. Bu durum
“‘Hooke Kanunu” ile ifade edilmektedir. Hooke kanunundan faydalanilarak

malzemenin elastisite modulid bulunabilir.

Hooke Kanununun ifadesi su sekildedir [83]:

1) o=E.¢ o : Gerilme (MPa)
E: Elastisite modulu (MPa)
2-) €= AL € :Uzama
L AL: Uzama miktari (mm?)
P L: Uzunluk (mm?)
3-) o= " P: YUk (N)
A: YUkiin uygulandigi kesit alani (mm?)

P.L

4) B A
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Elastisite moduli malzemeye ait karakteristik bir Ozelliktir ve malzemenin
dayaniminin dlgusudur. Bir malzemenin yuk altinda ne kadar uzayacagini gosterir.
Gerilme ve birim uzama arasindaki dogrusal iliskinin bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Sekil 3.6.a.’da gorllen cekme-uzama grafiginin egdrisi (elastik bolgesi
icerisinde kalan) elastisite modulunu vermektedir. Elastik bolge malzemenin geriye
donemeyecek sekilde deformasyona ugradigi andir. Bu andan sonra plastik
deformasyona ugramaya baslar. Malzemeyi plastik deformasyona ugratabilmek
icin gereken minimum gerilim miktari akma noktasi olarak ifade edilir. Cekme-
Uzama testi esnasinda malzemede olusan degisimler Sekil 3.6.b.de

gOrulmektedir.

Kopma Dayanimi

Akma Noktasi

Kopma
| Noktasi
| ‘
| l
: I
: |
: Elastik Bélge |

I
l+————— Plastik Blge ———*,
|
|
I
I 1 2 3 4
|

Gerilme (o) —»

Akma Uzamasi SaH Uzanms

\

4

- -

Uzama(g) —=
a) b)

Sekil 3.6. a) Cekme-Uzama Grafigi b) 1- Malzemenin ¢ekme-uzama testi
oncesinde ve elastik esneme anindaki durumu 2- Malzeme Uzerindeki yukun
en Ust seviyeye ulastiginda daha fazla homojen uzama gergeklesmediginden
malzemede boyun olusumu meydana geliyor 3- Kopma anina dek plastik
bolge araliginda malzemenin boyun kisminda uzama devam ediyor
4- Uzamanin yalnizca boyun kisminda gerceklesmesinden belirli bir sire sonra

kopma gergeklesiyor
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Cekme cihazinda numunenin baglanacagi birbirine gore asagir yukari dikey
eksende hareket eden iki adet gene bulunmaktadir. Cenelerden birisi sabit hizda
hareket ettirilerek numuneye degisen miktarlarda gekme kuvveti uygulanir ve bu
kuvvete karsilik gelen uzama kaydedilir. Bu yolla malzemenin elastik ve plastik
deformasyona ugradidi, koptugu gerilmeler ve uzama miktarlari gézlenebilir. Elde
edilen PCL membranlarin ve kanallarin mekanik o6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla Testometric M500-25 CT test cihazi (The Testometric Company Ltd,
Ingiltere) kullanilmigtir (Sekil 3.7.). Test kapsaminda 5 cm boyunda, 1 cm eninde
ve 80 pm kalinliginda 5 adet PCL membran ASTM E4 standartlarina gore analiz
edilmistir. PCL membranlar 5 kKN kuvvet ve 5 mm/dak. sabit ¢cekme hiziyla
cekilerek oda sicakliginda testler gergeklestirilmistir. PCL kanallar igin ise testler 5
kKN cekme kuvveti ve 50 mm/dak. sabit cekme hiziyla oda sicakliginda yapiimistir.
Testlerden ¢gekme gerilimine karsi % uzama grafikleri bulunmustur. Elde edilen

sonuglarin ortalamalari alinarak degerler saptanmistir.

Sekil 3.7. Testometric M500-25 CT Materials Testing Machine (The Testometric
Company Ltd, ingiltere)
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3.3.3. PCL Membran ve Kanallarin In Vitro Kosullarda Biyobozunurlugunun

Degerlendirilmesi

Hazirlanan orneklerin sinir rejenerasyon surecini sekteye ugratmayacak oranda bir
bozunma hizina sahip olmasi gerekmektedir. Bunu anlamak i¢in in vitro kosullarda
bozunma oranlari degerlendirilmistir. 6 adet, 1 cm en x 5 cm boy olgulerinde PCL
membran, 6 adet de tez kapsaminda uretimine karar verilmis olan niteliklerde PCL
kanal hazirlanmigtir. Membranlar ve kanallar iki ayri grup halinde, PBS (pH 7,4)
iceren 50 ml'lik falcon tupler igerisine konulmustur. Haftada bir PBS yenilenmek
suretiyle 1 ay sure boyunca tupler 37°C’lik ¢alkalamali su banyosunda, sabit bir
calkalama hizi (dakikada 60 kez) ile tutulmustur. Test basinda kuru agirliklari
Olculmus olan ornekler 1 aylik sture sonunda ¢alkalamali su banyosundan ¢ikarilip
distile su ile yikanmigtir. Daha sonra vakumlu desikatore kurumalari saglanmigtir.
Kurutma igleminin ardindan her bir 6rnegin agirligi hassas terazi ile tekrar

OlcUlmasgtar.

Testin 6ncesi ve sonrasinda Olcllen o6rnek agirliklarinin farkindan yola cikarak
biyobozunma derecesi saptanmistir. Yuzde agirlik kabini belirlemek igin agsagida

verilen esitlik kullaniimigtir.

wWi-wt

0= ("

). 100

Verilen esitlikte Wi, drneklerin baslangigtaki kuru agirliklari; Wt, érneklerin test

sonundaki kuru agirliklarini belirtmektedir.

3.3.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Polimerler, bliyuk uzun molekul zincirlerinden olusurlar. Polimerler, amorf, yari-
kristalin veya kristalin 06zellikte olabilirler. Amorf yapida polimer molekulleri
karmasik bir sekilde rasgele dizilmis haldedir ve polimerin sekil degistirmesi
kolaydir. Kristalin yapili polimerlerde molekuller duzenli bir sekilde dizili halde

bulunurlar ve polimer saglam bir yapidadir (Sekil 3.8.). Yari kristalin polimerlerde
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ise amorf ve kristalin bolgeler birlikte bulunur. Tez kapsaminda tercih edilen PCL

polimeri yari-kristalin 6zelliktedir.

a) Amorf Polimer

1 ) T = Karmasik Yapili
s Q ~ 77 PolimerZincirleri

“ ’; ) )T -
b) Kristalin Polimer

-

/4 /
! ; I~ Diizenli Katlanmis
4 Polimer Zincirleri

Sekil 3.8. Amorf ve kristalin 6zellikteki polimer zincirlerinin yapisi

Kalorimetreler, biyomolekillerin ve nano boyutta malzemelerin termodinamik
Ozelliklerin  Olgulmesi icin kimya, biyokimya, biyoteknoloji, hucre biyolojisi,
farmakoloji ve nanobilimlerde siklikla kullaniimaktadirlar. Kalorimetreler arasinda
Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Ozellikle amorf veya kristalin yapida
malzemelerin termal analizi i¢cin en ¢ok kullanilan yontemlerdendir [84]. DSC,
polimerlerin ve plastiklerin 1s1 analizi, saflik tayini, faz gecisi, kalite kontrol gibi

alanlarda kullaniimaktadir.

DSC ile belirli bir zaman arahdinda isitilan bir polimerin fiziksel ozelliklerinin
degisimini gozlemleyebiliriz. Baska bir ifade ile zamana ve sicakliga bagh olarak
enerjideki degisim godzlemlenebilir. DSC sistemi bir 6rnegin koyulacagi bir de
referans maddenin konacagi iki isitici, sistemdeki istyi koruyan bir hiicre ve analiz
boyunca oOrnek ile referans maddenin ayni isida kalmasini kontrol eden bir

bilgisayardan meydana gelmektedir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. DSC sisteminin temel Uniteleri

Referans madde, analiz boyunca fiziksel ve kimyasal hicbir degisiklige
ugramayacak o6zelliktedir. DSC, 6rnek ile referansi ayni sicaklikta tutmak icin
gereken enerji miktari ve 1s1 akigindaki farki 6lger ve karsilastirir. Analiz sonunda
sicaklik-1s1 akisi grafigi elde edilir (Sekil 3.10.). Bu analiz ile malzemenin camsi
gecis sicakligl, kristallenme sicakhgi, erime ve kaynama noktalari, yuzde
kristallenme derecesi, I1sI kapasitesi, oksidatif ve termal stabilite, saflik ve

reaksiyon kinetikleri gibi 6zellikleri saptanabilir.

Is1 Akagi (Endo Yukarr)

Kristallesme

N\ \
=
T

Ty T.
Sicakhk

Sekil 3.10. DSC analizinden elde edilen 1si akisi-sicaklik grafigi

Camsi gegis sicakhgi (Tg) ve kristal erime sicakligi (Tm) polimerlerin ayirt edici,
karakteristik 6zelliklerindendir. Hidrofobik ve yari-kristalin bir polimer olan PCL’un
camsi gegis sicakhgl -60°C erime noktasi araligi ise 59 - 64°C arasindadir. Yari
kristalin polimerlerin kristalin nitelikteki zincirlerinin erimeye basladigi sicakliga

erime sicakligi denir. Amorf polimerler gibi kirilganlik 6zelliklerini kaybederek,
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zincirlerin birbirlerinden ayrilmasiyla kaugugumsu ozellikler kazanmaya basladigi
sicaklik camsi gecis sicakligi olarak adlandirilir. Yuksek bir sicaklikta bulunan
polimer sogutulmaya baglandiginda molekullerinin toplam enerjisi duser,
molekdller duzenli kristal bir yapi olusturmaya baglarlar. Bu yapinin olustugu

sicakliga kristallesme sicakhgi (Tc) denir.

Tez calismasi kapsaminda, 2 adet PCL membran ile 2 adet RGD ile kaplanmis
PCL membran DSC 200 F3 Maia® (Netzsch, Almanya) cihazi ile analiz edilmistir.
Analiz edilen PCL membranlarin agirligi yaklasik 4,8 mg, RGD ile kapli olanlarin
ise 5,8 mg'dir. Ornekler, 10°C/dak. isitma hiziyla, -90 - 150°C arali§inda,

sistemdeki azot akis hizi 100 ml/dak. olacak sekilde test edilmiglerdir.

3.3.5. Su Temas Agisi Testi

Bir biyomalzemenin verimliligi genellikle, biyouyumlulugunun derecesi bagka bir
deyigle biyomalzeme ile etkilesimde bulunacagi spesifik hicreler arasindaki
iliskinin basarisi ile ifade edilebilir. Hedefe uygun biyomalzeme secilerek
tasarlanan doku iskelesi, desteklemesi igin olusturuldugu spesifik bélgedeki dogal

biyolojik slreci sekteye ugratiyorsa viucut i¢in uyumlu olmadigi disunaldr.

Viucut hacreleri ve sivilari ile dogrudan temas edecek olan ilk kisim
biyomalzemenin ylzeyidir. Biyomalzeme, hicrelerin tutunmasi, bliytimesi, gocl ve
farkhlasmasina olanak sagliyorsa biyouyumlu oldugu disundlmektedir. Belli bir
dereceye kadar islanabilen (hidrofilik) yuzeylerin biyouyumlulugunun da fazla
oldugu gozlenmistir. Hidrofilik karakterde ylzeylere sahip biyomalzemelerin vicut
icerisindeki sivilarla daha uyumlu bir davranis sergiledidi, hidrofobik karakterde
malzemelere gore infalamasyonel yaniti daha az tetikledigi, genel anlamda
Uzerlerine hicre tutunmasinin daha fazla oldugu bu sayede daha biyouyumlu

olduklari gézlenmistir [85,86].

Islanabilirlik “wettability” terimi bir sivinin kati bir ylzey Uzerinde yayiligini, yuzeye
nasil baglandigini ifade etmek icin kullanilir. Kati bir malzemenin islanabilirligi;
katinin ylzey gerilimi, Uzerindeki sivnin yuzey gerilimi ve arayuzey gerilimi olmak
uzere 3 esas faktorden etkilenir. Yuksek yuzey gerilimine sahip bir kati bu gerilimi

azaltmak igin siviyl yuzey uzerine ¢gekme egilimindedir. Katinin bu yuzey gerilimine
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aksi yonde siviyl katidan uzaklastiracak arayuzey gerilimi denilen bir ¢ekim gucu
mevcuttur. Ara yuzey geriliminin dusuk olmasi sivinin kati yuzey Uzerinde daha

fazla yayllmasina olanak tanir.

