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Kornea go6zun 1/6’sin1 kaplayan, konveks bicimli, 1s1g1 odaklama ve goézi dis
etkilerden koruma goérevine sahip, gérme islevinde buyuk rol olayan transparan bir
yapidir. Korneal korlik; kornea travmalari, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, genetik
rahatsizliklar gibi sebeplerle dokunun hasar gérmesine bagli olarak ortaya cikar.
Ozellikle ileri derecede travmalarda, dokunun uygun bir eslenigiyle degistiriimesi
gerekebilir. Bu tarz cerrahi uygulamalar, allojenik kornea transplantasyonu veya
yapay korneanin (keratoprotez) hasarli dokuyla degistiriimesi seklinde
yapiimaktadir. Arastirmacilar, doku muhendisligi uygulamalarinin kazandirdigi
yenilikgi bakis acilariyla, patolojik kornea dokusunu hastadan uzaklastirmak ve
hasarli bolgenin doku eglenikleri ile transplantasyonu igin doku esdedgerlerini
uretmeye calismaktadir. Son yillarda, kornea doku muhendisligi korneal
rahatsizliklarinin ve hasarlarinin tedavisinde karsilasilan sorunlarin ¢éztimuine
yonelik bazi stratejiler uygulamaktadir. Bu stratejiler; hidrojel teknigi, prefabrik
matriksler ve hucresizlestiriimis korneal dokular gibi korneal doku eslenikleri igin
biyomimetik matriks sistemlerinin tasarlanmasidir. Ancak hidrojel sistemlerinin
yetersiz mekanik mukavemeti ve surdurulebilirliginin  zor olmasi gibi bazi
sinirlamalar vardir. Deselllerize matriksler, uygun bir hidrojelle desteklenmeden,
yetersiz mekanik dayanima sahip olduklarindan o6tura ideal bir kornea replasmani
goérevi goremezler. Bu nedenle deselllerize matrikslerin mekanik dayanim ve

transparanlhk ozelliklerini iyilestirecek bir polimerin kullaniimasi gerekmektedir. Bu



tez calismasi kapsaminda, Jelatin Metakrilat (GelMA) polimeriyle desteklenen
deselllerize matriksleri UV altinda uygun sure ve enerjide ¢apraz baglanmasiyla
ustin mekanik dayanimda ve saydamlikta olan hibrit matrikslerin Gretimi

amaclanmistir.

Calismanin ilk asamasinda, sigir kaynakli kornea dokularinin diseksiyonunu
takiben Sodyum Dodesil Silfat (SDS) tabanli bir deselllerizasyon protokolu
uygulanmigtir. Deselulerizasyon isleminin basarisinin tayini igin karakterizasyon
testleri yapilmigtir. Bunun igin Taramali Elektron Mikroskop analizi (SEM), Toplam
Reflektansi Azaltilmig Fourier Donusim Kizildtesi Spektrofotometresi analizi
(ATR-FTIR), deselulerize ve dogal dokunun yapisal ozelliklerinin kargilastirmali
olarak incelenmesi igin kullaniimigtir. Deselllerizasyon basarisinin tespiti igin
hematoksilen ve eozin (HE); artik nikleuslarin tespiti icin DAPI boyama gibi
histolojik analizler gergeklestiriimistir. DeselUlerizasyon islemi sonrasi dokuda
kalan artik DNA miktarinin sayisal olarak belirlenmesi i¢cin PicoGreen testi; dokuda
kalan glikozaminoglikan miktarinin sayisal olarak belirlenmesi amaciyla dimetil
metilen mavisi testi (DMMB) yapidaki kolajen miktarinin tespiti icin Hidroksiprolin
testi gerceklestiriimigtir. PicoGreen test sonucuna goére, dogal dokudan %70.1
DNA uzaklastirilarak basarili bir deselllerize matriks elde edilmistir. DMMB test
sonucuna goére, dogal kornea ile deselulerize kornea mukayese edildiginde
deselllerize korneanin dogal korneaya gore sGAG igeriginde %40'lik bir azalmaya
sahip oldugu gorulmustur. Hidroksiprolin test sonucuna gore, dogal dokunun ve
deselllerize dokunun hidroksiprolin miktari 0.65 + 0.01 mg ve 0.74 = 0.01 mg
olarak tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, literatur bilgisi ile kiyaslandiginda

deselulerizasyon isleminin Ustunlugu ortaya konulmustur.

Tezin ikinci agsamasinda, deselllerize edilen kornealar ile %8 konsantrasyonda
uretilen jelatin metakrilat polimeri (GelMA), UV altinda farkh enerji (3200 pJ/cm?,
6210 pJd/cm? ve 6900 pJd/cm?) ve farkli sirelerde (hemen, 5 dakika ve 24 saat)
capraz baglanmasiyla karakterize edilmistir. Dogal korneanin ve elde edilen hibrit
ve deselllerize kornealarin ¢ap ve kalinliklari olgliimustir. Hibrit yapilarin ve
GelMA polimerinin kimyasal yapisinin ayrintili incelenmesi amaciyla, FTIR analizi
yapilmigtir. Hibrit matriks, deselllerize matriks ve dogal kornea yapisi; enzimatik
degradasyon, su tutma kapasitesi ve fosfat tamponlu salin (PBS) icerisinde

degradasyon orani agisindan test edilmigtir. Sisme testi sonuglarina gore, dogal
ii



korneanin su tutma kapasitesi %85.7 £ 0.22 bulunurken, deselulerize korneanin
su tutma kapasitesi %85.2 + 3.09, hibrit matriksin su tutma kapasitesi ise %74.2 +
1.03 olarak tespit edilmigtir. 28 gin boyunca surdirilen PBS icerisinde
degradasyon testinin sonuglarina godre, dogal korneada %24.73 t+ 6.55,
deselulerize korneada %51.37 + 4.29 ve hibrit korneada %50.9 + 10.34 oraninda
katle kaybi gorulmustur. Kolajenaz A ile gergeklestirilen enzimatik bozunma
testinin sonuclarina goére, dort saatin sonunda hibrit yapi %44.68 + 5.99, dogal
kornea %15.56 + 2.84 ve deselllerize doku %19.98 + 2.56 oranlarinda kutle
kaybina ugramistir. Mekanik teste tabi tutulan hibrit matriksler icerisinde 24 saat
GelMA polimeri emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? eneriji ile gapraz baglanan grup,

diger gruplara kiyasla 6n plana gikmistir.

Son olarak in vitro yontemle, stromal keratosit hiicreleri elde edilen hibrit matriksler
icerisine, GelMA ile isikla capraz baglanarak enkapsule edilmis ve nihai olarak
proliferasyon analizleri yapilmistir. Ekim icin kullanilan htcreler, primer Kkultir
yontemi ile sigir korneasindan elde edilerek c¢ogaltiimistir. Deney gruplarina,
uygun sayilarda hidcre ekilmis ve bu gruplarin 14 gunlik sirecte hicre
kulturindeki davraniglari incelenmistir. Hucre kultart galigmalarinda, hucre canhlik
testleri yapilmistir. Hicre kultirinin son asamasinda, DAPI boyama yontemi ve
canh 0l testi kullanilarak hicreler incelenmigtir. Calisma neticesinde, hem optik

hem de mekanik ozelliklerin iyilestirildigi yonunde sonuglar elde edilmigtir.

Tez calismasi kapsaminda, gelistirilen hibrit matriks yapilarinin, kornea nakillerinin
basaril bir sekilde gelistiriimesine yonelik, umut verici bir yaklagim olarak

onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: GelMA, deselllerizasyon, kornea doku muhendisligi, kimyasal

deselllerizasyon yontemi, fotopolimerizasyon, transparanlik

ABSTRACT



HYBRID BIOMATERIAL DEVELOPMENT FOR CORNEAL TISSUE
ENGINEERING

Merve UYANIKLAR
Master of Science, Bioengineering A.B.D.
Thesis Advisor: Prof. Dr. Halil Murat AYDIN
Ocak 2021, 132 pages

The cornea is a transparent structure that covers 1/6 of the eye, has a convex
shape, has the task of focusing light and protecting the eye from external
influences, and has a major role in vision. Corneal blindness; It occurs due to
damage to the tissue due to corneal traumas, bacterial and viral infections, genetic
disorders. Especially in severe trauma, the tissue may need to be replaced with a
suitable equivalent. Such surgical applications are performed in the form of
allogeneic cornea transplantation or replacement of the artificial cornea
(keratoprosthesis) with damaged tissue. Researchers are trying to produce tissue
equivalents for removing pathological corneal tissue from the patient and
transplanting the damaged area with tissue conjugates, with innovative
perspectives provided by tissue engineering applications. In recent years, corneal
tissue engineering has been applying some strategies to solve the problems
encountered in the treatment of corneal ailments and injuries. These strategies are
to design biomimetic matrix systems for corneal tissue conjugates such as
hydrogel technique, prefabricated matrices and decellularized corneal tissues.
However, there are some limitations such as insufficient mechanical strength of
hydrogel systems and difficulty of sustainability. Decellularized matrices cannot
serve as an ideal corneal replacement without being supported with a suitable
hydrogel, due to their insufficient mechanical strength. For this reason, it is
necessary to use a polymer that will improve the mechanical strength and

transparency properties of the decellularized matrix.



Within the scope of this thesis, it is aimed to produce hybrid matrixes with superior
mechanical strength and transparency by crosslinking deselularized matrices
supported with Gelatin Methacrylate (GelMA) polymer at appropriate time and
energy under UV. In the first stage of the study, a Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
based decelularization protocol was applied following dissection of bovine corneal
tissues. Characterization tests were performed to determine the success of the
decellularization process. For this, Scanning Electron Microscopy analysis (SEM),
Total Reflectance Reduced Fourier Transform Infrared Spectrophotometer
analysis (ATR-FTIR) were used to comparatively study the structural properties of
decelularized and natural tissue. Hematoxylin and eosin (HE) for the determination
of decellularization success; Histological analyzes such as DAPI staining were
performed to detect residual nuclei. PicoGreen test to numerically determine the
amount of residual DNA remaining in the tissue after the decellularization process;
dimethyl methylene blue test (DMMB) to numerically determine the amount of
glycosaminoglycan remaining in tissue; Hydroxyproline test was performed to
determine the amount of collagen in the structure. According to the PicoGreen test
result, a successful decellularized matrix was obtained by removing 70.1% DNA
from natural tissue. According to the DMMB test result, when compared with the
natural cornea and the decellularized cornea was found to have a 40% decrease
in sSGAG content compared to the natural cornea. According to the hydroxyproline
test result, the amount of hydroxyproline of natural tissue and decellularized tissue
was determined as 0.65 + 0.01 mg and 0.74 + 0.01 mg. Comparing the findings
with the literature knowledge, the superiority of the decelularization process has

been revealed.

In the second stage of the thesis, gelatin methacrylate polymer (GelMA) produced
at 8% concentration with decellularized corneas, different energy under UV (3200
pud/cm?, 6210 pd/cm? and 6900 pJ/cm?) and at different times (immediately, 5
minutes and 24 hours) is characterized by cross-linking. The diameter and
thickness of the natural cornea and the hybrid and decellularized corneas obtained
were measured FTIR was performed in order to examine the chemical structure of
hybrid structures and GelMA polymer in detail. Hybrid matrix, decellularized matrix
and natural corneal structure; tested for enzymatic degradation, water holding

capacity and rate of degradation in phosphate buffer saline (PBS). According to
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the results of the swelling test, the water holding capacity of the natural cornea
was found to be 85.7 = 0.22%, while the water holding capacity of the
decellularized cornea was 85.2 + 3.09%, and the water holding capacity of the
hybrid matrix was found to be 74.2 + 1.03%. According to the results of the
degradation test in PBS, which was maintained for 28 days, mass loss was 24.73
*+ 6.55% in the natural cornea, 51.37 + 4.29% in the decellularized cornea, and
50.9 + 10.34% in the hybrid cornea. According to the results of the enzymatic
degradation test performed with collagenase A, at the end of four hours, the hybrid
structure lost 44.68 = 5.99%, natural cornea 15.56 + 2.84% and decelularized
tissue 19.98 + 2.56% mass. In the hybrid matrices subjected to mechanical
testing, the group that was cross-linked with an energy of 6210 pJ/cm? after 24
hours after impregnation of GelMA polymer came to the fore compared to the

other groups.

Finally, by the in vitro method, stromal keratocyte cells were encapsulated into the
hybrid matrix obtained by cross-linking with GelMA, and finally proliferation
analyzes were performed. Cells used for sowing were reproduced from bovine
cornea by primary culture method. Appropriate number of cells were sowed in the
experimental groups and the behavior of these groups in cell culture was observed
over a period of 14 days. Cell viability tests were performed in cell culture studies.
At the last stage of cell culture, cells were examined using the DAPI staining
method and the living dead test. As a result of the study, results were obtained

that both optical and mechanical properties were improved.

Within the scope of the thesis, it is recommended as a promising approach for the
successful development of hybrid matrix structures and corneal transplants.

Keywords: GelMA, decellularization, corneal tissue engineering, chemical

decellularization method, photopolymerization, transparency transparency
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1.GiRIS

Kornea g6z kuresinin en dis katmani olarak kabul edilen konveks bigimli 151gi
odaklama ve gozu dis etkilerden koruma gorevine sahip, gorme islevinde buyuk
rolii olan transparan bir yapidir. Optik ortamlar arasinda kiricihgr en fazla olan
kornea dokusunun saydamliginin bozulmasi ile goérme fonksiyonu &énemli
derecede etkilenir. Korneal korlik, korneanin travmalari, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlari ve genetik rahatsizliklari gibi sebeplerle dokunun hasar goérmesine
bagli olarak ortaya ¢ikar. Kornea bozukluklari dinya ¢apinda énemli bir sorundur
ve yaklagik 10 milyon insan gérme kaybindan muzdariptir. Ozellikle ileri derecede
travmalarda dokunun uygun bir eslenigiyle degistiriimesi gerekebilir [1]. Bu cerrahi
uygulamalar allojenik kornea transplantasyonu veya yapay korneanin
(keratoprotez) hasarli dokuyla degistiriimesi seklinde yapilmaktadir.

Allojenik materyaller keratoplasti operasyonlarinda siklikla kullanilmakla beraber
immun red ve dondr sayisinin kisitli olmasi gibi temel dezavantajlara sahiptir.
Ozellikle nakil isleminin ilk yilindan sonra immiin reddin yasanma ihtimali %10’ dan
fazladir [2]. Bu nedenle arastirmacilar, kornea transplantasyonlarinin kronik
problemleriyle basa ¢ikmak icin patolojik kornea dokularinin yerini alacak kornea
replasmanlari Gretmeye calismaktadir [3]. Bu amaca yonelik olarak son yillarda
kornea doku muhendisligi ile korneal rahatsizliklarinin ve hasarlarinin tedavisinde
kargilagilan sorunlarin ¢6zUmune yonelik bazi stratejiler uygulanmaktadir. Bu
stratejiler, hidrojel teknigi [4], prefabrik matriksler [5], hlcresizlestiriimis korneal
dokular [6] gibi korneal doku eslenikleri icin biyomimetik matriks sistemlerinin
tasarlanmasidir.  Ancak 0Ozellikle hidrojel sistemlerinin  yetersiz mekanik
mukavemete sahip olmasi ve surdurulebilirliginin zorlugu gibi bazi sinirlamalar
vardir. Deselllerize matriksler ise tek basina kullanildiklari taktirde yetersiz
mekanik dayanima sahip olacaklarindan oturt kornea doku muhendisliginde ideal
bir biyomalzeme olarak islev géremezler [7]. Bu tez kapsaminda deselllerize sigir
kornealarina GelMA polimerinin farkli enerji ve surelerde c¢apraz baglanmasi
saglanarak hibrit matriksler Uretilmistir. Tezin ilk asamasinda deselllerize
matriksler Uretilerek karakterizasyonlari yapilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM), hematoksilen eozin boyama (HE) ve 4',6-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI)
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boyama gibi goruntileme teknikleri kullaniimistir. Hucre disi matriksteki
sulfatlanmig glikozaminoglikan (SGAG) miktarinin degisimi dimetil metilen mauvisi
(DMMB) analizi ile sayisal olarak dl¢iimus, artik DNA miktarinin belirlenmesi igin
PicoGreen test kiti kullaniimistir. Kolajen miktarinin tayini ise Hidroksiprolin

kalorimetrik test kiti ile belirlenmigtir.

Tezin ikinci basamaginda jelatin metakrilat (GelMA) polimeri Uretilerek deselllerize
matriksle farkli UV enerjilerinde ve farkli slrelerde c¢apraz baglanarak hibrit
matriksler Uretilmistir. Hibrit matriks ve deselllerize matriks kargilastirmali olarak
cap ve kalinhk tayini, 1sik gegirgenligi ve saydamlik analizi, degradasyon testleri,
mekanik testler, FTIR analizi gibi karakterizasyon testlerine tabii tutulmustur. Elde
edilen bulgular degerlendirildiginde saydamlik ve mekanik Ozellikler yontinden
dogal korneaya en yakin deney grubu 24 saat GelMA emdirildikten sonra 6210

pJ/cm? eneriji ile gapraz baglanan hibrit matriks grubu olarak tespit edilmistir.

Tezin son basamagi hticre kultiri g¢alismalarini icermektedir. Elde edilen doku
iskeleleri in vitro sartlarda incelenmistir. Ekim icin kullanilan hicreler primer kalttr
yontemi ile sigir korneasindan elde edilmistir. Hicrelerin doku iskelelerine
tutunma, yayilma ve canliik basarilar incelenmigtir. Hibrit matriks yapilarina
uygun sayllarda hlcre ekilmis ve 14 gunlik sdrecte hicre kaltarindeki
davraniglari incelenmigtir. Bu c¢alismalar neticesinde 24 saat boyunca GelMA
emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? ve 6900 pJ/cm? enerjide gapraz baglanan
gruplarin hucre yapismasi ve ¢ogalmasinda basarili oldugu gorulmustur. 24 saat
boyunca GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? enerjide capraz baglanan grubun
reselulerizasyon basarisinin tespiti igin gerceklestirilen DAPI boyama ile hucrelerin

canl oldugu kanitlanmigtir.
Sunulan bu tez ¢alismasi kapsaminda, Uretilen hibrit matriksler basaril bir sekilde

arastinimis ve elde edilen en ideal hibrit yapilar kornea doku muhendisliginde

kullaniimak Uzere dnerilmigtir.

2. GENEL BILGILER



2.1. Kornea ve Korneanin Yapisi

2.1.1. Kornea Embriyolojisi

Kornea, goz kuresinin altida birini olugturan konveks bigimli saydam ve avaskuler
bir yapidir [8, 9]. Korneanin gelisimi, ¢esitli ektodermal tlrevli dokular arasindaki
hicresel etkilesimleri iceren ¢ok basamakli bir islemdir [10]. Temel olarak glob
yapisi noroektoderm, yuzeyel ektoderm ve mezensim olmak Uzere ug farkh
embriyolojik kdkenden olusur [11]. Noéroektoderm tabakasi; retina ve irisi, ylzey
ektoderm tabakasi kornea ve lens epitel katini son olarak mezensim de kornea
stromasini meydana getirir. Kornea endoteli ise noroektoderm kokenli optik

canagin kristasi orjinli fibroblastlardan meydana gelir.

Lens vezikulinlin yaklasik 6. haftada ylzey ektoderminden ayrilmasiyla bu
katman rejenere olur. Ardindan bu bdlgedeki ektoderm tabakasindan kornea
epiteli meydana gelir. Korneanin diger katlari ve g6z klresi ise 6n segmenti
yuzeyel ektoderm ile lens vezikull arasina dalgalar halinde gelecek hucrelerden
olusur. Toplamda u¢ dalga halinde gelen mezensim hicrelerinden sekizinci
haftada gelen ilk dalgayla beraber kornea endoteli ve descement membrani
olusur. ikinci dalgayla gelen mezensim hiicreleri kornea stromasini olusturur [12].
lleriki gestasyonel siirecte olugan bu hiicrelere keratosit adi veriimektedir. 7.

haftada 4-5 tabaka seklinde olup hticreler arasi birkag kolajen fibril tasir.

Bu sirecin ilerlemesiyle kornea epiteli 2-3 kat hicreden olusurken stroma 25-30
kat keratositten olusan duzenli bir yapi haline gelir. Descemet membrani en
arkadaki keratositlerle tek tabakali endotel arasinda uzanarak olusur. 5.ayda
kornea epiteli altinda bulunan stroma yuzeyinin yogunlagmasiyla Bowman kati
gelisir. 3’'Uncu ayda korneaya gelen duyu sinirleri kornea stromasina, 5’'inci ayda

ise epitel katina ulasir [10].
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Sekil 2.1. Kornea Embriyolojisi ( [13] ten uyarlanmistir)

2.1.2. Kornea Anatomisi

Korneanin okuler sistem ve gorme yetenegdi icin énemi oldukga fazladir. Gz
kdresinin 6n kisminda yer alan kornea, tim kurenin %7'sini olusturan saydam,
avaskuler tabakadir [14]. Dis c¢evreden gelen hasar verici etkilerden go6zu
korumaya yararken ayni zamanda gorme yetenegdinin saglanmasinda gerekli olan

kirilma guicinin %75'ini saglar [15].

Anatomik olarak incelendiginde kornea, gbézin dis tabaka alaninin blyuk bir
kismini olusturmaktadir. Ortalama olarak yetiskinlerde, korneanin yatay ¢api 11.5
ile 12.0 mm olup [8, 16] vertikal meridyende ise 11.7 mm’dir. Kalinh@r 535 uym olup
473 ile 596 pym arasinda degismektedir. Merkezden gevreye %23 oraninda veya
yaklasik 100 um kadar kalinlagir ve merkezi olarak daha dik ve gevresel olarak
daha yassidir [17]. On yiizeyinin kirma glicii 48 diyoptri (D), arka yiizeyinin kirma
gucu -5.8 diyoptri, net kirma gucu ise 43 diyoptridir. Kornea anatomik olarak 6

tabakadan olugmaktadir. Bunlar;
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Sekil 2.2. Kornea Anatomisi ([18] ‘den uyarlanmigtir.)

2.1.1.3. Kornea Histolojisi
Insan korneasi histolojik olarak incelendiginde 6 katmandan olusur. Bu tabakalar;
Epitel tabakasi, Bowman tabakasi, Stroma tabakasi, Dua tabakasi, Descemet

membrani ve Endotel tabakadir.

Epitel tabaka: 5 ile 7 arasi hlcre katmaninin sirali bir sekilde bir araya gelmesiyle

olusan kornea epiteli yaklasik olarak 50 um kalinliginda olup korneanin %10’una

karsilik gelmektedir. Kornea epiteli ve Ustiindeki gézyas! filmi hem anatomik hem

de fizyolojik olarak simbiyotik bir iliskiye sahiptir [8]. Epitel hucreler gozyasi

filminden koruyucu bir tabaka olusturur. Bunu saglamak igin de antienflamatuar ve
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antimikrobiyal faktorler salgilar [16]. Epitel tabaka; bazal kolumnar hucreler,

kanatsi hucreler ve yuzeyel hucreler olmak Uzere 3 tip hicreden meydana

gelmektedir.

Bazal hucreler: Tek tabakadan olusan bu hucreler epitelyum bazal
membranina hemidesmozomlarla yapigir. Bu baglanti epitel tabakasinin
korneaya tutunmasindaki en énemli yapidir. Bol miktarda organele sahip ve
mitotik olarak aktif olan bazal kolumnar hicreleri yaklasik olarak 12-20 ym

kalinliktadir ve hiicre yogunlugu 6000 hiicre/mm?’dir [16].

Kanatsi hiicreler: 2-3 siradan olusan bu hucrelerin ince kanat benzeri

uzantilari vardir ve birbirlerine siki bir sekilde baghdir.

Yuzeyel hiuicreler: Caplari 40-60 um, kalinligi 2—6 ym ve 2-3 sira uzun ve
ince poligonal hucrelerden olusur. Bu hacrelerin aralarindaki siki baglant
zonula okludenslerle saglanir. Apikal yuzlerinde bulunan mikrovillus ve
mikroplikatalar sayesinde ylzey alani artar. Ayrica ylzeyde bulunan
glikokaliks sayesinde gozyas! stabilitesi ve kornea yuzey islakhgini
saglanir. Yuzeyin hucrelerin bir diger gorevi ise korneal enfeksiyonlara
neden olan patojenlerin tutunma yeri olmalari boylece de korneayi dis
etkenlere karsi korumalaridir. Bununla birlikte g6z tarafindan ihtiyac
duyulan sodyum, glikoz, Oz ve CO2 gibi bilegiklerin emilimini saglar [19].
Limbal kok hicreler bazal hulcrelerin ¢ogalmasini ve ylzeye dogru
hicrelerin ilerlemesini saglayarak ylzeysel bir tabaka olusturur. Ylzeyel

hicreler mikrovilluslar ile kaplanarak olgunlasir ve daha sonra dokulur [20].
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Sekil 2.3. Epitel tabakanin sematik gosterimi ( [16]'dan uyarlanmigtir.)

Bowman Tabakasi: Stroma tabakasinin yizeyel kismini Bowman tabakasi
olusturur. Kornea periferinde daha kalin olmak tzere 8-12 ym kalinhgindadir. Bu
tabaka ince, seffaf bir kolajen katmanindan olusur. Tip | ve V kolajeninden olusan
sert doku niteliginde olan bu katman, sinir sonlanlamalari disinda asellller bir
yapidadir. Korneanin sekline katkida bulunur. Keratosit veya fibroblast
bulunmadigindan dolay! travma veya yaralanma neticesinde rejenere olamaz.
Sonug olarak hasarin konumuna ve derecesine bagli olarak gorisu bozan yara izi
olusabilir [19, 21].

Stroma Tabakasi: Korneanin en kalin tabakasi olarak kabul edilen stroma;
fibroblast kokenli keratositler, kolajen fibriller ve ekstraselller matriks tarafindan
olusturulmaktadir. DUzenli olarak lameller icinde paketlenmis olan ve 6n stromada
daha yogun bir organizasyon igeren kolajen fibrillerinin dagilimi arasinda uzanan
keratositlerden olusur [22, 23]. Stroma yaklasik 500 um kalinhgindadir ve kornea
toplam kahnhginin %80 ile %85'ini meydana getirir [19]. %78 oraninda su ve
kolajenden olusan stroma 1s1gin goze uygun sekilde gegisi ve kirilmasi igin hayati

onem tasiyan korneanin kuresel seklinin korunmasinda 6nemlidir.



Sekil 2.4. Stromal keratosit hiicrelerin (20pum) [14]

Descement Membrani: Descemet zari, ince kolajen fibrillerden olusan stroma ile
endotel tabaka arasindaki ince tabakadir. Progresif olarak yagla birlikte kalinlasan
bu membran agirlikli olarak kolajen tip IV'ten olusup igeriginde fibronektin ve
laminin barindirir [22, 24]. Descemet membrani yaralanmayi takiben kendisini

kolay bir sekilde onarabilir.

Dua Tabakasi: 2013 yilinda Dua H.S. ve arkadaslari “Dua tabakasi” adini
verdikleri, korneanin arka stromasi ve Descemet membrani arasinda yer alan,
10.15 = 3.6 pm kalinhdinda, asellller, agirlikh olarak tip | kolajen liflerinin
olusturdugu, 5-8 lamelladan meydana gelen, dayanikli ve dizgun sinirli, altinci bir
kornea tabakasi tarif etmiglerdir. Bu tabakanin tanimlanmasinin, arka kornea
cerrahisine ve korneal biyomekaniklerin, akut hidrops, desmatosel, pre-Descemet

distrofilerin anlasiimasina katkisi olabilecedi dusunilmektedir [25].

Endotel Tabaka: Korneanin en i¢ tabakasi olan endotel tabaka; tek sirali
400.000-500.000 civari hlcreden olusur [24]. Endotel tabakasi yuksek hicre
sayisina bagli olarak fonksiyonel bir rezerve sahip oldugundan buradaki hticrelerin

zarar gormesi kalici fonksiyon kaybina neden olur [19, 24]. Bu nedenle endotel
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hdcrelerinin sayisi yasa yada cerrahi travmaya bagh olarak azaldiginda, komsu
hicreler genigleyerek boslugu doldurur. Herhangi bir sebeple endotel hicre sayisi
300-500 hiucre/mm?ye diserse endotelyal transport mekanizmasi bozulur ve
kronik korneal 6dem gelisir. Bu tabakanin asil gorevi kornea seffafligini korumaktir
[21]. Saydamligin saglanmasi ise endotel sayisinin yeterli olmasina ve hucre
morfolojilerine baghdir [11]. Endotel hucrelerinin i¢ tabakalarinda sodyum
potasyum adenintrifosfataz (Na-K ATPaz) pompalari yer alir. Descemet
membranina bakan kisminda ise hemidesmozomlar bulunur. Endotel tabakasi
korneaya sivi gegisine kargi mekanik bariyer olusturur ve stromada birikmig sivinin
disari pompalanmasini saglar [8]. Dogumda endotel tabaka kalinligi yaklasik
olarak 10 um iken zaman igerisinde yas ilerledikgce 4 um kalinhga diser ve sabit
kalir [26].

