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OZET

ALTIN NANOPARTIKULLER ILE DEKORE EDILMI$
NANOFIBERLERLERDE UYARICI FAKTORLERIN NORIT
UZAMASI UZERINE ETKISI

Ulkii Selcen DEMIR
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM
Temmuz 2015, 74 sayfa

Noronal hiicrelerin aksonal uzamasi sinir doku miihendisliginin en 6nemli konusudur. Bu
anlamda yoOnlendirilmis nanofiberler, hiicrelere kilavuzluk etmeleri sayesinde, norit
gelisiminin yonlendirilmesinde onemli rol iistlenirler. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda,
norit uzamasini uyarici ¢esitli faktorlerin etkisi tizerine odaklanilmastir.

Bu calismanin ana hedefi yonlendirilmis poliiiretan nanofiberlerin altin nanopartikiiller ile
modifiye edilmesi ve bu yapilar iizerinde kiiltiir edilen hiicrelerde (PC12 ve B35) norit
uzamasina nanotopografyanin, biyolojik (Sinir Biiytime Faktorii, NGF) ve elektriksel
uyarimlarin sinerjik etkisinin incelenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda ortalama 519 nm
capinda, diizglin ve homojen morfolojiye sahip yonlendirilmis poliliretan nanofiberler
dretilmistir. Daha sonra “cekirdek-biiyiitme” yontemi ile ortalama ¢ap1 yaklasik 50 nm olan
altin nanopartikiiller sentezlenmis ve elektrostatik etkilesimlerle nanofiber yiizeylere dekore
edilmistir. Iskelelerinin {iretimini takiben, PC12 hiicreleri sadece NGF veya NGF ile
elektriksel uyarimin beraber uygulandigi kosullarda iskeleler {izerinde kiiltiire edilmistir.
Elektriksel uyarim i¢in kare formunda, 100 mV biiyiikliige ve 10 ms dalga genisligine sahip
gerilim giinde 1 saat olmak {izere 4 giin boyunca uygulanmistir.

Altin nanopartikiiller ile modifiye edilmis diizenli nanofiberlerin hiicrelerin tutunmasini
artirdiglt ve norit uzamasinin fiber yoniinde oldugu bulunmustur. Immiinositokimya

sonuclart NGF stimiilasyonunun aksonal uzamalar1 yaklasik 190 um’ye kadar artirdigini



gostermistir. En 1y1 aksonal uzamanin, NGF ve elektriksel uyarimlarin beraber uygulandig:
kosullarda elde edildigi ve bu uzamanin yaklagik 268 pm oldugu tespit edilmistir.
Sonug olarak, altin nanopartikiil kapli yonlendirilmis fiber yiizeylerin sagladigi avantajla

birlikte NGF ve elektrik stimiilasyonunun sinerjik etkisi norit gelistirmistir.

Anahtar Kelimeler: sinir doku miihendisligi, poliiiretan fiber, yOnlendirilmis, altin

nanopartikiil, NGF, elektriksel stimiilasyon
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ABSTRACT

EFFECT OF STIMULATING FACTORS ON NEURITE OUTGROWTH
ON GOLD NANOPARTICLES DECORATED NANOFIBERS

Ulkii Selcen DEMIR
Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM
July 2015, 74 pages

Axonal elongation of neuronal cells is the most important subject considered in nerve tissue
enginering. In this regard, cell guiding aligned nanofibers play an important role in directing
of neurite outgrowth. In recent years, studies have been focused on different stimulating
factors to promote neurite outgrowth.

The main objective of this study is to fabricate aligned polyurethane nanofibers decorated
with gold nanoparticles and investigate the synergistic effect of nanotopography, biological
(Nerve Growth Factor, NGF) and electrical stimulation on neurite outgrowth of cultured
cells (PC12 and B35). For this purpose, aligned polyurethane nanofibers with average
diameter of 519 nm were fabricated with smooth and uniform morphology. Then gold
nanoparticles with the average diameter of ~50 nm were synthesized by “seeding-growth”
method and decorated on nanofibers by electrostatic interactions. Following scaffold
production, PC12 cells were cultured scaffolds on which either NGF alone or combined with
electrical stimulation were exposed. For electrical stimulation, square waveform with
voltage of 100 mV and wave width of 10 ms was applied to cells for 1h per day for 4 days.
It was found that the decorated scaffolds with gold nanoparticles increased cells adhesion
and neurites orientation along the direction of nanofibers. Results of immunocytochemical
tests demonstrated that NGF increased axonal elongation up to 190 um. The best results
were achieved with combined NGF and electrical stimulation, so that axonal elongation was

increased to 268 pm.
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As a conclusion, NGF and electrical stimulation together with taking the advantage of gold

nanoparticle decorated aligned nanofibers enhanced neurite outgrowth.