Biyomalzemelerin islanabilirliginin in vitro élgimda, sivi-kati ara ylzeyindeki degme
acisinin dlgumu ile degerlendirilir. Islanabilirligin in vitro 6lgimu icin 3 ana yontem
kullaniimaktadir. Bunlar; Sessile damla yontemi, Wilhelmy yéntemi ve Maksimum
kabarcik yontemidir. Malzemenin yuzeyi Uzerine bir siringa ile bir sivi damlasinin
damlatilmasi ve bu damlanin yuzeydeki sekline bagh olarak degerlendirilen sesil
damla yontemi (Sekil 3.11.) uygulamada en sik kullanilandir. Damlanin
damlatiimasinin ardindan bir kamera ile ¢ekilen fotograflarla damlanin gegcirdigi
degisiklikler gozlenir. Bu sayede olugsan degme agisi, damlanin ¢ap uzunlugu

Olculur. Bu yontemle yuzeylerarasi gerilim saptanir.

Otomatik
Dozaj
Sistemi
! Isik
ceh Kaynagi
Kamera
= ol I ¢

Zemin

Sekil 3.11. Sessile Damla Yontemi
Degme acisi, “0” teta ile ifade edilir. Genellikle, teta acisi 90°’den dar ise yuksek

islanabilirligi yani hidrofilik yuzeyi, bunun aksine ag¢i genis ise dusuk islanabilirligi

baska bir deyisle hidrofobik yluzey oldugunu gdsterir (Sekil 3.12.).
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Hidrofobik Hidrofilik
Yuzey Yuzey

A\

Sekil 3.12. Degme agcisi (6)' nin genisligine bagl olarak degerlendirilen hidrofobik

ve hidrofilik yuzey

Tez kapsaminda, degme agisi testi icin 5 adet PCL, 5 adet de RGD kapli PCL
membran kullaniimistir. Membranlarin ¢api 7 mm olup, sesil damla yontemiyle
Uzerlerine su damlasi damlatilarak 6lcim gergeklestiriimistir. Olglim icin Harke-
SPCA (Beijing, Cin) dedme acisi analizéri kullanilarak saniye saniye su
damlasinin degigimi ile ilgili goruntuler alinmistir. Bu goruntuler “wettability pro
classic” yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglara dayanarak RGD sekansinin PCL
yuzeylerin hidrofilitesi Uzerindeki etkisi ve buna bagli olarak da biyouyumlulugunu

nasil etkiledigi yorumlanmistir.

3.3.6. FITC isaretli Nap-FFGRGD ile PCL Kanallarin Kaplanmasi

Floresan izotiyosiyanat (FITC) bir floresin tlrevidir. Floresin ¢ok cesitli
uygulamalarda floresan isaretleyici olarak kullanilan bir florofordur. FITC antikor,

protein ve diger molekullerin isaretlenmesi amaciyla kullaniimaktadir.

FITC, floresin molekulindn yapisinin alt halkasinda bulunan bir hidrojen atomunun
yerine bir izotiyosiyanat grubunun (-N=C=S) gelmesiyle iglevsellestiriimis halidir
(Sekil 3.13.). izotiyosiyanat, pH 7-9 araliinda biyolojik bilegiklerin yapisinda
bulunan primer aminler ile reaksiyona girebilmektedir. FITC, 495 nm dalga

boyunda eksitasyon, 519 nm de emisyon yapma 6zelligindedir.
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Sekil 3.13. Floresin molekllinidn yapisinin alt halkasinda bulunan bir hidrojen

atomunun yerine izotiyosiyanat grubu eklenmesiyle FITC molekilinin olusumu

Tez kapsaminda, PCL kanallarin RGD ile ne derece kaplandigini, RGD’ nin doku

iskelesi Uzerinde dagilimini gézlemlemek icin Nap-FFGRGD molekula FITC ile

isaretlenerek yluzeyler kaplandiktan sonra lazer taramali konfokal mikroskop

(LSCM) ile inceleme yapilmistir. LSCM, floresan ajanlar ile isaretli dokularin

goruntilenmesinde siklikla kullaniimaktadir.

Bu calismada, PCL membran ve kanallar ile RGD kaplanmis olan PCL membran

ve kanallarin karsilastirmasi yapilmistir. Bu islem igin sirasiyla su basamaklar

izlenmistir:

RGD kaplanacak ornekler icin, konsantrasyonu 20 mg/ml olan 15 ul FITC
solUsyonu (Sigma, Almanya) ile bir giin énceden hazirlanmis olan (“3.2.3.
Sinir Kanallarinin Ylazeyinin RGD ile Kaplanmasi” bagligi altinda anlatilan
sekilde) 0,2 mg/ml konsantrasyonda 3 ml RGD solisyonu karistirilarak yeni

bir solisyon hazirlanmigtir.

RGD kaplamasi vyapilmayacak ornekler igin ise ayni miktar ve

konsantrasyonda FITC solusyonu 3 ml distile su ile kangtirilarak ikinci bir
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solusyon hazirlanmigtir. Hazirlanan bu iki ayri solisyon bir gece boyunca

+4°C‘de 151k almayacak bir sekilde muhafaza edilmigtir.

- 24 saat sonra hazir hale gelen sollsyonlardan, her bir membran igin 400 pl,
her bir kanal icin ise 1 ml kullaniimistir. Kanallar eppendorf tlplerine,
membranlar ise 96 kuyucuklu mikroplakaya yerlestirilerek 37°C’de bir gln

boyunca yine 151k almayacak sekilde bekletilmigtir.

- 24 saatlik bekleme suresi sonrasinda ornekler laminar flow altinda PBS ile
birka¢c kez yikanmig ve kurumaya birakilmistir. Kurutma igleminden sonra
membrnalar %50 gliserol (Sigma, Almanya) ile mikroskop lamina
yerlestirilerek TCS SP5 (Leica, Almanya) lazer taramali konfokal mikroskop
altinda incelenmigtir. Kanallarin incelenmesi igin ise su bazl kriyoprotektif
bir gdmme ortami olan OCT’ye gdmdllerek elde edilen donmus kesitler

kullaniimistir.

3.4. In vitro Galismalar

Tez kapsaminda gergeklestirilen hlcre kultir ¢calismalarinda, PCL doku iskeleleri
ve RGD kaplanmis olan PCL doku iskelelerinin L929 fare fibroblast hicreleri ile

etkilesimleri incelenmis, karsilagtirmali olarak degerlendirmeler yapilmistir.

3.4.1. Hiicre Canlilik Analizi

Hucre kultir galismalarinin ilk asamasinda olarak hazirlanan PCL ve RGD kapli
PCL kanallarin in vitro ortamda L929 fare fibroblast hicreleri Gzerindeki toksik
etkileri incelenmistir. L929 hucreleri, sitotoksisite testi icin ASTM tarafindan
Onerilen standart hucrelerdir [87]. Sinir doku muhendisliginde Uretilen doku

iskelelerinin degerlendirilmesi i¢in de tercih edilmektedir [88,89]

Tez kapsaminda doku iskelelerinin L929 hucreleri Uzerindeki toksik etkilerinin
incelenmesi amaciyla suda ¢dzinme oOzelligine sahip bir ajan olan WST-1
(4-[3-4-iyodofenil]-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazoliyum)-1,3-benzen disulfonat)
kullaniimigtir. Hucrelerin  mitokondrilerinde bulunan suksinat dehidrogenaz

enzimi WST-1’de bulunan tetrazolyum halkasini pargalayarak formazan tuzlarini
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olustururlar. Agik kirmizi bir renkte olan WST-1'den koyu kirmizi renkte
formazan tuzlari olusur (Sekil 3.14.). Olugsan formazan tuzu miktari ile yasayan
hicre sayisindaki artis (mitokondriyal dehidrogenaz enziminin aktivitesinde
artig) dogrudan iligkilidir. Canh hlicre orani ile dogrudan baglantili olan formazan
tuzlarinin miktari taramali spektrofotometre ile tayin edilebilir. Formazan tuzu

olusumuyla iligkili olarak artan absorbans degeri Olgcllerek sonuglar elde

edilmektedir.
Q| (%) v T ©
NAD* NADMH N—H
NN R N
AN EC-H EC i N
SO;Na \ j P SO3Na
SO;Na SO;Na
WST-1 Formazan
(Acik Kirmizi) (Koyu Kirmizi)

Sekil 3.14. Mitokondriyal suksinat dehidrogenaz enzimi ile WST-1’den formazan
tuzu olusumu. (EC: Elektron baglayici reaktif, RS: Mitokondriyal suksinat-

tetrazolyum-rediktaz sistemi)

WST-1 analizi ile sitotoksisite testlerinde sik¢a kullaniimakta olan MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid]'in  aksine  ¢6zunurlegtirme
basamagina gerek duyulmadan dogrudan okuma yapilabilmekte, daha etkili

sinyal alinmakta ve hlcrelere daha az toksik etki yaratmaktadir.

Hazirlanan doku iskeleleri islem 6ncesinde sterilizasyon igin 30 dakika etanol
(EtOH) ile muamele edilmis ve 3 kez steril PBS ile yikanmistir. Daha sonra UV
1Is1g1 altinda 30 dakika bekletilmis ve sterilizasyon basamagi tamamlanmigtir.
WST-1 analizi 24 kuyucuklu mikroplakada gercgeklestirilmistir. Birinci pasaj L929

hiicreleri, 24 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucugunda 1x10* hiicre olacak
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sekilde ekilerek 37°C ve %5 CO, ortaminda DMEM, %10 FBS, %1
penislin/streptomisin ve %1 L-glutamin igeren besiyerinde 48 saat inklbe
edilmistir. Test iki tekrarli olmak Uzere, doku iskeleleri agirliklari Gzerinden Sekil
3.15.de gorildiga gibi 24 kuyucuklu mikroplakaya yerlestirilmistir. PCL
ornekler, mikroplakanin ilk iki sirasinin Ser kuyucuguna her bir kuyucukta
sirasiyla 800 pg, 400 pg, 200 pg, 100 pg ve 50 pg olacak sekilde degisen
miktarlarda, kuyucuklarda bulunan hucrelerin Uzerine vyerlestiriimigtir. Ayni
sekilde RGD kapli PCL ornekler de diger iki siraya yerlestiriimigtir. Her siranin

en son kuyucugu ise kontrol grubu igin ayrilmistir.

800pg 400pug 200pug 100pg 50pg  Kontrol

DO0000
00000
000 Q0
00000

Sekil 3.15. Farkh agirlikta doku iskelelerinin bulundugu 24 kuyucuklu mikroplaka

PCL

Ornekler 37°C ve %5 CO, ortaminda 48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra besi
ortami uzaklastirilmis yerine her kuyucuga 200 ul besiyeri ve 10 pyl WST-1
(Roche, Almanya) eklenmistir. 4 saat boyunca 37°C ve %5 CO, ortaminda i1sik
almayacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi tamamlaninca
24 kuyucuklu mikroplaka, PowerWave XS2 mikroplaka okuyucu (BioTek, ABD)
ile 440 nm dalga boyunda okunarak canli hicre miktari tayin edilmistir. Yuzde
canllik degerleri belirlenirken kontrol grubunun bulundugu kuyucugun optik
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yogunlugu %100 kabul edilerek referans alinmigtir. Diger her bir kuyucugun

Olcllen optik yogunlugu da referansa gore degerlendirilmistir.

3.4.2. ikili Boyama Teknigi ile Hiicre Oliim Oraninin Belirlenmesi

Tez calismasinda hazirlanan PCL ve RGD kapli PCL doku iskeleleri Uzerinde
bulunan L929 hicrelerinin apoptoza veya nekroza ugrayip ugramadiginin

g6zlenmesi i¢cin Hoechst / Propidyum iyodur (PI) ikili boyama teknigi kullaniimigtir.

Apoptoz hucre gelisiminde normal olarak seyreden programli ve kontrollu hicre
olum tipidir. Daha fazla gereksinim duyulmayan hucrelerin ortadan kaldiriimasi igin
gelisen bir suregtir. Bu suUregte olusan karakteristik morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler ile nekroz tipi hicre dlumunden ayriimaktadir. Nekroz, geri donugu
olamayacak derecede hasar gormus hucrelerin ortadan kaldirilmasi igin

gerceklesir.

Mavi floresan bir boya olan Hoechst, canli hicrelerin ve apoptotik hlcrelerin
cekirdeklerini mavi renge boyarken, propidyum iyodur yalnizca Olu hucrelerin
(nekrotik) ndkleuslarini kirmiziya boyamaktadir. Mavi floresan Hoechst 33342
boyasi apoptotik hucrelerin yogunlagan kromatin bodlgelerini boyayarak canli
hicrelere oranla daha parlak mavi bir renkte iIsima yapar. DNA’ ya baglandigi
durumda eksitasyon dalga boyu 350 nm, emisyon dalga boyu ise 461 nm’dir.
Kirmizi floresan karakterde olan Pl boyasi ise yalnizca 6lU hticrelerle etkileserek
kirmizi renkte 151k yayma 6zelligindedir. DNA’ ya baglandigi durumda eksitasyon
dalga boyu 535 nm, emisyon dalga boyu ise 617 nm’dir. iki boya da farkl dalga
boylarinda eksitasyon gerceklestirdikleri icin floresan mikroskop altinda boyamis

olduklari hucreler kolaylikla ayirt edilmektedir.