2.1.4. Kornea inervasyonu

Korneadaki sinir ucglarinin yogunlugu ciltten 300-400 kat daha fazladir. Bu da
korneayi vucuttaki en hassas ve yogun doku yapmaktadir [27]. Oftalmik daldan
gelen arka silyer sinirler 6n ve arka dala ayrilarak korneaya girer. Lifler korneaya
ulagtiklari andan itibaren miyelin kiliflarini kaybederler. Korneanin on kismina
giden sinirler epitel bazal membrani ve bazal hucreler seviyesinde sonlanir.
Endotel tabakada ve descement membraninda ise sinir lifleri yoktur. Santralde ise
sensivite periferden daha fazladir. Memeli korneal inervasyonunun anatomisi ve
fizyolojisinin tanimlari literatirde oldukca fazladir. Buna ragmen kornea sinir
mimarisi ve fonksiyonunun bircok yonu tam olarak anlasilamamistir. Korneal
inervasyon, modern refraktif cerrahi igslemlerden sonra veya bazi kornea
hastaliklarini takiben kornea sinirlerinin rutin olarak yaralandigini goézlemlemesi

nedeniyle son yillarda artan bir onem kazanmistir [28].

2.1.5. Kornea Metabolizmasi

Kornea; damarsiz ve lenfatik drenaji olmayan bir dokudur. Korneanin
saydamliginin saglanmasi ve dehidrasyonunun uygun oranda korunmasi igin
enerji ihtiyaci sarttir [29]. Korneanin yetersiz oksijen alimi neticesinde olusan
hipoksi; korneanin saydamhginin kaybolmasi, epitelyal keratit, mikrokistler, limbal

hiperemi, neovaskularizasyon gibi pek c¢ok hastaliga yol agmaktadir [29-31].
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Bahsedilen hipoksik etkilerden korunmak igin korneanin vyeterli derecede
oksijenlenmesi gerekmektedir. Korneaya oksijen 3 yolla saglanir. Bunlar gozyasi

tabakasi, kapak damar yapisi ve humor akozdur.

Epitel hucreleri, stromal keratositler ve endotel igin birincil metabolik madde
glikozdur. Epitel tabakasi yapisinda buylik miktarda ATP, glikojen ve oksidatif
enzimler bulundurmaktadir. Glikozu stromadan pasif diftizyonla alan epitel glikojen
olarak depolama gorevi gorur. Glikozu birincil olarak himér akdzden alan stroma
bu gorevi endotelden gecgen tasiyici aracili transport ile yerine getirir. Gozyasi
tabakasi ve limbal damarlar glikozun elde edilmesi icin temin edilen glikozun
yaklasik %10’'unu temin etmekle goérevlidir. Bu oran oldukga az olmasina ragmen
elde edilen glikoz, korneada trikarboksilik asit siklusu, anaerobik glikoliz ve heksoz
monofosfat yolu olmak Uzere Ug farkli sekilde metabolize edilir. Epitel ve endotelde

ise hegsoz monofosfat yolu ile glikozun %35-65’i yikilir.

2.1.6. Korneanin Optik Ozellikleri

Kornea, go6zin 1g1g1 kirma gucinin yaklasik Ugte ikisini olugturmaktadir. Bu
yapinin tum katmanlari transparan yapida olmak zorundadir. Seffafligin
saglanmasinda bitiin katmanlarin kiricilik indislerinin katkisi vardir [32]. Ozellikle
korneanin sahip oldugu 6n ylzeyin duzgunligu i1sigin gbzyasi-hava ylzeyinde
kirllmaya ugradigi sartlarda yaklasik +4325 diyoptrilik gice sahip bir mercek
gorevi gormektedir. Kornea on yuzinun kirma gucu +48 diyoptri (D), arka yuzanan
kirma gucu -5,8 D’dir. Korneanin refraktif indeksi ise 1.376'dir. Kiricilik orani
santralden perifere dogru azalmaktadir. Ayrica yeni dogan bir bireyde kiricilik +51

D iken ilerleyen yasla beraber bu oran azalmaktadir [33].

2.1.7. Korneanin iglevi

Kornea 4 temel gbéreve sahiptir. Bunlar; 1sik kiricihgi, saydamhgi, dehidratasyonu
ve ilag gecirgenligidir [34]. Korneanin saydamhgi pek ¢ok arastirmaci igin ilgi gekici
bir konudur. Hem saydamhgdinin saglanmasi hem de korunmasi bir¢ok
parametreye bagl oldugundan dolayi bu konu, kornea doku muhendisligi alaninda

en sik arastirilan konulardan biridir. Saydamhligin tam olarak saglanabilmesi igin
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korneanin avaskuler yapisinin yaninda hucreler arasi ortamin kiricilik indislerinin
ayni olmasi ve su igeriginin ideal olmasi gerekmektedir. Anatomik yapinin
saydamliga etkisi, fibrillerin dlzenli ve esit mesafede olmasiyla net bir sekilde
gorulmektedir. Hatta esit mesafede olmayan fibriller 1s1gin farkli dagiimasinin bir
sonucu olarak korneada bulanikliga neden olmaktadir. Saydamliga etki eden bir
diger faktor ise sivi basincidir. Ani goz i¢i basincinin artmasiyla beraber korneanin

saydamligini azaltmaktadir [27-32].

Stroma tabakasinda bol miktarda bulunan kolajen ve GAG yapilari nedeniyle
kornea kendi agirhginin %75-80’i kadar su tutmaktadir. Korneanin igerigindeki su

miktarini ise 5 faktor belirlemektedir. Bunlar:

1. Aktif pompanin duzgin bir sekilde galismasi korneada gergeklesen metabolik

olaylari dogrudan etkileyecektir. Bu da korneada su tutumuna neden olmaktadir.

2. Endotel ve epitel tabakalarinin anatomik butinlugu ve mekanik yapisi herhangi
bir nedenden dolayr bozulursa su dengesi de bozularak korneal 6demin
olusmasina yol acar. Bu tabakalardan epitel hucreleri gozyasina karsi, endotel
hicreleri ise hem akdéz himére karsi hem de aktif bir pompa gibi ¢alisarak

dehidratasyona yardimci olur.

3. Go6z yuzeyinden gerceklesen buharlasma gbézyasinin osmolaritesini artirir. Bu
durumun sonucunda olugsan korneal dehidrasyon nedeniyle hipertonik gozyasi

korneadan su ceker.

4. Kornea stromasi glikozaminoglikan yapiya sahiptir. Bu hidrofilik 6zelliginden
dolay! stromaya dogru su akimi vardir. Endotel hucreleri stromada tutulan su ve
elektrolitleri ak6z humoére pompalamada gorevli olduklar igin gdzyasi ve akoz

himaorin ozmotik yiki kornea dehidratasyonuna dogrudan etki eder.

5. Kornea dig ortamdan oksijen ve glikozu endotel tabaka sayesinde ak6z humore
iletebilir. Stromanin hidrofilik yapida olmasi nedeniyle penetrasyon suda eriyen
maddeler icin daha kolay gergeklesmektedir. Lipofilik maddelerin gegisinde ise
endotel dizeyinde lipofilik yapi belirginlestigi icin stromadan akdz himare difizyon
zor bir sekilde gerceklesir. Korneanin bu 6zelligi sayesinde hidrofilik ilaclarin

kullaniimasi son derece faydalidir. Maddenin molekul agirligi ve konsantrasyonu,
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pH duzeyi ve osmolaritesi, yuzey gerilimi gibi faktorlerde korneanin gegirgenligine

etki eden diger parametreler arasindadir [34].

2.1.8. Korneanin iyilesme Potansiyeli

Kornea, hem anatomik ve fizyolojik yapisi hem de mekanik Ozellikleri itibariyle
benzersiz bir doku olup g6zin en gugli odaklama elmani olarak kabul
edilmektedir. Tum bu ozellikler korneanin komplex bir yapi olmasina neden
olurken bu hiyerarside gerceklesecek olan herhangi bir bozulma veya aksama
ciddi gérme bozukluklarina neden olabilir. Hatta bu hastaliklarin neticesinde tibbi
midahale yapilsa dahi gérme kaybi bile gerceklesebilir. Hasar géormus korneaya
midahale edecek olan hekimler, tedavi i¢in korneanin ya mekanik gliciinden ya da
seffaflik parametrelerinden yararlanir. Uretilecek olan kornea doku mihendisligi

drtnleri ise yine bu iki parametrenin esas alinmasindan dogan urunlerdir.

Kornea sahip oldugu mekanik gucu yapisinda ihtiva ettigi kolajen lamellerden
almaktadir. Saydamlik 6zelligi ise birden fazla parametreye sahip olup
saydamhgin saglanmasi ve korunmasi tedavilerde immun ve anjiyojenik ayricaligi
on plana getirmektedir. Ozellikle anjiyojenik imtiyaz, yara iyilesmesinden sonra
proanjiyogenik faktorlerin gelismis uUretimini telafi etmek igin anti-anjiyojenik
faktorlerin Gretildigi birkac aktif kaskad icermektedir. Boylece iyilesme belli oranda
hizlanmaktadir [35]. Korneanin iyilesmesi s6z konusu oldugunda hicre disi
matriks (ECM), zarar gormus alani ¢evreleyen hucrelerin ozelliklerini degistirerek
bu hucreleri, spesifik sinyal iletim aracilarinin integrin bagimli aktivasyonu yoluyla
yaranin iyilesmesini tesvik etmek icin hizla degismektedir [36]. Bu nedenle
korneanin iyilesme potansiyelini anlamak icgin sinyal iletim yollarini ve bunlarin
iligkilerini ¢ok iyi anlamak gerekmektedir. Hicre o6luminden baslayarak, goc,
¢ogalma, farklilasma ve hucre disi matriks yeniden yapilanmasini igeren genis bir
yelpazede cereyan eden bu komplex sure¢, katmanlar arasinda benzer oOzellik

gOsterebilir.

Korneal epitelinin iyilesmesi buylk oOl¢cide limbal kok hicrelere ve bazal

membranin yeniden sekillenmesine baglhdir. Stromal iyilesme ise blyuk oranda
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donusturicu buyume faktori-B sisteminin aktivasyonu nedeniyle hareketli ve
kasilma miyofibroblastlara donusmesine baglidir. Endotel hicrelerinin iyilesmesi
ise gcogunlukla goé¢ ve yayilma yoluyla gegeklesir, hiicre gogalmasi ise ikincil bir rol
oynar [37]. Epitel ve Bowman zarini ciddi sekilde hasar almasina neden olan
yaralanmalar stromada kalici hasara neden olabilir. Stromanin en ¢ok hasara
ugradigi yaralanmalarin nedenleri ise genellikle kimyasal, termal veya mekanik
asinma gibi travmalardan hatta enflamatuar ve bulasici hastaliklardan

kaynaklanmaktadir [38].

2.1.9. Korneal Hastaliklar ve Tedavileri

Kornea hastaliklari diinya ¢capinda korligin énemli bir nedenidir. Kornea koérliga,
katarakt ve glokomdan sonra dinya ¢apinda tc¢inct koérlik nedeni olup 10 milyon
kisiden biri korneal korlukten muzdariptir [39]. Korneal hastaliklarin birden ¢ok
nedeni olabilecedi gibi herhangi bir kaza, kimyasal maddeye maruz kalma,
enfeksiyonlar, besin eksikligi, kalitsal hastaliklar, dejeneratif hastaliklar ve
travmalar gibi nedenlerden dolayi da gérme kaybi yasanabilir. Dinya Saglk
Orgiti’'niin (WHO) 2018 yili verilerine gére diinya genelinde en az 2.2 milyar
insanin gérme bozuklugu veya korligu oldugu tahmin edilmektedir. Bu hastalarin
en az 1 milyari onlenebilecek veya henuz ele alinmamis bir gérme bozukluguna
sahiptir [40].

Korneanin anatomik olarak incelenmesi optik sistemin herhangi bir béliminde
meydana gelecek olan hasari anlamak ve tedavi etmek icin kritik Gneme sahiptir.
Bu nedenle arastirmacilar her anatomik katman igin farkli calismalara

odaklanmistir. Kornea kaynakli hastaliklardan bazilari sunlardir:

Kuru g6z sendromu, dlnya ¢apinda son yirmi yilda tedavisi basari ile sonuglansa
da en yaygin okuler ylzey hastaligidir [41]. Multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul
edilen bu hastaligin tedavisinde yapay gozyasi basgta olmak Uzere, antienflamatuar
ajanlar, tetrasiklinler, sekretogoglar, serum, kontakt lens, sistemik

immunosupresifler ve son olarak da cerrahi miidahale tercih edilmektedir [42].
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Keratit, okuler ylzeyin savunma mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda olugsan
ve dunyadaki okiler morbiditenin 6nemli bir nedeni olarak kabul edilen bir
hastaliktir [43]. Pek ¢ok nedeni olabilecegi gibi en sik gorulen c¢esidi bakteriyel
keratittir. Bakteriyel keratit; agri, azalmig gérme, géz yasarmasi, kizariklk, 1sik
hassasiyeti ve akintiya neden olan bir kornea enfeksiyonudur [44]. 24-48 saat
arasinda hizli bir sekilde ilerleyen bu hastalik mudahale edilmemesi durumunda
korluge neden olmaktadir. Hastaligin tedavisinde bakterinin diren¢ kazanmasini
onlemek icin oncelikle ne tur bir bakteri oldugunun tespitinden sonra antibiyotik

tedavisine baslanilir.

Korneal distrofileri; genellikle iki tarafli, simetrik, yavas ilerleyen, cevresel veya
sistemik faktorlerle ilgili olmayan, hicreleri, dokulari ve organlari etkileyen
otozomal dominant ve resesif kalitim gosteren bir hastaliktir [45]. Korneada
bulundugu yere bagl olarak; 6n bazal membran distrofisi (ABMD) ve Meesman'in
epitel distrofisi, stromal distrofiler arasinda ise Reis-Bueckler distrofisi, kafes
distrofisi, Thiel-Behnke distrofisi, grantler distrofi, Avellino distrofisi, makuler
distrofi, Schnyder kristalin distrofisi, Fleck distrofisi ve konjenital kalitsal stromal

distrofi ¢esitleri vardir [46].

Keratokonus; enflamatuar kdkenli olmadigi halde korneanin incelmesine neden
olan progresif bir hastaliktir [47]. Bu hastalik neticesinde kornea sekli bozularak

one dogru sivrilir ve koni seklinde gikinti yapar.

Korneal Ulser; korneal epitel ve bazal membran kaybi olarak tanimlanan bir
hastaliktir. Ulserler kornea stromasina kadar uzanabildigi gibi descemet zarinda
olusabilecek derin bir hasar, g6z kuresinin butunligunu tehlikeye sokarak korneal
perforasyon veya yirtima ile sonuglanir. Korneal uUlserler agrilidir ve siddetli
olduklarinda gérme kaybina yol acgabilirler. Kornea Ulserlerini teshis ve tedavi
etmedeki amag minimal skarlasma ile hizli iyilesmeyi tesvik etmektir [48]. Ulseratif
keratitin etiyopatogenezi karmasgiktir. Epitelyal bariyere, bakteri ya da mantar
enfeksiyonlarina neden olabilirler. Ayrica mikroorganizmalar, |6kositler veya

kornea hiicreleri proteazlar salgilayarak hasara neden olabilir. Ulseratif keratitte;
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gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakteriler veya mantarlar bu hastaliga neden
olabilir [49].

Kornea 6demi; epitel veya stroma tarafindan asiri su aliminin yol agtigi patolojik

bir durumdur.

Korneanin vaskularizasyonu cerrahi iglemlerden veya bulagici hastaliklardan
kaynaklanabilir ve bu da seffafigi kritik derecede etkiler. Korneada kan
damarlarinin veya lenfatik damarlarin varli§i, korneal koérliglin en yaygin ikinci

nedenidir.

2.1.10. Kornea Hastaliklarinin Giincel Tedavi Yontemleri

Anatomik yapi itibari ile incelendiginde kornea; g6z kiresinin en 6n kisminda yer
alan ince, seffaf bir yapidir ve goérisu kontrol etmede 6nemli bir rol oynar.
Korneanin herhangi bir tabakasindaki kusur gorme islevini farkli oranlarda

bozabilir.

Korneal hastaliklarin tedavilerinde en c¢ok kullanilan ydntemler arasinda ilag
tedavisi basta olmak Uzere otolog serum, gen terapi gibi tedavi yontemleri vardir.
Bu tedavi secgenekleri korneanin hasarina ve hastalik boyutuna gore degismekle
birlikte lojistik destekler, yetismis doktor kapasitesi ve hastaligin dunya ¢apindaki

prevalansiyla baglantili olup bitlin bu durumlar tedavi sirecini etkilemektedir [50].

Geleneksel tedaviler arasinda siklikla tercih edilen otolog serum kullanimi,
genellikle enfeksiyon ve imminolojik reaksiyon riskini ortadan kaldirir. Dogal
gbzyas! yapisina buyuk oranda benzerlik gostermesi en blyuk avantaji olmakla
birlikte yapisinda bulunan ek besin 6zellikleri sayesinde iyi bir tedavi segenegidir.
Literatirde ozellikle kuru g6z sendromu hastaliginin tedavisinde otolog serum
kullaniminin 6n plana ciktigi gorulmektedir [51]. Bunula birlikte enflamatuar bir
hastalik olan superior limbik keratokonjonktivit, travma veya korneal bazal

membran distrofisine sekonder gelisen rekurren erozyon sendromu veya romatoid
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artrit gibi hastaliklar sonucu olugabilen persistan epitel defektleri ve graft-versus-

host hastaliginda da siklikla otolog serum kullaniimaktadir [52].

Goérme kaybinin sik gorilen nedenleri arasinda yer alan keratit ve
keratokonjonktivit gibi goz enfeksiyonlari igcin ana risk faktorleri arasinda kontakt
lensler, kornea ameliyatlari ve okuler travmalar bulunmaktadir. Bu tip hastaliklarin
tedavisinde antibiyotik kullaniimaktadir. Tedavi edilmeyen enfeksiyonlar siklikla
kalici goz hasarina neden olur ve kismi gorme kaybi veya korlige neden olur.
Kornea perforasyonu meydana gelirse, goérmeyi geri kazanmanin tek yolu kornea
naklidir. Anti-enflamatuar ilaglarin yanhis kullanimi, patojenik mikroorganizmalarin
antibiyotiklere karsi direncinin artmasina neden olabilir [53-55]. Bu nedenle

zamaninda ve etkili antibiyotik kullanimi ¢ok énemlidir.

Son yirmi yilda kornea hastaliklarinin tedavisinde siklikla tercih edilen tedavi
yontemleri arasinda limbal kdk hicre nakli, spesifik korneal hicrelerin kullanimi,
Descemet'in siyirma otomatik endotel keratoplastisi (DSAEK), korneanin i¢
tabakasinin nakli (DMEK), kontakt lens yoluyla ila¢c salimi ve gen tedavisi teknikleri
vardir [56].

1994 yilinda adenoviris kullanilarak gercgeklestirilen gen terapisi ile edinilmis
kornea enflamatuar hastaliklarini dizeltmedeki potansiyel ortaya cikmistir [57].
Gen terapisi hastaligin kokenini dizeltmeye yonelik bir teknik olup uzun sdreli
iyilesme sadlar ve tekrarlanan uygulamalar veya Kklinik ziyaretleri gerektirmez.
immiin ayricalikli dogasi nedeniyle kornea, gen terapisi uygulamasinin en rahat
gerceklestirildigi  dokudur. Kornea gen terapi c¢alismalari, kornea
transplantasyonunun reddi, korneanin vaskularizasyonu, korneanin perdelenmesi
ve Herpes Simpleks Viris’inin sebep oldugu herpetik stromal keratiti gibi
hastaliklara ¢6zim bulmustur [58, 59]. Basarili bir gen terapi tedavisi, yeterli
duzeyde terapotik gen seviyelerinin kornea hucrelerine verilmesi, spesifik hiicre
populasyonlarini hedefleyebilme yetenegine ve patolojik slrecleri sonlandirmak
veya engellemek igin yeni hedeflerin tanimlanmasina baghdir. Bu amag

dogrultusunda cesitli vektorler, hedefleme teknikleri ve stratejiler gelistirilmigtir [60].
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Farkli viral ve nonviral vektorler; in vitro, ex vivo ve in vivo olarak korneaya genleri
sokmak icin kullaniimaktadir. Viral vektorler arasinda; adenoviris, adeno-baglantili
viris (AAV), retroviris ve lentiviris vektorleri tercih edilirken nonviral vektorler
arasinda; plazmid DNA, lipitler, polimerler ve nanopartikuller basarili bir sekilde
kullaniimaktadir. Bu vektorler topikal uygulama, gen tabancasi, elektroporasyon,
intrastromal enjeksiyon ve iyontoforez gibi cesitli fiziksel teknikler kullanilarak

hedef gene verilmektedir [59].

Onleyici stratejiler olarak kabul edilen tedavi seceneklerinin basarisiz olmasi
halinde ileri kornea hastaliklarinin tedavisinde en etkili yol kornea
transplantasyonudur. Kornea nakli tim organ nakilleri arasinda en yuiksek basari
oranina sahiptir. Yapilan arastirmalara goére nakilden sonra saglikli greft orani

%94'tlr [63]. Bu basari oraninin saglanmasinda etkili olan kriterler sunlardir:

1) Korneanin avaskuler bir yapiya sahip olmasi
2) immiinolojik yapisi nedeniyle greft reddinin az olmasi
3) Dondr dokudan gecebilecek hastalik riskinin gok az olmasi [64]

4) Descemet'in siyirma otomatik endotel keratoplasti (DSAEK) yéntemi
sayesinde hasarin daha erken duzelmesi, yara ve sutur ile ilgili komplikasyonlar,
intraoperatif ve ge¢ suprakroidal kanama riski agisindan daha etkili bir teknik

oldugunun kanitlanmasi [65]

5) Viskoelastikler, elmas bigaklar, ultrasonik pakimetri, intraoperatif optik
koherens tomografisi, yapay 6n odalar, gelismis mikrokeratomlar ve femtosaniye

lazer gibi enstrimantasyondaki ilerlemeler

Gunumuzde keratoplasti dunyada en ¢ok yapilan ve basari orani en yuksek doku
naklidir. Son 10 yida tam kalinlikta olan korneanin butin katmanlarinin
degistiriimesinden ibaret olan penetran keratoplasti islemi olduk¢a fazla tercih
edilmektedir [61, 62]. Penetran keratoplastinin endikasyonlari arasinda greft

yetmezligi, greft replasmani, Fuchs Endotel Distrofisi, psédofakik veya afakik
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billoz keratopati, enfeksiyonlar ve gesitli travmalar vardir [63]. Bu teknikte alicinin
kornea endoteli korunmadigindan endotelyal rejeksiyon riski mevcuttur. Bu islem
intraokdler bir cerrahi teknigi olup islem sirasinda ekspulsif hemoraji ve cerrahi
sonrasinda uzun dénem steroid kullanimina, sekonder katarakt ve glokom gibi
bircok ciddi komplikasyona neden olabilir. Bu teknigin dezavantajlari neticesinde
endotelin korundugu keratoplasti teknikleri ginden glne gelismekle beraber ilk

tedavi segcenegdi olmaya baglamistir.

Lameller cerrahisinin 6n plana ¢ikmasinin ardinda korneal mikro anatomi ve mikro
cerrahi alanindaki gelismeler biyik 6nem arz etmektedir. Ozellikle stroma ve
endotel tabakasinin patolojik olarak derinlemesine incelenmesi bu alanin
gelismesine olanak saglamistir. Lameller keratoplastinin temel prensibi hastanin
anterior korneal dokularinin descemet ve endotel bltlnligine dokunulmadan
eksizyonu ve dondrden alinan saglikli anterior dokularin bu bdlgeye
transplantasyonudur [64]. Lameller keratoplastinin tercih edilmesinin nedenleri
arasinda; alici endotelindeki kaybin minimum duzeyde olmasi, dusuk rejeksiyon
orani ve uzun greft dmri olmasi sayilabilir. Bu avantajlar penetran keratoplastiyi
endotel tabakasi ve descemet tabakasinin zari iyi bir sekilde korunup sadece
stroma degistirildigi icin ve endotel reddinden kaynaklanan basarisizlik riski
tamamen onlenmesinden dolayi geri planda birakmaktadir. Diger bir olasi senaryo
olan hastanin endotel tabakasinin degistiriimesi gereken durumlarda ise g0z
kdresinin butinlugune herhangi bir zarar gelmeyecegdi icin 6zellikle indiklenen

astigmatizma kismen veya tamamen Onlenmektedir [65].

Lameller keratoplasti birkag yolla yapilmaktadir. Bunlardan birisi Anterior Lameller
Keratoplasti (ALK) teknigidir. Bu teknikte descemet membraninin korunmasi esas
alinirken, ihtiya¢ halinde stromal doku nakli de yapilabilir. Bir diger teknik olan
Derin Anterior Lameller Keratoplasty (DALK) iglemi ise descement seviyesine

kadar on lamelin degistiriimesidir [66, 67].

Gelisen teknoloji ve korneanin yapisinin daha ayrintili incelenmesi sonucunda

keratoplastinin kendi icerisinde farkl teknikleri gelissede tam anlamiyla basaril
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sonugclar elde etmek i¢in ginimuzde suregelen klinik, sosyal ve lojistik engellerin
asilmasi  gerekmektedir.  Gelecekteki hangi nedenden  kaynaklandigi
onemsenmeksizin genis bir yelpazede korneal korligin onlenmesi icin dinya
genelinde blyik yatirimlar yapiimaktadir. Umit vaat eden bu yatirimlara ragmen
gun gectikce ihtiyaci artan kornea transplantasyonunun onundeki engeller
korkutucu olmustur. Sinirli doku mevcudiyeti, egitimli kornea cerrahlarinin eksikligi,

dini ve kiltdrel inanislar bu konuda karsilasilan dezavantajlar arasindadir [68].

2.2. Doku Muhendisligi

“Doku muhendisligi” terimi, 1988 yilinda Ulusal Bilim Vakfi'nda biyomalzemeler
basta olmak Uzere doku iskelelerini ve buyume faktorlerini destekleyen
hicrelerden dokularin yenilenmesine odaklanan yeni bir bilimsel alani temsil
etmek icin ortaya atilmistir. Literatirde doku muhendisligi; doku fonksiyonunun
veya bir organin iyilestiriimesi, korunmasi veya gelistirimesine yonelik tip,
mihendislik, fen bilimlerini ve yasam bilimlerinin ilkelerini kapsayan disiplinler
arasi bir bilim dah olarak tanimlanmaktadir [69]. Bagska bir deyisle insan
vicudunun essiz yapisal karmasasi karsisinda hidcreden baglayarak organ
seviyesinde ortaya ¢lkan yapilarin  yeniden insa edilmesine ve
fonksiyonlandirilmasi esasina dayanan bir bilim dahdir [70]. Doku muhendisligi
kavrami ortaya atildigi ilk gunden beri bircok problemle karsi kargiya gelmistir.

Bunlar;

1. Gelistiriimek istenen dokunun dogal yapiya maksimum oranda
benzemesi icin kitle transferi ve biyolojik ortamini Ust dlzeyde
biyomimetik olarak olusturmak

2. Ticari olarak anlamli 6lgekte hicresel mikro ¢evre olusturmak icin genel
Olceklendirme zorluklarinin tUstesinden gelmek

3. Kilinik ve ticari olarak anlamli olgekler Uzerinde uygun sure¢ ve kalite
kontroltini ekonomik olarak saglayabilmek

4. Hucre tedavileri ve yasayabilir dokularin nakli igin gerekli olan uygun
hiacre kullanimi ve koruma prosedurleri de dahil olmak Uzere doku
muhendisligi teknolojilerinin klinik ortamlarda uygulanmasi [70]

5. Allogreft yontemlerin organ donéri gerektirmesi ve halihazirda bulunan

donorlerin yetersizligi gibi nedenlerden dolayi tercih edilmemesi
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6. Organ bagiscisi yetersizligi her yil arttigi icin nakil yontemi sinirli hale
gelmesi gibi sebeplerdir.

Literatiirde genis ¢apta ele alinan bu sorunlara ragmen ginimuzde hasarh doku
veya organlarin in vivo olarak islevselligini ve fonksiyonunu yeniden kazandirmak
veya basariyla degistirmek igin doku muhendisligi teknikleri kullanilabilmekte ve

basarili sonugclar alinabilmektedir.