Keywords: nerve tissue engineering, polyurethane fiber, aligned, gold nanoparticles, NGF,

electrical stimulation
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1. GIRIS
Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve merkezi sinir sistemine bagli otonom, kraniyal ve
spinal sinirlerden olusan periferik sinir sistemi olmak tizere iki kisimdir. Hiicre gdvdesi,
dendrit ve aksonlar olarak adlandirilan c¢ikintilardan meydana gelen ndronlar, sinir
sisteminin fonksiyonel birimini olustururlar. Dendritler, periferden ya da diger néronlardan
sinyalleri hiicre govdesine ulastiran kisimlar olup; hiicre gdvdesine gelen uyarimlarin
aktarilmasida gorevli kisimlar ise aksonlardir. Elektriksel uyarimlarmn iletimi, sinyallerin
farkli noronlarin aksonlarindan aksonlarina, dendritlerinden dendritlerine veya
aksonlarindan hiicre gdvdelerine sinaps olarak adlandirilan kavsak bolgelerinden gecisi ile

miumkiindiir.

Sinir yollarinin iskemik nedenlerle veya mekanik, termal, kimyasal faktorlerce hasari, sinir
uyarim mekanizmasinda aksamaya yol agarak sinir gdvdeleri ve hedef sinirler arasinda
iletisimin kesilmesine ve sinir sistemi fonksiyonlarmin bozulmasma yol acar [1]. Sinir
yollarindaki bu iletisimsel bozukluk, sinir sisteminin hasar sonrasirejenerasyon kabiliyetinin
oldukca kisitli olmasma bagli olarak, hastalarin duyu veya motor fonksiyonu kaybi

yasamalarina sebep olur.

Aksonal fonksiyon bozuklugu sonucu olusan filament6z agregatlarin varlig ile iliskili olan
Alzeimer ve Parkinson gibi noronal dejenerasyon hastaliklarma yonelik klasik tedavi
yaklagimlari, hastalarmm durumunun aymi kalmasi veya hastaligin hizli ilerlemesinin
onlenmesi tlizerinedir. Bu amacla bilim insanlar1 farmakolojik yaklasimlarin yaninda sinir
gelisiminin saglanmasmna yardimci olan yonlenme ve farklilasmay: tesvik edici hiicresel
tedavilere odaklanmislardir. Diger taraftan beyine alman travmalar veya spinal kord
yaralanmalar1 sonucunda hasar bolgesinden salinan sinyal molekiilleri yayilarak
rejenerasyonu engelleyici gliyal skar doku olusumuna sebep olur. Hasarin etkilerinin
azaltilmasina yonelik konvansiyonel uygulamalar, inflamasyonu azaltarak hiicre kaybini
engelleyen ndroprotektif tedavilerdir. Son yillarda, aksonal rejenerasyonu tesvik edici ve
aksonunun hedef bolgeye yeniden innervasyonunu saglayan, néronal sistemin biitiinliglinii

destekleyici doku miithendisligi caligmalar1 dikkat ¢ekicidir.

Periferik sinir sistemi hasarlarinin en siddetlisi olan sinir fiberinin tamamen transeksiyonu
sonras1 hasar bolgesinde artan proteaz aktivitesi, distal ugta bozunmaya neden olur. Hasarli
sinirin ranvier diiglimlerinin miyelinsiz kismindan yeniden aksonal tomurcuklanma baglar.