Oncelikle ikili boyama soliisyonu hazirlanmistir. Bunun igin 10 ml PBS igerisine,
500 pl Hoechst (Invitrogen, ABD), 100 ul PI (Invitrogen, ABD) ve 100 ul
Ribonlkleaz A (Sigma, Almanya) ilave edilmigtir. WST-1 analizinin ardindan besi
ortami uzaklastirilarak yerine her bir kuyucuga 80 ul olmak Uzere ikili boyama
solisyonu eklenmigtir. Solusyon igerisindeki Ribonikleaz A sitoplazmik RNA'yi
yok etmek amaciyla kullanilmaktadir. 15 dakikalk inkibasyon (37°C ve %5 CO,)
surecinden sonra 24 kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucugu, Leica DM6000B

inverted mikroskop (Leica Microsystems, Almanya) altinda incelenerek goruntiler
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elde edilmistir. Alinan goruntulerdeki hacreler canli, apoptotik ve nekrotik olma

durumlarina goére sayilarak belli bir % degere ulasiimistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda gergeklestirilen ve bir onceki bolumde agiklanan ¢alismalara
iliskin sonuglar bu baghk altinda sunulmustur. Olusturulan periferik sinir
rejenerasyon kanallarinin goérintisti, membran ve kanallarin taramali elektron
mikroskobu ile gekilen goruntuleri, mekanik dayanimlarina iligkin veriler, in vitro
kosullarda bozunurluk o6zellikleri ve termal ozellikleri bu bolumde verilmistir.
Bunlarin yaninda PCL doku iskelelerinin yuzeyleri Gzerine RGD kaplanmasinin
etkinligi hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla gercgeklestiriien su degme agisi
testinin sonuglan ve FITC isaretli Nap-FFGRGD molekilll ile kaplanan doku
iskelelerinin konfokal mikroskop goéruntuleri ile veri analizleri de bu kisimda yer
almaktadir. Son olarak, hazirlanan doku iskelelerinin L929 fibroblast hucreleri ile
etkilesimleri sonucu hucrelerin canhliklariyla ilgili elde edilen veriler bu bdélimde

sunulmustur.

4.1. Elektrostatik Egirme Sistemi ile Hazirlanmig RGD Kaplh PCL Periferik

Sinir Rejenerasyon Kanallari

Tez calismasi kapsaminda, elektrostatik egirme yéntemi ile ¢aplari 200 nm’den
1,5 um’ye varan kalinliklarda, ortalama 500 nm c¢apa sahip dizensiz fiberlerden
meydana gelen RGD peptid dizisi ile kaplanmisg PCL kanallar olusturulmustur. 2
cm uzunlugunda 2 mm i¢ ¢apa sahip yuzeyleri RGD ile kaplanmis PCL kanallar
Sekil 4.1.a ve b'de gérulmektedir. Sekil 4.1.c’de 2 mm c¢apinda farkli uzunluktaki

PCL kanallarin igi bos silindirik yapilari daha net gérinmektedir.

Periferik sinir rejenerasyonu c¢alismalarinda en sik kullanilan hayvan modeli
ratlardir [90]. Ratlar Uzerinde uygulanan kritik defekt Olclisu ise 1 cm’lik sinir
defektidir [81]. Tez kapsaminda olusturulan RGD ile fonksiyonlandiriimig PCL sinir
kanallarinin  etkinliginin  in  vivo olarak  degerlendiriimesi  agisindan
gerceklestirilebilecek olan hayvan deneyleri géz 6nunde bulundurularak 2 cm
uzunlukta kanallar hazirlanmistir. Bunun yaninda, “3.2.2. Elektrostatik Egirme
Yontemi ile Sinir Kanallarinin Hazirlanmasi” béliminde de bahsedildigi gibi gerek
duyuldugunda tez calismasinda kullanilan sistemle uzunlugu 10 cm’ye kadar

varan kanallar olusturulabilir.
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Sekil 4.1. Elektrostatik egirme ydntemiyle olusturuimus PCL kanallar a) 2 cm
uzunlugunda PCL kanal b) 2 cm uzunlugunda ve 2 mm i¢ ¢apa sahip PCL
kanallar ¢) 2 mm ¢apinda farkl uzunluktaki PCL kanallar

4.2. Taramali Elektron Mikroskobu Analizi

Tez galismasinin esas hedefi olan RGD Ug¢lu peptid dizisi ile yuzeyleri kaplanmis
PCL periferik rejenerasyon kanallarinin olusturulmasinin ilk basamagi olarak
elektrostatik egirme sistemi parametrelerinin (voltaj degeri, igne ile toplayici arasi
mesafe, akis hizi) farkh kombinasyonlari ile déner gelik silindir toplayici Uzerinde
PCL membran hazirlama g¢aligmalari yapilmistir. PCL membranlarin SEM
analizlerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda tezin amacina uygun nitelikte
kanallar olusturulabilecek parametreler kesinlestiriimistir. Tez kapsaminda elde

edilen tim SEM géruntileri Imaged yazilimi kullanilarak analiz edilmigtir.
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PCL membranlari olugtururken, saatte 1, 2 veya 4 ml hizlarinda; 12, 14, 16 ve 18
kV gerilimlerde ve gevresel kosullara gore 12-15 cm arasinda degisebilen igne ile
toplayici arasi uzakliklarda calismalar yapilmistir. Calismaya iliskin SEM
fotograflari Sekil 4.2.’de gorulmektedir.

N \

petA RN

Sekil 4.2. Farkh parametreler kullanilarak hazirlanmis PCL membranlarin
goruntisu. Goruntide her bir satinn  basinda o satirdaki 6rneklerin
olusturulmasinda uygulanmig olan akig hizi ve her bir sutunun Uzerinde o

sutundaki orneklerin olusturulmasinda uygulanmis olan gerilimler gosterilmektedir.

Farkli érneklere ait SEM fotograflari; doku iskelesini olusturan fiberlerin benzer ¢ap
ve yapida olmalari, boncuk olusumlarinin bulunmamasi ve yapinin homojen olusu

kriterlerine gore degerlendirilmigtir.
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Elektrostatik egirme sistemi ile olusturulan doku iskelelerinin yapisinda gozlenen
boncuk olusumu genellikle; duslk solisyon konsantrasyonu ve viskozitesi, dusuk
polimer molekll agirhgi, ¢ok yuksek gerilimler, igne ile toplayici arasi mesafenin
¢ok kisa veya uzun olmasi ve solisyonun dusuk iletkenlikte olmasi gibi ¢esitli
parametrelere bagh olarak meydana gelmektedir [67]. Bu etkiler s6z konusu
oldugunda, igne ucundaki damlacigin hacmi kug¢ulmeye baslar ve Taylor konisi
olarak adlandirilan, igne ucundaki polimer damlasinin karakteristik konik hali
kararsizlasarak asimetrik bir hal alir. Bu da boncuk olusumuna neden olur [61].
Boncuk olugumu, elektrostatik egirme ile Uretilen fiberlerin 6zgin 6zelliklerinden
olan yuksek ylzey alanini azaltmak gibi olumsuz etkilere neden olur [91].
Boncuklarin bozunma hizi da fiberlerden farkli seyretmektedir. Bunlarin yaninda
ilag tasima ve salma hazneleri olarak boncuklardan faydalanilan galismalar da

mevcuttur [92].

Farkli parametreler uygulanarak olugsturulan PCL doku iskelelerinin SEM
fotograflarinin degerlendiriimesi sonucu, sisteme 18 kV gerilim uygulayarak, 12-13
cm uzakhktan toplayiciya dogru 2 ml/sa polimer jet akis hiziyla, uygulanan
parametreler birlikte distunuldiginde oda sicakhigl ve %40-55 nemlilik altinda
stabil bir polimer jet akigi saglanarak olusturuimus olan PCL membran (Sekil
4.2.h), fiberlerin benzer yapida olmalari, boncuk olugsumlarinin goérilmemesi
nedeniyle, tez calismasi dahilinde PCL kanallarin olusturulmasi icin uygun
gorilmustir. Orneklerin ortalama fiber capi degeri, goriinti (zerinden 15 adet
fiberin kalinh@r olgulip ortalamasi alinarak hesaplanmigtir. Membrani olusturan
fiberlerin ortalama ¢api1 510 * 26,120 nm‘dir. Tez ¢alismasinda olusturulmus olan
doku iskelesine hicrelerin tutunup dogru bir sekilde blytyerek ¢cogalabilmeleri igin
yeterli ylizey alanini saglamasi, bunun yaninda sinir kanalinin sinir rejenerasyonu
boyunca fiziksel 6zelliklerini muhafaza etmesi agisindan duzenli bir bozunma
gOstermesi 6nemlidir. Bu ylzden boncuk olusumu bu galismada istenmeyen bir
etmendir. Asagidaki SEM fotograflarinda farkli parametreler ile olusturulan iki ayri
fiboroz membranin yapisi arasindaki fark ve net bir sekilde boncuk olusumlari

gOsterilmigtir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. iki farkli PCL membranin SEM gériintiisii a) Membran parametreleri;
Akis Hizi: 4 ml/sa, Gerilim: 12 kV. Boncuk yapilarindan bir kagi sari halkalarin
icerisinde gosterilmistir. b) Membran parametreleri; Akis Hizi: 2 mi/sa, Gerilim: 18
kV. (Tez ¢alismasinda nihai kanallari olusturmak igin tercih edilen) PCL kanallarin
olusturulmasi icin segilen parametrelerdir. Boncuk olusumu goézlenmemistir, yapi

daha homojendir.

Yapilan arastirmalar, ortalama duvar kalinligi 0,81 mm olan bir sinir kanal
uzerinde, duvar kahnhgr 1,1 mm, 1,28 mm ve 1,44 mm gibi daha kalin olan
kanallara oranla rejenere aksonlarin 6nemli Olcide daha uzun oldugunu
g6stermektedir [79]. ince duvar kalinli§ina sahip sinir kanallarinin yiiksek elastiklik
Ozelligine bagli olarak daha az néroma olusumuna sebebiyet verdigi gorulmustar
[93]. Bunun yaninda, ¢ok ince duvarli kanallarin ise in vivo kosullarda ¢okebilecegi
bilinmektedir. Simon ve arkadaslarinin PCL ile hazirladiklari ortalama 170 pum gibi
ince bir duvara sahip sinir kanalinin, implantasyonu takip eden 26.haftada
¢cokmeye ugradigi gozlenmigstir [94]. Meek ve arkadaslari, elektrostatik egirme
yontemiyle PCL/PLGA fiberlerden olusturuimus 150 um duvar kalinliginda sinir
kanallarinin implantasyondan sonra ki 4. ayda %40 c¢okuse ugradigini rapor
etmiglerdir [95].

Farkli ¢alismalardan elde edilmis bu sonuglar géz 6ninde bulundurularak bir
onceki basamakta belirlenmig olan parametrelerin uygulanmasi ile 20, 25, 35 ve
40 dakikalik islemler yapilarak farkli duvar kalinhginda kanallar Gretilmigtir (Sekil

4.4.). Kanallarin duvar kalinligi hesaplanirken, goéruntudeki kanallarin 8 farkli
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noktasindan duvar kalinh@i olgulip ortalamasi alinmigtir. Literatar bilgileri
degerlendirilerek, sinir rejenerasyonu i¢in en uygun olacagi dusunulen kalinhga

sahip kanal segcilmistir.

Sekil 4.4. Farkl surelerde olusturulmus, farklh duvar kalinhigina sahip PCL kanallar
a) 40 dakika, duvar kalinhgr: 740,75 + 87,910 um b) 35 dakika, duvar kalinlig::
698,75 + 34,712 um c) 25 dakika, duvar kalinligi: 550 + 53,410 um d) 20 dakika,
duvar kalinhgi: 424 + 35,534 um

Kanallarin SEM gdrlntileri Uzerinden duvar kalinliklari ol¢llerek ve yapi
butinlidl dikkate alinarak uygun olan secilmigtir. Buna goére, Sekil 4.4.c’de
gorulen kanalin yapisi ve kahnhdr uygun goéralmistir. Tidm bu belirlenen
parametrelere gore olusturulan kanalin detayli goruntuleri Sekil.4.5.’de verilmistir.

Sekildeki kanalin duvar kalinhgr 515,55 + 37,670 um, dis yuzeyini olusturan
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fiberlerin ortalama c¢api 552,533 + 31,418 nm, i¢ ylzeyini olusturan fiberlerin
ortalama capi 645,45 + 26,541 nm’dir.

Sekil 4.5. PCL sinir kanalinin goériintiisi a) Kanalin enine kesiti b) Kanal duvari c)

Kanali olusturan fiberlerin enine kesiti d) Kanalin dis ylzeyi e) Kanalin i¢ ylzeyi
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Tez cgalismasinda hazirlanan 515 pym duvar kalinligina sahip kanal Uzerinde
aksonal buyumenin daha etkili gergeklesecedi, elastikiyeti ve dayaniklihgi
sayesinde in vivo kosullarda gokme olusmayacagi beklenmektedir.