Doku muhendisligi ¢atisi altinda kalp [71], kemik [72], kikirdak [73], kan damarlari
[74], kalp kapakgigi [75], trekea [76], kornea [77] ve diger bircok dokuya ait
calismalar mevcuttur. Bu multidisipliner bilim dali gin gectikgce gelisip daha fazla
onem kazanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde doku muhendisligi ve
rejeneratif tip pazari, 2009 yilinda 6.9 milyar dolara yukselirken 2018'de yaklasik
32 milyar dolar olacagr tahmin edilmigtir [75]. Bu pazara bakildiginda cilt
epidermisi, kornea epiteli ve kikirdak gibi dokularin avaskuler yapida olmalarindan
dolayr on plana ciktigl, karaciger gibi metabolik aktivite acgisindan oldukga

fonksiyonel olan dokularin ise arka planda kaldi§i gértlmektedir.

Bilim dunyasinin en guglu referans noktasi haline gelmeye baslayan doku
muhendisligi alaninda atilan ciddi adimlar beraberindeki multidisipliner bilim
dallarini da oldukca ©6nemli bir hale getirmektedir. Bu nedenle hem doku
muhendisligi ¢esitleri hem de tamamlayici bir unsur olarak kabul edilen rejeneratif

tip teknikleri topyekdn olarak biyik 6nem arz etmektedir.

Doku muhendisligi uygulamalari 3 temel komponentten meydana gelmektedir;

* Hucre ici ve digi tasiyici gorevini Ustlenen ekstraseliler matriks yapisi (ECM),
 Hucrelerin Uremesini farkhlagmasini saglayan sinyal yolaklari ve sitokinler,
» Hasarli ya da nekroz dokularin tekrar olusturulmasini saglayacak hucreler

Doku muahendisliginin nihai varis noktasi istenilen yapiya fiziksel bir form
kazandirmak oldugu igin bahsi gegen komponentlerin basarili ve verimli bir

etkilesimi gerekmektedir. Bu nedenle her ¢calisma kendine 6zel olmakla birlikte her
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problemin de multidisipliner alanda bir ¢ézumu vardir. Basarii bir doku
muhendisligi ¢iktisinin ilk parametresi doku iskelesinin basarili bir sekilde
uretiimesi esasina dayanmaktadir. CuUnku Uretiimek istenen doku essiz bir
mimariye sahip, duzenli hicrelerden olusan, hicre disi matriks (ECM) ve ECM
bilesenleriyle komplex bir yapiya sahiptir. Bu baglamda Uretilecek olan dokunun
insan vucudunda basarili bir sekilde gorevini yurutebilmesi i¢cin doku iskelesinin

basarili bir sekilde module etmek tasarimin en énemli parametresidir [75].
Ideal bir doku iskelesinin sahip olmasi gereken dzellikler:

e Kullanilan malzeme biyouyumlu ve biyobozunur olmali [78]

e Malzeme immunojeniklik veya sitotoksik etki gbstermemeli

e Malzemenin mekanik Ozellikleri yeterli olmal ve kullanim sirasinda ve
hastanin normal aktiviteleri sirasinda ¢ékmemeli [79]

e Insan viicuduyla temas eden tim materyallerde oldugu gibi, doku
iskelelerinin enfeksiyonu 6nlemek igin kolayca sterilize edilmesi gerekir

e Maliyeti uygun olmal

e Malzeme kolay bir sekilde imal edilmelidir ve hicresel metabolik atiklarin
uzaklastiriimasi igin gerekli olan ug¢ boyutlu gézenekli bir yapiyi olusturmal
[78]

2.2.1. Deselllerizasyon

Doku muhendisligi alaninda yillardir “altin standart” olarak kabul edilen otogreftler
immun reddin yagsanmamasi agisindan rahat bir uygulama olmustur. Fakat sinirh
olmalari acgisindan getirdikleri dezavantaj deselllerizasyon tekniginin ortaya
cikmasina zemin hazirlamistir. Deselllerizasyon yani hlicresizlestirme; ksenojenik
hicrelerin ve antijenlerin uzaklastirilmasi ile ksenogreftlarin bagisiklik bariyerini
ortadan kaldirmay! ve bu arada dogal hicre disi matriksi doku iskelesi olarak
kullanmayi amaglamaktadir [80, 81]. Literatirde mevcut olan tim deselllerizasyon
calismalarinda ortak amag¢ dokunun ekstraseliler matriks (ECM) yapisinin
bozulmamasi ve buna bagli olarak elde edilecek dogal iskele yapisinin kalip
olarak hucre ekimi ve doku muhendisliginin diger gerekli unsurlar ile

yapilandiriimasidir. ECM:
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1. igeriginde proteinlerin gesitliligi ve farkliigiyla, glikozaminoglikanlarla ve
diger molekullerle her dokuya 6zgu karakteristiktedir.

2. Buyume faktorlerinin, sitokinlerin, matriks degrade eden enzimlerin ve
inhibitorlerinin aktivitelerini dizenleyerek hlcresel davranisi yonetmektedir.

3. Yapisindaki temel yapisal proteinlerle mekanik dayanimi ve elastisiteyi
saglamaktadir.

4. Fibronektinin yapisinda hiicre yapismasinda énemli goérev alan Arg-Gly-Asp
(RGD) sekanslart oldukga fazladir. Bu sayede hicre matriks
etkilesimlerinde olduk¢a 6nemli rol oynar.

5. Kondroitin silfat, heparin silfat, heparin ve hyaluronik asit gibi ECM
yapinda bulunan glikozaminoglikanlar da c¢esitli bliyime faktoérlerini ve
sitokinleri baglar, dokunun su tutmasini dizenler ve ECM’nin 6zelliklerine
katki saglar [82].

ECM vyapisi yukarida bahsedilen gbrevieri neticesinde deselilerizasyon
protokollerinin hepsi i¢in korunmasi gereken énemli bir parametredir. Sonrasinda
elde edilecek ECM yapisi immin rejeksiyona ve inflamasyona sebep olan
zenojenik/allojenik hicresel antijen kaynaklarinin maksimum verimle dokudan
uzaklastirlmasinin getirdigi basari ile deselulerizasyon igleminin basarisini ortaya
koymaktadir. Basarili bir deselilerize matriksin dogal makro ve mikro yapisi kok

hicrelerin cogalmasi ve 6zellesmesi icin uyumlu bir platform gérevindedir.

Deselllerizasyon iglemi; kimyasal, enzimatik, fiziksel veya bu tekniklerin beraber
kullaniimasiyla gercgeklestirilebilir. Bu noktada dikkat edilmesi gereken en dnemli
unsur hedeflenen dokunun ECM yapisinin hangi teknikte daha iyi muhafaza
edileceginin tespit edilmesidir. Mevcut deselllerizasyon stratejilerinin hem avantaj
hem de dezavantajlari vardir. Deselilerizasyon yontemlerinin ilk basamagi hicre
membraninin  par¢alanmasidir. Bu slre¢ sitoplazmik ve hicre membran
bilesenlerin ¢ozinmesiyle ve doku hicre kalintilarinin yapidan uzaklastiriimasiyla
son bulmaktadir. Deselllerizasyondan sonra kalan tim  kimyasallar
olusturabilecekleri olumsuz konak doku vyanitini Onlemek ic¢in yapidan
uzaklastirimalidir. Deselllerizasyon islemi sona erdiginde ECM’nin ne durumda

oldugu cesitli ydontemlerle tespit edilebilir.
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Doku deselllerizasyonunda yaygin olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
kullaniimaktadir. Fiziksel deselllerizasyon yodntemleri; karistirma, sonikasyon,
mekanik kuvvet, basin¢ ve dondurup ¢ézmedir. Bu yontemlerin kullanimiyla hiicre
zarinin buyuk oranda hasari sonucunda nukleus ortaya ¢ikar ve yapilan yilkama
islemleri ile ECM yapisindan istenilmeyen komponentler uzaklastirilir. Tek basina
yeterli bir deselillerizasyon yodntemi olmayan fiziksel deselilerizasyonda ek
protokollere ihtiya¢c duyulmaktadir. Biyolojik deselilerizasyon yontemleri enzimatik
ve enzimatik olmayan ajanlarin kullanilmasiyla ¢esitlilik géstermektedir. Enzimatik
ajanlara ornek olarak; tripsin, dispaz, Fosfolipaz A2, Sera ve Niukleazlar (RNAaz,
DNAaz) verilebilir. Serin proteazi ailesine mensup olan Tripsin; deselllerizasyonda
yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. Hlcre yapigsma proteinlerinin arjinin ve lizin
aminoasitlerinin karboksil ucglarindaki peptit bagini kopararak hucrelerin doku
yluzeyinden ayrilmasini saglar [83]. Tripsin; kolajene kargl direngli olmamasi,
hacreleri dokudan uzaklastirirken daha uzun zamana ihtiyag duymasi agisindan bazi
dezavantajlara sahiptir. Enzimatik olmayan ajanlara ise Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) 0©rnek olarak verilebilir. EDTA ile tripsinin beraber kullanildigi
deselllerizasyon galismalarinda blyuk olgide basari saglanmistir [84]. Kimyasal
deselllerizasyon yontemleri arasinda; alkoller (etanol, gliserol), asit ve bazlar
(Perasetik asit, Amonyum hidroksit), iyonik deterjanlar (SDS), iyonik olmayan
deterjanlar (Triton x 100), hipo ve hipertonik deterjanlar (NaCl, Tris HCI) yer
almaktadir. Deselulerizasyonda deterjanlarin kullanimi yuksek verimde sonug elde
edildigi icin siklikla tercih edilmektedir. Hem hlcre zarini pargalayip hem de DNA’
yI proteinden ayirabilme o6zelliklerinden dolayi deselllerizasyon protokollerinde

siklikla kullaniimaktadirlar.

Tez c¢alismalarinda Sodyum Dodesil Silfat (SDS) tabanli deselllerizasyon
yontemi tercih edilmigtir. SDS oldukca yiksek bir verimle htcreleri ve hicresel
artik materyalleri dokudan uzaklastiran bir deterjandir. SDS protokolil, dogal
dokunun yapisal konformasyonunu bozabilir. Dokudaki GAG miktarinin
azalmasina sebep olurken kolajenin de yapisal butinliglini bozarak yapinin
mekanik dayanimini olumsuz yénde etkiler [85]. Bu gibi nedenlerle ECM yapisinda
bozulma hatta gevseme gorulecedi igin deselulerize dokunun mutlaka bir hidrojelle

desteklenmesi gerekmektedir [86].
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Basarili bir deselulerizasyon islemi; deselllerizasyon protokolinin segimi ve
dogru bir sekilde uygulanmasina baglidir. Kullanilan deterjanin cinsi ve miktari,
dokuda bekleme suresi, dokudan uzaklastirima yontemi deselulerizasyon

basarisini etkileyen kriterler arasindadir [145].

2.3. Kornea Doku Muhendisligi

Kornea; anatomik lokalizasyonu nedeniyle surekli olarak asindirici, mekanik
kuvvetlere ve kimyasal travmaya maruz kalan, kendi icinde butin hicresel
fonksiyonlari yonlendirmeye ve duzenlemeye yardimci olan son derece 6zel ve
benzersiz seffaf bir organdir [36, 87]. Korneanin iglevinin kaybi hastaliklara ve
hasara bagh olarak seffafligini kaybetmesi ve geri donlisimsiz olarak avaskiler
yapisini kaybetmesine sonug¢ olarak da gorme kaybina neden olmaktadir. 2012
yilinda yapilan bir arastirmaya goére 285 milyon insandan 39 milyonu gbérme
engellidir. Bu vakalarin nedenleri arasinda; katarakt (% 51), glokom (% 8) ve yasa
bagl makula dejenerasyon (% 5) gibi siklikla gérulen hastaliklar yer almaktadir
[88, 89].

Kornea hasarina bagl korlugunin geri donussuz bir sekilde yasanmasinin
ardindan tek iyi tedavi secenegi allogreft nakillerdir. Bu nedenle, zarar gérmus
veya hastalikli kornealarin yerini almak igin biyomalzemelerin gelistiriimesinde
onemli ¢galismalar yapilmigtir. Allogreftlerin; immin red, bazi bulagici hastaliklarin
etkisi, populasyonun yaslanmasi, cerrahi yetersizlik ve mekanik nedenler gibi
bircok dezavantaji olmasina karsin kullanim alani oldukga genistir [87].
Ksenograftlar ise bir tirden farkli bir tire gergeklesen nakillerin tUmunu
kapsamaktadir. inekler, kopekler, baliklar, domuzlar, domuzlar, koyunlar ve
tavsanlarin kullanimi da dahil olmak Uzere hayvansal kornealari insanlara
nakletmek igin birgok ¢alisma yapilmistir [90]. insan korneasina fizyolojik ve optik
Ozelliklerinin diger hayvanlara oranla daha ¢ok benzemesinden dolayr domuz

karsimiza en sik tercih edilen hayvan olarak ¢gikmaktadir [91].

Keratoplasti son yillarda ciddi oranda gelisen ve kullanilan bir yontemdir.

Gunumuzde klinikte cogunlukla penetran keratoplasti, derin anterior lameller
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keratoplasti ve endotel keratoplasti gibi korneal transplantasyon teknikleri siklikla
kullaniimaktadir. Buna ragmen keratoprotezler dezavantajlari bakimindan
incelendiginde sosyal ve bilimsel iki mesele etrafinda toplanmaktadir. Bunlar; dini
ve kilturel faktorlerin getirdigi sorunlar, egitim eksikligi, gdéz bankalarinin yeterli
saylda olmamasi, bagisgl sayisinin az olmasi, yaslanan populasyona orantili
olarak gen¢ kornea bagisinin az olmasi gibi faktorlerdir [61, 92]. Kargilasilan bu
sorunlarin ¢ézUmune yonelik gelistirilen yapay kornealar, yetersiz mekanik
mukavemete (yogunluk, tokluk ve plastisite) sahip olmalari nedeniyle cerrahi dikis
islemine kargi dayaniksizdir. Ayrica yapay kornea iskelesinin malzemesi ve yapisi,
kornea dokusunun kalici ve buna ek olarak biyolojik agidan tamamen iyilesmesi
icin yetersiz kalmaktadir. Keratoplasti sonrasi immunolojik greft rejeksiyonu diger
organ transplantasyonlarina goére daha nadir goriilse de greft rejeksiyonu halen
greft basarisizliginin en sik nedenidir. Aslinda diger transpantasyonlara goére
rejeksiyonun daha az gorulmesinin basarisi korneanin avaskuler dogasi,

immunsupresif okuler mikrogevre ve immun olarak ayricalikli olmasi ile iligkilidir

[1].

Simdiye kadar ideal bir keratoprotezin gerekliligi defalarca belirtiimesine ragmen
yaygin olarak kabul edilen bir kornea ikamesi mevcut degildir [93]. Buna ragmen
kornea doku muhendisligi icin ideal bir kornea replasmaninin baslica bir takim

Ozelliklere sahip olmasi beklenilmektedir ve bu 6zellikler su sekilde siralanabilir:

1. insan korneasina biyomimetik olarak maksimum oranda benzemelidir.
2. Biyouyumlulugu ve optik olarak saydamligi dogal korneaya benzemelidir

3. Ameliyat sirasinda kolay uygulanabilir ve dusuk maliyette olmalidir [94].

Gunumuzde kullanilan yapay kornealarin ideal bir Grin giktisi haline gelebilmesi
icin bahsedilen mevcut dezavantajlar Uzerine yogunlasan arastirmacilar, bu
sorunlari ¢ozmek icin yapay kornea iskelesinin mekanik ozelliklerinin ve alici
kornea dokusu ile biyolojik iyilestirme islevinin artirlmasina odaklanmistir. Bunun
sonucu olarak literatirde onerilen bircok yaklagsim ortaya c¢ikmistir ve sayisiz
arastirmaci kornea hucrelerini tipik bir sekilde in vitro bir iskelede ekip blyutme
yontemiyle kornea esdegerlerini olusturmaya galigsmistir [95]. Diger yandan kornea
doku muhendisligi alaninda bugtin gelinen son noktada, hticre fenotipi ve doku
mimarisi agisindan in vivo muadillerini taklit etmek Gzere tasarlanmis insan doku
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muhendisligi kornealarinin gelistirilmistir. 3 boyutlu kornea doku iskelelerinin

kullanimi temel arastirma veya klinik amaglar igin oldukga faydali olmustur [92].

Son yillarda mevcut yaklagimlarin hem avantaj hem de dezavantajlari géz énine
alindiginda tamamlayici bir parga olarak kargsimiza ¢ikan hicre tabaka
muhendisliginin kullanimi birgok sorunun ¢6zimune olanak tanimistir. Literatirde
transplantasyonlar icin allogreftlere alternatif olarak tim korneanin veya tek tek
katmanlarinin yeniden yapilandiriimasi igin bir dizi doku muhendisligi yaklagimi
arastirilmistir [96]. Ozellikle korneal yara iyilesmesi énemli bir klinik problem olup
oldukga karmasik bir surecgten ibaret oldugu icin iyilesme mekanizmalarini ve bu
mekanizmalara etki eden faktorleri anlamak, yeterli bir iyilesme yanitini uyarmaya
duyarli bliyume faktoérlerini dogru bicimde kullanabilmek 6énem arz etmektedir.
Bunun icin pek c¢ok iyilesme modeli kullaniimigtir [97-100]. Korneanin tek bir
katmaninin modellendigi tek tabakali kornea modellerinden 3 boyutlu doku
modellerine kadar genis bir yelpazeye sahiptir. Tek tabaka hicre muhendisliginde
kullanilan in vitro modeller dogal korneadan daha az karmasik olup kullanim
kolayli§i ve hizliliklari nedeniyle ilgi ¢ekicidir [101, 102]. Fakat epitel-mezenkimal
etkilesimlerden ve sinirh epitel kalinligindan dolayl dezavantaja sahiptirler. Bu
noktada kullanilan hayvan modellerinde kornea yarasi iyilesmesi ¢alismalari ¢ok
pahahdir [103]. Ayrica kopek, kedi gibi hayvanlarla yapilan in vivo hayvan
deneyleri, hayvanlar arasindaki dogal degiskenlik nedeniyle gerceklestiriimesi hem
pahali hem de zordur [104, 105]. Butin bu dezavantajlar in vitro kornea doku
modellerine olan talebi gun gectikgce artirmaktadir. Bu baglamda kornea doku
modellerinin en buyuk avantaji ilag sektorl i¢in hayvan deneylerinin sayisini
azaltmasidir [106]. 3 boyutlu yapi iskelesine sahip bir korneanin in vitro hastalik
modelleri baglaminda kullanimi; korneanin doku yapisi, fonksiyonu, sinir, epitel,
stroma ve endotel hicre tiplerinin ayrintili incelenmesi gibi durumlara olanak

saglamistir [92].

2.3.1. Kornea Doku Muhendisliginde Kullanilan Hiicreler

Kornea doku miuhendisliginde kullanilan hucreler korneanin ilgili katmanindan
izole edilerek kullaniimaktadir. izole edilen kornea epitel hiicreleri, limbal korneal

epitel hucreleri rekonstruksiyonun iglemlerinde kullaniimaktadir [107-109]. Stroma
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tabakasinin rekonstruksiyonu icin primer stromal hdcreler, hucre hatlari, dermal
fibroblastlar kullaniimaktadir. Endotel tabakanin rekonstruksiyonu igin ise yine bu
tabakadan izole edilen endotel hucreleri veya endotelyal hicre hatlari
kullaniimaktadir [110].

Korneal stromanin temel hucreleri olan keratositler mezenkimal kokenli
hicrelerdir. Erigskin bir kornea dokusunda mitoz bolinmeye sahip dedgildir.
Dendritik bir morfolojiye sahip olup yapilarinda bolca Aldehid Dehidrogenaz
(ALDH) ve CD-34 bulundururlar [111]. Yara iyilesmesi durumunda aktive olan
keratositler, dendritik morfolojilerini fibroblast ya da myofibroblastlara donusturur.
Ayrica keratositler tarafindan sentezlenen proteoglikan kompozisyonu korneal
seffafligin énemli bir parametresidir. Keratositler, farkhlasma yetenegi fazla
miktarda olan mezenkimal kék htcrelerden olusur. Bu hlcreler kornea epitelyum
kok hulcrelerinin  yakinindaki limbal stromada bulunur [112]. Farklilagsma
yeteneklerinden dolayi kok hicrelerin kornea doku muhendisligi kullanimi oldukga
yaygin hale gelmistir. Korneal stromadan tiretilmis kok htcreler (CCSC) [113,
114], adipoz turevi yetiskin kok hicreler (ADASC'ler) [115, 116], insan embriyonik
kok hucreleri (hESC) [117, 118], kemik iligi mezenkimal kok hucreler (BMSC)
[119], oral mukozadan tiretilen kok hicreler [120], dis pulpasi kok hucreleri
(DPSC) [121], sac¢ folikulinden turetilen kok hicreler (HFSC) [122], Wharton
Jeli’nden toretilen kok hicreler [123], gobek kordonu kok hicreleri [124] ve
induklenmis pluripotent kok hucrelerle (iPS) [125, 126] literaturde ornegdi olan pek

cok kornea doku miuhendisligi gcalismasi mevcuttur.

2.3.2. Kornea Doku Mihendisliginde Kullanilan Doku iskeleleri ve

Malzemeler

Kornea doku muhendisligi kapsaminda uretilecek olan ideal bir doku iskelesinin

tasimasi gereken Ozellikler vardir. Bunlar;

1. Dogal korneaya benzer sekilde seffaf olmalidir.
2. Biyouyumlu olmalidir. Ayrica; hicresel yapisma, proliferasyon ve hicre

gocunu desteklemelidir.
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3. G0z i¢i basinca dayanikl olacak sekilde Ozellikle insan korneasina buyuk
oranda benzeyen biyomekanik 6zelliklere sahip olmahdir.

4. 1s1gin dagilmasini 6nlemek igin puruzsuz yuzeyin devamhligini korumahdir.

5. Doku yeniden modelleme ve biyointegrasyon zamanina uyan biyolojik
bozunma 6zelliklerine sahip olmalidir.

6. Insan korneasina benzer kirilma indisine sahip olmalidir.

7. Hem mikrobiyal bir bariyer goérevi gérmeli hem de besinler icin uygun
gozeneklilik ve diftizyonu saglamalidir.

8. Uretim ve uygulama agisinda kolay uygulanabilir ayni zamanda diisiik

maliyetli olmahdir [127].

Kornea doku muhendisligi alaninda karsilasilan problemlerin ¢6zimuine odaklanan
arastirmacilar mimetik agidan en iyi sonucu veren ve biyouyumlulugu Ust duzey
olan biyomateryalleri arastirmaktadir. Literatirde; stromal iskeleler [128],
nanomateryal iskeleler [129], deselilerize iskeleler [130], biyo-baskili iskeleler
[131], kolajen tabakalar [132], jelatin filmler [133], hidrojel lensler [134] ve
amniyotik membranlar [135] kullanildiindan bahsetmektedir. Malzemelere
bakildiginda polietilen glikol [85], akrilat bazli polimerler [86], polyesterler [87],
polidimetilsiloksan [88], polivinil alkol bazli polimerler [89], poliamidler [90],
polimetil metakrilat (PMMA), polihidroksietil metakrilat (PHEMA) [136], kolajen
[132, 137] ve kitosan [138] 6n plana ¢ikana ¢ikmaktadir. Sentetik polimerler tibbi
ihtiyaclarla eglestirilebilecek ayarlanabilir kimyasal ve mekanik Ozelliklere sahip
olsalarda hucre yapigsmasi, c¢ogalmasi ve etkili entegrasyon igin gerekli
biyomimetik 6zellikleri tam anlamiyla saglayamamaktadirlar. Biyolojik olarak
parcalanmayan dogalarina ek olarak doku iyilesmesi ve yeniden sekillenmesi
sirasinda hucreleri tagima ve biyointegrasyon yetersizlikleri de ana zorluk olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [91]. Kisisellestiriimis modifikasyonlar ve tasarimlarla yeni
biyomateryallerin gelistirimesinde suregelen ilerlemelereler sayesinde gun
gectikce umut vaat eden calismalar ortaya g¢ikmaktadir. Butin bu calismalar
icerisinde deselllerize dokular beraberinde getirdigi avantajlardan dolayi 6n plana
cikmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler de dahil olmak (zere

korneanin deselulerizasyonu igin farkli teknikler kullaniimaktadir. Literatiirde birgok
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deselllerizasyon yontemi ve kullanilan malzeme vardir. Bunlardan bazilari tablo

da 6zetlenmisgtir.

Cizelge 2.1. Literatirde yaygin kullanilan deselllerizasyon galismalarina érnekler

Kullanilan Deselllerizasyon Cesiti Deselllerizasyon Referans

korneanin Detayi

orijini

Domuz Kimyasal SDS [139]

Domuz Kimyasal+ biyolojik Triton+dispaz+tripsin | [140]

Domuz Fiziksel Yiksek  hidrostatik | [141]
basing

Domuz Kimyasal SDS [142]

Domuz Fiziksel Nitrojen gazi [143]

Domuz Kimyasal NaCl +Triton [144]

Domuz Fiziksel Yuksek  hidrostatik | [145]
basing

Domuz Biyolojik+fiziksel+kimyasal | Tripsin+ NaOH+freze | [146]
thawing

Domuz

insan Kimyasal NaCl /SDS/Triton [147]

insan Kimyasal SDS [148]

insan Kimyasal SDS [149]

Sigir Kimyasal SDS [150]

Domuz Fiziksel Yiksek  hidrostatik | [77]
basing

insan Kimyasal SDS+ lazer kaynakh | [151]
deselilerizasyon

2.4, Jelatin Metakrilat (GelMA)
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Jelatin, kolajenin kismi hidrolizinin geri donugumsuz islemi ile Uretilen polidispers
bir peptid karigimidir. Gunumuzde jelatinlerin buyudk ¢cogunlugu; sigir, domuz ve
kimes hayvani kolajenlerinden, ayni zamanda balik ve deniz organizmalarindan
da turetiimektedir [152]. Jelatinin yapisindaki RGD ve MMP sekanslari hiicrelerin;
migrasyonu, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi gibi temel hicresel fonksiyonlarini yerine
getirmektedir. Ayrica hlcre yapismasi ve hucre aracili enzimatik bozunma ile

faaliyetleri kolayca yuratmesini saglar.

Jelatinin en buylk dezavantajlarindan biri oda sicakhginda jel kivamindayken 37
°C veya uzerindeki sicakliklarda koloidal bir ¢ozelti haline gelerek ¢oéziulmesidir
[153]. Jel kivamindaki jelatin termal stabiliteyi bozdugundan dolayr doku kultra
calismalarinda mutlaka kimyasal capraz baglanma gerektirir [154, 155]. Bu
sorunun ¢6zimi olarak karsimiza ¢ikan kovalent ¢apraz baglanma uygulamasi
jelatin jelleri guclendirmekle kalmaz ayni zamanda ¢apraz baglanma derecesini
kontrol ederek bozunma suresini de ayarlamaya yardimci olur. Alternatif olarak
jelatin metakrilat veya serbest tiyol gruplari ile iglevsellestirme asamasindan sonra

foto capraz baglanma mimkuin olmaktadir.

Literaturde ilk kez 2000 yilinda Van Den Bulcke ve arkadaslari tarafindan bulunan
GelMA [156], gunimulzde farkh sekillerde sentezlenerek amaclanan c¢alisma
dogrultusunda istenen &zelliklerde karakterize edilmektedir. Ozellikle doku
muhendisligi uygulamalan icin modifiye dogal ECM bilesenlerinden olugsan foto
polimerize edilebilir bir hidrojel olmasindan dolayr son yillarda ilgi c¢ekici bir

malzeme olmustur [157].

GelMA’nin polimerizasyonunda metakrilat gruplari hidrojelin biyolojik davraniginin
ve mikro yapisinin kontrol edilmesinde rol oynamaktadir. Bu polimerizasyon
surecinde Ozellikle oda sicakligi basta olmak Uzere nétr pH, sulu ortamlarda
gerceklesmesi gibi parametreler oldukga Oonem arz etmektedir [158, 159].
Tepkimeye girmemis MA (metakrilat) ve metakrilik asit yan drdnlerinin diyaliz
membran vasitasiyla uzaklastirmak icin bir gesit diyaliz prosesinin uygulandigi

polimerizasyon asamasinda safsizliklar ve sitotoksik etkiler minimum dizeye
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indirilmektedir [159]. BoOylece uretilecek olan GelMA sitotoksik etkilerden uzak
uretilir. Literatirde MA (metakrilat) oraninin az veya ¢ok kullaniimasiyla Uretilen
GelMA’'nin 6zellikleri Gzerinde detayh bir ¢galisma mevcut degildir. Bu konu daha
fazla optimizasyon calismalar igin arastiriimasi gereken ilgi ¢ekici bir alan 6zelligi

tasimaktadir.

Fiziksel ozellikleri incelendiginde; sisme, mukavemet, gdzeneklilik gibi 6zellikler
nanoparcgaciklarin eklenmesi veya fonksiyonel gruplarin jelatin omurgasina

eklenmesiyle rahat bir sekilde optimize edilmektedir [160, 161].