Periferik sinir sisteminde sinir rejenerasyonu aksonal tomurcuklanma ile tetiklenebilirken;



merkezi sinir sisteminin kendiliginden rejenerasyonu miimkiin degildir. Periferik sinir
yaralanmalarinda, sinir transeksiyon hasarmin boyutu kii¢iik oldugunda cerrahi olarak
dogrudan uc uca ekleme ile yayginlikla yeniden baglantinin kurulmasi saglanabilmektedir.
Defekt boyutu 1 cm’den biiyiik oldugunda, aksonal rejenerasyon hizinin gecikmesi
sebebiyle sinir kilavuz kanallarmin kullanilmasi gerekmektedir. Hasar bdlgesinin
kopriilenmesinde, altin standart olarak bilinen otolog sinir greftleri kullanilmaktadir. Ancak
otolog greft kullaniminin dondr greftlerin kisitliligi, dondr bolgede potansiyel fonksiyon
kaybi1 ve ¢oklu cerrahi uygulamaya ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Otolog sinir
greftlerinin yerine allogreftlerin ve zenogreftlerin kullanimlar1 ise immiinolojik yanit

olusturmalar1 ve hastalik transferi ihtimalleri nedeniyle engel olusturmaktadir.

Geleneksel sinir greftlerinin dezavantajlarinin agilmasi ve ndronal onarimi tesvik etmek igin
doku miithendisligi tirtinii doku iskeleleri yaklasimi 6ne ¢ikmaktadir. Doku iskeleleri sinir
yonlendirilmesinde aksonal kilavuz gorevi gérmesi i¢in hasar bolgesine yerlestirilir [2].
Boylece sinir, proksimal segmentte aksonun ucundan tomurcuklanarak yeni akson filizleri
olusturur. Sinir hatt1 boyunca sinyal iletimi, yerlestirilen tlinel sayesinde gerceklestirilir.
Doku iskelelerinin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin kontrol edilebilirligi, biyouyumlu
olmalari, immun yanit olusturmamalar1 nedeniyle 6nemi gittikge artmaktadir. Ayni zamanda
morfololojilerinin kontrol edilebilir olmas1 ve sinir rejerenasyonu i¢in uygun topografyada

iiretilmeleri bu alanda geleneksel greftlere gore avantaj saglamaktadir.

Sinir doku miithendisligi uygulamalarinda kullanilan doku iskeleleri farkli tiretim teknikler1
ile birgok formda hazirlanmaktadir. Poli-L-laktik asit (PLLA), poli-e-kaprolakton (PCL),
poliglikolik asit (PGA), ipek fibroin ve poliiiretan, sinir doku rejenerasyonu igin sinir
kilavuzlar1 olarak siklikla kullanilan polimerlerdendir [3]. Sinir kilavuzlarinin topografyasi,
hiicre davraniglari, tutunmalar1 ve aksonal rejenerasyonu etkilemektedir. Elektroegirilmis
fiberler ekstraseliiler matriks mimarisini mimik etmesi ve 6zellikle yonlendirilmis nanofiber
yapilarin aksonal yonlendirmeyi ve uzamayi tesvik etmesi nedeniyle son yillarda potansiyel

doku iskeleleri olarak bilinmektedir.

Diger taraftan elektriksel stimiilasyonun hiicreler iizerinde aksonal uzamayi artirici etkisinin
ortaya c¢ikmasi nedeniyle iletken malzemeler doku iskelesi malzemesi olarak dikkat
cekmektedir [4]. Sinirsel rejenerasyonun saglanmasinda arastiricilarin odagi haline gelen
iletken biyomalzemelerin sinir hiicrelerinin arasindaki elektriksel iletisimde etkisi,
uygulamanin basar1 sansini artirmada heyecan verici bir potansiyele sahiptir. Ancak doku

iskelelerinde yiizeylerin iletkenliginin artirilmast i¢in kullanilan iletken polimerler,
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biyobozunur olmamalari, fiber iiretimindeki zorluklar gibi nedenlerle diger polimerler ile
kompozit halinde kullanilabilmektedir. Bazi durumlarda kompozit malzemelerin
iletkenliginin tehlikeye girmesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir [5-7]. Diger taraftan
nano Olgekli altin yapilar elektriksel nitelikleri sebebiyle hiicreler arasindaki elektriksel
iletisimin  gelistirilmesinde  kullanilmaktadir [8]. Altin nanopartikiillerin iletken
ozelliklerinin, dogal doku mikrogevresinin fibréz yapisim taklit ederek hiicrelerin
organizasyonunu indiikleyen nanofiber morfolojisi ile birlestirilmesi bu tez ¢aligmasinin

¢ikis noktasini olusturmustur.