Son olarak Nap-FFGRGD molekuli kullanilarak PCL kanallarin yGzeylerinin RGD
sekansi ile kaplanmasi geregeklestiriimistir. SEM fotograflarina baktigimizda, ayni
sistem parametreleri kullanilarak hazirlanmig iki farkli membrandan; PCL
membrani olusturan fiberlerin ortalam capi 590,25 + 21,612 nm iken, RGD ile
kaplanmig olan fiberlerin ortalam c¢apinin 5656 + 25,816 nm oldugu
goOrulmektedir. Bu sonuca dayanarak RGD ile kaplama islemi sonrasinda fiberlerin
morfolojisini ve g¢apini degistirici herhangi bir etki olugsmadigi sdylenebilir (Sekil
4.6.)

RGD/PCL Kl A\ L
e &7 ,67 4 p '

e

4
{

Sekil 4.6. RGD ile kaplanmis olan PCL fiberler caplarinin, normal PCL fiberler ile
karsilastiriimasi; PCL: Ortalama fiber capi 590,25 + 21,612 nm, RGD/PCL:
Ortalama fiber ¢api 565,6 £ 25,816 nm

Yapilan birgok galisma nano/mikro dlgekte fiberlerin in vitro [96] ve in vivo [97]
kosullarda periferik sinir bliyimesinin yonlendiriimesinde basarili bir sekilde rol
aldigini ortaya koymaktadir. Bu c¢alismalarin ¢cogunda aksonlara rehberlik eden
fiberlerin ortalama c¢api 100-250 um olmasina ragmen [98], 100 um veya daha
genis ¢apli fiberlere oranla hicre boyutunda ya da daha kuguk olan 500 nm ile 30

um arasinda ¢apa sahip fiberler lzerinde sinirsel uzantilarin daha hizli buyadagu
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gOrulmustur [99]. Buradan yola gikarak, hazirlanmig olan PCL kanallarin temelini
teskil eden ortalama 500-600 nm ¢apa sahip fiber yapilarinin sinir rejenerasyon

surecinde bir avantaj saglayacagi beklenmektedir.

4.3. Doku iskelelerinin Mekanik Ozellikleri

Ideal bir sinir kanalinin elastisite modlii, sinir rejenerasyonu boyunca viicut
icindeki fizyolojik ylklenmelere dayanabilecek ve implantasyon surecinde kolay
islenebilmesi icin yeterli dayaniklilik ve esnekligi saglayabilecek sekilde dogal
sinir dokusunun moduline mimkun oldugunca yakin degerde olmalidir [28]. Bu

sekilde aksonal buyumeyi destekleyebilir.

Calisma dahilinde ASTM E4 standartlarina uygun gerilme - uzama testi
gerceklestirilerek 5 adet PCL membranin mekanik 6zellikleri hakkinda veriler elde
edilmistir. Membranlar 1 cm en, 5 cm boy ve 80 um kalinhiginda olup, 5 kN ¢gekme
kuvveti ve 5 mm/dak. sabit gekme hiziyla oda sicakliginda test edilerek bir
geriime - wuzama grafigi olusturulmustur (Sekil 4.7). Grafigin egiminden

malzemenin elastisite moduli elde edilmektedir.

PCL Membran

1,6
1,4
1,2 -

0,8 -

Gerilme (o)

0,6 -
04 -
0,2 -

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Uzama (3)

Sekil 4.7. PCL membranin gerilme - uzama grafigi
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PCL membranlarin mekanik 6zelliklerine iliskin saptanan degerler Cizelge 4.1.'de
verilmigtir. PCL membranlarin azami gerilme gucu 3,0563 = 0,1068 MPa, koptugu
andaki toplam uzama miktari 33,930 = 0,749 mm, elastisite modulu ise 0,23481 £
0,00154 MPa’drr.

Cizelge 4.1. PCL membranin gerilme - uzama grafigi ve mekanik test sonuglari

PCL Membran

Mekanik Ozellikler 5KN ve 5.00 mm/dak.

Azami Gerilme Giicu (MPa) 3,0563 + 0,1068
Kopma Aninda Uzama Miktari (mm) 33,930 £ 0,749
Elastisite Modiilii (MPa) 0,23481 + 0,00154

ic capt 2 mm, duvar kalinligi 500 pm, dis ¢ap! 3 mm ve uzunlugu 1,5 cm olan 5
adet PCL kanalin gerilme-uzama testi, 5 kN ¢ekme kuvveti ve 50 mm/dak. sabit
cekme hiziyla oda sicakhginda gergeklestiriimisti. PCL kanallara iligkin

gerilme - uzama grafigi Sekil 4.8.’de verilmistir.

PCL Kanal
5 -
~ 4 T
)
o 3
S
= 2
[¢B)
) 14
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Uzama (3)

Sekil 4.8. PCL kanalin gerilme - uzama grafigi
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PCL kanallarin mekanik 6zelliklerine iliskin degerler Cizelge 4.2.’de sunulmustur.
PCL kanallarin azami gerilme gucu 5,9206 + 0.8437 MPa, koptugu andaki toplam
uzama miktari 65,313 + 4.086 mm, elastisite modullu ise 0,24844 + 0,00152
MPa’dir.

Cizelge 4.2. PCL kanalin gerilme - uzama grafigi ve mekanik test sonuglari

PCL Kanal

Mekanik Ozellikler 5KN ve 50.00 mm/dak.

Azami Gerilme Giicu (MPa) 5,9206 + 0,8437
Kopma Aninda Uzama Miktar (mm) 65,313 + 4,086
Elastisite Modulu (MPa) 0,24844 + 0,00152

Literatlrde, normal sinirin azami gerilme gucu 2,7 MPa, elastisite modula 0,580
MPa; aselller sinirin ise azami gerilme gucu 1,4 MPa, elastisite modula 0,576
MPa olarak belirtiimistir [100]. Tez kapsaminda hazirlanilan kanallara
baktigimizda, azami gerilme glcinin normal sinir ve aselller sinirden daha fazla
oldugu, bu sayede daha dayanikli oldugu gézlenmektedir. Calismada olusturulan
sinir kanallarinin 0,24844 + 0,00152 MPa olan elastisite modulinin periferik
sinirin elastisite moduli degerinden disik oldugu bu sayede daha esnek bir
yaplya sahip oldugu gozlenmistir. Azami gerilme gucu, elastisite ve mevcut duvar
kalinhgr g6z donune alindiginda, implantasyon sonrasinda vicut igerisindeki agir
baskilar ve hareketlere karsi mekanik acgidan yapisini muhafaza edebilecegi ve

esnek bir yapiya sahip oldugunu sdylenebilir.

Sinir kanalinin in vivo ortamda etkinliginin degerlendiriimesi icin genellikle tercih
edilen hayvan modeli siyatik sinir kesili ratlardir. Sonuglar hazirlanan doku
iskelesinin azami gerilme gucunun F344 rat siyatik sinirinden de (2,72 MPa) daha

fazla oldugunu ortaya koymaktadir [101].
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4.4. Doku iskelelerinin In vitro Kosullarda Biyobozunurluk Ozellikleri

Periferik sinir kesilerinin fonksiyonel iyilesmesi Uzerine yapilan galigmalar ilk 10-12
haftalik sirecin yenilenen aksonlarin distal segmente dogru yonlenmesi agisindan
oldukga dnemli oldugunu gdstermektedir [102,103]. Bu zaman boyunca, yenilenen
sinirler icin yapisini tamamen koruyacak bir mikrogevre olusturmak esastir.
Siddetli aksonal yaralanmalarda ise klinik olarak iyilesme saglanmasinin 18 ayi
bulabildigi gézlenmistir [104]. Kullanilacak olan sinir kanalinin bu sire zarfinda
rejenerasyonu destekleyecek sekilde yapisini korumasi gerekmektedir. Bu amagla
sinir kanali hazirlanmasinda segilen malzeme, periferik sinir rejenerasyonu
surecinden verimli sonuglar alinabilmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu
malzeme ile olusturulacak olan sinir kanali, rejenerasyon boyunca gerilme, itme,

iyi bir esneklige ve dogru bir bozunma oranina sahip olmahdir [105].

PCL, mekanik olarak dayanikli, alifatik ve biyobozunur bir polimerdir. PCL
polimerinin bozunma urtnleri toksik olmayan ve inflamasyonel yaniti tetiklemeyen
suksinik asit, butirik asit, valerik asit ve kaproik asitten olusmaktadir [10].
Yapisinda bulunan alifatik ester baglarina bagli olarak hidrolitik bozunmaya
ugrayabilmektedir. Bununla birlikte tamamen bozunmasi 2-3 yili bulabilmektedir
[106]. Doku iskelesinin boyutu, molekuler agirhigi ve kristalinitesine bagh olarak

bozunma hizi degisiklik gosterebilmektedir.

Tez kapsaminda hazirlanan PCL doku iskelelerinin in vitro olarak bozunma orani
degerlendirilmigtir. Test i¢cin 6 adet 1 cm en 5 cm boyunda 80 um kalinliginda PCL
membran ile 6 adet 2 cm i¢ ¢apa, 500 um duvar kalinhgina ve 2 cm uzunluga
sahip PCL kanal kullaniimigtir. Ornekler, PBS igerisinde olacak sekilde 37°C
sicakhginda calkalamali su banyosunda tutulmustur. Haftada bir kez &rneklerin
icerisinde bulundugu PBS yenilenmigtir. 1 aylik periyotun sonunda &rnekler
desikatdorde kurutulduktan sonra hassas terazide agirliklari olgulmuastir. Testin
Oncesinde de yapilan olcumler ile kiyaslanarak ortalama agirlik degigimi
g6zlenmigtir (Cizelge 4.3.). Bir aylik periyot sonunda, PCL membranin agirliginda
%0,248 oraninda bir azalma goézlenirken, PCL kanalda ise %0,270’lik bir azalis
gorunmektedir. Sonu¢ olarak doku iskelelerinin agirhdinda herhangi dnemli bir

degisiklik gdozlenmemisgtir.
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Cizelge 4.3. Doku iskelelerinin bozunma testi dncesi ve sonrasinda agirlikliklari

Test Oncesi Test Sonrasi % Ortalama Fark
PCL Membran 6,833 £ 0,488 mg 6,816 + 0,691 mg % 0,248
PCL Kanal 8,516 + 0,624 mg 8,493 + 0,633 mg % 0,270

Sonuglar, biyobozunurluk karakteri bakimindan PCL kanalin, iyilesme igin uzun
zaman gerektiren siddetli yaralanmalarda ve buyuk sinir kayipl kesilerin
tedavisinde butunligunu koruyarak aksonal yenilenmeyi destekleyecegine isaret

etmektedir.

4.5. Doku iskelelerinin DCS Yoéntemiyle Saptanan Isil Ozellikleri

Sinir kanal Uretiminde segilen polimerik malzemenin kristalinite 6zelligi, elde
edilen doku iskelesinin kimyasal, mekanik, 1sil ve bozunma hizi gibi diger
karakteristik 6zelliklerini etkilemektedir. Bu ylzden olusturulan doku iskelelerinin
1sil 6zellikleri, DSC yéntemi ile incelenmistir.

Calisma kapsaminda hazirlanan PCL ve RGD ile kaplanmig PCL membranlarin
DSC yontemi ile 1sil analizleri gergeklestiriimigtir. Analiz igin 2 adet 4,8 mg
agirhginde PCL membran ve 2 adet de 5,8 mg agirliginda RGD kapli PCL
membran hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskelelerinin  DSC termogramlari
-90 - 150°C arahginda 10°C/dak. i1sitma hiziyla ve 100 ml/dak. azot akis hizi olan
sistemde c¢ekilmistir. PCL membranin DSC termogrami Sekil 4.9.da
goOrulmektedir. Yari-kristalin PCL polimeri icin literatliirde belirtiimis olan camsi
gecis sicakligi -60°C, erime sicakhgl ise 59°C ile 65°C arasindadir [10]. Tez
calismasinda elektrostatik egirme sistemi ile olusturuimus olan PCL membranin
-61,9°C’lik camsi gegis sicakhgi literatirde belirtilen dedere oldukga yakindir.

Erime sicakldi ise literattirde rapor edilmis olan araliktadir.
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Sekil 4.9. PCL membranin DSC termogrami

RGD ile kaplh PCL membranlara baktigimizda, RGD peptid dizisinin doku
iskelesinin camsi gecis sicakhgi, erime sicakhgi ve kristalizasyon sicakliginda
degisiklige yol actigini goriyoruz. Camsi gecis sicakligi -76,5°C’ye duserken,
erime sicakhgr 61,7°C kristalizasyon sicakhgi ise 29,3°C’ye yukselmistir (Sekil
4.10.).