Literatirde hidrojellerin kullanildigi hicre kapsulleme ve foto c¢apraz baglama
calismalar igin cgesitli foto baslaticilar kullaniimasina ragmen Irgacure 2959 (2-
hidroksi-4'-(2-hidroksietoksi)-2-metilpropiofenon), doku muahendisligi uygulamalari
icin en yaygin kullanilan foto baslatici olarak kabul edilmektedir [159]. Bununla
birlikte, hidrojel varhdinda fotopolimerizasyon isleminin daha ylksek hicre
canhligina yol actigi da gésterilmistir [162]. Hiicre boyutunda gbzlenen bu zararin
fotopolimerizasyon sirasinda olusan serbest radikallerin ¢apraz baglama islemi
sirasinda tamamen tikenmesine bagl olarak hicresel bilesenlere verilen zarari
azaltmasiyla iligkili oldugu dusunulmektedir. Metakrilik yan gruplarinin ¢apraz
baglanmasi, polimerin kuru kutlesi, islevselligin derecesi, foto-baslatici
konsantrasyonu, ultraviyole (UV) yogunlugu ve capraz baglanma suresi gibi temel
degiskenler ile GelIMA’nin kontrollu bir sekilde polimerizasyonunun saglanabilmesi
doku muhendisligi calismalarinda 6n plana ¢ikmasina neden olmustur [156, 163,
164].

Literatirde GelMA polimeri ¢ok farkh alanlarda kullaniimaktadir. Son yillarda in
vitro vaskularizasyon ve doku olusumunda [162], yara iyilesmesi ve cilt

yenilenmesinde [165], osteoporoz tedavisinde [166] GelMA'nin kullanimi artmigtir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deselulerize Sigir Korneasinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.1.1. Sigir Kornealarinin Diseksiyonu

Caligsmalarda sigir gozinden elde edilen kornealar kullaniimigtir. Disekte edilen
kornealar deselllerizasyon c¢alismalarinda ve hibrit matrikslerin eldesinde
kullaniimistir. Calismada kullanilan sidir kornealari bekletiimemis ve konjonktival

dokunun capraz kontaminasyona ugramamasi ic¢in dikkatli bir sekilde disekte
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edilmigtir. Boylece korneanin seffafligi korunarak dokularin dehidre olmasinin da

onune gecilmistir.

3.1.2. Deselllerize Matrikslerin Eldesi

Deselulerizasyon isleminde literatirde sik¢a tercih edilen Sodyum Dodesil Sulfat
(SDS) tabanli kimyasal deselllerizasyon yontemi tercih edilmistir. Kornea dokulari
50 mL’lik ependorf tupleri igerisine alinarak Uzerlerine 40 mL %1 (a/h) sodyum
dodesil sulfat (SDS) (Serva, Almanya) eklenmistir. Oda sicakliginda 12 saat
boyunca orbital calkalayicida islem goren dokular 2 saat boyunca 5 defa PBS
(Sigma Aldrich, ABD) ile pipetaj yapilarak yikanmigtir. Daha sonra dokular %75’lik
(h/n) etanol (Merck, ABD) cozeltisine konularak 12 saat boyunca orbital
calkalayicida oda sicakliginda bekletilmigtir. Bu surenin sonunda 1 saat boyunca
PBS ile 5 defa yikanmigtir. Dokular petri kaplarina alinip bastirilarak -80 °C de
dondurularmak suretiyle muhafaza edilmigtir. Deneyin devami igin érnekler -80 °C’
den alinarak liyofilizatérde 16 saat boyunca liyofilize edilmistir. Son olarak liyofilize

kornealar esit Olgllerde 11 mm boyutunda olan punch yardimiyla kesilmigtir.

3.1.3. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), malzemelerin morfolojik 6zelliklerinin
ayrintili bir sekilde belirlenmesinde kullanilan, yiksek cozunurlukli goéranti elde
etmeyi saglayan bir cihazdir. Calisma kapsaminda dogal ve deselllerize
kornealarin morfolojik incelemeleri Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) (Carl
Zeiss Evo 50, Almanya) kullanilarak gerceklestiriimisti. Hem deselllerize
kornealarin hem de kontrol grubu olan islem gormemis dogal korneanin
adventisya yuzeyleri goruntilenmigtir. Dogal ve deselulerize kornealar ilk olarak
%2.5'luk (h/h) gluteraldehit ¢ozeltisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda fikse
edilmigtir. Fikse olan dokular %50 (h/h) etanolden bagslayarak sirasiyla hacimce
%60, 70, 80, 90 ve son olarak %100’luk (h/h) etanolden olugan kademeli alkol
serisinden gegcirilerek dehidrasyona ugratimis ve dokulardaki fazla su
uzaklastirnlmigtir. Ardindan kornea dokusunun igerisindeki suyu tamamen
uzaklagtirmak icin 5 dakika boyunca hekzametildisilazan (HMDS) (Sigma Aldrich,

Almanya) icerisinde bekletilen doku o6rnekleri bir gece boyunca ceker ocakta
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kurumaya birakilmistir. Tum ornekler analiz 6ncesinde altinpaladyum karisimi ile

kaplanmigtir ve gesitli blylutmelerde goruntuler elde edilmistir.

3.1.4. Toplam Reflektansi Azaltiimis Fourier Doénilisim Kizilotesi
Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi

Tez kapsaminda desellulerize edilen kornea ile dogal kornea vyapilarinin
aydinlatiimasi icin FTIR-ATR spektrofotometresi (Agilent, ABD) kullaniimistir. Bu
iki yapinin tim spektrumlari 400-4000 cm™ dalga sayisi arahginda, 4 cm?
¢ozunurlikte kaydedilmigtir ve elde edilen spektrumlar Thermo Electron

Corporation, Omnic yazilimi kullanilarak incelenmistir.

3.1.5. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) Nikleik Asit Boyama

DNA'da meydana gelen degisimlerin tespiti basta olmak Uzere histokimya ve
biyokimya calismalarinda, akis sitometrisi ve kromozom boyamada kullanilan
DAPI floresan boyama ile hiicrenin gekirdegini maviye boyayan bir boyadir [167].
DAPI, DNA’ya A-T bakimindan zengin bdlgelere baglandiginda, DAPI'nin
floresansi 20 kat artar ve butin hucrelerin ¢ekirdekleri boyanir [168].
Deselllerizasyon igleminin basarisini degerlendirmek icin yapilan DAPI boyama
testinde desellilerize kornealar ve dogal kornealar kullaniimistir. 11 mm punch ile
esit dlcide kesilen doku iskeleleri oda sicaklhidinda 24 saat boyunca %10 formalin
icerisinde bekletilerek rehidre edilmistir. DAPI florasan boyasi 1siga karsi hassas
oldugu icin rehidrasyon sonrasi boyama islemi karanlhk ortamda
gerceklestiriimistir. 10 uL DAPI (Biotium EverBrite hardset mounting medium with
DAPI, ABD) boyasi preparata damlatiimistir ve ardindan lamel ile kapama
yapillmigtir. Boyama iglemi tamamlandiktan sonra preparatlar floresan

mikroskobuyla (Leica, Almanya) goruntulemistir.

3.1.6. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Hematoksilen ve eozin (H&E) hicresel bilegenleri kolayca ayirt etmekte ¢ekirdegi
ve sitoplazmayi farkli renklerle boyamak icin kullanilan yaygin bir histoloji boyama
yontemidir [169]. Hematoksilen hiucre ¢ekirdegini mavi- mor renge boyarken Eozin

sitoplazmayi pembe renge boyamaktadir. Deselllerizasyon isleminin basarisinin
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ve deselllerize olan dokunun yeniden hicrelendirme veriminin tespit edilmesi icin
dokular Hematoksilen&Eozin boyasi ile histolojik olarak boyanmistir. Bdylece,
ekstraselluler matriks (ECM) ve hticre gekirdeklerinin goértntilenmesi saglanmistir.
Calismada kullanilan érnekler %10 formaldehit (h/h) tamponunda 24 saat sureyle
fikse edilmis ve ardindan gece boyu su ile ylkamaya birakiimigtir. Dokulardan
suyu uzaklastirmak 30’ar dakika %70, 80, 90’lik ve 1 saat %100’luk (h/h) kademeli
etil alkol serisinden gecirilmistir. Dehidre dokular ksilen igerisinde 1 saat sure ile
birakilmig, ardindan parafine géomdulerek 5 um kesitler alinarak boyamaya hazir
hale getirilmigtir. Kesitler bu agsamada ilk olarak %95 (h/h) etil alkol ve mutlak alkol
ile rehidre edilmigtir. Rehidre edilen doku kesitleri sirasiyla hematoksilen ve eozin
muamele edilmigtir. Hematoksilen hicre ¢ekirdeklerini mavi mor renge boyamistir.
Ardindan preparatlar eozinde bekletilerek hicre sitoplazmasi pembe renge
boyanmistir. Fazla eozin kisa sureli bir yilkamanin ardindan uzaklastirildiktan
sonra doku Kkesitleri entellan ile kapatiimistir. Entellan kuruduktan sonra

preparatlarin isik mikroskopu ile géruntuleri (Leica, Almanya) alinmistir.

3.1.7. Deseliilerize Matrikste Artik Genomik DNA Miktarinin Tayini

Deselulerizasyon isleminin ardindan dokuda kalan DNA miktarinin analizi igin 25
pg/mL’ye kadar olan DNA miktarini kolaylikla ve blyuk bir hassasiyetle dlgebilen
Quant-iT™ PicoGreen® (Thermofisher, ABD) test kiti kullaniimistir. Kimyasal
yontemle deselllerize edilen sigir kornealari ve kontrol grubu olarak kullanilacak
olan iglem gormemis dogal sigir kornealari igin 6rnek sayisi n=3 olarak
belirlenmistir. Dokular ilk olarak 200 U/mL Proteinaz K (Sigma Aldrich, Amerika) ile
37 °C’de orbital calkalayici yardimiyla 3 saat slreyle etkilestirilerek enzimatik
parcalanma saglanmis ve ardindan steril PBS ile yikanmistir. Steril dokular -80
°C’de dondurulmus ve 16 saat sure ile liyofilize edilmistir. Kuru érnekler 1 mg/mL
proteinaz K (100 mM amonyum asetat ¢Ozeltisi) (Serva, Danimarka) icerisinde 60
°C’de 16 saat slreyle enzimatik olarak parcalanmistir. Deneyde 10 mg kuru
ornekleri 500 uL proteinaz K ile etkilestiriimistir. Enzimatik olarak pargalanan
orneklerin ve standartlarin absorbanslari PicoGreen Quanti dsDNA Assay (Sigma
Aldrich, Amerika) kitinde verilen talimatlara gore 480-520 nm dalga boyunda
florasan spektrofotometresi (Agilent-Cary Eclipse, Amerika) ile tespit edilmistir.

Sonuglar 6rneklerin 10 mg kuru agirhigina gore normalize edilmigtir.
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3.1.8. Deseliilerize Matrikste Silfath Glikozaminoglikan (sGAG) Miktarinin
Tayini

Deselulerizasyon igleminin dokudaki ECM yapisindaki GAG uzerindeki etkisini
belirleyebilmek igin florimetrik bir yontem ile GAG analizi gergeklestiriimistir. Bu
amacgla 1,9-Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) iceren bir karisim kullaniimigtir.
Calisma kapsaminda islem gormemis dogal sigir korneasi ile kimyasal yontemle
deselulerize edilmis kornea karsilastiriimistir. Deney gruplar liyofilize edildikten
sonra proteinaz K ile enzimatik olarak 60 °C'de 16 saat sureyle pargalanmistir.
DMMB boyasi igin 500 mL amonyum asetat icerisinde 8 mg 1,9-Dimetil-Metilen
Mavisi ¢inko klorur ¢ift tuzu, 40 mM NaCl (Sodyum klorir), 40 Mm Glisin, 0.1 M
HCI (hidroklorik asit) ¢ozdUrlalmustir. Standart olarak ise farkli konsantrasyonlarda
amonyum asetat icerisinde kondroitin sulfat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Enzimatik
olarak parcalanmis deselllerize mantriks kondroitin sulfat standartlari ile 3 tekrarli
olarak hazirlanmigtir. 96 kuyucuklu kaplarda 40 pyL 6rnek basina 200 uL DMMB
solisyonu eklenmis, 525 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Epoch) ile

absorbanslar belirlenmistir. Sonuclar 10 mg kuru agirliga gére normalize edilmigtir.

3.1.9. Kolajenin Kantitatif Tayini

Dokuda kolajen yikimi ile ortaya cikan hidroksiprolinlerin kantitatif tayini igin
Hydroxyproline Colorimetric Assay Kit (Biovision, Almanya) kullaniimistir.
Numuneleri hidroksiprolin tayinine hazirlanmak amaciyla ilk olarak kolajen
ekstraksiyonu icin 10 mg ornek 100 uL distile su ile homojenize edilmistir.
Ardindan 100’er uL 12 N HCI eklenerek 3 saat 120 °C’de inkibe edilmistir. 3 saat
sonunda o6rnekler 10000 rpm’de 3 dk santrifijlenerek ¢okeltilerin uzaklastiriimasi
saglanmistir. Ekstraktlardan 10’ar yL alinarak 96 gozIU petri kaplarina aktariimis
ve 1 gece boyunca 60 °C’de kurumaya birakilmistir. Analiz igin iki agsamali bir
prosedir uygulanmistir. Birinci asamada kuruyan o6rneklerin tzerine 100 L
kloramin T ajani (5 dakika) eklenerek oda sicakhginda inkiibe edilmistir. ikinci
asamada ise 100 yL DMAB ajani eklenerek 60 °C’de 90 dk inkube edilmigtir.
Kontrol grubu olarak igslem gérmemis kornea kesitleri kullaniimis ve her bir grup

icin drneklem sayisi 3 olarak belirlenmistir. Standart olarak hidroksiprolinin farkli
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konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Tepkime sonucu olugsan hidroksiprolinin

absorbanslari mikroplaka okuyucu yardimiyla 560 nm’de dlgUimustur.

3.2. GelMA’nin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilan GelMA, Hosseini ve arkadaslarindan uyarlanmigtir
[170]. %8'lik olarak hazirlanan GelMA igin ilk olarak 8 gr jelatin, 60 °C'de PBS (pH
7.5) icerisinde manyetik karistirici esliginde ¢ozdurtlmustar. Jelatinin ¢éziinme
islemi tamamlandiktan sonra 8 mL Metakrilik Anhidrit (MA) ayni sicaklikta jelatinin
icine mikro pipet yardimiyla damla damla ilave edilmistir. Metakrilik Anhidrit (MA)
ilavesinin ardindan c¢ozelti 2.5 saat ayni hizda ve sicaklikta ceker ocakta
karismaya birakilmistir. 2.5 saatin sonunda karisim hizli bir sekilde diyaliz
torbasinin igine ilave edilmistir. 40 °C’de distile suyun icerisine 12-14 kDa kesme
deg@erine sahip diyaliz membrani koyduktan sonra manyetik karistirici esliginde
yavas bir hizda muameleye birakilmistir. Beherin agzi aliuminyum folyo ile
kapatildiktan sonra folyo gun asin degistirilerek membrandan salinan fazla
metakrilik uzalastinimistir. Elde edilen ¢ozelti 1 hafta liyofilize edilerek GelMA’nin
sentezi tamamlanmistir. -80 °C'de muhafaza edilen GelMA tez kapsaminda
yapilan galigmalarda kullaniimak istendiginde 1.2 mL PBS ¢dzeltisinde 0,006 gr
photoinitiatior (Pl) ¢ézdurtlmuastir. 80 °C'de 30 dakika sonikatdrde bekletildikten
sonra 0.08 gr GelMA eklenerek vortekslenmistir. 15 dakika daha sonikatorde

bekletildikten sonra ¢aligmalarda kullaniimaya hazir hale getirilmistir.

Calisma kapsaminda GelMA polimeri kullanima hazir hale geldikten sonra UV
altinda farkli slre ve enerji miktarlarinda capraz baglanarak karakterizasyon
caligsmalari yapilmistir. Bu calismalarin neticesinde transparanlik ve yogunluk
acisindan incelenerek hibrit kornealarin eldesinde kullaniimak tizere 3200 pJ/cm?,
6210 pJ/cm? ve 6900 pJ/cm? olmak Uzere Ug farkli dederle galismalara devam

edilmigtir.

3.3.Hibrit Kornealarin Eldesi

Calisma kapsaminda deseliilerize edilen kornealarla GelMA (jelatin metakrilat)

birlesiminden elde edilecek olan hibrit kornealarin optimal sartlarda Uretilmesi igin
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GelMA farkl voltaj (3200 pJ/cm?, 6210 pJ/cm? ve 6900 pJ/cm?) ve farkli sire
(hemen, 5 dakika, 24 saat) parametreleriyle calismalar gerceklestiriimistir ve bu
parametreler Cizelge 3.1’ de 6zetlenmistir. Hibrit kornealarin eldesi igin dncelikli
deselllerize matriks yapilarinin Gzerine 200 uL GelMA eklenerek farkli slrelerde
(hemen, 5 dakika, 24 saat) emdirilme iglemi gerceklestiriimigtir. Ardindan UV
altinda belirtilen slre ve enerji yogunluklarinda (3200 pJ/cm?, 6210 pJ/cm? ve
6900 pJ/cm?) gapraz baglama islemi yapilarak hibrit matrikler elde edilmistir.

Cizelge 3.1. GelMA karakterizasyonunda optimal kosullarin belirlenmesi amaciyla

test edilen parametreler.

Enerji (uWJ/cm?) | Hibrit Korneanin | UV kalma
GelMA'da suresi (sn)
adsorblanma
suresi

3200 Hemen, 5 dakika, | 1.5 sn-9 sn
24 saat

6210 Hemen, 5 dakika, | 1.5 sn-9 sn
24 saat

6900 Hemen, 5 dakika, | 1.5 sn-9 sn
24 saat

Calisma kapsaminda GelMA polimerinin UV altinda optimal sartlarda
polimerlesmesinin tespiti icin farkli enerji ve surelerde denemeler yapilarak en
uygun degerler tespit edilmistir. Hibrit kornealarin uretimi, optimal kosullarin

belirlenmesi stirecinde belirlenen parametreler ile gergeklestirilmistir.

3.4. Hibrit Doku iskelelerinin Karakterizasyonu
3.4.1.Cap ve Kalinlik Tayini

Tez kapsaminda kullanilan deselllerize matriks, hibrit matriks ve dogal kornea
deney gruplarinin (her bir muamele grubu ve kontrol grubu igin n=3) ¢ap ve kalinlk
Olcimleri yapilmistir. Calismada kullanilan bitiin deney gruplari liyofilize edildikten
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sonra 11 mm punch kullanilarak esit Ol¢cide kesilmistir. Cap Olcumleri ise

mikrometre cihazi ile yapiimigtir.

3.4.2. Toplam Reflektansi Azaltilmis Fourier Doénusum Kizil6tesi
Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi

GelMA'nin kimyasal yapisini ve deselllerize matriks igindeki formunu arastirmak
icin Toplam Reflektansi Azaltilmig Fourier Donusum Kiziltesi Spektrofotometre
(ATR-FTIR) (Agilent, ABD) analizi yapilmigtir. Analiz sirasinda cihaz tarafindan
yayllan elektromanyetik spektrumlar 6lgcimi yapilan numune tarafindan absorbe
edildikten sonra malzemedeki fonksiyonel gruplar absorbsiyon bandlari yardimi ile
tespit edilmektedir. Her iki spektrum da 650-4000 cm™ araliinda elde edilmistir
ve elde edilen spektrumlar Thermo Electronorporation, Omnic yazilimi kullanilarak

incelenmigtir.

3.4.3. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Kimyasal yontem ile deselilerize edilen sigir kornealari, GelMA polimeri ile gapraz
baglanmis hibrit kornealar ve iglem gormemis dogal kornea dokularinin su tutma
kapasitesinin tayini icin sisme testi uygulanmistir. Tim deney gruplarinin (n=3) su
tutma kapasiteleri zamana kargi kutle kaybinin belirlenmesiyle tespit edilmistir.
Bunun igin kimyasal yontem ile deselllerize edilen sigir kornealari (n=3) ve islem
goérmemis dogal sigir kornealari (n=3) liyofilize edildikten sonra tartiimistir (Wo).
Desellilerize olan kornealar ise GelMA polimeri ile UV altinda ¢apraz baglandiktan
sonra iyice kurutulduktan sonra tartiimistir (Wo). Batun deney gruplari 37 °C’'de 3
mL PBS solisyonuna konulmustur. Belirli araliklarda &rnekler PBS icinden
alinarak filire kagidi yardimiyla iyice kurutulduktan sonra agirlik o&lgumleri
yapilmistir (Wh). Su tutma kapasitesi agagidaki formul kullanilarak hesaplanmis ve

matrikslerin su tutma kapasitesi belirlenmigtir [77].

H(%) = [(Wh-Wo)/Wh]x100 (1)

3.4.4. Enzimatik Degradasyon Testi

Doku muhendisligi teknikleriyle Uretilen her Grtn belli bir degradasyon kapasitesine

sahiptir. Degradasyon sekli ve slresi malzemenin kullanilacagi dokuyla uyum
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icinde oldugu zaman uretilen malzeme basari kriterini saglamaktadir. Tez
calismasi kapsaminda uretilen doku iskelelerinin enzimatik bozunma profillerini
tespit etmek igin dogal kornea, deselllerize sigir kornealari ve GelMA ile capraz
baglanan hibrit kornealar (6210 uJ/cm? UV'de 24 saat GelMA emdirilmis grup)
1U/mL kolajenaz A ile muamele edilmistir. Tim deney gruplar (n=3) liyofilize
edildikten sonra baslangi¢ agirliklarinin  (Wo) belirlenmesi icin tartiimistir.
Numuneler 4 saat boyunca pH 7.5t 100 mM PBS icerisinde 1U/mL
konsantrasyondaki kolajenaz A ¢dzeltisinde orbital ¢alkalayici (Gerhardt, Almanya)
esliginde 37 °C'de 10 rpm'de bekletilmistir. Her saatte numuneler 10 mM PBS ile
yikanarak 16 saat boyunca liyofilize edilmistir. Son agirliklarinin (W) tespitinden
sonra degradasyon hizi hesaplanmistir. Bozunma hizi asagidaki ifadeye (2) gore

hesaplanmigtir.

D(%) = [(Wo = Wa)Wo] x 100 (2)

3.4.5. PBS igerisinde Degradasyon Testi

PBS icerisinde degradasyon testi 3 farkli deney grubu olan; deselilerize kornealar,
dogal kornealar ve hibrit kornealar (24 saat GelMA polimeri emdirildikten sonra
6210 pJ/cm? UV'de capraz baglanan grup) icin yapilmistir. PBS iginde
degradasyon profilinin tespiti icin 28 giun boyunca tum numuneler 10 mM pH 7.4
PBS icerisine konularak 37 °C ve 10 rpm’de orbital ¢alkalayicida bekletilmistir.
Test suresince 7, 14, 21 ve 28. gunde numuneler PBS c¢dzeltisinden
uzaklastirilarak -80 °C’de dondurulmustur. Dondurulan numuneler liyofilize
edildikten sonra son agirliklari tartilarak tespit edilmistir (Ws). Degradasyon orani

esitlik 2 ile belirlenmistir.

D(%) = [(Wo — Wa)/Wo] x 100 (2)

3.4.6. Isik Gegirgenligi ve Saydamlik Testi

Tez kapsaminda incelenen dogal kornea, deselulerize kornea ve hibrit kornea
yapilarinin isik gecirgenligi ve saydamlik analizleri yapilmistir. Deney gruplarinin
ISk gegirgenlik analizleri, 400-800 nm araliginda mikroplaka spektrofotometre
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(Epoch-BioTek, ABD) cihazi kullanilarak yapilmigtir. Ornekler (n = 3) 1 saat
boyunca 37 °C'de PBS icinde bekletiimisti. 6 mm punch yardimiyla kesilen
numuneler 96 oyuklu plakalara aktarildiktan sonra 50 nm dalga boyu araliklarla
spektrofotometre ile élgimler yapilmistir. Yapilan dlgimlerin sonucunda bulunan
absorbans degerlerinden asagida verilen formul ile doku iskelelerinin g1k

gecirgenligi yuzdesi hesaplanmistir (3).
T(%) = 104 3)

Deney gruplarinin seffaflik analizi icin doku iskeleleri distile su ile islatildiktan
sonra Hacettepe Universitesi'nin logosu ve adi ile basilmis bir kagida

yerlestirilerek goruntilenmistir.

3.4.7.Mekanik Testler

Tez ¢caligmasi kapsaminda uretilen hibrit ve deselllerize kornealarla birlikte kontrol
grubu olarak belirlenen dogal kornealar, mekanik 6zelliklerinin degerlendiriimesi
icin test ed (CellScale, Kana ilmistir da). Bu amacla her bir deney grubunun (n=4)
numunesi 11X2 mm boyutlarinda hazirlanarak 1 saat boyunca PBS icerisinde
bekletildikten sonra test edilmistir. Sikistirma testleri, 2 mm/dk hizda 50 N yuk
kullanilarak gergeklestiriimistir. Young moddulleri, %20 ile 40 arasinda degisen
gerilme-sekil degistirme egrisine gore hesaplanmistir. ilaveten hibrit yapilarin
molar capraz baglanma yogunluklari, Denklem 4'te ifade edilen Flory Teorisi

kullanilarak hesaplanmigtir [171].
n=E/3RT (4)

Denklemde n molar capraz baglanma yodunlugu (mol/m?), E hibrit yapilarin
sikistirma moduli (N/m?), R evrenseldir.Gaz sabiti (Nm/mol-K) ve T mutlak
sicakliktir (K).

3.5. Hiicre Kiilturi Galigmalari
3.5.1. Sterilizasyon ve Hiicre Kaynaginin Eldesi

Tez calismasinin bu asamasinda reselllerizasyon isleminde kullanilan hucreler
primer Kkultir yodntemiyle sigir kornealarindan elde edilmigtir. Bu amagla
mezbahanede taze kesilen sidirlarin gozleri %3 antibiyotik iceren PBS igerisine
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alinarak hizlica laboratuvarimiza getirilmistir. Dikkatli bir sekilde disekte edilen
kornealarin stroma tabakalari %3 antibiyotik-antimikotik (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, USA) iceren PBS icerisine alinarak hicre kaltlrl laboratuvarina transfer
edilmistir. 6 kuyucuklu kaltir kabina alinan stroma pargalari yaklagsik 2x2 mm
boyutuna kucultulerek 1 saat boyunca %3 antibiyotik iceren PBS icerisinde birkag
defa yikanmistir. Sterilizasyonu gergeklestirilen stroma pargalari kurutma kagidi
yardimiyla dikkatli bir sekilde kurutulduktan sonra 8-10 tanesi 25 cm?lik hicre
kaltar flasklarina yerlestiriimistir ve yapismalari igin 3 saat inklibe edilmistir.
Ardindan %1 antibiyotik (Capricorn, Almanya), %1 L-glutamin (Capricorn,
Almanya) ve %10 fetal sigir serumu (FBS-12A, Capricorn, Almanya) katkisiyla
hazirlanmis dusuk glikozlu DMEM besi ortami eklenmis ve flasklar 37 °C’de %5
CO:z2 igeren inkubatére (Memmert, Almanya) yerlestiriimistir. Her 3 gtinde bir besi
ortami yenilenerek kultir periyodu devam ettirilmigtir. Kaltirin 3. gununden sonra
dokudan hucre gocune rastlanmigtir ve hucreler kabin yizeyini kapladiklarinda
%0.25 Tripsin Edta (Biological Industries, ABD) ile ylzeyden kaldirilarak
pasajlanmistir. Hucreler 2500 rpmde 3 dakika boyunca 15 mlL’lik falkon tlup
icerisinde ¢Okturtlmustur ve hicre sayimi gergeklestiriimistir. Elde edilen
keratositler, flasklarda ¢ogaltildiktan sonra % 10 (h/h) DMSO igeren FBS igerisinde

sivi azotta dondurularak saklanmistir.

3.5.2. Hibrit Matrikslere Hiicre Ekimi Galigmalari

Deselllerize kornealar %70 (h/h) etanol ile steril edildikten sonra reselilerizasyon
icin hazir hale getirilmistir. Bu islem icin hiicre ekim yogunlugu 1 x 105100 pL
GelMA ¢ozeltisi olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan GelMA polimeri %8’lik
konsantrasyonda hazirlanmistir. GelMA c¢ozeltisi icerisinde hicrelerin siispanse
edilebilmesi icin 5X10° keratosit hiicresi santriflij ile ¢oktirilmis ve slipernatan
atilmistir. 2 mL ependorf tlpl icerisinde 1.2 mL steril PBS ile 0.006 g Irgacure 30
dakika boyunca 80 °C’ de sonikatérde ¢ozdurulmustur. 0.08 g GelMA ilavesinin
ardindan ¢ozelti vortexlenerek 15 dakika boyunca 80 °C'de sonikatdrde
tutulmustur. Elde edilen hicre suspansiyonundan her bir deselllerize doku
iskeleleri Uzerine 100 pl olacak sekilde ekim islemi gergeklestirilmistir. Hlcre

42



ekilmig deselulerize kornealar 9 x 1.5 dk boyunca 6210 pJ/cm?de UV altinda
¢capraz baglama islemine tabi tutulmustur. Bu islemden sonra hibrit doku iskeleleri
hicre yapismasini saglamak amaciyla 37°C’'de %5 CO: sartlarinda inklbatére

kaldiriimig ve burada kulture edilmistir.

3.5.3. Hiicre Yapigsma ve Cogalmasinin Belirlenmesi
3.5.3.1. Alamar Blue Analizi

Calismanin bu asamasinda materyaller Uzerindeki keratosit proliferasyonunu
degerlendirmek igin kdltir déneminin ilk, Gclncil, yedinci ve onddérdincu
gunlerinde alamar mavisi testi gerceklestiriimigtir. Alamar mavisi testi hicre
zarindan gegebilen ve toksik 0Ozellik gostermeyen resozurinin hicre icerisinde
resorufine indirgenmesi ve gicli floresan isima sergilemesi prensibine dayanan
kolorimetrik bir analizdir. Bu amacla kilttre edilen doku iskelelerinin Gzerinden ilgili
gunlerde besi ortami gekilerek uzaklastiriimis ve yerine %10 alamar mavisi iceren
yeni besi ortami ilave edilmistir. Aliminyum folyo ile kapatilan kaltur kaplari
inkiibatorde 4 saat boyunca inkibe edilmistir. Ardindan her bir doku iskelesi
kuyucugundan 200’er uyL 6rneklem alinmis ve 96 kuyucuklu kultlr kaplarinda
570/600 nm’de okutulmustur. Elde edilen optik yogunluklarin kulttr suresince

degisimi grafige aktarilarak hicre Ureme egrisi raporlanmigtir.

3.5.3.2. Canli/Olii Boyama Analizi

Canl/Oli boyas! igeriginde canli hiicreleri boyamak tizere Calcein AM ve 6lii
hicreleri  goruntilemek Gzere Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) boyalarini
barindirmaktadir. Bu amacla kadltir periyodunun ilk, yedi ve on dordinci
gunlerinde canhhk analizi igin Live—Dead test kiti (Thermo Fisher Scientific,
Almanya) kullanilmigtir. Boyama esnasinda kullanilan kalsein canli hicrelerin yesil
ISima yapmasini saglarken propidyum iyodur ise Olu hucrelerin kirmizi 1gima
yapmasini saglamaktadir. Protokole gbére calsein AM ve etidyum bromdir
homodimer-1 (EthD-1) floresan boyalari 1 mL PBS icinde 2 pL:1 pL oraninda
karigtinlmistir. Her bir analiz guninde kultar ortami kuyucuklardan dikkatli bir
sekilde uzaklastirilarak numuneler PBS ile yikanmistir. Daha sonra 1 mL PBS ve

100 uL boya karisimi ilave edildikten sonra numuneler 20 dakika boyunca 37 °C
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%5 CO:2 kosullarinda inkube edilmistir. Bu surenin sonunda oOrnekler tzerindeki
¢cOzelti uzaklastirilarak PBS ile yikanmistir. Tez kapsaminda elde edilen goruntiler
konfokal mikroskobu (Zeiss, Almanya) Calcein AM ve EthD-1 igin sirasiyla 505-
550 ve 525 nm eksitasyon dalga boylarinda yapilar Uzerindeki hucreleri

gozlemlemek icin kullaniimistir.

3.5.3.3. Resellilerizasyon

Reselllerizasyon sdrecinin basarisini ortaya c¢ikarmak igin, Baslhk 3.1.5.te
anlatilan DAPI boyama protokolU uygulanmistir. Hicreler reselllerize edilen hibrit
yapinin Uzerinde 7 gun boyunca Kkiltire edilmistir. Bunun icin sabitlenen
numuneler parafine gémulerek 10 ym kalinhdindaki doku kesitleri alinmistir. Son

olarak DAPI ile boyanmigtir ve ters floresan mikroskobu ile gértuntilenmigtir.

3.6. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda kullanilan her bir yontem icin 6rnek sayisi U¢ olarak
ayarlanmigtir. TUum veriler ortalama £ SD olarak ifade edilmigtir. Gruplar arasindaki
istatistiksel farkhliklari belirlemek igin Welch'in t testi ve iki yonli ANOVA
kullanilmistir. Her ¢alismada elde edilen p degerlerinin anlamhlik derecesi en az

0.05 olarak kabul edilmigtir. Farkli p degerleri ve bunlarin anlamhlik duzeyleri

sonu¢ kisminda sunulan her bir sekilde ayrintili olarak gosterilmistir.

4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Deselulerize Matriksin Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda kimyasal yontemle deselllerize edilen sigir kornealari ve
kontrol grubu olarak kullanilan islem gormemis dogal sigir kornealari
deselulerizasyon basarisini degerlendirmek icin histolojik ve biyokimyasal olarak
analiz edilmistir. Deney gruplarinin histolojik analizleri i¢in hematoksilen eozin
boyama (HE), DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) gibi boyama yodntemlerine ek
olarak artik DNA miktarinin tayini, sulfatlanmis Glikozaminoglikan (sGAG),
hidroksiprolin gibi biyokimyasal testler de yapilmistir.

4.1.1. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)
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Deselllerize edilen kornealar ve kontrol grubu olarak belirlenen islem gérmemis
dogal kornealar stroma tabakasinin morfolojisini degerlendirmek Uzere Taramall
Elektron Mikroskopu (SEM) ile incelemistir. Sekil 4.1.’de dogal kornea, Sekil

4.2.’de deselllerize kornealarin enine ve boyuna goruntileri gosterilmigtir.

Sekil 4.1. Dogal korneanin boyuna kesiti Sekil A, dogal kornanin enine kesiti Sekil

B, stroma katmanlarini gésteren SEM goéruntuleri (100um)

Sekil 4.2. Deselllerize korneanin enine kesiti Sekil A, deselllerize korneanin

boyuna kesiti Sekil B, stroma katmanlarini gésteren SEM goruntileri
(100um)
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Dogal ve deselllerize edilmis kornealar karsilastirildiginda stroma tabakasinin
yluzeyinde SDS kullanilarak yapilan deselllerizasyon igsleminin basarisi net bir
sekilde gorulmustur. Ayni sekilde deselllerize edilmis korneanin enine kesitine
bakildigi zaman (Sekil 4.2); dogal korneanin enine kesitine gore (Sekil 4.1.)

deselulerizasyon isleminin bir sonucu olarak delamine bir yapi gostermistir.

Literatirde mevcut olarak bahsi gecen deselllerizasyon metotlari arasinda en
etkili olan SDS (sodyum dodesil sulfat) ile yapilan deselilerizasyon protokoltdur.
SDS’nin dogrudan deselllerizasyon basarisini etkiledigini bildiren c¢alismalar
mevcuttur. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)'in deselllerizasyon islemine olan pozitif
ve negatif etkileri incelendiginde basarili bir deselllerizasyon protokolu oldugu
literatirde gegen calismalarda defalarca kanitlanmistir. Deselllerize dokunun
kalan matriks bilesenleri Uzerindeki olumsuz etkileri en aza indirmek icgin, SDS
ideal oranda ve ideal etkilesim slresinde dokuya maruz birakilarak yikici etkilerini
minimuma indirgemek igin defalarca yikama yapilmistir [172]. Deselllerizasyon
isleminin basarili bir sekilde gergeklestigi gozlenmigstir. Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.
karsilastirmali olarak incelendiginde ekstraselller matriks igerigine sahip olan
deselllerize doku iskelesinin kornea hucreleri tarafindan tutunma ve yasama icin

uygun icerikler oldugu goézlenmistir.

4.1.2. Hematoksilen Eozin ile Histolojik Boyama

Kimyasal yontemle deselllerize edilen kornealarin deselulerizasyon etkinliginin
tespiti icin histolojik analizleri yapilmak Uzere bir seri igslemden gecirilerek S5um
kalinliginda doku preparatlari  hazirlanmigtir.  Deselllerizasyon igleminin
deg@erlendiriimesi i¢in hazirlanan preparatlar hicre c¢ekirdegi-sitoplazma boyasi
olan hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanmistir. HE boyamasinda hucre
cekirdekleri mavi-mor iken, hticre sitoplazmasi ise pembe renk ile spesifiktir. Sekil
4.3.te islem gérmemis dogal kornea dokusu (A) deselllerize matriksler (B) ile

gOsterilmigtir
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Sekil 4.3. Kornea doku kesitlerinin hematoksilen eozin boyamasi Sekil A, dogal

kornea Sekil B, deselilerize kornea (B) 200 um

Calismada uygulanan SDS tabanli deselllerizasyon yonteminin korneanin stroma
ve epitel tabakalarindan keratositlerin uzaklastiriimasinda basarili oldugu
gOrulmustir. Sekil 4.3’te de goruldigu Uzere boyama sonucu dogal sidir kaynakli
korneada yapilar belirgin olarak gorilmektedir. Ayrica ECM yapisi daha pembe,
cekirdekler ise daha koyu ve mavi renkte boyanmiglardir. Deseliilerize matrikste
doku butlinlGgunin korundugu gorilmissede dogal yapiya oranla ECM yapisinda
gevsemenin oldugu belirlenmistir. Ayrica deselllerize matrikste herhangi bir hiicre
cekirdegine rastlanmamigtir. SDS’nin ECM yapisinda yapisal bozulmalara hatta
bazi protein kayiplarina sebep oldugu literatlrde bildirilmigtir [159]. SDS'nin bu
yikici etkilerine ragmen Sekil 4.3'te de goéruldigu uzere ECM yapisinin korundugu
ve bunun sonucu olarak da hucre kulturt c¢aligmalar igin iyi bir aday oldugu

g6zlemlenmistir.

4.1.2. DAPI Boyama

DAPI, (4',6-diamidino-2-phenylindole) adenin timin nikleotidlerinden zengin cift

zincirli DNA'ya baglanan floresan bir boyadir. Floresans mikroskopisinde yaygin

olarak kullanilan DAPI boyama yontemi; kolay tekrarlanabilir, etkili ve hassas bir

yontemdir. Hiicre DNA’sinda meydana gelen degisimleri gézlemlemekte kullanilan

DAPI, DNA'ya baglandiginda floresansi 20 kat artar ve butun hdcrelerin
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cekirdekleri boyanir. Kimyasal yontemle deselllerize edilen sigir kornealari ve
kontrol grubu olarak belirlenen islem gormemis dogal sigir kornealari canl
hacrelerin varhigini tespit etmek igin test edilmistir. Deney gruplari 6nceden
anlatildigi gibi fikse edilerek DAPI boyama strecinden gegirilmistir. DAPI ile
boyanan o6rnekler Floresan mikroskobu ile goéruntulenmistir (Leica, Almanya).
DAPI florasan boyasi isiga karsi hassas olup isikta yapisi bozuldugundan
rehidrasyon sonrasi boyama islemi karanlikta gergeklestiriimistir. 10 pL DAPI
boyasi preparata damlatiimistir ve ardindan lamel ile kapama yapilmistir. Boyama
sonrasi preparatlar florasan mikroskopuyla (Nikon Eclipse TI, Hollanda)
goOrunttlenmistir. Yapilan boyama sonucunda dogal kornea dokusunda epitel ve
stroma tabakasinda bulunan huicrelerin yaptigi 1s1ma sayesinde hulcreler mavi
renkte goruntllenmistir. DAPI floresan boyamasi sonucu elde edilen gorintiler

Sekil 4.4 te verilmigtir.

Sekil 4.4. islem gérmemis kornea Sekil A, DAPI boyamasi Deseliilerize matriks
Sekil B, DAPI boyamasi

Kontrol grubunda doku butunlugu, kornea tabakalari ve hucreler belirgin bir sekilde
goruntulenmistir. Kimyasal yontemle deselllerize edilen doku iskelesi grubunda
doku butunligunin korundugu ancak hucrelerin olmadigi gozlemlenmistir. Bu

sonuglar Hematoksilen & Eozin boyamasinin sonuglarina paralel olup deney
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sonuglarini dogrulamistir. Deselulerizasyon igleminde SDS kullanimi neticesinde
DAPI boyamada igslemin basarisi hiucre g¢ekirdeklerinin uzaklastirildiginin kaniti

literattr bilgisiyle paralellik gostermektedir [96].

4.1.3. DNA Miktarinin Hesaplanmasi

Tez cgalismasi kapsaminda, kimyasal yontemle gerceklestirilen deselllerizasyon
igsleminin verimliligini tespit etmek ve deselllerize matrikslerin genomik DNA
miktarini kantitatif olarak belirmek amaciyla DNA igerik analizi yapiimistir. Doku
muhendisligi alaninda son yillarda oldukga populer olan deselilerize matriksin
basarisini dlgmek igin kullanilan kriterlerden biri matriksin hiicre ve hicre
materyallerinden iyi bir sekilde arinmis olmasidir. Deselllerizasyon sonrasinda
dokuda kalan DNA miktarinin ylksek olmasi doku igerisinden hicre ve hicresel
komponentlerin etkili bir sekilde uzaklastiriimadiginin kanitidir. Baslik 3.1.7.de
ayrintili olarak agiklanan analiz yonteminde PicoGreen test kiti ile dokulardaki
DNA miktari, islem gormemis dogal kornea ve deselllerize matriks gruplarinda
nanogram (ng) mertebesinde belirlenmis ve sonuglar 10 mg kuru agirlik Gzerinden
normalize edilmigtir. Sekil 4.5.’te kontrol ve deselllerize matrikslerin  DNA

miktarlari gosterilmektedir.
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DMNA Miktar Analizi
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Sekil 4.5. Dogal ve deselulerize matrikste arttk DNA miktari (n=3) (*** p < 0.001).

Bagisiklik reddi problemlerini dnlemek igin klinikte kullaniimak Uzere hazirlanan
deselllerize doku, dogal dokuya gore %3'ten daha az DNA igerigine sahip olmali
veya cift zincirli DNA iceriginden 50 ng/mg'dan fazla olmamalidir [86, 173]. Bu
kriter ayni zamanda basarili bir deselulerizasyon igleminin olgutu olarak literaturde
yer almaktadir [174].

Tez calismasi kapsaminda elde edilen kalibrasyon grafigi ile gruplarin
absorbanslara karsilik olarak ng cinsinden DNA miktarlari hesaplanmistir. Buna
gore islem gormemis kontrol grubunda 81.67 +* 4.9 ng DNA bulunurken;
deselilerize matrikslerde 24.39 + 2.5 ng DNA tespit edilmigtir (p< 0.001). Sonuglar
1 mg kuru agirhk Uzerinden hesaplanmistir. Yapilan analizler neticesinde dogal
kornea dokusundaki DNA miktari deselllerize matriksteki miktardan yuksek
cikmigtir. Deselilerize matriksin dogal kornea gruplarina kiyasla %70 daha az
miktarda DNA igerdigi gorllmektedir. Mevcut literatlir bilgisine gore islem
gormemis domuz korneasindan %90 oraninda [145], islem gormemis keci
korneasindan %80 oraninda DNA uzaklastinimistir [175]. Sigir korneasi
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calismasinda ise kontrol gruplari ortalama 65 pg DNA icerirken bu miktarin
yaklasik %75’ dokudan basarili bir sekilde uzaklastiriimistir [176]. Calismada
kornea dokusunun DNA igerik analizi sonucuna gore %70 oraninda basarili bir

sekilde deselulerize edildigi belirlenmistir.

4.1.4. Sulfatlanmis Glikozaminoglikan (sGAG) Miktarinin Tayini

Basarili bir kornea deselulerizasyon iglemi igcin korneanin essiz organize yapisina
sahip olan ECM yapisinin doku mimarisi, yapisal proteinler ve glikozaminoglikan
(GAG) igeriginin korunmasi oldukga Onemlidir [177]. Glikozaminoglikanlar
hicrenin, kolajen ve elastin fiberlerin icine gémuldtugu matriksin temel bilesenleri
olup insan goézunde en ¢ok bulunan heteropolisakkaritlerdir. Glikozaminoglikanlar
cOzeltilere yUksek viskozite kazandiran genigletiimis bir konformasyona sahip
olduklarindan dolay! bir alani doldurma, su molekillerini baglama, diizenleme ve

negatif yukli molekdulleri itme yetenegine sahiptirler [178].

Korneanin deselllerizasyonu sirasinda GAG miktarinin korunmasi, ¢alismanin
sonraki asamalarinda diger biyolojik aktivitelerin normal isleyisinin devam etmesi
icin 6nemlidir. Bu amacla ¢alisma kapsaminda kimyasal deselilerizasyon sonucu
dokuda kalan glikozaminoglikan miktarinin tespiti ve kiyaslanmasi igin bir GAG
tayin yontemi olarak 1,9-dimetilmetilen mavisi (DMMB) testi yapiimistir. Dogal
kornea yapisinda stroma tabakasinda bulunan sulfatlanmis glikozaminoglikanlar,
onemli oranda hucre yapigsmasini saglarken yapinin su tutma kapasitesini de
etkilemektedir. Bu nedenle tez kapsaminda yapilan sGAG analiz sonuglari hem
yapinin korunup korunmadigini hem de su tutma kapasitesini anlamak igin dnemli
bir parametredir.

Tam ornekler liyofilize edildikten sonra enzimatik olarak parcalanmistir. Elde edilen
test verileri dogrultusunda sGAG miktari hesaplanmis ve sonuglar mikrogram (ug)

cinsinden ifade edilerek grafige aktariimistir.
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sGAG Miktarinin Tespiti
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Sekil 4.6. Dogal ve deselllerize dokudaki sGAG miktari (n=3) (*** p < 0.001).

Sekil 4.6 ‘da deselllerize matriksin sGAG igerigi 3.47 = 0.12 pg olarak
bulunmustur. Dogal korneanin sGAG miktari ise 5.78 + 0.1 pg olarak tespit
edilmistir Bu iki veri mukayese edildiginde deselilerize matriksin dogal korneaya

gore sGAG igeriginde %40'lik bir azalmaya sahip oldugu gértulmektedir (p< 0.001).

Literatdr bilgisi dahilinde GAG miktarinin islem gérmemis dogal kornea gruplari ile
deselilerize matriks gruplarinin kiyaslamalarinda domuz korneasinda %65’inin
[145], keci korneasinda ise ortalama %72’sinin [179] korundugu gosterilmistir.
Dogal kornea gruplarindaki GAG miktarindaki farkhliklar hayvanin cinsi ve yasina
gbre degisebilmektedir. Bu nedenle yapilan deselllerizasyon ¢alismalarinin
tamaminda temin edilen sigir korneasinin taze olmasina ve hayvanlarin ayni yasta
olmasina dikkat edilmistir. Tim bu sonuclar literatr bilgisi ile degerlendirildiginde

hicre digi matriksteki GAG'in basarili bir sekilde korunabildigini kanitlanmigtir.

4.1.4. Kolajen Miktarinin Kantitatif Tayini
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Tez calismasinin diger 6nemli bir olgutu olan kolajen miktarinin kantitatif tayini,
deselulerizasyon iglemi sonrasinda dokunun hicre ekstraselller matriksindeki
kolajen butunliginidn degerlendiriimesinde kullanilan bir dl¢uttir. Bu analiz igin
literatirde sikga kullanilan Hidroksiprolin Kolorimetrik Test kiti kullaniimigtir. Bu
test kiti ile dncelikle kolajen fibrillerin asit muamelesi sonucunda aminoasitlerine
parcalanmasi saglanmaktadir. Ardindan aminoasitlerin oksidasyonu ile 4-
hidroksiprolin gruplarina indirgenmektedir. Sonucta bu gruplarin kolorimetrik olarak
560 nm’de absorbanslarina karsilik gelen degerlerin eldesi ile kolajen miktari tayin
edilmektedir. Bu amagla islem goérmemis kornea dokularinin (kontrol) ve
deselulerize matrikslerin hidrolizi gergeklestiriimis ve standartlarin ise ayri olarak

hazirlanmasi saglanmistir.

Dogal kornea ve deselllerize matrikslerin hidroksiprolin grafigi Sekil 4.7.de
sunulmustur. Yapilan analiz sonucuna gore sirayla dogal dokunun ve deselllerize
dokunun hidroksiprolin miktari 0.65 + 0.01 mg ve 0.74 £ 0.01 mg olarak tespit
edilmistir (p< 0.001). Sekil 4.7."de dogal ve deselulerize matriksin kolajen miktarlari

verilmigtir. Tim 6lguimler mg kuru agirliga normalize edilmigtir.

Kolajen Miktarinin Tespiti
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Sekil 4.7. Dogal ve deselllerize korneada kolajen miktarinin karsilastiriimasi (n=3

ve ¥**p <0.01).
53



Kolajenin ana bileseni olan hidroksiprolin, kolajen Ugli sarmal yapisinin
stabilitesinin saglanmasinda bliyuk 6neme sahiptir ve %12.5 oraninda kolajen
icermektedir [180, 181]. Literatir bilgisi incelendiginde deselllerizasyon
sonrasinda ¢Ozunur bilesenlerin kaybedilmesiyle yapida bulunan hidroksiprolin
miktarinin birim agirhk basina arttigi gorulmektedir. Bu nedenle deselulerize
dokudaki hidroksiprolin miktari dogal dokuya oranla artmaktadir [182]. Deney
sonuglarina goére deselilerize matriksin kolajen miktarinda (0.09 mg/10 mg kuru
agirhik) kiaguk bir artis gozlenmigtir. Bu artisin nedeni kolajen fibrillerin ve

proteoglikanlarin kaybindan ileri gelmektedir [139].

Elde edilen bu bilgiler literatlr bilgisi ile esdeger olup kolajenin basaril bir sekilde

ekstraselller matriks iceriginde korundugunu gostermektedir [147].

4.1.2.Toplam Reflektansi  Azaltilmis Fourier Doénilisim  Kizilotesi
Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi

Sekil 4.8. dogal ve deselulerize matrikste bulunan kimyasal baglarin yapisinin
FTIR spektrumlarini géstermektedir. FTIR spektrumunda elde edilen pikler OMNIC

yazilimi (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Dogal ve deselllerize korneanin FTIR spektrumlari.

Deselllerize kornealarin ATR-FTIR spektroskopisi 650 ve 4000 cm araliinda
gOzlenebilen kolajen ve proteoglikan degisikliklerini arastirmak icin incelenmistir.
Elde edilen pikler ayrintili bir sekilde incelenerek daha onceki literatlr bulgular ile
kiyaslanmistir. Kornea, agirlikli olarak dogal bir a-sarmal yapiya sahip olan kolajen
tip I'den olugsmaktadir. Bu yapi herhangi bir fiziksel veya kimyasal maruziyette
bozulma ihtimaline sahiptir. Deselllerizasyon esnasinda kullanilan SDS deterjani
hem de dokunun maruz kaldigi stres bu konformasyonel degisikliklerin

indUklenmesinde rol oynamaktadir [183].

Analiz sonuglari incelendiginde kolajene 6zgii 3280 cm™ de gorulen pik O-H
gerilim absorpsiyon bandina aittir. 2922.2 cm-''de ortaya cikan pik ise C-H gerilim
absorpsiyon bandina aittir. Ayrica 1043.7 cm™ ve 1028.7 cm''de ortaya cikan
pikler glikozaminoglikanlara ait C-O gerilim absorpsiyon bandini ifade etmektedir
[179]. 1230 cmdeki pik ise silfatlanmis gruplardan kaynaklanan
glikozaminoglikan (GAG) molekiillerini temsil etmektedir. 1640 cm'de gorilen pik
Amid-1 piki olup N-H absorpsiyon bandini temsil etmektedir. Amid-Il olarak bilinen
ve 1539 cm'de gorilen pik, N-H baglari nedeniyle ortaya gikmaktadir.

55



FTIR spektrumlari incelendiginde deselllerize kornea yapisi ile dogal kornea
yapisi buyuk oranda benzerlik gostermektedir. Deselllerize kornea ve dogal
korneanin yapisinda buyuk miktarda bulunan kolajene 6zgu karakterize bantlarin
varoldugu karsilastirmali olarak goérulmektedir. Elde edilen sonuclar daha dnceki
gerceklestirilen galismalarla uyum icerisinde olup deseliulerize matriks yapisinin
dogal korneaya benzerligi kanitlanmis olup yapidaki kolajenin korundugu da

kanitlanmigtir.

4.2. Hibrit Matrikslerin Eldesi

Cizelge 3.4'te ayrintih olarak verilen deney gruplari ile elde edilen hibrit
matrikslerin yapilarinin karakterizasyonu icin ¢ap ve kalinlik tayini testi, 1sik
gecirgenligi ve transparanlik analizi, su tutma kapasitesi tayini, enzimatik
degradasyon testi, PBS icerisinde degradasyon testi, FTIR analizi ve mekanik

testleri karsilastirmali olarak yapilmistir.

4.2.1. Cap ve Kalinlik Tayini

Kimyasal yontemle deseliilerize edilen kornealara, islem gormemis dogal kornea
ve hibrit kornealara ¢ap ve kalinlk élgiimu testleri yapiimigtir. Butiin deney gruplari
liyofilize edildikten sonra 6zel olarak uretilen 11 mm c¢apindaki punch yardimiyla
esit olarak kesilmistir. Kalinlik élguimlerinin tespiti icin mikrometre kullaniimigtir.

Sonuclar Cizelge 4.1’ de verilmisgtir.

Cizelge 4.1. Doku iskelelerine ait kalinlik ve ¢ap ol¢timleri.

Deney Gruplari Cap (mm) Kalinlik (mm)
n=3 (X SS)
Dogal kornea 11 mm 1.52 £ 0.08
Deselllerize kornea 11 mm 5.93 + 0.057
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Hibrit kornea 11 mm 1.47 +0.2

Doku iskelelerine ait kalinliklarin tespiti igin mikron seviyesinde &lcim yapan
hassas mikrometre kullaniimistir. Dogal kornea ve hibrit kornealar arasinda
anlaml bir fark gozlenmemistir. Fakat deselllerize korneanin kalinhdr dogal
korneaya kiyasla 4 kat daha artmistir. Bunun nedeni deselllerizasyon islemi

nedeniyle kornea yapisinin sismesidir.

4.1.2. Isik Gegirgenligi ve Saydamlik Analizi

Isigin hem iletilip hem de kirilmasinda onemli bir goreve sahip olan korneanin
yapisindaki herhangi bir geri donusumsuz hasar, seffaflik kaybina yol acarak
kiside dusuk gorme kabiliyetinden korlige kadar genis odlgude hasara neden
olmaktadir [86]. Korneanin isik gecirgenligindeki roll, stroma tabakasinin optik
Ozellikleriyle dogrudan alakalidir. Stromadaki her kolajen tip | fiberinin ¢api 20-35
nm’dir ve bu fiberler 30 nm araliklarla birbirine paralel olarak hizalanmaktadir. Bu
duzenli yapi korneaya basta seffaflik olmak Gzere anatomik seklin korunmasi ve
yaplya gu¢ saglamak gibi 6zellikler kazandirmaktadir [15, 78, 184]. Bu ¢alismada;
dogal, deselllerize edilmis ve g¢apraz baglanmis hibrit yapilarin 1sik gecirgenligi
300-800 nm'de UV absorbansi ile belirlenmistir. GelMA polimeri ile farki surelerde
ve farkli UV degerlerinde muamele edilen hibrit kornealar PBS icerisinde 1 saat

bekletilmistir.
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Sekil 4.9. Farkh slrelerde GelMA emdirildikten sonra 3200 pJ/cm? eneriji
yogunlugunda ¢apraz baglanan hibrit matrikslerin isik gecirgenlik analizi
(n=3).
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Sekil 4.10. Farkli sirelerde GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? ener;i
yogunlugunda gapraz baglanan hibrit matrikslerin isik gecirgenlik analizi
(n=3).
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ekil 4.11. Farkli slrelerde GelMA emdirildikten sonra 6900 pJ/cm? enerji
S H J

yogunlugunda ¢apraz baglanan hibrit matrikslerin i1sik gecirgenlik analizi

(n=3).
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Sekil 4.12. Dogal, deselllerize ve B3 hibrit kornea yapilarinin 1sik gegirgenlik

degerlerinin kargilastiriimasi (n=3).
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GelMA ile farkh UV degerlerinde c¢apraz baglanan hibrit doku iskeleleri kendi
aralarinda kiyaslandiginda en iyi sonucu 24 saat GelMA igerisinde bekletildikten
sonra 6210 pJ/cm? UV degerinde capraz baglanan hibrit doku iskelesinde
gorlilmistir. B3 grubunun (6210 pJ/cm? enerji ile 24 saatte GelMA emdiriimis),
gegirgenlik degerleri %55.05 £ 6.74 iken dogal kornea %80.42 + 6.26 olarak
bulunmustur. Ayrica hibrit doku iskeleleri deselulerize edilmis iskelelere gore daha
fazla 1s1k gecirgenligine sahiptir. Bunun nedeni GelMA polimerinin yapisal olarak

ISIk gegirgenligine dnemli katkida bulunmasidir.