Yarikristalin polimerlerin kismen gugli molekullerarasi kuvvetleri, polimerin camsi
gecis sicakligi Uzerinde dahi yumusamasini 6nlemektedir. Bu karakterde
polimerlerin elastisite modulu yalnizca yuksek erime sicakliginda onemli olgude
degisebilir [107]. Bunun yaninda kristalinite derecesine bagli olarak, yuksek
kristalinite malzemenin daha sert ve termal olarak daha kararli bir hal almasini
saglarken diger taraftan malzeme daha kirilgan bir karakter kazanir [108,109].
RGD’nin PCL doku iskeleleri Gzerinde malzemenin saglamhigini ve sicaklik altinda
yapisini muhafaza edebilmesini destekleyecek bir etki yarattigi yorumu

cikarilabilmektedir.
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Sekil 4.10. RGD ile kapli PCL membranin DSC termogrami

PCL ve RGD ile kapli PCL doku iskelelerinin camsilagsma gegislerine ilskin

karakteristik degerler Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. PCL ve RGD ile kapli PCL doku iskelelerinin isil 6zellikleri

PCL RGD/PCL
Camsilagma Gegisi
Baslangi¢ Noktasi -65,6°C -76,2°C
Orta Nokta -61,9°C -63,8°C
Bukilme Noktasi -61,9°C -76,5°C
Bitis Noktasi -58,2°C -44,8°C
Ozgiil Is1 Degisimi 0,110 J/g 0,071 J/g
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4.6. RGD ile Kaplanmig PCL Kanallarin Hidrofilitesi

Doku muhendisligi kapsaminda tasarlanan, hidrofilik yluzey 6zelligine sahip doku
iskelelerinin hicrelerin  tutunmasi ve buyumesi igin daha elverigli oldugu
bilinmektedir. Tez calismasinda sinir kanallarini olusturmak igin tercih edilen PCL
polimeri hidrofobik karakterdedir. Hlcrelerin tutunabilmesi icin gerekli olan yuzey
aktif gruplari bakimindan yetersizdir. Bu dezavantajini gidermek, hidrofilik bir
karakter kazandirmak amaciyla PCL kanallarin ylzeyleri RGD peptid dizisi ile

kaplanmigtir.

RGD kaplama isleminin etkinligini gozlemleyebilmek, RGD ile kaplanmig ve
kaplanmamig olan PCL kanallarin kiyaslamasini yapabilmek igin su degme agisi
testi gerceklestiriimigstir. Testte iki farkli gruptan 80 um kalinhginda 5’er adet 6rnek
kullaniimistir. Test boyunca su damlaciginin yuzeyler Gzerindeki durumu
goruntulerle saptanmistir (Sekil 4.11.). PCL membran Uzerindeki su damlasi
yayllma egilimi gdstermezken, RGD kaplanmis olan PCL membranin yizeyi

uzerinde yayilmistir.

Yiizey

—

@

Sekil 4.11. PCL ve RGD kaplh PCL membran Uzerindeki su damlaciginin durumu.

Su damlasinin yuzeyler Uzerindeki goruntulerinden damla ile ylizey arasindaki aci
degerleri analiz edilerek ortalama bir sonu¢ elde edilmigtir. Sonuglar, PCL
kanallarin ytzeylerinin su degme agisi 120,284 + 5,162 iken, RGD ile kaplanmis
olanlarda bu a¢i degerinin 40,583 * 3,589’a kadar dustugund, hidrofobik nitelikteki
PCL kanallarin hidrofilitesinin blyluk oranda arttigini agikga gostermektedir (Sekil
4.12.)).
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Sekil 4.12. PCL ve RGD kapl PCL kanalin su degme agisi testi

Doku iskelelerinin yuzeyi, uygulanacag: spesifik alandaki dodal mikrogevre ile
direkt etkilesimde bulunan birincil kismi teskil ettiginden, yilizey fonksiyonlari son
derece Onemlidir. Yuzeyi hidrofolik nitelikte olan biyomalzemelerin buna paralel
olarak biyouyumlulugunun da yluksek oldugu rapor edilmigtir [85,86]. Sentetik
polimerlerin hidrofobik karakterdeki yizeyleri hicre tutunmasi igin yeterli etkinligi
saglayamadigindan, yuzeylerin hiicre tanima ajanlari ile modifiye edilmesi yaygin
olarak uygulanan bir yaklasimdir. Yin ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, sentetik
bir polimer olan poli-DL-laktik asit tabanhh RGD ile desteklenmis doku
iskelelerinden sinir blUyume faktéri salinmasi ile sinir rejenerasyonunu
desteklemeyi amaclamislardir. Schwann hicrelerinin gogalmasi ve gelismesini
tesvik edici Ozellikteki glial hucrelerin afinitesi igin son derece uyumlu oldugu
g6zlenen bu doku iskelesinin degme acisinin 55,67 + 1,6 oldugu goérulmustur
[110]. Tez kapsaminda, sentetik bir polimer olan PCL temelli doku iskelelerinin,
hicre tutunmasi bakimindan yetersiz olan hidrofobik ylzeyi [42], RGD uglu peptid
dizisi ile fonksiyonlandiriimistir. Degme agisi testi sonuglarina goére, RGD ile
kaplanmig PCL sinir kanallari, Yin ve arkadaslarinin olusturmus oldugu kanallara
oranla daha hidrofilik 6zelliktedir. Literatur bilgilerine dayanarak, degme agcisi

testinin sonuglari bakimindan, tez ¢calismasinda olusturulan sinir kanallarinin RGD
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ile desteklenerek daha biyouyumlu bir hale geldigini, bu sayede sinir rejenerasyon

surecini destekleyici bir rol oynayacagini sdylemek muamkundur.

4.7. FITC isaretli Nap-FFGRGD ile Kaplanan PCL Kanallar

Calismada hazirlanan PCL doku iskeleleri, floresan 6zellikteki FITC molekdlu ile
isaretlenmis RGD peptidi kullanilarak kaplanmigtir. Konfokal mikroskop altinda
analiz yapilarak RGD kaplanmis fiberler gorunttulenmistir. RGD ile kaplanmis olan
fiberler yesil renkte goérinmektedir. PCL membran (Sekil 4.13.a) ile RGD kapli
PCL membranin (Sekil 4.13.b) karsilastirmasi yapildiginda, 630x buyltme altinda
goruntulerdeki yesil alanlar baz alindiginda yorumda bulunulmustur. RGD ile
kaplanmis olan membranda goruntudeki siyah fiberlerin etrafi nano Olgekte
kalinhga sahip bir RGD tabakasiyla sarilmistir. Bu nedenle, gérintideki yesil alan
varhgi RGD kaplanmamis olan membrana goére ¢ok daha fazladir. Kanallarin
enine kesitine bakildiginda (630x buyltmede) ise RGD ile kaplanmamis olan PCL
kanalda herhangi bir floresan renk gozlenmezken (Sekil 4.13.c) RGD kaph
ornekte yesil iIsima yapan bolgeler mevcuttur (Sekil 4.13.d). Sekil 4.5.c’de oldugu
gibi RGD kaplanmis olan PCL kanalin enine kesitine daha yakindan (3000x
blylutmede) bakildiginda fiberlerin etrafinda olusan RGD tabakasi ¢ok daha net
goOrulmektedir (Sekil 4.13.e ve Sekil 4.13.1).
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Sekil 4.13. FITC-isaretli RGD peptidi ile kaplanmis PCL fiberlerin konfokal
mikroskop goérintlisu a) PCL membran b) RGD ile kaplanmis PCL membran c)
PCL kanalin enine kesiti d) RGD ile kaplanmig PCL kanalin enine kesiti ) RGD ile
kaplanmig PCL kanalin enine kesitinin daha yakindan goéruntisu f) RGD ile

kaplanmig PCL kanalin enine kesitinin daha yakindan goruntusu
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Zheng ve arkadaslar, vaskuler greftleri RGD ile fonksiyonlandirarak hayvan
modeli Uzerinde basarili sekilde uyguladiklari ¢alismalarinda, benzer bigcimde FITC
isaretleme yontemini kullanarak, polimer fiberleri Gzerinde olusturulan RGD
tabakalarini géstermislerdir [76]. Tez calismasinda elde edilen sonuglar, Zheng ve
arkadaslarinin bulgulari ile son derece uyusmaktadir. Konfokal mikroskop analizi
PCL fiber ylzeylerinin bagariyla RGD peptid dizisi ile kaplanmis oldugunu

kanitlamaktadir.

Xiao ve arkadaslari yapmis olduklar ¢alismada, RGD peptidi ile desteklenmis
kolajen ve kitosandan olusan doku iskelesiyle, 6zellikle yeni olusan sinir fiberlerinin
uzamasli ve miyelin kilifin olusmasi ile saglanacak olan siyatik sinirin fonksiyonel
olarak iyilesmesi ve hizli bir rejenerasyon slreci saglanabilmesi bakimindan, RGD
destedi olmayan ornege gore daha kuvvetli sonuglar alindigini gdéstermislerdir
[111]. Benzer sekilde, tez kapsaminda hazirlanmis olan RGD ile
fonksiyonlandirilmis doku iskeleleri sayesinde, hasarli sinir bdlgesi Uzerinde
yapisal ve fonksiyonel olarak desteklenmis bir rejenerasyon slrecinin

olusturulmasi beklenmektedir.

4.8. In vitro Galigmalarin Sonucu
4.8.1. WST-1 Analizi Sonuglari

Tez calismalari kapsaminda son olarak doku iskeleleri ile L929 fibroblast
hacrelerinin etkilesimi incelenmistir. L929 hucreleri ¢alismadan 2 gin Once 24
kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucuguna 10* hiicre ekilerek inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra her iki deney doku iskelesi grubu icin birer de kontrol grubu
olmak kosuluyla sirasiyla 800 pg, 400 ug, 200 ug, 100 ug, 50 ug agirliginda PCL
ve RGD kaplanmis PCL doku iskeleleri kuyucuklara yerlestiriimigtir. Sitotoksisite
testi her iki doku iskelesi grubu icin iki tekrarli olmak Uzere bélim 3.4.1.de
anlatilan sekilde gergeklestiriimistir. Kontrol grubundan elde edilen optik yogunluk
degeri referans alinarak (%100) elde edilen sonuglar Cizelge 4.5.te goruldigu
gibidir. Bu sonuglara gére 800 ug 6rnek grubu haricinde tum gruplarda RGD
kaplanmis olan PCL kanallarin L929 hucreleri Gzerindeki sitotoksik etkisinin daha

diisik oldugu goriimektedir. Ozellikle 200 pg 6rnek grubunda yaklasik %45'lik bir
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fark gozlenmektedir. Bu genel sonug, RGD’nin L929 fibroblast hucrelerinin

metabolik aktivitesini destekledigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.5. L929 hucrelerinin PCL ve RGD kaplanmis PCL doku iskeleleri

uzerindeki % metabolik aktivite sonugclari

% Metabolik
Aktivite 50ug 100ug 200ug 400ug 800ug

PCL 92,086331 88,84892 91,00719  114,3885 129,4964

RGD/PCL 112,23022 107,9137  132,0144  133,8129 86,33094

4.8.2. Doku Iskeleleri Uzerindeki L929 Hiicrelerinin Canlilik Durumu

Calismada hazirlanan RGD kaplh PCL doku iskeleleri Uzerindeki L929 fare
fibroblast htcrelerinin ne oranda nekroza ugradigini gérmek ve morfolojik
degerlendirmesini yapabilmek amaciyla Hoechst/Pl ikili boyama ydntemi
kullaniimistir. WST-1 analizinde oldugu gibi kontrol gruplarinin yaninda, 800 ug,
400 pg, 200 pg, 100 pg, 50 pg agirhginda PCL ve RGD kaplanmig PCL doku
iskelelerinin L929 hucrelerinin morfolojik yapisina etkisi bolum 3.4.2.'de anlatildigi
sekilde gerceklestiriimis olup inverted mikroskop altinda hicrelerin durumu analiz

edilmistir. Deneye iliskin mikroskop goéruntuleri Sekil 4.14.’te sunulmustur.

ik olarak referans niteligindeki kontrol grubuna ait fotograflar verilmis, daha sonra
50 ug’dan baglamak Uzere 800 pg’a kadar olan deney gruplarinin, ayni bolgeden
alinmis karsilastirmali  fotograflari sunulmustur. Sekil 4.14.’te karsilastirmali
fotograflardan sol tarafta bulunanlari, Hoechst ile mavi renkte boyanmig buyuk
¢ogunlugu canli olan hucreleri, sag taraftakiler ise Pl ile kirmizi renkte boyanmis
nekrotik hicreleri gdstermektedir. Elde edilen sonuglarda, RGD ile kaplanmis olan
PCL kanallar Uzerinde, kaplanmamis olan PCL kanala nazaran daha az nekrotik
hicre oldugu, dolayisiyla bu RGD’li kanallarin hiicrelerin yasayabilmesi igin daha

elverigli oldugu anlagilmaktadir.
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Kontrol
Grubu

PCL RGD/PCL
o -- --
o -- --
o -- --

Sekil 4.14. ikili boyama teknigiyle boyanmis L929 hiicrelerinin kontrol grubu ve

50 pg

100 pg

farkh agirliklardaki doku iskeleleri Uzerindeki goruntust. Mavi olarak gértnenler
Hoechst ile boyanmis canli veya apoptotik hicreler, kirmizi olarak gorunenler PI

ile boyanmis nekrotik hiucreler
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Mikroskop fotograflari Uzerinden, hucrelerin nekrotik olma durumlarina gore
istatistiksel analiz gergeklestiriimistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6.'da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Doku iskeleleri Gzerinde % nekrotik L929 hicre oranlari

% Nekrotik
Hiicre Kontrol 50ug 100ug 200ug 400ug 800ug

PCL 4,6 13,23 10,43 7 14,6 14,87

RGD/PCL 4,6 6,67 9,6 5,3 1,7 6,76

Williams ve arkadaslari, sinir kanali ile desteklenen rat siyatik sinir rejenerasyonu
modelinde fibroblastlarin  énemini gdézlemlemislerdir [112]. Sinir kanal
implantasyonunu takip eden ilk haftada, sinir boslugunu kdprileyici aselller fibrin
bir matriksin olustugu gozlenmistir. Ikinci haftada, fibrin matriks igerisinde
Schwann hicreleri, fibroblastlar, endotelyal hucreler ve perinéral hucreler
cogalmaktadir. Bunu izleyen haftalarda akson géclni ydnlendirmek, akson
miyelinizasyonunu dizenlemek, yeni kan damarlarinin olusumunu desteklemek

icin Schwann hucrelerinin ve fibroblastlarin aktivitesi devam etmektedir [110].