700 nm ‘deki tim hibrit gruplarin gecirgenlik degerleri Cizelge 4.2.'de 6zetlenmisgtir.
Tam sk gecirgenligi sonugclari, brit seffaflik degerlendirmelerinin bulgulariyla

yakin bir uyum igindedir.

Cizelge 4.2. 700 nm de hibrit doku iskelelerinin i1sik gecirgenlik degerleri

Grup Isik gegirgenligi (%)
Al 13.79 £6.13

A2 10.40 £ 0.82

A3 15.47 £ 2.69

Bl 11.41 + 3.83

B2 13.76 £ 2.96

B3 53.60 £ 6.50

C1 9.43+2.15

C2 1498 +4.14

C3 18.38 + 8.44

Deselllerize edilen kornealar deselllerizasyon islemi sirasinda kullanilan SDS
nedeniyle zarar gorerek su basincini kaybetmis bu da saydamligin azalmasina
neden olmustur. Buna bagli olarak deselllerize doku 1sik gegirgenligi agisindan
diger doku iskelelerinden daha az isik gegirmektedir. Literatirde deselllerizasyon
sonrasi dokunun su kaybetmesine bagli olarak seffafligini kaybetmesi durumunda
gliserol kullaniimistir. BOylece stroma tabakasi optik olarak berrak goérinimde

kalirken yapisal olarak buyuk bir degisiklik gézlenmemistir [96]. Tez kapsaminda
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yapilan calismalarimizda gliserol kullaniimamasina ragmen GelMA sayesinde

seffaflik buyuk ol¢glide saglanirken anatomik yapi da korunmustur.

Isik gegirgenligi analizinin yaninda deney gruplarinin saydamliklarini gézlemlemek
icin doku iskeleleri yazi Uzerine konulmustur. Seffaflik sonuglarn Sekil 4.13'te
verilmektedir. GelMA hidrojeli emdirildikten hemen sonra farkli UV enerjileri (3200
pud/cm?, 6210 pd/cm? ve 6900 pl/cm?) ile capraz baglanan hibrit kornea yapilari
benzer geffaflik gostermigtir. Sekil 4-A GelMA ile hemen muamele edilip ¢capraz
baglanan gruplari, Sekil 4-B 5 dakika GelMA emdirildikten sonra gapraz baglanan
gruplari, son olarak da Sekil 4-C 24 saat GelMA emdirildikten sonra capraz
bagdlanan gruplari gostermektedir. Bu sonuglara goére 24 saat boyunca GelMA
emdirildikten sonra farkli enerji yogunluklarinda c¢apraz baglanan gruplar,
digerlerine kiyasla daha seffaf gérunime sahiptir.

24 saatlk GelMA ile emdiriime isleminden sonra 6210 pJ/cm? enerjide
gerceklestirilen fotopolimerizasyon islemi sonucunda gergeklestirilen makroskopik
incelemelere gore en uygun protokol B3 grubu olarak tespit edilmistir. Bu bulgular
Isik gecirgenlik 6lcimleri ile paralel olup birbirini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.13. Farkh enerji yogunluklari ile farkli strelerde GelMA ile emdirilen hibrit
matrikslerin seffaflik Uzerindeki etkilerini gosteren goéruntuler. Gruplar
3200 pJd/cm?, 6210 pJ/cm? ve 6900 pJ/cm? UV isigina (365 nm) maruz
birakilmistir. 200 uL GelMA polimeri Uzerine emdirildikten hemen sonra
¢apraz baglanmis yapilar (A), 5 dakika sonra (B), 24 saat sonra GelMA
emdirilmig hibrit matrikler (C).

4.1.4. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Karakterizasyon testleri neticesinde en yuksek seffafliga ve en yluksek mekanik
dayanima sahip oldugu tespit edilen Grup B3 (24 saat GelMA emdirildikten sonra
6210 pJ/cm? enerjide UV gapraz baglanan grup) dogal kornea ve deseliilerize
edilmis kornea ile kargilastirmali olarak sisme testine tabii tutulmustur. Bunun igin
tim deney gruplarinin kuru agirliklar olgulerek belirlenmistir (Wo). Ardindan
ornekler 37 °C’de 3 mL PBS (0.1 M) sollisyonuna konularak belli araliklarla bu
solisyondan alinarak agirliklari dlgliimustir. PBS icerisinden alinan &érneklerde
fazla su filtre kagdidi ile uzaklastinlarak olgimleri yapilmistir (Wn). Su tutma
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kapasitesinin tayini icin uygulanan sisme testi ile matrikslerin su tutma kapasiteleri
hesaplanmigtir.

m Dogal Kornea

100 - 1 Desellilerize Matriks
M Hibrit Matriks

90 -
80 -
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40 -
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Su Tutma Kapasitesi (%)
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Sekil 4.14. Dogal, deselllerize ve hibrit matrikslerin stromal yapilarinin su tutma

kapasitelerinin karsilastirilmasi (n=3 ve ***p < 0.0001).

Literatlr calismalarinda goraldtugu gibi dogal korneanin su tutma kapasitesi %78 *
3’tur [185]. Deney sonuglarina gore dogal korneanin su tutma kapasitesi %85.7 +
0.22 bulunurken deselulerize korneanin su tutma kapasitesi %85.2 + 3.09 olarak
bulunmustur. Hibrit yapinin su tutma kapasitesi ise %74.2 + 1.03 olarak tespit
edilmistir. 10 saat suren deney sonucunda dogal kornea ve deselllerize korneanin
su tutma kapasitesinde anlamh bir fark tespit edilmemigtir. Bu iki veri
deselulerizasyon igleminin etkili ve basarili oldugunun gostergesidir (p<0.001).
Diger yandan hibrit korneanin su tutma kapasitesinin diger iki deney grubuna gére
daha dusuk olmasinin nedeni GelMA polimerinin yapisal 6zelliklerinden ve UV

altinda ¢apraz baglanmasindan ileri gelmektedir.

4.1.5. Enzimatik Degradasyon Testi

Doku muhendisliginde kullanilan sentetik ve dogal polimerler kullanildiklari dokuya

0zgu belirli degradasyon kriterlerine sahip olmalidirlar. Literatirde kolajen bazl
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biyomalzemelerin stabilitesini degerlendirmek igin pepsin, tripsin ve kollajenaz gibi
proteolitik enzimler kullaniimaktadir [87]. Bu calismada, kolajenaz A soltisyonu
kullanilarak nihai matriksin stabilitesini degerlendirmek igin hazirlanan yapilarin

bozunma davranisi arastirilmistir.
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Sekil 4.15. Dogal, deselllerize ve B3 (24 saat GelMA emdirildikten sonra 6210
puJ/cm? UV enerijisi ile gapraz baglanan grup) hibrit yapisinin kolajenaz

A enzimi ile degradasyon testi (n=3).

Sekil 4.15’te, dogdal ve deselillerize kornea stromal yapilarina kiyasla hibrit
numunelerdeki (24 saat GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerijisi ile
¢capraz baglanan grup) kutle kaybini gostermektedir. 4 saatlik siirenin sonunda
hibrit yapi icin %44.68 + 5.99, dogal kornea i¢in %15.56 + 2.84 son olarak da
deselllerize doku icin %19.98 + 2.56 kltle kaybi hesaplanmistir. Hibrit yapinin
desellilerize yapiya gore daha fazla kutle kaybettigi gériimektedir. Bu durum hibrit
yapinin icerigindeki GelMA polimerinin  hidrojel 6zelliginde olmasindan
kaynaklanmaktadir. Hidrojeller buyik miktarda su tutma kapasitesine sahip
malzemelerdir. Calismada GelMA'nin UV altinda ¢apraz baglanmasi neticesinde
yogunlugunun arttirlmasiyla beraber 3D yapisinda sikilagsma gozlenmigtir. Bu
durum ise hidrasyon oraninda bir azalmaya yol agmaktadir [186]. Hibrit kornea

stromal yapilarinin hidrasyon oranlari beklendigi gibi GelMA hidrojel ile
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emdirildikten sonra azalmigtir. Bu durum malzemenin bozunma profili ve yapilarin
kararlihgi hakkinda bir fikir veren 6nemli bir faktordir. Calismanin nihai bir sonucu
olarak elde ettigimiz deselllerize kornea ile GelMA’nin basarili bir sekilde
senkronizasyonuyla elde edilen hibrit matriksler hem kullanilan GelMA’'nin ylzde

orani hem de UV altinda gapraz baglanma sire ve enerjisiyle ayarlanmistir.

Elde edilen hibrit kornea stromal yapilari igin, B3 olarak adlandirilan grup (24 saat
GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjisi ile ¢apraz baglanan grup)
%8’lik uretilen GelMA'nin varligi ve konsantrasyonuna bagl olarak hem enzimatik
hem de PBS bozunma g¢alismalarinda dogal korneaya kiyasla yuksek bozunma
orani gostermistir. Kolajenazin enzimatik degradasyon icin kullanildigi GelMA'daki
bozunma raporlarina gore, %10’ luk GelMA’'nin 4 saatlik slren enzim
muamelesinde yaklasik %30'unun degrade oldugu bildiriimigtir [187]. Deney

sonuglar literatur bilgisiyle benzerlik gostermektedir.

4.1.6.PBS iginde Degradasyon Testi

Sekil 4.16’da dogal, deselulerize ve hibrit matriksin (24 saat GelMA emdiriltikten
sonra 6210 pJ/cm? UV enerjide ¢apraz baglanan grup) PBS'deki bozunma profili
verilmistir. 4 hafta slreyle gerceklestirilen bu testte 7. Ginde dogal, deselilerize
matriks ve hibrit matriks yapilari igin sirasiyla %20.98 + 10.83, %24.55 + 4.53 ve
%20.87 + 3.51 olarak hesaplanmistir. 28. gune gelindiginde ise dogal kornea
%24.73 = 6.55, deselilerize matriks %51.37 + 4.29 ve hibrit matriks %50.9 + 10.34
oraninda kutle kaybina neden olmustur (p<0.0001).
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Sekil 4.16. Dogal kornea, deselllerize matriks ve hibrit mariksin (24 saat GelMA
emdiriltikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjide gapraz baglanan grup)

PBS icinde bozunma davranisinin kargilastiriimasi (n=3 ve p < 0.0001).

Literatirde GelMA konsantrasyonu ile PBS igerisinde bozunma stresi arasinda
dogrusal bir iliski oldugu O©ne surulmektedir [187]. Buna ragmen g¢alisma
kapsaminda %8 oraninda dretilen GelMA, UV’'de capraz baglama suresinin

uzatilmasiyla senkronize edilmistir.

4.1.7. Mekanik Testler

Korneanin mekanik davranisi dokunun mikro yapisindan temel alarak anatomik
sekil ve kalinhgiyla dogrudan iligkilidir. Tez kapsaminda hibrit kornealarin mekanik
davranisi GelMA polimeri ile farkli emdiriime strelerine ve farkh enerjilerde ¢apraz
baglanma yogunluklarina bagli olarak kornea dokusuna etkisini net olarak

belirlemek igin incelenmisgtir.

Doku muhendisligi teknikleri ile Uretilecek korneanin klinikte kullanilabilirlik dizeyi
hakkinda yorum yapabilmek igin malzemenin tasiyabilecedi maksimum yukunu,
sikistirilabilirligini, basing altinda sergiledigi 6zelliklerini, elastikiyeti son olarak da

malzemelerin biyomekanik 6zelliklerini bilmek ve bu dogrultuda Uran uretmek

67



gerekmektedir. Bu noktada c¢ekme testi malzemelerin mekanik 6zelliklerinin
belirlenmesinde siklikla tercih edilen mekanik testlerden birisidir. Grup A olarak
kategorize edilen grup farkh surelerde (hemen, 5 dakika 24 saat) GelMA
emdirildikten sonra 3200 pJ/cm? UV'de capraz baglanan hibrit matriksleri temsil
etmektedir. Grup B olarak kategorize edilen grup farkli surelerde (hemen, 5 dakika
24 saat) GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV'de gapraz baglanan hibrit
matriksleri temsil etmektedir. Grup C olarak kategorize edilen grup ise farkh
strelerde (hemen, 5 dakika 24 saat) GelMA emdirildikten sonra 6900 pJ/cm?
UV'de capraz baglanan hibrit matriksleri temsil etmektedir. Son olarak dogal,
deselllerize ve B3 grubu olarak isimlendirilen 24 saat GelMA emdirildikten sonra
6210 pJ/cm? enerjide UV'de gapraz baglanan hibrit matriks grubu karsilastirmali
olarak incelenmistir.
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Sekil 4.17. Farkh surelerde (hemen, 5 dakika, 24 saat) GelMA emdirildikten sonra
3200 pJ/cm? UV enerjisi capraz baglanan hibrit matrikslerin gerilim-
gerinim grafigi.
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Sekil 4.18. Farkli surelerde (hemen, 5 dakika, 24 saat) GelMA emdirildikten sonra
6210 pJ/cm? UV enerjisi capraz baglanan hibrit matrikslerin gerilim-

gerinim grafigi.
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Sekil 4.19. Farkli surelerde (hemen, 5 dakika, 24 saat) GelMA emdirildikten sonra

6900 pJ/cm? UV enerjisi capraz baglanan hibrit matrikslerin gerilim-
gerinim grafigi.
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Sekil 4.20. Dogal kornea deselllerize kornea ve B3 ( 24 saat GelMA emdirildikten
sonra 6210 pJ/cm? UV enerjisi ile capraz baglanan grup) hibrit

matriksine ait gerilim- gerinim grafigi.

Cekme testi sonuglarinin grafik ile ifade edilen bulgularina bakildiginda Grup A
olarak kategorize edilen grup farkli surelerde (hemen, 5 dakika 24 saat) GelMA
emdirildikten sonra 3200 pJ/cm? UV'de gapraz baglanan hibrit matriksler %20-25
araliginda % gerilme gdstermektedir. Grup B olarak kategorize edilen deney grubu
farkh slrelerde (hemen, 5 dakika 24 saat) GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm?
UV'de c¢apraz baglanan hibrit matriksler %34-40 araliginda % gerilme
gostermektedir. Bu duruma net bir sekilde artan capraz bag yogunlugu etki
etmigstir. Grup C olarak kategorize edilen grup ise farkli surelerde (hemen, 5 dakika
24 saat) GelMA emdirildikten sonra 6900 pJ/cm? UV'de capraz baglanan hibrit
matriksler ise ve Grup B ile benzer bir egdilim gostermektedir. Cekme testi
sonuglari kendi aralarinda mukayese edildiginde B3 olarak adlandirilan hibrit
kornea yapisinin gerilim- gerinim egrisi tekrardan dogal ve deselilerize kornea

yapilarina karsi degerlendirilmistir.

Hibrit matriks yapilarinin mekanik analizleri, UV'ye maruz kalma slresinin

arttinlmasinin deselllerize korneaya kiyasla sikistirma modulinu iyilestirdigini

ortaya c¢ikarmigtir. Literatirde deselilerize kornea matrikslerinin sikistirma
71



modiillerinin uygulanan protokole, test kosullarina, hayvanin yasina ve saglgina
bagl olarak 0.1 ila 57 MPa araliginda oldugu bildiriimektedir [188].

Literatirde SDS ile deselulerizasyonun korneanin seffafligi ve mekanik ozellikleri
uzerindeki zararl etkileri zaten bildirilmigtir [189, 190]. Bu c¢alisma korneanin
seffaflik ve mekanik &zelliklerini iyilestirmeyi amacglamaktadir. Bu dogrultuda
GelMA polimerinin farkh stre ve enerjide kullanimi deselllerizasyon protokolinin
literaturde bahsedilen yikici etkilerini geride birakarak bu 6zelliklerin iyilestiriimesi
saglanmistir. Gerilim-gerinme grafiginden sikistirma modulu verileri hesaplanarak

Cizelge 4.3.'te verilmigtir.

Cizelge 4.3. Dogal, deselllerize ve hibrit matrikslerin sikistirma modulu (MPa)

Gruplar Sikistirma Modiilu (MPa)
Dogal kornea 9.79 + 0.56
Desellilerize 087 +015

kornea

Al 4.19 + 0.56
A2 4.14 + 0.52
A3 4.85+0.82
Bl 4.37 £ 0.97
B2 4.47 +0.85
B3 5.04 + 0.68
Ci1 3.93+0.43
C2 4.33+0.82
C3 4.80+0.26

Sikistirma modull, egrilerin  dogrusal bolgesinden hesaplanmistir. Dogal
korneanin sikistirma modultu 9.79 £ 0.56 MPa hesaplanirken deselilerize kornea
icin bu deger 0.87 = 0.15 MPa olarak belirlenmistir. Deselulerize kornea grubu igin
elde edilen dusik mekanik mukavemet degerleri, kullanilan deselllerizasyon
protokolinin yan etkilerinin bir gostergesidir. GelMA polimerinin optimal sartlarda
¢capraz baglanmasiyla dodal dokuya en yakin degerde mekanik 6zelliklerin elde
edildigi deney kapsaminda gosterilmigtir. B3 grubunun sikistirma modull hibrit

kornea yapilari arasinda en yuksek (5.04 £ 0.68 MPa) degerde goriimektedir.

4.2.2. Toplam Reflektansi Azaltilmigs Fourier Doénusiim Kizilotesi
Spektrofotometresi (ATR-FTIR) Analizi
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Calisma kapsaminda Uretilen 24 saat GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm?
UV'de capraz bagdlanan hibrit matriks grubu, GelMA polimeri ve deselulerize
korneanin kimyasal yapisi karsilastirmali olarak  ATR-FTIR analizine tabi

tutulmustur. Sekil 4.21’de bu yapilara ait FTIR spektrumu verilmistir.
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Sekil 4.21. Deselilerize kornea, GelMA polimeri ve 24 saat GelMA emdirildikten
sonra 6210 pJ/cm? UV'de capraz baglanan hibrit matriks grubunun

kimyasal yapisinin FTIR grafigi

Sekil 4.21" de 1632.6 cm™'de gozlenen pik, N-H baglari nedeniyle olusup C=0
baglarinin vibrasyonunu godsteren Amid-Ill piki olarak adlandiriimaktadir ve bu
pikin yeri ile yogunlugu jelatinin ikincil yapisinin sonucudur. Ayrica 1632.6 cm'de
goérulen pikin tepe noktasi, jelatin ve metakrilat anhidrit arasindaki etkilegimi
gostermektedir [160]. 1524.5 cm*'de gorilen pik Amid-Il pikidir. N-H baglarinin
vibrasyonundan ve kismen C-N baglarindan dolayi olusmaktadir. 1230 cm™‘ de
ortaya ¢ikan C-H gerilmesine ait absorpsiyon bandidir [191]. 3295 cm™ de
gorulen pik O-H gerilme absorpsiyon bandindan olugsmaktadir [192]. 3071.3 cm-
Yde gorllen pik ise C-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 24 saat
GelMA polimeri emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjide ¢apraz baglanan
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hibrit matriks yapsinina ait FTIR grafigi incelendiginde hem kolajen yapisinin

korundugu hem de GelMA polimeri ile uyum igerisinde oldugu gorulmasgtur.

Elde edilen sonuclar daha 6nce gercgeklestirilen ¢calismalarla da uyumludur [158].
Sonu¢ olarak FTIR sonuglart GelMA’'nin basarili bir sekilde sentezlendigini ve

hibrit matriks ile uyum igerisinde oldugunu géstermektedir.

4.3. In Vitro Galigmalar

Deneysel calismalarin son grubu olarak in vitro c¢alismalar yapilmigtir. Tez
kapsaminda yapilan in vitro galismalarin tumdnde primer kultirle kornedan elde
edilen primer hucreler kullaniimistir. Deselllerize sigir korneasina hucre ekimi
yapimistir. 4., 7. ve 14. gunlerde hucre yapigsmasi, basarisi ve morfolojisi farkl

calismalarla incelenmistir.

4.3.1. Deselulerize Matrikslere Hiicre Ekimi

Hucre kiltart calismalari kapsaminda sigir korneasindan elde edilen hicreler
primer kiltirde ¢ogaltiimistir. 6210 pJ/cm? ve 6900 pl/cm? UV'de deselilerize
matriksin (DBC) kultr suresince degisimi grafige aktarilarak hicre Ureme egrisi

raporlanmigtir.
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Sekil 4.22. Deselilerize kornea GelMA (DBC + GelMA), Deselilerize kornea
GelMA 6210 pJ/cm? (DBC + GelMA+6210 pJ/cm? ), Deselllerize kornea
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GelMA 6900 pJ/cm? (DBC + GelMA+6900 pJ/ cm?) hiicre proliferasyon
grafigi. [193] (n=3 ve p < 0.0001).

Sekil 4.22’ de goruldugu gibi elde edilen proliferasyon verilerine gore en yuksek
hicre canlihgr DBC + GelMA grubunda gézlenmistir. Baglangigta tim malzemeler
Uzerinde esit miktarda hdcre ekimi  yapilmasina ragmen, UV'nin hicreler
uzerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 UV ile muamele edilmis gruplarda, UV ile
muamele edilmeyen gruplara kiyasla, duguk hucre canlihdi gézlenmistir. DBC +
GelMA (UV ile muamele edilmemis) grubunun, hicre canliigi agisindan
Ustiinligunl korudugu gozlemlenmistir. Ancak ile UV capraz bagl GelMA gruplari
iceren gruplarda ozellikle kilttr periyodunun 7. ve 14. gununde proliferasyon orani

dikkat ¢ekici bulunmustur.

GelMA'nin g¢apraz baglanmasinin kiltir déneminin basinda hicrelerin canlihgini
azaltigi ancak GelMA polimerinin biyolojik kokeninden dolayr iyi bir hucre

¢ogalmasi gosterdigi sonucuna variimigtir [157].

4.3.2. Canh / Olii Analizi

Canli Oli boyama kalsein ve propidyum iyodir boyalarinin DNA’ya baglanmasi
sayesinde bize doku iskelesi Gizerinde bulunan hicrelerin canl yada 6lu olmasi ile
ilgili bilgi vermektedir. Kalseinin asetoksimetil esteri lipofilik oldugu i¢in hiicre zar
gegcirgenligi oldukga yuUksektir. Kalsein, kendisi florasan bir molektl olmamasina
ragmen canli hucrelerde bulunan esteraz enzimi ile etkilesime girmektedir.
Propidyum iyodur boyasi ise hicre gekirdegini boyayabilen fakat hicre zarindan
gecemeyen bir boyadir.Bu boya oOlu hucre zarinin dizensiz bolgelerinden gecgerek
cekirdege ulasir ve hicrenin DNA cift sarmalini boyayarak kirmizi florasan isima

yapar.

Tez kapsaminda uretilen hibrit matrikslere canl 6lu boyama testi uygulanmistir.
Test neticesinde Sekil 4.18 de alinan es odakh mikroskopi goruntuleri
gostermektedir. TUm doku iskelelerinde hicre yapismasli ve ¢ogalmasi

g6zlemlenmistir.Kiltlrin ilk gliniinde 6900 pJ/cm? UV enerijisi ile gapraz baglanan
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grupta en az hucre sayisi gozlenmistir. 4. ginde hucreler agilmis ve yayllmaya

baglamig, 7. gun tum ylzeyi tamamen kaplamistir.

[ 1.Giin | | 7.Giin | | 14.Giin |

Deselilerize Matriks +
GelMA

Deseltlerize Matriks +
GelMA + 6210 pl/cm?

Deselllerize Matriks +
GelMA + 6900 pJ/cm?

Sekil 4.23. Canli 61U testi ile hibrit malzemeler tizerinde hlicre canlilidi ve hiicre

morfolojisinin belirlenmesi.20X [193]

Dogal kornea stromasindaki keratositler asiri lamellipodia ile birlikte blylk ve
yuvarlak bir hiicre govdesine sahiptir [194, 195]. UV ile muamele edilmeyen
gruplarin  kultarin sonraki gunlerinde fibroblastik bir morfoloji sergiledigi
gozlenirken, UV ile muamele edilmis gruplarda orijinal hicre morfolojilerini

korudugu gozlenmistir.

4.3.3.Resellllerizasyon
Calisma kapsaminda Uuretilen 24 saat boyunca GelMA polimeri ile emdirildikten
sonra 6210 yJ/cm? enerjide gapraz baglanan hibrit matriks grubu reseliilerizasyon
calismalarina tabi tutulmustur. Calismanin basarisi DAPI boyama yontemi ile
degerlendirilmigtir. Sekil 4.24.'te, malzeme Uzerine dagilmig koyu mavi boyall
hicre ¢ekirdekleri agikga gozlenmektedir.
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Ote yandan, statik ekime bagh olarak, hibrit matriks (izerinde daha fazla hiicre

cekirdegi gortlmektedir.Bu bulgular resellerizasyon isleminin etkili bir sekilde

gergeklestirildiginin kanitidir.

Sekil 4.24. 7 gunlik kaltirlenmis hibrit yapilarda hicre c¢ekirdedi dagiliminin
belirlenmesi. (A) 200, (B) 100 ym.[193]

GelMA emdirilerek bir ECM yapisi icinde in situ capraz baglanmayla elde edilen
hibrit matriks yaklagimi ile istenen mekanik ozelliklerin ve seffafhigin elde edileceqgi
dusundimustar. Nihai yapi olarak kabul edilen 24 saat boyunca GelMA polimeri ile
emdirildikten sonra 6210 yJ/cm? enerjide ¢apraz baglanan hibrit matriks grubu ile
hem GelMA polimerinin ayarlanabilir fiziksel 6zelliklerinden yararlaniimis hem de
deselulerize dokunun dogal mikro mimarisinden ve bilesiminden yararlaniimistir.

Bunun diginda, hibrit yapinin seffaflik seviyesi ve mekanik o6zellikleri, in vivo
testlerle arastirnimaya deger olup oOzellikle literatirdeki transpante edilebilir

deselulerize dokunun sinirlamalarini ortadan kaldiracagi 6n goralmustur
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5. GENEL SONUG VE ONERILER

v' Calisma kapsaminda SDS tabanli deseliilerizasyon yontemi kullaniimistir.
SDS’nin zararl etkileri PBS ile yikama sayisinin artiriimasiyla buyuik oranda
giderilmistir.

v' Sigir kaynagindan elde edilen kornealar kimyasal deseliilerizasyon
yontemiyle deselllerize edilmis ve protokol sonrasi petri kaplarinda
bastirilarak liyofilize edilmigtir. Bu sayede butin deney gruplari i¢cin kornea
kalinliklari gok yakin degerlerde elde edilmistir.

v' Deselllerize kornealarin karakterizasyonu igin histolojik ve floresan
boyamalar yapilmistir. Histolojik boyamalar deselllerizasyon isleminin
basarisini ortaya koymustur.

v' Hematoksilen eozin boyamada kontrol grubu, korneanin hicreleri ve
katmanlari belirli bir sekilde boyanmis ve diger gruplardaki degisimler
gOzlemlenmistir.  Kimyasal deselllerizasyonla hicrelerin  tamamen
uzaklastigi, ECM matriksin kontrol grubuna goére daha gevsek oldugu
gorulmustar.

v DAPI boyamada hematoksilen eozin boyamaya paralel sonuglar elde
edilerek deselllerizasyon igleminin basarisi bir kere daha kanitlanmigtir.

v' Deselerize matriks ve dogal kornea sGAG miktarinin tespiti icin DMBB
testine tabi tutulmustur. Bu testin sonuglarina gére dogal korneaya kiyasla
deselllerize matriksin sGAG miktarinda %40 oraninda bir azalma tespit
edilmigtir. Literatlr bilgisiyle paralellik gdsteren bu oran ayni zamanda
deselulerizasyon isleminin basarisini da ortaya koymustir. sGAG orani ile
ilerleyen calismalar icin hem saglam bir ECM yapisinin elde edildigi hem de
su tutma kapasitesinin istenilen oranda oldugu bilgisine varilmistir.

v' Deselllerize dokuka kalan arttk DNA miktarinin tespiti igin yapilan
Picogreen testinin sonuglarina goére islem gérmemis kontrol grubunda 81.67
* 4.9 ng DNA bulunurken, deselilerize matrikslerde 24.39 + 2.5 ng DNA
tespit edilmistir. Sonuc¢ olarak, dogal dokudan %70 DNA uzaklastirilarak

basarili bir deselulerize matriks elde edilmistir.
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v' Kolajen miktarinin kantitatif tayini igin kullanilan hidroksiprolin test
sonuglarina gore dogal dokunun ve deselllerize dokunun hidroksiprolin
miktart 0.65 £ 0.01 mg ve 0.74 + 0.01 mg olatrak tespit edilmigtir.
Deselllerize matriksin kolajen miktarinda (0.09 mg/10 mg kuru agirhk)
gOzlenen bu kuguk artisin  nedeni deselulerizasyon sonrasinda
proteoglikanlar gibi ¢ozunur bilesenlerin kaybedilmesiyle yapida bulunan
hidroksiprolin miktarinin birim agirlik bagina artmasidir.

v Tez caligmalarinin ikinci asamasinda kornea doku mihendisliginde
kullanilabilecek hibrit doku iskeleleri tasarlanmigtir. GelMA polimeri ile
adsorblanma karakterizasyonlari yapilmis ve bu veriler dogrultusunda UV
altinda farkli enerji ve farkli surelerde c¢apraz baglanma islemi
gerceklestiriimistir. Karakterizasyon iglemleri neticesinde 3 farkli deney
grubu belirlenmistir. Bunlar farkh surelerde (hemen, 5 dakika ve 24 saat)
GelMA polimeri emdirildikten sonra farkli UV enerjilerinde (3200 pJ/cm?,
6200 pJ/cm?, 6900uJ/cm?) capraz baglanarak elde edilen gruplardir.

v' Caligmada kullanilacak olan jelatin metakrilat (GelMA) polimeri %8’lik
olarak sentezlenmistir. Yapi analizlerini gerceklestirmek Uzere FTIR analizi
yapilmigtir.  FTIR sonuglarina goére hem GelMA polimerinin yapisi
incelenmis hem de deselllerize matriks ile B3 grubu olarak adlandirilan 24
saat GelMA polimeri emdiridikten sonra 6210 pJ/cm? enerjide capraz
bagdlanan hibrit matriks grubunun vyapisi incelenmistir. Yapi analizleri
literatur bilgisiyle uyumlu bulunmustur.

v Hibrit matrikslerin karakterizasyon sonuglarinda kalinliginin ortalama 1.47 +
0.2 mm oldugu bulunmustur. Deselulerize kornealarin kalinliklari 5.93 +
0.057 mm iken dogal korneanin kalinhgr 1.52 + 0.08 mm olarak
bulunmustur. Deselulerize korneanin kalinliginin diger deney gruplarina
oranla yaklasik 4 kat fazla gcikmasinin nedeni SDS tabanl deselllerizasyon
yontemidir. Ayrica butin deney gruplarinin ¢api esit olacak sekilde 11mm
punch ile kesilmigtir.

v Isik gecirgenligi ve saydamlik analizi i¢in buatin deney gruplari ayri ayri test
edilmigtir. En iyi 1s1k gecirgenligi sonucu 24 saat GelMA igerisinde
bekletildikten sonra 6210 pJ/cm? UV degerinde gapraz baglanan hibrit doku
iskelesinde gorulmustur. B3 grubu olarak adlandirilan bu grup igin 1sik

gegirgenlik degerleri %55.05 £ 6.74 iken dogal kornea %80.42 + 6.26 olarak
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bulunmustur. Ayrica hibrit doku iskeleleri genel olarak degerlendirildiginde
deselulerize edilmis iskelelere gore daha fazla isik gecirgenligine sahip
oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni GelMA polimerinin yapisal olarak isik
gecirgenligine onemli katkida bulunmasidir.