Periferik sinir, fibroblastlar, endotelyal hlcreler ve ekstraseluler matriksin
olusturdugu bag dokusu ile ¢evrelenmis halde bulunmaktadir [113]. Fibroblastlar
ve endotelyal hicreler, sinir buyime faktorlerinin ve aksonal biylimeyi aktive ettigi
kanitlanmig olan vaskuler bayume faktorlerinin Uretimini gergeklestirmektedirler
[113,114].

Yapilan g¢alisma, tez kapsaminda hazirlanmis olan RGD ile fonksiyonlandiriimig
nanofibréz PCL sinir kanallarinin, sinir rejenerasyon sirecinde temel rol oynayan

fibroblastlarin canliligi icin uygun oldugunu kanitlamaktadir.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez calismasindan elde edilen genel sonuglar bu bdolimde maddeler halinde

sunulmustur.

»  Tez galismasi kapsaminda, elektrostatik egirme sistemi kullanilarak, sentetik
bir polimer olan Poli-e-kaprolakton’dan hazirlanmig, sinir rejenerasyon
surecini destekleyecek kalinlikta, 500-600 nm ortalama c¢apa sahip
fiberlerden meydana gelen, 2 mm i¢c ¢cap ve 2 cm uzunlugunda sinir

rejenerasyon kanallari hazirlanmigtir.

»  PCL kanallarin temelini olusturan fiber yapilarinin ylizeyinde, Nap-FFGRGD
molekulinin hidrofobik ylzeyler (zerinde kendiliginden dizenlenmesi
yaklasimindan faydalanarak, dogal esktraseliler matriks igerisindeki
proteinlerin yapisinda bulunan ve hicre tutunmasi asamasinda primer rol
oynayan “RGD Ugli peptid dizisi’nden meydana gelen bir tabaka

olusturulmustur.

» Calisma dahilinde hazirlanan membranlar ve kanallarin morfolojilerinin
belirlenmesi amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) kullaniimigtir.
Elektrostatik edirme sisteminde gerilim, akis hizi, igne ile toplayici arasi
uzaklik, sicaklik ve nem gibi temel parametrelerin farkli degerleri uygulanarak
gerceklestiriien 6n calismalarda, farkh fiber morfolojisine sahip PCL
membranlar hazirlanmistir. Hazirlanan membranlarin  SEM analizlerine
dayanarak, literatir bilgileri dahilinde sinir rejenerasyonu igin uygun
niteliklerde oldugu disunulen kanalin tasarlanmasi i¢in gerekli parametrelerin
18 kV gerilim, 12-13 cm uzaklik, 2 ml/sa polimer jet akis hizi, oda sicakhgi ve

%40-55 nemlilik oldugu sonucuna variimigtir.
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Belirlenen sistem parametreleri ile benzer yapida fiberlerden olusan, nano
Olcekte fiberlerin saglamis oldugu ylksek ylzey alani avantajini sekteye
ugratabilecek boncuk olusumlarinin gorulmedigi, mevcut caligmalara gore
implantasyon sonrasinda fizyolojik etkilerle ¢cokmeye ugramayacak kalinliga
sahip, dikis igin elverigli, duvar kalinhgi 515 pym olan PCL kanallar

olusturulmustur.

Ayni sistem parametreleri kullanilarak hazirlanmig olan PCL ve RGD ile
kaplanmig PCL kanallarin SEM géruntuleri, PCL fiberlerin ortalama ¢apinin
590,25 + 21,612 nm, RGD’li fiberlerin ise 565,6 + 25,816 nm oldugunu
ortaya koymustur. Mevcut degerlere ve fiberlerin gérintisune bakarak RGD
ile kaplama igleminin fiberlerin morfolojisini ve c¢ap kalinhdini degistirici

herhangi bir etki yaratmadigi sonucuna ulasiimigtir.

Tez kapsaminda hazirlanilan PCL kanallarin mekanik o6zellikleri gerilme -
uzama testi ile belirlenmigtir. Kanallarin, 5,9206 + 0,8437 MPa degerindeki
azami gerilme guclnin normal sinir ve aselller sinirden daha fazla oldudu,
0,24844 + 0,00152 MPa’lik elastise modulli bakimindan da daha esnek bir
yaplya sahip oldugu goérulmustir. Bu veriler, kanallarin implantasyon islemi
sonrasi vlcut icerisindeki agir baskilar ve hareketler karsisinda mekanik
acidan dayaniklihgr ve elastisite modulu degerinden de anlasilacagl uzere

esnekligi sayesinde yapisini koruyabilecegini gostermektedir.

Olugturulan PCL kanallarin in vitro kosullarda bir aylk periyotta
biyobozunurlugu degelendirilmistir. Deney sureci sonunda doku iskelesinin
agirhgdinda %0,27’lik bir azalma gdézlenmigtir. Bu sonug, olusturulan sinir
kanallarinin, rejenerasyon igin kritikk olan ilk 4 ayhk suregte yapisini
muhafaza edebilecegini bunun yani sira iyilesme igin uzun sureler gerektiren
siddetli aksonal yaralanmalarda ve sinir kaybinin buylk oldugu durumlarda

fiziki acidan rejenerasyonu destekleyebilecegini gostermektedir.

Olusturulan sinir kanallarinin 1sil 6zellikleri DSC ile karakterize edilmigtir.
Sinir kanali hazirlanmasi igin segilen polimerlerin kristaliniteleri; kimyasal,

mekanik, 1sil ve bozunma hizi gibi karakteristik diger Ozelliklerini de
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etkilemektedir. Hazirlanan doku iskelelerinin DSC termogramlari -90 - 150°C
araliginda, 10°C/dak. i1sitma hiziyla ve 100 mi/dak. azot akis hizi olan
sistemde cekilmistir. PCL’un yarikristalin 6zelligi malzemenin camsi gegis
sicakhgl Uzerinde dahi yumusamasini 6nlemektedir. Tezde, PCL ile
olusturulan sinir kanalinin termal ozellikleri, literatirde PCL ile belirtiimig
olan isil ozelliklerle uyusmaktadir. RGD ile kaplanmis olan PCL sinir
kanallarinin ise yuksek sicaklik altinda yapisini daha iyi muhafaza

edebilecegi yorumu cikarilabilmektedir.

Sessile damla yontemi kullanilarak RGD ile kaplanan PCL doku iskeleleri
yuzeyinin hidrofilitesine dair bilgiler edinilmigtir. RGD ile kaplama islemi
yapilmasinin Orneklerin su degme acisini 120,284 + 5,162 dereceden
40,583 + 3,589 dereceye kadar dusurdigu, bu sayede hidrofobik nitelikteki
PCL kanallarin ylzeyinin hidrofilik bir karakter kazanarak hicre tutunmasi,
cogalmasi ve farklilagmasi igin elverigli, daha biyouyumlu bir hale geldigi

sonucu ¢ikarilabilmektedir.

PCL fiberlerin Gzerindeki RGD sekansinin dagihmini gorebilmek amaciyla
FITC floresan probu ile isaretlenmis Nap-FFGRGD molekdlt kullanilarak
fiberler kaplanmigtir. FITC probu, RGD peptid dizisinin primer amini ile
reaksiyona girerek yesil floresan renk vermektedir. Konfokal mikroskop
altinda incelenen FITC igaretli 6rneklerde PCL fiber ylzeylerinin basariyla

RGD peptid dizisi ile kaplanmis oldugu gorulmustar.

Calisma kapsaminda hazirlanan RGD sekansi ile fonksiyonlandirilmigs PCL
doku iskeleleri tzerine hlcrelerin tutunmasi, ¢cogalmasi ve farklilasmasinin
blylk oranda desteklenecedi, hasarli sinir bolgesi Uzerinde yapisal ve
fonksiyonel rejenerasyonun saglandigi bir iyilesme surecinin olugsmasi

beklenmektedir.

RGD ile kaph PCL sinir kanallarinin hacreler GUzerindeki etkinliginin
degerlendiriimesi amaciyla, ASTM tarafindan sitotoksisite testleri icin
kullaniimasi 6nerilen L929 fibroblast htcreleri ile in vitro c¢alismalar

gerceklestiriimistir. Deney kapsaminda olusturulan gruplarin geneline
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bakildiginda RGD ile kaplanmis olan PCL kanallarin, kaplanma yapiimamis
olan kanallara gore 48 saatlik periyotta L929 hcreleri Uzerinde sitotoksik
etkisinin daha dusik oldugu saptanmistir. RGD peptid dizisinin L929

fibroblast hucrelerinin metabolik aktivitesini destekledigi sonucuna variimistir.

Sinir kanallarinin, sinir rejenerasyon surecinde aksonal uzantilarin buyumesi,
bu uzantilarin ydnlendiriimesi, myelin kilif ve kan damarlari olusumunu
destekledigi bilinen fibroblast hucrelerinin canlihik durumuna yaptig1 etki
Hoechst/Pl ikili boyama teknigi ile belirlenmigtir. Yapilan analiz, RGD ile
kaplanmis olan PCL kanallar Gzerinde, RGD ile desteklenmemis kanallara
oranla daha fazla canli L929 fibroblast hucresinin oldugunu ortaya
koymustur. RGD sekansi ile fonksiyonlandirilmis nanofibroz PCL sinir
kanallarinin, sinir rejenerasyon surecinde son derece onemli rol oynayan

fibroblastlarin canliligini koruyabilmesi igin elverisli oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak tez calismasi kapsaminda, periferik sinir rejenerasyonunun
saglanabilmesi igin, nano Olgcekte PCL fiberlerinden meydana getirilmis RGD
sekansi ile destekli, biyouyumlu ve biyobozunur nitelikte umut verici alternatif

bir sinir kanal olusturulmustur.

83



[1]

[2]
[3]
[4]

[5]

[6]

[7]
[8]
[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

KAYNAKLAR

Schmidt, C.E., Leach, J.B., Neural tissue engineering: strategies for repair
and regeneration, Annual Review of Biomedical Engineering, 5, 293-347,
2003.

Nervous System, http://www.adamimages.com/Nervous-system-
lllustration/P19683/ F4 (Temmuz, 2013).

Willis, W.D., The Nervous System. Physiology, (eds: Berne, R.M., Levy,
M.N., Koeppen, B.M., Stanton, B.A.), Mosby, St. Louis, 81-226, 1998.
Thomas, M.J., Sanes, J.R., The Development of the Nervous System.
Principles of Neural Science, (eds: Kandel, E.R., Schwartz, J.H., Jessell,
T.M.) McGraw-Hill Health Professions Division, New York, 1019-1161,
2000.

Guyton, A.C., Hall, J.E., Textbook of Medical Physiology. 10th edition,
Saunders, Philadelphia, xxxii, 1064, 2000.

Topp, K.S., Boyd, B.S., Structure and biomechanics of peripheral nerves:
nerve responses to physical stresses and implications for physical
therapist practice. Physical Therapy, 86, 92-109, 2006.

Verkhratsky, A., Butt, A.M., Glial Neurobiology, 1st edition, John Wiley &
Sons Inc., Chichester, 2007.

Lee, S.K., Wolfe, S.W., Peripheral nerve injury and repair, The Journal of
the American Academy of Orthopaedic Surgeons, 8, 243-252, 2000.
Ichihara, S., Inada, Y., Nakamura, T., Artificial nerve tubes and their
application for repair of peripheral nerve injury: an update of current
concepts, Injury, 39S4, 29-39, 2008.

Kehoe, S., Zhang, X.F., Boyd, D., FDA approved guidance conduits and
wraps for peripheral nevre injury: a review of materials and efficacy, Injury,
43, 553-572, 2012.

National Spinal Cord Injury Statistical Center, Spinal cord injury facts and
figures at a glance, The Journal of Spinal Cord Medicine, 34, 620-621,
2011.

Geuna, S., Raimondo, S., Ronchi, G., Di Scipio, F., Tos, P., Czaja, K.,
Fornaro, M., Chapter 3: Histology of the peripheral nerve and changes
occurring during nerve regeneration. International Review of Neurobiology,
87, 27-46, 2009.

Kingham, P.J., Terenghi, G., Bioengineered nerve regeneration and
muscle reinnervation. Journal of Anatomy, 209, 511-526, 2006.

Pabari, A., Yang, S.Y., Mosahebi, A., Seifalian, A.M., Recent advances in
artificial nerve conduit design: strategies for the delivery of luminal fillers,
Journal of Controlled Release, 156, 2-10, 2011.

Belkas, J.S., Shoichet, M.S., Midha, R., Peripheral nerve regeneration
through guidance tubes, Neurological Research, 26, 151-160, 2004.
Waller, A., Experiments on the section of the glossopharyngeal and
hypoglossal nerves of the frog, and observations of the alteration
produced thereby in the structure of their primitive fibers, Philosophical
Transactions of the Royal Society of London, 140, 423-429, 1850.

Rivlin M., Sheikh E., Isaac R., Beredjiklian P.K., The role of nerve
allografts and conduits for nerve injuries, Hand Clinics, 26, 435-446, 2010.
Seddon, H.J., Medawar, P.B., Smith, H., Rate of regeneration of
peripheral nerves in man, The Journal of Physiology, 102, 191-215, 1943.

84


http://www.adamimages.com/Nervous-system-Illustration/PI9683/
http://www.adamimages.com/Nervous-system-Illustration/PI9683/

[19]
[20]

[21]

[22]
[23]

[24]

[25]
[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

Sunderland, S., Nerves and nerve injuries, 2nd edition, Churchill
Livingstone, London, 120-127, 134-140, 1978.

Greene, W.B., Netter's Orthopaedics, 1st edition, Philadelphia, Saunders
Elsevier, 2006.

Jiang, X., Lim, S.H., Mao, H.Q., Chew, S.Y., Current applications and
future perspectives of artificial nerve conduits, Experimental Neurology,
223, 86-101, 2010.

Ferrara, G., Nuova Selva di Cirurgia Divisia tre Parti. Venice, ltaly, S
Combi, 1608.

Huber, G.C., A study of the operative treatment for loss of nerve
substance in peripheral nerves. Journal of Morphology,11, 629-735, 1895.
Belkas, J.S., Shoichet, M.S., Midha R., Axonal guidance channels in
peripheral nerve regeneration, Operative Techniques in Orthopaedics, 14,
190-198, 2004.

Millessi, H., Techniques for nerve grafting. Hand Clinics,16, 73-91, 2000.
Yan, Q., Yin, Y., Li, B., Use new PLGL-RGD-NGF nerve conduits for
promoting peripheral nerve regeneration, Biomedical Engineering Online,
11, 36, 2012.

Biomaterial ~ Scaffold, http://bme240.eng.uci.edu/students/06s/jdiomamp
/biomaterial.htm (Temmuz, 2013)

Cooper, A., Bhattarai, N., Zhang, M., Fabrication and cellular compatibility
of aligned chitosan—-PCL fibers for nerve tissue regeneration,
Carbohydrate Polymers, 85, 149-156, 2011.

Madison, R.D., Archibald, S.J., Krarup, C., Peripheral nerve injury. Wound
Healing: Biochemical and Clinical Aspects, (eds: Cohen, |.K., Diegelmann,
R.F., Lindblad, W.J.) Saunders, Philadelphia, 450-489, 1992.

Huang, W., Begum, R., Barber, T., Ibba, V., Tee, N.C., Hussain, M.,
Arastoo, M., Yang, Q., Robson, L.G., Lesage, S., Gheysens, T., Skaer,
N.J., Knight, D.P., Priestley, J.V., Regenerative potential of silk conduits in
repair of peripheral nerve injury in adult rats, Biomaterials, 33, 59-71,
2012.

Pabari, A., Yang, S.Y., Seifalian, A.M., Mosahebi, A., Modern surgical
management of peripheral nerve gap, Journal of Plastic, Reconstructive &
Aesthetic Surgery, 63, 1941-1948, 2010.

Shan, K.H., Polymeric Nanofiber Conduits for Peripheral Nerve
Regeneration, Doktora Tezi, National University of Singapore, Graduate
School for Integrative Sciences and Engineering, Singapore, 2009.

Nair, L.S., Laurencin, C.T., Polymers as biomaterials for tissue
engineering and controlled drug delivery. Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, 102, 47-90, 2006.

Wang, S., Cai, L., Polymers for Fabricating Nerve Conduits, International
Journal of Polymer Science, 1-20, 2010.

Chiono, V., Tonda-Turo, C., Ciardelli, G., Artificial scaffolds for peripheral
nerve reconstruction, International Review of Neurobiology, 87, 173-198,
2009.

Ciardelli, G., Chiono, V., Materials for peripheral nerve regeneration,
Macromolecular Bioscience, 6, 13-26, 2006.

85


http://bme240.eng.uci.edu/students/06s/jdiomamp%20/biomaterial.htm
http://bme240.eng.uci.edu/students/06s/jdiomamp%20/biomaterial.htm

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

Yao, L., de Ruiter, G.C., Wang, H., Knight, A.M., Spinner, R.J.,
Yaszemski, M.J., Windebank, A.J., Pandit, A., Controlling dispersion of
axonal regeneration using a multichannel collagen nerve conduit,
Biomaterials, 31, 5789-5797, 2010.

Nisbet, D.R., Crompton, K.E., Horne, M.K., Finkelstein, D.l., Forsythe,
J.S., Neural tissue engineering of the CNS using hydrogels, Journal of
Biomedical Material Research Part B, 87, 251-263, 2008.

Jansen, K., van der Werff, J.F., van Wachem, P.B., Nicolai, J. P., de Lelij,
L.F., van Luyn, M.J., A hyaluronan-based nerve guide: in vitro cytotoxicity,
subcutaneous tissue reactions, and degradation in the rat, Biomaterials,
25, 483-489, 2004.

Yang, Y., Ding, F., Wu, J., Hu, W., Liu, W., Liu, J., Gu, X., Development
and evaluation of silk fibroin-based nerve grafts used for peripheral nerve
regeneration, Biomaterials, 28, 5526-5535, 2007.

Stang, F.,Keilhoff, G., Fansa, H., Biocompatibility of Different Nerve
Tubes, Materials, 2, 1480-1507, 2009.

Ghasemi-Mobarakeh, L., Prabhakaran, M.P., Morshed, M., Nasr-Esfahani,
M.H.,Ramakrishna, S., Bio-functionalized PCL nanofibrous scaffolds for
nerve tissue engineering, Materials Science and Engineering C, 30, 1129-
1136, 2010.

Kanani, A.G., Bahrami, S.H., Effect of changing solvents on poly(e-
caprolactone) nanofibrous webs morphology, Journal of Nanomaterials, 1-
10, 2011.
Polycaprolactone,http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/O
5/a 704105.png (Temmuz, 2013).

Chung, T.W., Yang, M.C., Tseng, C.C., Sheu, S.H., Wang, S.S., Huang,
Y.Y., Chen, S.D., Promoting regeneration of peripheral nerves in-vivo
using new PCL-NGF/Tirofiban nerve conduits, Biomaterials, 32, 734-743,
2011.

Yang, X., Wang, H., Electrospun Functional Nanofibrous Scaffolds for
Tissue Engineering, Tissue Engineering, (ed: Eberli, D.), InTechOpen,
159-178, 2010.

Subramanian, A., Krishnan U.M., Sethuraman, S., Development of
biomaterial scaffold for nerve tissue engineering: Biomaterial mediated
neural regeneration, Journal of Biomedical Science, 16, 108, 2009.

Huang, Z.M., Zhang, Y.Z., Kotaki, M., Ramakrishna, S., A review on
polymer nanofibers by electrospinning and their applications in
nanocomposites, Composites Science and Technology, 63, 2223-2253,
2003.

Nayak, R., Kyratzis, I.L., Truong, Y.B., Padhye, R., Arnold, L., Recent
advances in nanofibre fabrication techniques, Textile Research Journal,
82, 129-147, 2012.

Ondarcuhu, T., Joachim, C., Drawing a single nanofiber over hundreds of
microns, Europhysics Letters, 42, 215-218, 1998.

Tao, S.L., Desai, T.A., Aligned arrays of biodegradable poly(epsilon-
caprolactone) nanowires and nanofibers by template synthesis. Nano
Letters,7, 1463-1468, 2007.

Zhang, Z., Hu, J., Ma, P.X., Nanofiber-based delivery of bioactive agents
and stem cells to bone sites, Advanced Drug Delivery Reviews, 64, 1129-
1141, 2012.

86


http://www.mdpi.com/search?authors=Felix+Stang
http://www.mdpi.com/search?authors=Gerburg+Keilhoff
http://www.mdpi.com/search?authors=Hisham+Fansa
http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/05/a_____704105.png
http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/05/a_____704105.png
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Subramanian%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krishnan%20UM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sethuraman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939265
http://www.futuremedicine.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(ma%2C+p+x)

[53]

[54]
[55]
[56]
[57]
[58]
[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

Cui, H., Webber, M.J., Stupp, S.l., Self-assembly of peptide amphiphiles:
from molecules to nanostructures to biomaterials, Biopolymers, 94, 1-18,
2010.

Dahlin, R.L., Kasper, F.K., Mikos, A.G., Polymeric nanofibers in tissue
engineering, Tissue Engineering Part B Reviews, 17, 349-364, 2011.
Bhardwaj, N., Kundu, S.C., Electrospinning: A fascinating fiber fabrication
technique, Biotechnology Advances, 28, 325-347, 2010.

Cooley, J.F., Apparatus for electrically dispersing fluids, US Patent
Specification 692631, 1902.

Morton, W.J., Method of dispersing fluids, US Patent Specification
705691, 1902.

Formhals, A., Process and apparatus for preparing artificial threads, US
patent, 1,975,504, 1934.

Formhals, A., Production of artificial fibers from fiber forming liquids, US
patent, 2,323,025, 1943.

Taylor, G., Electrically driven jets, The Royal Society of London
Proceedings Series A Mathematical Physical and Engineering Sciences,
313, 453-475, 1969.

Garg, K., Bowlin, G.L., Electrospinning jets and nanofibrous structures,
Biomicrofluidics, 5, 013403, 2011.

Doshi, J., Reneker, D.H., Electrospinning process and applications of
electrospun fibers, Journal of Electrostatics, 35, 151-160, 1995.

Reneker, D.H., Chun, I., Nanometer diameter fibres of polymer, produced
by electrospinning, Nanotechnology, 7, 216-223, 1996.

Reneker, D.H., Yarin, A.L. Electrospinning jets and polymer nanofibers,
Polymer, 49, 2387-2425, 2008.

Kidoaki, S., Kwon, I.K., Matsuda, T., Mesoscopic spatial designs of nano
and microfiber meshes for tissue-engineering matrix and scaffold based
on newly devised multilayering and mixing electrospinning techniques,
Biomaterials, 26, 37-46, 2005.

Stankus, J.J., Guan, J., Fujimoto, K., Wagner, W.R., Microintegrating
smooth muscle cells into a biodegradable, elastomeric fiber matrix,
Biomaterials, 27, 735-474, 2006.

Murugan, R., Ramakrishna, S., Design strategies of tissue engineering
scaffolds with controlled fiber orientation, Tissue Engineering, 13, 1845-
1866, 2007.

Yu, W., Zhao, W., Zhu, C., Zhang, X., Ye, D., Zhang W., Zhou Y., Jiang
X., Zhang Z., Sciatic nerve regeneration in rats by a promising electrospun
collagen/poly(epsilon-caprolactone) nerve  conduit with  tailored
degradation rate, BMC Neuroscience, 12, 68, 2011.

Panseri, S., Cunha, C., Lowery, J., Carro, U.D., Taraballi, F., Amadio, S.,
Vescovi, A., Gelain, F., Electrospun micro- and nanofiber tubes for
functional nervous regeneration in sciatic nerve transections, BMC
Biotechnology, 8, 39-50, 2008.

Hwang, D.S., Sim, S.B., Cha, H.J., Cell adhesion biomaterial based on
mussel adhesive protein fused with RGD peptide, Biomaterials, 28, 4039-
4046, 2007.

Murtomaki-Repo S., The role of laminin in development, regeneration and
Injuries of the nervous system, Doktora Tezi, University of Helsinki,
Faculty of Medicine, Institute of Biomedicine, Helsinki, 2000.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cui%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20091874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Webber%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20091874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stupp%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20091874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dahlin%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21699434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasper%20FK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21699434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikos%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21699434
http://zhang.w.lib.bioinfo.pl/auth:Zhang,W
http://zhou.y.lib.bioinfo.pl/auth:Zhou,Y
http://jiang.x.lib.bioinfo.pl/auth:Jiang,X
http://zhang.z.lib.bioinfo.pl/auth:Zhang,Z

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Zhang, P., Wu, H., Lu, Z., Deng, C., Hong, Z., RGD-conjugated copolymer
incorporated into composite of poly(lactide-co-glycotide) and poly(L-
lactide)-grafted nanohydroxyapatite for bone tissue engineering,
Biomacromolecules, 12, 2667-2680, 2011.

Ananthanarayanan, B., Little, L., Schaffer, D.V., Healy, K.E., Tirrell, M.,
Neural stem cell adhesion and proliferation on phospholipid bilayers
functionalized with RGD peptides, Biomaterials, 31, 8706-8715, 2010.
Bellis, S.L., Advantages of RGD peptides for directing cell association with
biomaterials, Biomaterials, 32, 4205-4210, 2011.