Seffaflik degerlendirmelerinde gapraz baglamadan 6nce 5 dakika boyunca
GelMA emdirilmis hibrit kornea yapilari, t¢ farkh UV yogunlugunda hemen
capraz baglanan gruba kiyasla daha seffaf bir goérinim gdstermistir.
Bununla birlikte, en iyi seffaf gériniman hidrojel emdirilme siresinin pozitif
etkilerini gosteren GelMA'nin 24 saat emririldigi gruplarda oldugu
gbzlenmigstir. 24 saatl GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? enerjide
gerceklestirilen fotopolimerizasyon islemi, makroskopik incelemelere gore
en uygun protokol olarak énerilmistir.

Deney gruplari arasinda kolajenaz A ile gerceklestirilen enzimatik bozunma
testinin sonuglarina gore 4 saatlik stirenin sonunda hibrit yapi i¢in % 44.68
1 5.99, dogal kornea i¢in %15.56 + 2.84 son olarak da deselilerize doku
icin %19.98 + 2.56 olarak hesaplanmigtir. Hibrit yapinin deselllerize yapiya
gore daha fazla kutle kaybetmesinin nedeni GelMA polimerinin hidrojel
Ozelliginde olmasindan kaynaklanmaktadir. Hidrojeller buyuk miktarda su
tutma kapasitesine sahip malzemeler olduklarn icin UV altinda c¢apraz
baglanmasi neticesinde yogunlugunun arttiriimasiyla beraber 3D yapisinda
sikilasma meydana gelmistir. Bu durumun neticesinde hidrasyon oraninda
bir azalmaya meydana gelmigtir. Sonuc¢ olarak da hibrit kornea stromal
yapilarinin hidrasyon oranlari beklendigi gibi GelMA emdirildikten sonra
azalmigtir.

Hibrit doku iskelelerine ve deseliilerize doku iskelesine PBS icerisinde
bozunma testi yapilmistir. 7. 14. 21. ve 28. gunler olgimler alinmistir. 28.
gune gelindiginde dogal kornea %24.73 + 6.55, deselilerize kornea %51.37
+ 4.29 ve hibrit kornea %50.9 * 10.34 oraninda kitle kaybina neden
olmustur.

Su tutma kapasitesinin tayini dogal, deselllerize ve hibrit matriks
grubundan Grup B3 olarak adlandirilan (24 saat GelMA polimeri
emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjisinde gapraz baglanan) grup ile
kargilastirmali olarak yapilmigtir. Deney sonuglarina goére dogal korneanin

su tutma kapasitesi %85.7 = 0.22 bulunurken deselllerize korneanin su
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tutma kapasitesi %85.2 £ 3.09 olarak bulunmustur. Hibrit yapinin su tutma
kapasitesi ise %74.2 + 1.03 olarak tespit edilmistir. Bu test deselllerize
dokunun basarili oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica hibrit matriksin su tutma
kapasitesinin deselulerize matrikse gore az olmasinin nedeni yapisinda
bulunan GelMA polimerinden kaynaklanmaktadir.

Cekme testi sonuclarina goére B3 olarak adlandirilan (24 saat GelMA
polimeri emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjisinde ¢apraz baglanan)
hibrit matriks yapisi 6n plana ¢ikmistir. Grup A olarak adlandirilan farkl
surelerde (hemen, 5 dakika, 24 saat) GelMA emdirildikten sonra 3200
nuJ/cm? UV enerjinde gapraz baglanan grup % 20-25 araliginda % gerilme
gostermektedir. Grub B olarak adlandirilan farkli strelerde (hemen, 5
dakika, 24 saat) GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjinde
¢apraz baglanan grup %34-40 araliginda % gerilme gostermektedir. Son
olarak Grup C olarak adlandirilan farkh surelerde (hemen, 5 dakika, 24
saat) GelMA emdirildikten sonra 6900 pJ/cm? UV enerjinde capraz
baglanan grup, Grup B ile benzer sonuclar géstermistir.

Mekanik testler genel anlamda degerlendirildiginde GelMA polimerinin farkl
sure ve enerjide kullanimi malzemeye ekstra dayaniklilik saglamigtir. Bu
durum ise deselllerizasyon protokollinin literatirde bahsedilen yikici
etkilerini geride birakarak bu 6zelliklerin iyilestiriimesini saglanmistir.

Tezin son asamasinda gergeklestirilen in vitro ¢alismalarla UV ile g¢apraz
baglanmalarina ragmen UV’nin yikici etkilerinin geride birakilarak 6zellikle
kiltar periyodunun 7. ve 14. glininde proliferasyon oraninin arttigi tespit
edilmistir. GelMA’'nin jelatinden kaynaklanan biyolojik kdkeni hicreler
uzerinde iyilestirici bir etki yapmigtir.

Tez kapsaminda Uretilen hibrit matrikslere uygulanan canli 6l boyama
testinin neticesine gore tum doku iskelelerinde hlcre yapigsmasi ve
cogalmasi gozlemlenmistir. Kaltirin ilk giniinde 6900 pJ/cm? UV enerjisi
ile gapraz baglanan grupta en az hucre sayisi gozlenmisgtir. 4. gunde
hicreler acgilmig ve yayllmaya baslamig, 7. gun tim ylzeyi tamamen
kaplamigtir. Hicrelerin canliliklarini en iyi devam ettirdigi grup ise 24 saat
GelMA emdirildikten sonra 6210 pJ/cm? UV enerjinde ¢apraz baglanarak
elde edilen hibrit matriks grubu olmustur.
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v' Tez galismasi kapsaminda gelistirilen hibrit matriks yaklasiminin kornea
doku muhendisligi alaninda kullanilabilirligi onerilmis ve ileride Ustlin
Ozellikte keratoroptezlerin Uretimi icin potansiyel teskil edebilecegi

dusunulmaustar.
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Hybrid Cornea: Cell Laden Hydrogel Incorporated Decellularized

Matrix
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ABSTRACT: The decellularization protocols applied on the
carneal stromal constructs in the literature usually il to provide a
corneal matrix with sufficient mechanical and optical propertses
since they alter the extracellular matriv (ECM) microstructure. In
this study, to overcome these mitations, a hybrid cornea stromal
construct wag engineered by combining gelatin methacrylate
(GelMA) and decellularized ECM. Photo-cross-linking of
impregnated cell laden GelMA in site using different UV cross-
linking energies (3200, 6210, and 6900 u]/em®) and impregna-
tion times (up to 24 h) within a decellularized bovine cornea
enhanced light transmission and restored lost mechanical features
following the harch decellularization protocol. The light trans-
mittance value for optimized hybeid constructs (33.6%) was

Decellularized Bovine Commea

Hytrid Gonstruct

increased nearly 10 fold compared to that of decellularized cornea (5.84%). The compressive modulus was also restored up to 6
fold with caleulated values of 5040 and B70 kPa for the hybrid and decellularized samples, respectively. These values were found
to be quite close to that of native comnea (48.5%, 9790 kPa). ATR-FTIR analyses were carried out to confirm the final chemical
structure. The degradation profiles showed similar decomposition behaviors to that of native comea. In vitro culture studies
showed a high level of cell viability and cell proliferation rate was found remarkable up to the 14th day of the culture period
regardless of selected UV energy level. The methodology used in the preparation of the hybrid cornea stromal constructs in this
study is a promising approach toward the development of successful comeal transplants.

KEYWORDS: cormiea, decellularization, pelatin methacrplate {GelMA), photapolymerization, transparency

1. INTRODUCTION

Corneal disorders are considered to be 2 worldwide problem
due to which 10 million people suffer from vision loss.
Attempts toward solving this problem include strategies such
a3 donor replacement or implantation of prosthetic devices.”
Transplanting comea tissues can be applied surgically, eg., in
keratoplasty; however, the reported success rate is around 507%
for such operations which result in comeal blindness of the
recipient.” Even though allogeneic materials can be wsed in
keratoplasty operations, the main problem in allografi
transplantation for corneal tesue regeneration is that there
are a limited number of donors. Moreover, more than 10% of
the transplant population rejects the replacement comes
within the first year of implantation.” Thus, researchers have
been attempting to produce comeal conjugates to replace
pathological corneal Hisues to overcome the chronke problems
of corneal 1ﬁn£]:lanta.ﬁm""

The principles of comeal tissue engineering aim to produce
comeal Hssue conjugates for the restoration of partial kiyers or
whole comeal structures containing epithelium, stroma, and
endothelial liyers. Major progress has been made in obtaining
functional comeal structures via either allogeneic or synthetic
materials. For this purpose, cell-based approaches, decellular-
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ized matrices, and synthetic and natwcal polymeric structures
bawe all been investigated The major disadvantages of the
biomaterials used in the development of corneal conjugates are
the inability to mechanically mimic the entire comeal
structure, insufficient transparency in terms of light trans-
mission, and the filure to ensure comeal integrity. The use of
decellubarized matrices with the attempt of mimscking 3D and
layered structures of the native cornea with a tissue engineering
approach to provide commeal mtegrity has therefore been
suggested” An effective decellularization protocel is based on
the removal of the senogeneic/allogenete cellular antigen
sources that might cause immune reaction and inflammation,
while preserving the structural integnity, biological activity, and
constituent components of the obtained extracellular matrie.”
For an effective removal of cells and cellular materials, physical,
chemical, and biological routes or their combinations can be
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applied according to the specific needs of the tissue of interest.
The chemical agent sodivm dodecyl sulfate (SDS), a widely
used sonic detergent, has been reported to effectively remove
cels and presesve extracellular matrix integrity m comeal
tissue. ™" An ideal decellularized eomeal stromal construel
should retain the structural integrity of the extracellular matrix
in order to mimic it functionally and structurally. It & also
desired to have the Anal structure to be free of cellular residues
in order to support adequate cell proliferation and avoid
immunogenic effecte.”” However, the applied decellularization
protocols for corneal regeneration do not uswally provide
engineered corneal scaffold with sufficient mechanical and
optical properties due to harmful effects of decellularization
agents. Chemically decellularized comeas by SDS and Triton
X-100 treatment have been shown te have poor transparency
due to disruption of corneal structure by decreased
glycosaminoglycan (GAG) content.'' ~"* High SDS levels can
abio lead to disruption of organized stromal collagen associated
with reduced mechanical strength values.'

Bispolymers such as collagen, chitosan, and gelatin have
been reported to overcome the Lght transparency problem,
however, cannot provide good mechanical strength and layered
organization. Some of them Biled to support cell growth due
to residual toxic chemicals used in the cross-linking
stages.'" " Although some synthetic matrices closely mim-
icked the physical and chemical infrastrecture of the stroma,
only a few managed to make a progress toward Phase I clinical
trials. ™ It has been shown that the cross-linked pelymer gelatin
methaerylate {GelMA) used for comeal tissue engineering i a
highly advantageous choice due fo its ease of cmhnkm%
light transmittance up to 90%, and good cellular response.
GelMA hydrogels have been widely applied in recent
years."*' " In addition to these applications, the use of gel
based bicadhesive hydrogel™ and the use of gelatin
methacrylate hydrogels have been reported i various tissue
engineering applications incleding 30 production of vasculas-
ized tissue structures,” ™" cartilage tissue engineering studies to
enhance mechanical strength with pelycaprolactone™ and
bone tissue engineering in with gold nanoparticles.™

GelMA containg natural cell binding motdfs since it i
composed of modified natural extracellular matrix compo-
nents.” Depending on the soelectric point, gelatin binds to
dafferent types of growth factors and promotes the proliferation
af variows cell types.”™"" Cross-linking of GelMA renders this
polymer resistance to degradation by proteclytic enzymes and
provides enhanced !-h1.|.1:|!|.|.11] properties and stability at
physiological lempemures. However, even at elevated
concentrations, this material falls chort in terms of mechanical
properties and does not meet the moduelus values of the native
come.

In order to provide an enhanced comeal matrix that can
overcome the aforementioned hmitations, we suggested a
hybrid strategy that jomns the forces of natural and synthetic
realms, both lack in some desired properties. With this aim, a
cell laden hydrogel was combined with a decellularzed matrix
via in situ UV erods-linking to provide a suitable comeal
stromal construct with good optical and mechanical properties.
The final construct reported in this study has 2 microstructural
organization similar to native comea and optical properties
matching the desired values owing to the employed
extracellular matrix (BCM) and hydrogel, respectively. The
hydrogel was not only utilized to provide transparency, but
abie to adjust the medulus and streagth values in addition o its
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cell-delivery duty. The proposed hybrid material can be
produced and tailored easily by altering the cross-linking times,
energies, and other process pasarmeters.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materlals. Sodium dodecyl sulfate SDS was purchased from
Serva, Germany. Phosphate buffer saline (PBS), ammonium acetate,
chondroitin sulfate, inm acetate, glotaraldehyde, hexamethyl.
disilazane (HMDS), gelatin, methacrylic anhydride (MA), Irgacure-
12959, haematoxylin & easin (HE), and collagenase A were purchased
from Sigma-Aldrich, USA. Ethanol, paraffin, and xylene were
purchased from Merck, USA. Antibiotic, 1-ghutamine, and fetal bovine
serum were purchased from Capricorn, Germany. 4,6-Diamiding-2-
phenylindole (DAPI) was hased from Biotium, USA. Proteinase
K was purchased from Nrytech, Portugal. Hydrochloric acid (37%)
HCl was purchased fram Honeywell, USA. Antibiotic-antimycotic was
purchased from Gibco, Therme Fisher Scientific, USA. Trypsin
EDTA was purchased from Bialogical Industries, USA.

2.2 Preparation and Characterization of the Decellularized
Bovine Cormeas. Bovine comeal samples were obtiined from a local

slaughter house. A miodified SDS based decellularization method was

applied.'" Briefly, carefully dissected comeas were immersed in 1%
[w/v} SD% under arbital shaking for 12 h at room temperature. To
remove residual SD%, all samples were washed with PBS for 12 b
Finally, samples were immersed in 73% (v/v) ethancl solution in
arhital chaking for 12 h and then were washed with PBS for | b

Ta mmrﬁc efficiency nd‘ﬂ:l: decellularization process, histalogical
staining was perfarmed. 5 ens of decellularized and native comea
were fuoed in 107% in at room temperature for 24 ho After the
fixation process, specimens were dehydrated by ethancl series,
immersed in xylene for 1 h, and embedded in . Paraffin
sections were cut at 5 pm, deparaffinized with xylene, and stained with
DAPL Sections stained by HE were examined using light microscope
[Leica, Germany) while inverted flucrescence microscope (Leica,
Germany) was used for DAPI stained sections.

To determinate the resdual DMA and GAG cantent af native and
decellularized corneas, samples from both groups [0 = 3] were
lyophilized at 0.10 mbar (Labconco, USA) for 16 b Ten mg of
samples were di with 1 mg/mL proteinase K in ammonium
acetate solution for 16 h at 60 °C. DNA quantification was performed
with (uant4T PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, USA)
accarding te instructions. Abscrbance valwes were determined by a
flucrescence spectrophotometer {Agilent Cary Eclipse, USA) at an
excitation wavelength of 480 nm and emission wavelength of 520 nm.
To assess the GAG content, enzymatically digested samples were
mixed with dimethyimethylers blue assay (DMME) reagent solution
[sodiam chloride 40 mmol /L, ghydne 40 mmal/L, DMME 46 mmal/
L, hydrochloride 0.1 8) and absorbance values were obtained by

the Mic te tometer | Epoch-BioTek, USA) at
;-;;Snm. Far tﬁil;ndumph; GAG c::nt;;.:.t, chondroitin suj:lﬁir
was dissolved in ammaonium acetate. Far the quantification of co
comtent, hyﬂmq'prah.e assay [Biovision, USA ) was performed. A 10
mg portion of samples of native and decellularized comeas

were hydrolyzed with 6 W HCl for 3 b The amount of 4
hjdruqrpmhrbe chains bond to collagen molecules (g hydroxypro.
line} was determined according to the manufacturer’s instructions.
The absorbance was read at 530 nm, and the amount of
hydraxyproline present in the test samples was determined by using
the standard curve. All absarbarce values were normalized according
ta 10 mg dry weight of sample.

Far mal ical investigations, ﬂ:m‘l.!;' electron microsc
[SEM) (Car ZFeiss Evo ;'sﬂ.?ﬁznnmy} was used. The native :ﬂ
decellularized comeas were fixed with 2.3% (w/v) glutaraldehyde for
1 h and dehydrated with ethanol series (50, 50, 70, 80, 90, 100%),
followed by HMDS for 5 min. Then, all samples {rm = 3) were allowsd
to dry ovemight in the fume hood and samples were coated with

—palladium for imaging.

23. Synthesls of Gelatin Methacrylate (GelMA] Hydrogel.

The procedare for GelMA synthesis was adapted from the wark of
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Hoseini et al” The GelMA b s were ed at a
concentration of 8% (w/v] by d.i.ﬂb];!‘l:'l:?a i Echger:]’ﬂs ipH
7.5) at 60 “C and adding 8 mL of MA The solution was magnetically
stirred for 25 h. Innz.ﬂmremmﬁm excess MA, the resulting
salution was dialyzed with using 2 membrane with 2 cutoff value of
12-14 kDa {Spectrumlabs, USA] in distilled water for 2 weeks. The
prepared solution was lyophilized for 5 days and stored at —80 °C.

2.4. Preparation of Hybrid Cornea Stromal Constructs. The
h].'lmﬂ comea stromal canstructs were prepared by UV photo-cross-

of GelMA within decellolarized bovine cornea matrix. A cross-
lnihEe GelMA solution was obtained by adding 0.5% [w/v)
phateinitiator (Irgacure-12959). First, photoinitiator was dissalved
in PBS and by Gel¥A was :drle:l Lyophilized-decellularized
Comes matri were Jmpn:s;mt:ﬂ with 100 pL 8% GelMA [wiv)
salution, and the hybrid matix was kept in room temperature
evernight. Then, GelMA impregnated decellularized comeas were
exposed to UV radiation at 365 nm in a Pho!nm]mkm!;:hmbﬂ
(UVP, Germany) wsing 3200, 6210, and 6900 x/cm’ energy densities
for 9 min (1.3 min X & times with 10 s intervak).

1.5, Characterization of Hybrid Constructs. To determine the
chemical compositions, attenuated total reflectance—Fouorier trans-

:nﬁ'iredpmpech'mcnpy [ATRFTIR) (Agilent, USA) was
:mph:rylﬂ All spectra of gelatin methacrylate, decellularized matris,
andd hybrid comes stromal constructs were obtained in the range of
4004000 cm ™.

In créer to obtain the degradation profiles, native, decellularized,
ared hybrid cornea stromal constructs were immersed in collagenase &
salution 1 unit/mL) in 100 mM PBS at pH 7.5 for 4 h."" All samples
in = 3} were then lyophilized and weighted to determine the initial
weights (W), The experiment was carried out in 2 Thermoshaker
( Gerhardt, Germany). The samples were incubated at 37 “C for 4 b at
10 rpm. At every hour, samples were washed with 10 mM PBS and
I ized for 16 h and weighted [W;). The tion rabe was
:ISEEM based an the E:lﬂ.wmgsm :n:E l.j} e

D{%) = ({1 — Wyh/m] x 100 (1)
where W, is the initial dry weight and W) & the dry weight after
dation.

The degradation behavior was also monitored in PBS for 28 days.
All groups were soaked in PES {10 mM, pH 7.4) and incubated at 37
“C under continuous shaking. At determined time paints (days 7, 14,
21, and 28}, three samples from each group were lyophilized for 16 b
and weighted (W,). Degradation rates were determined by 2q L

Hydration profiles of native, decellularized, and hybrid cornea
stromal constructs were examined in PBS for 10 b All samples (n = 3)
were Iyophilized and weighted (W), immersed in PBS (10 mM, pH
7A4), and incubated 37 °C under gentle shaking at 20 rpm. At
predetermined intervals (1, 3, 6, 10 h), samples were blotted with
hter paper and weighted (W,). Swelling degrees of samples were
calculated based on the fallowing eg L

[(W, — Mo) /e 100 (2)

where W is the initial dry weight and W, is the weight ol’wc!n:;g:l.
Light transmittance analyses of native, decellularized, and hybri
comed stromal constructs were performed with the micraplate
ectrophotometer in the range of 400-800 nm. The samples (n =
gw:m immersad in PBS at 37 *C for | b, and then were st inta
disks with a dizmeter of 6 mm and transferred to a 96-well plate. The
absorbance values of every 30 nm wavelength were obtained, and the
average of three measurements was calculited for each sample.
Transmittance values were calculated according to eq L

T (3)

where A is the absorbance value and T is the transmittance value.
The thickness valoes of the native cornea, decellularized cornea,
and the hybrid samples {n = 3} were measured by a micrometer
( Mitutoy, USA)} and caleulated 2 2 mean of average and standard
deviations. In order to observe transparency microscopically, the

Hi%) =

T(%) =

124

99

n.mp]u were placed on 2 paper printed with the university loga and

Mm:inml:a] characterization of the native, decellularized, and
hybrid comea stromal constructs were evaluated in compression
mode using CellScale Univert Biomaterial Tester (Cellscale, Canada).
Four samples of each group (11 % I mm) were tested after having
soaked in FBS for 1 h. Compression tests were performed using 50 N
load cell at a rate af 2 mm,'min. Young's moduli were calculated based
on stress—sirain carve in the nng:i:hvun 20 and 40% strain. In
addition, the molar :m:-lnﬁlnﬁ densities of hybrid constructs were
calonlated wsing Flory theory,™ ™ expressed in eq 4.

n=E/3RT (4]

where m is the molar cross-linking density (mol/m'); E is the
compressive modubus of hybrid constructs (N/m); R is the universal
gas constant (Nm/mal-K}, and T is the absolute temperature (K.

2.6, Cell Iselation, Malntenance, and Recellularization. The
cells used in the recellularization process were cbtained from bovine
corneas by primary culture method. Here, the bovine comea was used
as 2 model due to the strict regulations and ethical limitations on the
usage of human ones. As for cell selection, keratocytes from bovine
corneas Hﬂ!Jn[:rred as they were cheap and practical Also, the
performance of these cells was tested in decellularized bovine matrices
in this study corsidering the adaptation of the cells to the matrices
was easier due to the commen arigin thereof For this parpase, fresh
bavines eyes were quickly brought into the laboratory in PBS salution
supplemented with 3% antibiotic.antimycotic solution. The corneal
layers were then dissected and transferred to the cell culture
Lboratory in PBS solution. The stromal pieces (2 mm X 1 mm)
were transferred in 6-well plates and washed several times with PES
containing 1% antibiotic-antimycotic solation for 1 h Aft:r the
washing process, 8—10 stromal pieces were placed in 25 an’® cell
culture Hasks and in a CO; incubator for 3 b in order to provide
adhiesion of the tissue pi:m

At the end of the incubation period, freshly prepared DMEM low
glucose medium supplemented with 1% antibiotic, 1% L-gltamine,
and 10% fetal bavine seram was added to each flask, and the fasks
were transferred to an incubator {Memmert, Germany) a 37 °C,
supplied with 5% CO,. The culture medium was replenished in every
3 days, and the keratocyte migration from the stromal tissue pieces
was uburred at the Huni day of the culture period When the cells
b ization was IFPh:J b‘r lu.nn; 25 Tl.-_rrlm
EDTA Foﬂmnsthenuﬂﬂsd&:mﬂ;ﬁmﬂiemﬁimﬂuf
were pelleted in 2 15 mL falcon tube for 3 min at 2500 rpm. This way,
keratocytes were expanded and cryopreserved in FBS containing 10%
[w/v) DMS0 and were kept at vapor phase of liquid nitrogen.

Decellularized bovine corneas were sterilized using 70% ethanol
(wfv) for the recellularization studies. The cell seeding density was
determined as 1 % 10°/100 pl GelMA sclution for the
recellularization. Keratocyte cells were centrifuged and the super-
natant was discarded to resuspend the cells in the GelMA soluticn.
Next, 0006 g of Irgacure was added in 1.2 mL of sterile PBS ina 2 mL
Eppendorf tube and allowed to dissolve in a water bath at 80 °C for
30 min. Then, 0.08 g of GelMA was added and kept at 80 °C for §
min. The final product was thoroughly mized with vortex and
sterilized with a Millipore filter. A total mixture of 1.2 mL of GelMA
solution was added to the cell pellet, and the cells were suspended in
the solution. A 100 pL partion of cell sion was inoculated to
each decellularized tissue and incubated for 2 h in a CO, incubator to
allow cells to attach to the matrices. Lastly, GelMA i orabed
decellularized comeas were crass-linked at 6210 and 6900 pJ/cm” for
6% 15 min and continued to be cultured again in an incubator
containing 5% COy at 37 °C for 3 days. NonUV treated ones were
considered as the control gronps (DEC+GeIMA).

2.7. Cell Viability and Staining Studles. The cell viability
analysis was performed with an Alamar Blue assay (Therma Fisher
Scientific, USA) on the first, third, seventh, and 1dth days of the
aulture peried to evaluate the keratocyte proliferation on materials.
Brietly, the 10% (v/v) Alimar Blue test solution of culture medium
was added to the wells on each analysis day and incubated for 4 b, At
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the end of the incubation period, 200 uL of test solution was taken
from each well (n = 3 and 3 paralled) and transferred to 2 96.well
plate. Using the microplate reader, values were determined in the
range of 570 600 nm.

Live/dead cell staining analysis was conducted to investigate the
cell survival and cellular behavior on the first, seventh, and 14th day of
the culture period. For this purpose, a live/dead cell double staining
kit (Thermo Fisher Scientific, Germany) was used. According to the
instraction manual, calcein AM and ethidium homodimer-1 (EthD-1)
fluarescent dyes were mixed in a ratio of 2 gl:1 gL in 1 mL PBS. On
the analysis days, the culture medium was discarded from each well
and samples were washed gently with PBS. Then, | mL of PBS and
100 pL of the final dye mixture were added. Subsequently, the
samples were kept in 2 dark, humidified atmosphere at 37 °C with §%
CO, for 20 min. The dye mixture was discarded from the wells, and
samples were washed gently with 1 mL PBS twice. Confocal
microscopy (Zeiss, Germany) was employed to observe the cells on
the constructs at the excitation wavelengths of 505-350 and 525 nm
for Calcein AM and EthD.1, respectively.