Hersel, U., Dahmen, C., Kessler, H., RGD modified polymers: biomaterials
for stimulated cell adhesion and beyond, Biomaterials, 24, 4385-4415,
2003.

Zheng, W., Wang, Z., Song, L., Zhao, Q., Zhang, J., Li, D., Wang, S., Han,
J., Zheng, X.L.,Yang, Z., Kong, D., Endothelialization and patency of
RGD-functionalized vascular grafts in a rabbit carotid artery model,
Biomaterials, 33, 2880-2891, 2012.

Wang, Z., Wang, H., Zheng, W., Zhang, J., Zhao, Q., Wang, S., Yang, Z.,
Kong, D., Highly stable surface modifications of poly(3-caprolactone)
(PCL) films by molecular self-assembly to promote cells adhesion and
proliferation, Chemical Communications, 47, 8901-8903, 2011.

21 Gauge Needle,Hamilton, http://www.hamiltoncompany.com/item/view/c
/376/p/ 1918/ (Temmuz, 2013)

Nicoli Aldini, N., Fini, M., Rocca, M., Giavaresi, G. Giardino, R., Guided
regeneration with resorbable conduits in experimental peripheral nerve
injuries, International Orthopaedics, 24, 121-125, 2000.

Rutkowski, G.E., Heath, C.A., Development of a bioartificial nerve graft. Il.
Nerve regeneration in vitro, Biotechnology Progress, 18, 373-379, 2002.
Nectow, A.R., Marra, K.G., Kaplan, D.L., Biomaterials for the development
of peripheral nerve guidance conduits, Tissue Engineering Part B
Reviews, 18, 40-50, 2012.

Hsu, S.H., Chan, S.H., Chiang, C.M., Chen C.C., Jiang, C.F.. Peripheral
nerve regeneration using a microporous polylactic acid asymmetric
conduit in a rabbit long-gap sciatic nerve transection model, Biomaterials,
32, 3764-3775, 2011.

Liu, G.Y., Zhang, Q., Jin, Y., Gao, Z.L., Stress and strain analysis on the
anastomosis site sutured with either epineurial or perineurial sutures after
simulation of sciatic nerve injury, Neural Regeneration Research, 7, 2299-
2304, 2012.

Pooria G., Moghadam T.T., Ranjbar B., Differential scanning calorimetry
techniques: applications in biology and nanoscience, Journal of
Biomolecular Techniques, 21, 167-193, 2010.

Hezi-Yamit, A., Sullivan, C., Wong, J., David, L., Chen, M., Cheng,
P., Shumaker, D., Wilcox, J.N., Udipi, K., Impact of polymer hydrophilicity
on biocompatibility: implication for DES polymer design, Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 90, 133-141, 2009.

Menzies, K.L.,Jones, L., The impact of contact angle on the
biocompatibility of biomaterials, Optometry & Vision Science, 87, 387-399,
2010.

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20XL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kong%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22244694
http://www.hamiltoncompany.com/item/view/c%20/376/p/%201918/
http://www.hamiltoncompany.com/item/view/c%20/376/p/%201918/
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=01429612&issue=v32i0015&article=3764_pnruamrlsntm
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=01429612&issue=v32i0015&article=3764_pnruamrlsntm
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=01429612&issue=v32i0015&article=3764_pnruamrlsntm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gill%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moghadam%20TT%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranjbar%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hezi-Yamit%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=David%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheng%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheng%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shumaker%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilcox%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Udipi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18491390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menzies%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20375749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20375749

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

Brown S.A., Lemons, J.E., Mateo, N.B., New Products and Standards,
Biomaterials Science, An Introduction to Materials in Medicine, (eds:
Ratner B.D., Hoffman, A.S., Schoen, F.J., Lemons, J.E.), Elsevier
Academic Press, New York, 457-464, 2004.

Griffin, J., Delgado-Rivera, R., Meiners, S., Uhrich, K.E., Salicylic acid-
derived poly(anhydride-ester) electrospun fibers designed for regenerating
the peripheral nervous system, Journal of Biomedical Materials Research
Part A, 97, 230-242, 2011.

Yingsukwattana, K., Agthong, S., Mongkonnavin, R., Tabata, Y.,
Kanokpanont, S., Development of a protein-filed conduit for peripheral
nerve regeneration, Advanced Materials Research, 55-57, 701-704, 2008.
Angius, D.,Wang, H., Spinner, R.J., Gutierrez-Cotto, Y., Yaszemski,
M.J., Windebank, A.J., A systematic review of animal models used to
study nerve regeneration in tissue-engineered scaffolds, Biomaterials, 33,
8034-8039, 2012.

Zhang, D., Karki, A.B., Rutman, D., Young, D.P., Wang, A., Cocke, D., Ho,
T.H.,, Guo, Z.H., Electrospun polyacrylonitrile nanocomposite fibers
reinforced with Fe304 nanoparticles: fabrication and property analysis,
Polymer, 50, 4189-4198, 2009.

Qi, H., Hu, P., Xu, J., Wang A., Encapsulation of drug reservoirs in fibers
by emulsion electrospinning: morphology characterization and preliminary
release assessment, Biomacromolecules, 7, 2327-2330, 2006.

Meek, M.F., Robinson, P.H., Stokroos, I., Blaauw, E.H., Kors, G., den
Dunnen, W.F., Electronmicroscopical evaluation of short-term nerve
regeneration through a thin-walled biodegradable poly(DLLA-epsilon-CL)
nerve guide filled with modified denatured muscle tissue, Biomaterials, 22,
1177-1185, 2001.

Simon, D., Shanks, R.A., Poly(caprolactone) thin film preparation,
morphology and surface texture, Journal of Applied Polymer Science, 103,
1287-1294, 2007.

Meek, M.F., Den Dunnen W.F., Schakenraad, J.M., Robinson, P.H., Long-
term evaluation of functional nerve recovery after reconstruction with a
thin-walled biodegradable poly (DL-lactide-epsilon-caprolactone) nerve
guide, using walking track analysis and electrostimulation tests,
Microsurgery, 19, 247-253, 1999.

Rangappa, N., Romero, A., Nelson, K.D., Eberhart, R.C., Smith, G.M,,
Laminin-coated poly(L-lactide) filaments induce robust neurite growth
while providing directional orientation, Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 51, 625-634, 2000.

Lundborg, G., Dahlin, L., Dohi, D., Kanje, M., Terada, N., A new type of
“bioartificial” nerve graft for bridging extended defects in nerves,
The Journal of Hand Surgery: British Volume, 22, 299-303, 1997.

Smeal, R.M., Rabbitt, R., Biran, R., Tresco, P.A., Substrate curvature
influences the direction of nerve outgrowth, Annals of Biomedical
Engineering, 33, 376-382, 2005.

Wen, X., Tresco, P.A., Effect of filament diameter and extracellular matrix
molecule precoating on neurite outgrowth and Schwann cell behavior on
multifilament entubulation bridging device in vitro, Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 76, 626-637, 2006.

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Griffin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delgado-Rivera%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meiners%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uhrich%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21442724
http://www.scientific.net/author/K_Yingsukwattana
http://www.scientific.net/author/S_Agthong
http://www.scientific.net/author/R_Mongkonnavin
http://www.scientific.net/author/Yasuhiko_Tabata
http://www.scientific.net/author/Sorada_Kanokpanont
http://www.scientific.net/author/Sorada_Kanokpanont
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Angius%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spinner%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gutierrez-Cotto%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yaszemski%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yaszemski%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Windebank%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22889485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meek%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robinson%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stokroos%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blaauw%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kors%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=den%20Dunnen%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=den%20Dunnen%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11352097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meek%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10413791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Den%20Dunnen%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10413791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schakenraad%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10413791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robinson%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10413791

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

Borschel, G.H., Kia, K.F., Kuzon, W.M. Jr., Dennis, R.G., Mechanical
properties of acellular peripheral nerve, Journal of Surgical Research, 114,
133-139, 2003.

Sun, M., Downes, S., Physicochemical characterisation of novel ultra-thin
biodegradable scaffolds for peripheral nerve repair, The Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, 20, 1181-1192, 2009.

Krarup, C., Archibald, S.J., Madison, R.D., Factors that influence
peripheral nerve regeneration: an electrophysiological study of the monkey
median nerve, Annals of Neurology, 51, 69-81, 2002.

Harley, B.A., Spilker, M.H., Wu, J.W., Asano, K., Hsu, H.P., Spector, M.,
Yannas, 1.V., Optimal degradation rate for collagen chambers used for
regeneration of peripheral nerves over long gaps, Cells Tissues Organs,
176,153-165, 2004.

Quan, D., Bird, S.J., Nerve conduction studies and electromyography in
the evaluation of peripheral nerve injuries, The University of Pennsylvania
Orthopaedic Journal, 12, 45-51, 1999.

Wang, W., Itoh, S., Matsuda, A., Ichinose, S., Shinomiya, K., Hata, Y.,
Tanaka, J., Influences of mechanical properties and permeability on
chitosan nano/microfiber mesh tubes as a scaffold for nerve regeneration,
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 84, 557-566, 2008.

Nair, L.S., Laurencin, C.T., Biodegradable polymers as biomaterials,
Progress in Polymer Science, 32, 762-798, 2007.

Ehrenstein, G.W., Polymeric Materials: Structure, Properties, Applications,
Hanser Gardner Publications, Munich, 67-78, 2001.

Carraher, C.E., Seymour, R.B., Seymour/Carraher's Polymer Chemistry,
CRC Press, New York, 43-45, 2003.

Menges, G., Haberstroh, E., Michaeli, W., Schmachtenberg, E., Plastics
Materials Science, Hanser Verlag, Munich, 68-70, 2002.

Yin, Y., Yan, Q., Yan, Y., Chen, X., Li, S., In vitro biocompatibility
assessment of a novel PRGD/PDLLA/NGF composite material, Journal of
Wuhan University of Technology-Materials Science Edition, 26,1059-1063,
2011.

Xiao, W., Hu, X.Y., Zeng, W., Huang, J.H., Zhang, Y.G., Luo, Z.J., Rapid
sciatic nerve regeneration of rats by a surface modified collagen-chitosan
scaffold, Injury, 44, 941-946, 2013.

Williams, L.R., Longo, F.M., Powell, H.C., Lundborg, G., Varon, S.,
Spatial-temporal progress of peripheral nerve regeneration within a
silicone chamber: parameters for a bioassay, The Journal of
Comparative Neurology, 218, 460-470, 1983.

Gingras, M., Bergeron, J., Déry, J., Durham, H.D., Berthod, F., In vitro
development of a tissue-engineered model of peripheral nerve
regeneration to study neurite growth, The Federation of American
Societies for Experimental Biology (FASEB) Journal, 17, 2124-2126, 2003.
Sondell, M., Sundler, F., Kanje, M., Vascular endothelial growth factor is a
neurotrophic factor which stimulates axonal outgrowth through the flk-1
receptor, European Journal of Neuroscience, 12, 4243-4254, 2000.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borschel%20GH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14559438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kia%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14559438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuzon%20WM%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14559438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dennis%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14559438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19132511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Downes%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19132511
http://inderscience.metapress.com/content/9x5362376n520683/
http://www.google.com.tr/search?hl=tr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+E.+Carraher%22
http://www.google.com.tr/search?hl=tr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Raymond+Benedict+Seymour%22
http://books.google.com/books?id=R3p4KXQBNAAC&pg=PA68
http://books.google.com/books?id=R3p4KXQBNAAC&pg=PA68
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiao%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20XY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeng%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20YG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luo%20ZJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23642627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6619324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Longo%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6619324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Powell%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6619324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lundborg%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6619324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6619324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gingras%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12958159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bergeron%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12958159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%A9ry%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12958159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Durham%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12958159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berthod%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12958159

OZGEGMIS

Kimlik Bilgileri

Adi Soyadi : Erding Polat

Dogum Yeri : Ankara / Altindag

Medeni Hali : Bekar

E-posta : erdincpolat@hacettepe.edu.tr

Adresi : Tunahan Mah. Oztas Sitesi 17660 Ada No: 8/11 4.Etap
Eryaman - Ankara

Egitim

Lise , 2001-2005 Yenimahalle Y.D.A. Mustafa Kemal Lisesi

Lisans : 2005-2010 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolima

Yuksek Lisans : 2010-2013 Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri

Enstitisu Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Yabanci Dil ve Diizeyi : ingilizce (ileri Seviye), Cince (Baslangig)
Is Deneyimi

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi

Tezden Uretilmis Yayinlar
Deneyim Alanlari : Nanobiyomalzemeler, Sinirbilim
Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

e Production of RGD Coated PCL Nerve Conduits by Electrospinning
18. Uluslararasi Biyomedikal Bilim & Teknoloji Sempozyumu
10.09 - 13.09.2012, Tokat - Turkiye

e RGD Coated PCL Nerve Regeneration Conduits
TERMIS - EU 2013, 17.06 - 20.06.2013, Istanbul - Turkiye

91