In order to reveal the success of the recellularization process, the
DAPI staining protocol was conducted on the recellularzed hybrid
constructs (DBC+GelMA+6210 p] UV) cultured for 7 days. For this,
the fxated samples were embedded in paraffin and tissue sections
with 10 um thickness were stained with DAPI and imaged with the
inverted fluorescence microscope.

2.8. Statistical Analysls. All data are expressed as mean = SD.
Welch's f test and two.way ANOVA were used to determine the
statistical differences among the groups. The level of significance was
represented as follows: p > 0.05 a5 not significant (ns), p > 0.05 as not
significant (ns), p € 0.05 as *, p < 0.01 as **, p <0001 as *** p <
00001 as ***¥*,

3. RESULTS

3.1. Characterization of Decellularized Matrix.
3.1.1. Histological and Biochemical Examination. In order
to evaluate the decellularization process, histological analysis of
native and decellularized comeas were performed using HE
and DAPI staining methods. The applied decellularization
method was found to be successful in removing the keratocytes
from stroma and epithelial layers of comea. HE and DAPI
staining revealed that SDS and ethanol treatments were
sufficient enough to remove the entire cell from the tisue
(Figure 1). The structure of the ECM and the orientation of
the ECM components were successfully preserved in comea

Hematoxylin&Eosin DAPI

L e e ———————

Native Cornen

Decelularized Cornea

Figure 1. Hematoxylin & eosin staining and DAPI staining of native
and decellularized comea. Scale bar: 200 ym.

100

stromal constructs despite the devastating effects of SDS
(Figure 1B, D). The collagen fibers of the decellularized comea
ECM were stained pink using eosin. The epithelial layer of
cornea samples was disintegrated trom stroma tollowing the
decellularization process.

In addition to histological assessment of the decellularization
process, biochemical testing was also performed to evaluate the
residual amounts of DNA, sGAG and collagen compared to
nontreated comea group. The residual amount of DNA &
given in Figure 2A. DNA content of the native cornea was
determined as 81.67 & 4.9 ng, while it was caleulated as 24.39
4 2.5 ng for the decellularized matrices per 1 mg dry weight
tissue. In Figure 2B, the sGAG content of the decellularized
matrix was determined as 3.47 + 0.12 pg, indicating a 40%
reduction in sGAG content compared to that of native comea
(5.78 = 0.1 pg). The collagen content of native and
decellularized cornea samples were also evaluated with
hydroxypeoline assay (Figure 2C) and determined as 0.65 +
001 mg and 0.74 + 001 mg respectively. Statistically,
significant differences were observed in the DNA, GAG, and
collagen content of the decellularized matrices with respect to
native cornea (*** p < 0.001).

3.1.2. Matrix Characterization. SEM images were taken for
both native and decellularized comea samples to evaluate the
morphology of the stroma layers after the decellularization
process. The images from longitudinal sections of the native
cornea (Figure 3B) revealed a protected structure compared to
the decellularized samples {Figure 3D). Surface topography of
the stroma layers showed the devastating effect of SDS on the
corneal structure. Also, a cross-section from the decellularized
cornea (Figure 3C) indicated a delaminated structure as a
result of the decellularzzation process compared to the native
counterpart (Figure 3A). The effects of the decellularization
process were also clearly seen by the transparency comparison
of the native and the decellularized comea via macroscopic
images (Figure 3E, 3F). As seen in Figure 3F, the
decellularized comea stromal constructs displayed opaque
appearance.

ATR-FTIR spectroscopy of the decellularized and the native
corneas was also performed to investigate the collagen and
proteoglycan alterations that are observable between 650 and
4000 em™" (Figure 3G). The Amid-1 band appeared at 1640
and 16288 em™ which corresponds to the C—0O bond
stretching vibration of collagen. A peak positioned at 15394
em™ refers to the amide-Il bonds due to N-H bending
vibration. The peaks at 1230 em™ attributed to the polar
region of collagen. Furthermore, the peaks appeared at 1043.7
and 1028.7 em™ refers to the C—OH stretching vibrations of
GAG." The C—H backbone absoeption region of native and
decellularized comea also appeared at 29222 em™.

3.2. Characterization of The Hybrid Cornea Stromal
Constructs. 3.2.1. Photo-cross-linked Hybrid Constructs.
The decellularized comea samples treated with SDS were
modified with GelMA to obtain photo-cross-linked hybrid
cornea stromal constructs. The thickness of the dried-
decellularized matrix was determined as 0.83 & 0.2 mm by
the micrometer. The dried-decellularized matrices were
impregnated with 8% GelMA (w/v) solution (100 uL) and
cross-linked immediately (denominated with 1), after § min
(denominated with 2) and 24 h (denominated with 3).

The hybrid construct groups were also classified according
to the UV energy densities at 365 nm as A, B, and C (3200,
6210, and 6900 p]/em’, respectively). These energy densities

DOt 10,1021/ acsbsiormanerias 3601286
ACS Sioenater. Sci. Eng. 2020, 6 122-133



ACS Biomaterials Science & Engineering

A

..uwuorymw

ng DONASng Dry Weight

Mtve Comen  DereMbedind Coras

1.1

Netve (orsee  Deoefefariond Corme

g collagen/mg Dry Weight
[a]
S 8 8 C

=
~

I

N Covmy  Drvebdasind Cames

oo

Figure 2. Quantitative analysis of the amount of residual DNA (A), sulfated-glycosaminoglycan (sGAG) (B), and collagen (C) of native and
decellularized cornea. All measurements were normalized to mg dry weight (*** p < 0,001, **** p < 0.0001, n = 3).
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Figure 3. SEM images showing the stroma layers by cross and
longi section of nontreated cornea (A, B) and decellularized
comea (C, D). Macroscopic images of native (E) and decellularized
comea (F). ATR-FTIR spectrum of native and decellularized cornea
(G).

were chosen to monitor the effects of UV treatment energies
on the methacrylation degree since increasing the density of
the cross-linked GelMA network can alter the transparency,
hydration, degradation, and mechanical properties of the final
constructs. The summary of the hybrid comea groups is given
in Table 1.

Table 1. Denomination of Groups According to Optimized

Crosslinking Process Conditions
impregaation tme
UV energy (u)/em?) immediately S min 24h
3200 Al A A3
6210 Bl B2 B3
6900 C1 (4] 3

The transparency results are given in Figure 4. The hybrid
comea stromal constructs cross-linked immediately after
impregnation with the hydrogel and cross-linked with different
UV energies (3200, 6210, and 6900 u]/cm®) showed similar
transparencies (Figure 4A). The hybrid cornea stromal
constructs that were impregnated with GelMA for 5 min
prior to the cross-linking showed more transparency compared
to the immediately cross-linked group at three different UV
densities (Figure 4B). However, the best transparency was
observed in the groups which were crosslinked for 24 h

following impregnation with GelMA (Figure 4C) showing the
positive effects of h impregnation time. The photo-
polymerization treatment at 6210 uJ/cm® energy after 24 h

126
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impregnation was found as the most favorable protocol
according to the macroscopic investigations. It was also
observed that there might be polymer degradation with the
highest UV energy utilized and it is reflected in strain and
compressive strength values which rules out wsing Group C.
These findings were also supported with the transmittance
measurements given in section 3.1.0

3.2.2. Transmittance. Transmittance evaluation of comea i
one of the remarkable criteria for the improvement of the
corneal transplants. In this study, light transmission of the
native, decellularized and cross-linked hybrid constructs were
determined by UV absorbance at 400800 nm. According to
the thickness measurements (Figure §), the average thickness
of the native cornea was found as 1.52 4 0.08 mm. After the
decellularization process, the thickness of the comeas was
increased approximately for 4-folds. The lyophilization process
of the decellularized corneas was also applied to reduce their
thickness. The average thickness of the hybrid constructs was
determined as 147 + 0.2 mm. According to Figure §, there
was no significant difference between the native cornes and
hybrid construct. However, decellularization process signifi-
cantly changed the thickness of the corea due to swelling
compared to native comea. The light transmittance of native
cornea samples was found to be between 39.51 + 5.19% and
94.08 + 0.97% (Figure 6). The light transmittance of the
native bovine cornea samples was found to be 91.42 & 1.47%
at 700 nm. The transparency was lost in the decellularized
cornea samples, which was found as 5.84 + 1.01% at 700 nm.
It & clear that the transmittance of decellularized comea
samples decreased with increased comeal thickness.

In situ cross-linking of GelMA within the decellularized
cornea matrices immediately and after impregnation for
different times (subsets 1, 2, and 3) at different densities,
namely 3200 (Figure 6A), 6210 (Figure 6B), and 6900 ] /em®
(Figure 6C) was shown to be highly effective in enhancing the
transparency compared to decellularized cornea stromal
constructs.

Group B3 (6210 y)/em’ —impregnated 24 h) was found to
have the highest transparency when all other hybrid groups
showed similar values. Therefore, the remarkable transmittance
values (e, 55.05 4 6.74% at 700 nm) for group B3 were also
plotted against that of the native and the decellularized ones
for comparison (Figure 6D). Also, the transmittance values of
all hybad groups at 700 nm are provided in Table 2 as a
reference. All the light transmittance results were in good
agreement with the findings of gross transparency evaluations
(Figure 4).

3.2.3. Mechanical Evaluation. Mechanical behavior of the
hybrid comea stromal constructs was investigated to determine
the differences due to different cross-linking densities attained
by different UV energies applied. The mechanical data was

DOt 10,1021 /acsbiormuterie 01 280
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Figure 4. Grossm;gsmdsalmohhee&cuddﬂaemupomedcmnumdmpmpmmhmonmmpmq Materials were exposed to
3200, 6210, and 6900 u)/cm® UV light (365 nm) for 15 min with 10 s intervals up to 6 times: immediately crosslinked constructs after
impregnation on GelMA solution (Immediately), cross-linked constructs after 3 min (3 minutes), and after 24 b of impregnation (24 hours).

na

T o«
3
P
2-
3
& %
0.
N 1] H
Figure $. Average thickness measurement of native comea (N),

decellularized comea (D), and hybrid construct (H) (r =3, **** p <
0.001).

summarized considering three properties: compression mod-
ulus and strain. The stress—strain curves of the hybnd comnea
stromal construct of each group and native and decellularized
comea as controls were given in Figure 7. Group A (3200 u)/
em® UV energy) showed similar compression strain in the
range of 20—-25% for all impregnation subsets (namely Al, A2,
and A3). However, this value increased up to the range of 30—
40% in Group B (6210 pJ/em® UV energy) for all
impregnation subsets (namely Bl, B2, and B3), possibly due
to the increased cross-link density (Figure 7B). A similar trend

Table 2. Transmittance (%) of Hybrid Constructs at 700 nm

groap transméttance (%)
Al 1379 £ 613
A2 1040 + 0.82
A3 1547 + 269
B1 14l + 353
B 13.76 + 296
B3 5360 + 6.50
Ct 943 £ 215
Q 1498 + 4.4
Lo} 1838 + 8.4

was observed for Group C (Figure 7C). The stress—strain
curve of the hybrid comea stromal construct that exhibited the
highest transmittance value (B3) was plotted against the those
of native and decellularized comea stromal constructs and
found in between those values (Figure 7D).

From the stress—strain plots, compression modulus data was
also shown in Table 3. The compression moduli were
caleulated from the linear region of the curves. There was no
significant difference among all hybrid groups compared to
that of native comea (~520 kPa). A slight decrease observed in
the UV highest energy (Group C) was believed to be stemmed
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Figure 6. Transmittance values of hybrid materials that were cross-linked using different energy densities and impregnation times: 3200 (A), 6210
(B), and 6900 yJ/cm® (C). Comparison of the transmittance values of the native, decellularized, and B3 hybrid comea stromal constructs (D). All
samples were embedded in PBS for 1 h (r = 3) prior to measurements.
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ssion stress—strain curves of hybrid materials that were crosslinked using different energy densities and impregnation times:

3200 {A), 6210 (B}, and 6900 p]/cm® (C). Comparison of the native, decelbalarized, and B3 hybrid cornea stromal constructs (D).

Table 3. Compressive Modulus Values of Native,
Decellularized, and Hybrid Cornea Stromal Constructs

fougs compreive modubs (kFa)
niLive 9790 + 500
dicellularized 870 + 150
Al 4150 + 500
A2 4140 + 5ID
Al 4350 + HID
Bl 4370 £+ 970
B 4470 + H50
B3 5040 + B8O
1 50 + 430
1 4330 + HID
3 4300 + o

from a possible polymer degradation. However, it was
caleulated as 70 kPa for the decellularized matnces. Also, the
modulus of the native cornea was determined as 9790 + 560
kPa, while it was 870 < 150 kPa for the decellularized come
The low mechanical strength values obtained tor the
decellularized group was the indication of severe deteriorative
effects of the decellularzation protecol employed. Again, it was
shown that the i st crods-linking of GelMA significantly
enhanced the mechanical properties, matching that ef native
tissue. Nonetheless, the compression modulus of B3 group was
the highest among the hybrid cornea stromal constructs (5040
% 650 kPa).

The maolar cooss-linking densities of hybrd constructs were
caleulated as 35009 + 348 55338 + 605, and 6482 + 495
mol/m’ for A1, A2 and A3 groups, 584.0 + 30.6, 5074 4+ T8,
and 6736 + 308 mol/m" for B, B, and B3 groups, and 525.2
& 575, 5787 + 79.6, and 6415 = 34.7 mol/m” for C1, C2 and
C3 groups, respectively. According to these Bndings, molar
crogs-linking density was increased due to UV exposure time in
each UV densities. Also, there was no significance increase
observed with the mcreased UV densities for immediately

103

28

impregnated groups. However, molar cross-linking density was
improved in the $ min impregnated groups.

3.24. ATR-FTIR Analysis. ATR-FTIR analysis were
performed to mvestigate the chemical background of GelMA
alone and within the decellularized matrix. Both spectra were
obtained between the range of 650—4000 em™ (Figure 8A4).
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Figure & Representative ATR-FTIR spectra of gelatin methacrylate
and phota-cress-linked hybrid constructs {A). Swelling ratio of native,
devellularized, and bybrid comea stromal constructs (0 = 3 and ****
p < 00001).

For the ATR-FTIR spectra of GelMA, characterstic peaks
abzerved at 3295 em” were associated with O—H stretching
and N-H stretching which are related to the peptide bonds
(Amide A). The peak at 30713 em™ corresponds to the C—H
stretching groups. The C=0 stretching groups are related to
the amide 1 bonds depicted at 16326 em™ while C-N-H
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Figure 0. Proliferation of bovine keratocytes on the hybrid materials cultured for 14 days.

stretehang refering to amide Il and C—H stretching refering to
amide 1l bonds appeared at 15245 and 1230 em™,
respectively.” The peak at 16326 em™ (carbon double
bond) indicated the interaction between gelatin and
methacrylate anhydride.™ The peaks assignments of hybrid
construct were abo confirmed that the GelMA stayed within
the matrix.

3.2.5 Swelling Behavior. Swelling behavior of the hybrid
comea stromal construct with the highest transparency and
mechanical strength (Group B3) was investigated and
compared to the positive [native cornea) and negative
{decellularired cornea) contral groups (Figure 8B). For this,
all three groups were treated in PBS up to 10 h. Swelling ratios
for both native and decellularized comea (857 % 022% and
A2 + 3.00%, respectively) were found to be higher (**p =
0.01) than that of the hybrid constructs (742 + 103%) after
10k of treatment, possibly due to the hydrogel nature of the
impregnated GelMA. There was no significant difference
observed between the native and decellularized cornea stromal
constructs (p = 0.93).

326 Degrodation Characteristics. Proteolytic enzymes
such as pepam, trypsin, and collagenase can be used to assess
the stability of collagen based biomatediak.™ In this study,
degradation behavior of the prepared constructs was
investigated to evaluate the stability of the final matrix wing
collagenase A solution and PBS for 4 h and 28 days,
respectively. Figure YA shows the mass loss in hybeid samples
(B3) compared to those of native and decellularized cormea
stromal constructs. At the end of the 4 h duration, total
degraded mass was caleulated as 44.68 & 5.99% for the hybrid
constructs, mostly due to the gelatin-based hydrogel phase.
This value was caleulated as 15.56 + 284% and 19.98 + 2 56%
for native and decellularized cornea stromal constructs,
respectively.
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The degradation profile in PBS (Figure 9B) was monitored
for 4 weeks. Significances were determined among each tme
point and compared to native cornea (n=3;* p < 0.05; ** p <
001, *** p = (001 ). At day 7, the degraded mass values were
caleulated as 2098 + 10.83%, 24.55 + 453%, and 2087 +
351% for native, decellularized, and hybrid comea stromal
constructs, respectively, and there was no significant difference
between the groups compared to native comea. Decellularized
and hybrid cornea stromal constructs were shown to be
unstable in PBS at day 28 with increased degradation cates of
5137 = 429% and 309 = 1034%, respectively. The
degradation was caleulated as 24.73 + 6.35% for native cormea
at day 28,

31.3. Cell Culture Studies. 3.3.1. Keratocyte Proliferation
on Materials. Based on the proliferation data ebtained {Figure
101), the highest cell vability was observed in the DBC+GelMA
group. Although equal amounts of cell seeding was initially
performed on all matersals, low cell viability was olserved in
the UV treated groups compared to non-UV treated ones on
the frst day of culture, which is due to the negative effects of
UV on cells. The DBC+GelMA (non-UV treated) group was
found to presecve its supenomity in terms of cell viabiity
throughout the culture period. However, the proliferation rate
was found remackable in the group containing cross-linked
GelMA groups especially on the seventh and 14th day of the
culture period.

It is comcluded that the cross-linking of GelMA reduced the
viability of the cells on the beginning of the culture perod.
However, o thﬂ:‘l:u'l!ri a good cell prolifecation due to i
bielogical ongm.” On the other hand, the negative effects of
the photo-cross-linking on the cell viability were also found to
be dependent upon the UV energies. Groups treated with 6210
il fem® UV energy exhibited better cell viability particulady in
the early stages of the culture compared to the group cross-
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DBC+GelMA+UV

Figure 11. Determination of the cell viability and the cell morphology on the hybrid materials by live/dead asay.

Figure 12. Determination of cell nucleus distribution in the 7.day cultured hybrid constructs: (A) 200, (B) 100 ym.

linked with the 6900 p]/cm® UV energy. In the later stages of
the culture, however, the proliferative effect of cross-linked
GeIMA exhibited similarity regardless of the utilized UV
energies.

3.3.2. Live/Dead Analysis. Figure 11 shows the confocal
microscopy images taken after Live/Dead assay. In the first day
of the culture, least number of cells were observed in the group
treated with 6900 uJ /em® UV energy. Also, it was noteworthy
that the cells were observed in nearly round shape throughout
the matrix—hydrogel combination. This might be due to the
detrimental effects of the UV light. In the other groups, cells
were observed in their original morphology on the same day.
No significant number of dead cells was observed during the
14 day culture period in any group.
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3.3.3. Recellularization Efficacy Determined with DAPI
Staining. Recellularization efficacy was evaluated with DAPI
staining on the obtained sections. In Figure 12, dark blue
stained cell nuclei distributed in the materials are cleardy
visible. On the other hand, depending on the static cultivation,
the presence of more nuclei in the upper part of the hybrid
constructs is worthy of attention. These findings indicated that
the recellularization process was camied out effectively.

4. DISCUSSION

Various decellularization methods for comeal regeneration
have been dev clo}\cd using bovine cornea in tissue engineering
apph’uahom.: "9 For the assessment of effective decellula-
rization protocol, histological and biochemical analyses are

Lot
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performed on native and decellularized tissues. In this study,
histological assessment supported by SEM images revealed the
success of decellularization protocel used in the remeoval of the
cells.

The residual DNA after decellularization is an important
issue in order to produce a safe transplant. [t has been reported
that this amount should be less than 50 ng dsDNA per myg of
dry tissue**** Here we achieved a lower value of 24.39 ng
residual DNA, meaning that 70.1% of the DNA fragments were
removed with the applied protocol. $GAG is an important part
of the ECM structure and is reported to be depleted up to
47%, especially in protocols using SDS." ™" A GelMA netwark
was supplemented here, knowing the reported potential to
synthesize bighean and deconn motives and its abilitses toward
keratoeyte compatibility.” Hydroxyproline, the major compo-
nent of collagen, also plays a key role in the stability of the
collagen triple helix structure and comprises 12.5% of
collagen. ¥ Here, we analyzed the hydroxyproline levels for
the assessment of collagen content following decellularization.
The small increase in the collagen content (0,09 myg/ 10 mg dry
weight) caleulated with the assay was associated with the loss
of proteaghveans that played 4 role in arcangements of collagen
fbrils and ECM network ™ In addition, chemical character-
ization of the native and the decellularized cornea revealed the
vibrational modes of collagen both in native and decellubarized
cormea. Amide-l, Amide-1l, Amide-lll, and Amide A were
depicted on the pesk regions at 1600-1700 , 15001600,
1200-1300, and 3200-3300 em™, respectively.*

Comeal transparency and strength depend on collagen
orientation and structure of stromal ECM which is controlled
by the presence of interfibrillar proteoglycans.™" Due to the
detrimental effects of the available decellularization processes,
comeal opacity and strength are decreased in consequence of
dicrupted ECM"™ and comeal opacity also increased due to
thickness of the swelled tissue. To improve the trandparency
and mechanical strength of decellularized cormeas, a second
hydrogel matrix was impregnated here within the decellular-
ized comea stromal constructs and the final hybrid material
was crog-linked. As the hydrogel, GelMA was employed since
it has a rq:?n:d biocompatibility and tunable cross-linking
capabilities.” Transparency characteristic of GelMA hydrogel
was also believed to be suitable for this aim.” The light
transmittance of native human cornea is around 90% at 700
nrm.”" And the light transmittance of native bovine comea used
in this study was found to be 91.4%.

In the present study, three different impregnation times were
used prior to the crose-linking, namely immediate, 5 min, and
14 b It was shown that the impregnation time did enhance the
optical properties, possibly due to allowing more tme for the
penetration of the polymer chains through the ECM matrix.
Also, three different UV treatment energies were rmP]uIr:d,
and it was revealed that the best value wag 6210 g]/em” to
achieve the highest transmittance. On the other hand, lower
UV intensity did not affect the transparency of the hybrid
construct and all the transmittance values were remained undes
30%. The transparency was improved with 6210 g]/em” UV
after 24 b impregnation. The significant improvement in light
transmission between 3200and 6210 u]/em” was reasoned by
the increased crosi-link density between the methacrylated
gelatin chains and the ECM proteins. However, inerease in the
UV intensity (3900 p)/em’) cansed decrease in the light
transmmittance even with the increasing impregnation time that
might have affected by the densification of the network
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between the ECM protein and the methacrylated polymer
chains.

The mechanical analyses of the hybrid comea stromal
constricts also revealed that increasing the UV exposure time
improved the compression modull compared to that of
decellularized cornea. Compressive moduli of decellularized
cornea matrices are reported to be in the range of 0.1 to 57
MPa depending on the apﬁulied protocol, test conditions, or age
and health of the animal.” The transparency and compressive
modulus of the constructs are inferior ta the native comea.
However, the main objective of the proposed method i
improving the transparency and mechanical properties of
decellularized cormea. The harmbul effects of SDS treatment on
the transparency and mechanical properties of decellulanzed
coenea have lready been reported in the literature. ™" In this
manner, the mechanical properties and transparency of the
decellubarized comea were improved with GelMA impregna-
tion and cross-linking within the matrix even with the
devastating effect of the applied decellularized protocol.

The hydration and degradation charactenstics of the hybrid
comed stromal constructs also differed from those of
decellularmzed cornea. The main characteristic of hydrogels
wai asiociated with their swelling degree, a capability of
refaining large amounts of water. Increasing the cros-link
density of GelMA led to a decrease in hydration ratio due to
obtained tight conjunctions of 3D networks.™ The hydration
ratiog of the hybrid comea stromal constructs were decreased
after impregnation of GelMA hydrogel ac expected. The
degradation profile can give an idea about the stability of the
constructs and i an important factor to consider whether the
degradation and regenecation rate of the fnal construct match
or not.' " Here, this synchronization was also tuned easily by
changing the hydrogel/decellularized matrix ratio and crow-
linking dencity. For example, for the hybad comea stromal
constructs, Group B3 chowed high degradation rates compared
to native comea, both in enzymatic and PBS degradation
studies which was possibly due to the nee and the
concentration of the GelMA wsed (8% (w/w)). According to
the degradation reports on GelMA using collagenase, it was
reported that higher GelMA concentrations alone {10% (w/
w)) showed similar degradation rates of around 30% following
4T treatment.”” It i also known that the degradation rate can
be adjusted simply by changing the GelMA concentration.™

The cell proliferation was found notable and alke in all
groups, and the difference in the cell morphology was
noticeable on the seventh day of the culture period.
Keratocytes in the native corneal stroma have a h:&e. rounded
cell body together with excessive lamellipadia ™" It was
observed that the non-UV treated groups exhibited a
fibroblastic morphology in the later days of the culture, while
the cells retained their ersginal morphologies in the UV treated
groups (Figure 11). The crosslinked GelMA was found to
create a positive effect on the cell behavior when it remained
longer within the decellubrized comea structure. Better cell
marphology and distribution was observed in the UV treated
group at 6210 ]/em”.

There were, however, several drawbacks of this study
showing the full potential of the prepared constructs. First of
all, even though delivering cells, especially stem cells along with
the actual transplant would provide beneficial outcomes, it 8
believed that this may not be a1 prerequisite since the
constructs can maintain their transparency and mtegrity
without severe adverse effects which stemmed from a foreign
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cell source used. Instead, the patient’s own cells can repopulate
the implant by time. Second, the fte of the cells is also
controversial, and theve has always been a feol peeded o
identify the keratocyle nature using protein/immunohisto-
chemical analyses. However, within the ECM structure and
GelMA, it is highly difficult to observe these changes. The
interpretation of the residual cells and/or nuclei has been aleo
a problem in the decellulanzation field. To date, there has been
no report of a fully successful decellularization protocel
capable of efectively removing all cell and DNA fragments.
In thi study, commonly followed ascays were utilized to
identify the extent of these remnants to minimize posble
immue reactions. Lastly, an i vive study comparing both cell-
free and recellularized construets would provide better
understanding toward the effectiveness of the proposed
approach.

In summary, the level of transparency and mechanical
properties of the hybnd construct i not high encugh to
warrant further in vivo tests, but the hybeid cornea stromal
construct obtained by the proposed method could potentially
increase the supply of transplantable decellularized tissue and
overcome the limitations of decellelarization protocels. This
approach can be applied on other decellularized scaffolds o
combined with other gel systems to improve the mechanical
properties and transparency of the materials,

5. CONCLUSION

In this study, a hybrid comeal matrix was established for the
first time. GelMA polymer was impregnated into a
decellularized comes followed by crosslinking in sl to
enhance the optical and mechanical performance of the fnal
construct. The keratocytes loaded into the GelMA hydrogel
were found to be viable after the UV trestment When
compared to the reported values, the highest transparency for
the decellularized cormea was achieved. This approach, where
the impregnated polymer is eross-linked o situ within an ECM
structure, s alio applicable to other soft tissues to achieve the
desired mechanical properties and fo deliver the cells
homegeneously throughout the matrx. The final construet is
therefore benefitting from both the fexibility of the adjustable
properties of the synthetic materials and the native micro-
architecture and composition of the decellularmed tssue.
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OzZGECMIS
Kimlik Bilgileri

Merve UYANIKLAR
ARASTIRMA KONULARI:
- Rekombinant enzim uretimi ve karakterizasyon teknikleri
- Doku muhendisligi uygulamalarina yonelik polimerik biyomalzemelerin
sentezi ve karakterizasyonu
- Laparoskopik Apendektomi igin biyomateryallerin gelistiriimesi
- Biyomalzemelerin c¢esitli hiicreler ile kombine edilerek in vitro ve in vivo
ortamlarda etkinliklerinin arastiriimasi
- GelMA polimerinin Uretimi ve Karakterizasyojnu
YABANCI DiL DUZEYi

lleri derece ingilize

DENEYiIM ALANLARI

Kornea doku muhendisligi

- Hidrojellerin Gretimi ve karakterizasyonu

- GelMA polimerinin Uretimi ve Karakterizasyonu
- Deselllerizasyon

- Rekombinant enzim dretimi ve karakterizasyonu
- Molekuler Hastaliklarin Tanisi

- Molekiler ve Genetik Analizler

- Apandist Ameliyati igin  Biyobozunur Kelepce ve Uygulama
AparatininUretimi

Tezden Uretilmis Proje ve Biitceler

1.Hacettepe BAP Koordinasyon Birimi, FBB-2018-16688 numarali Bilimsel Bagari
Destegi.

Tezden Uretilmis Yayinlar

1. Uyaniklar, M., et al., Hybrid Cornea: Cell Laden Hydrogel Incorporated
Decellularized Matrix. ACS Biomaterials Science & Engineering, 2020. 6(1): p.
122-133
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