Bu tez ¢aligmasinin amac1 altin nanopartikiil kapli yonlendirilmis poliliretan nanofiberlerin
doku iskelesi olarak hazirlanmasi ve nanotopografyanin hiicre tutunmasi ve aksonal gelisime
etkisinin biyolojik ve elektriksel uyarimlar esliginde arastirilmasidir. Bu amacla
elektroegirme yontemi ile ipek fibroin ve poliiiretan kullanilarak nanofiber doku iskeleleri
hazirlanmis ve nanofiberlerin altin nanopartikiillerle dekore edilmesi i¢in fiber yiizeyi
polietilenimin (PEI) ve poli-L-lizin (PLL) katyonik polimerlerle kaplanmistir. Daha sonra
elektrostatik olarak negatif yiikli sitratla kapli altin nanopartikiiller fiberlerle
etkilestirilmistir. Tez kapsaminda, hiicre farklilasmasini uyarici faktorler olan sinir biiyiime
faktorii (NGF) ve elektriksel uyarimin etkileri ile altin nanopartikiil dekore edilmis ve
yonlendirilmis nanofiber yiizeylerde hiicre davraniglar1 ve biyolojik ve elektriksel
uyarimlarin aksonal gelismeye etkisi incelenmistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar asagida

Ozetle sunulmustur.
(1) altin nanopartikiillerin eldesi ve karakterizasyonu,
(11) ipek fibroin ve poliliretan nanofiber doku iskelelerinin elektroegirme teknigi
tretimi,
(111)  altin nanopartikiillerin PEI ve PLL araciliiyla nanofiberlere immobilizasyonu,
(iv)  altin nanopartikiil immobilize edilmis fiberlerin karakterizasyonu,
(v) hiicre-fiber etkilesimlerinin incelenmesi,
(vi)  cesitli NGF konsantrasyonun farkli hiicre hatlarinda etkisi,
(vit)  yOnlendirilmis PU nanofiberlerde NGF nin aksonal gelisime etkisi

(viil)) yOnlendirilmis PU nanofiberlerde NGF nin ve elektriksel stimiilasyonun aksonal

gelisime sinerjik etkisi aragtirilmistir.



Literatiirde, partikiillerin polimer yiizeyine tabaka-tabaka (layer-by-layer) kaplanmasi ile
yapilan ¢alismalar mevcuttur. Benzer sekilde pozitif yliklii PEI ile altin nanopartikiiller cam
ylizeyler lizerine kaplanmis ve sinir rejenasyonu modelleri lizerine ¢alisilmistir. Ancak altin
nanopartikiillerin  yonlendirilmis nanofiberler {izerine immobilizasyonu ve sinir

rejenerasyonu iizerine etkileri henliz denenmemistir.

Katyonik PLL araciligiyla altin nanopartikiillerin yiizeylere kaplanmasi ise yalnizca timor
belirteclerinin belirlenmesi i¢in sensor yapilarmin eldesinde kullanilirken; heniiz sinir doku
miihendisligi ¢alismalarinda altin nanopartikiillerin nanofiberlere immobilizasyonunda
kullanilmamustir. Literatiirde yapilan arastirmalara gore, poliiiretanin altin nanopartikiiller
ile dekore edildigi ¢alismalarin sinirh sayida oldugu ve sinir doku miihendisliginde altin
nanopartikiil immobilize poliiiretan fiberlerin heniiz bir uygulamasmin bulunmadigi
gorilmiistiir. Kim ve arkadaslary, altin nanopartikiil iceren esnek poliliretan filmler
hazirlamis ve gerilim uygulanan poliliretan yapilarda mekanik stres altinda igindeki
partikiillerin dinamik olarak kendiliginden organize olmasi sonucu oldukga iyi iletkenlik
gosterdigini aciklamislardir. [9] Ancak buna benzer bir malzemenin sinir rejenerasyonuna

potansiyel etkisi heniiz degerlendirilmemistir.

Sonug¢ olarak altin nanopartikiiller ile dekore edilmis ve yOnlendirilmis poliiiretan
nanofiberlerin NGF ve elektrik uyarimlarla birlikte sinir rejenerasyonuna sinerjik etkisi ve

kondiiit malzemesi olarak kullanim potansiyelleri ilk defa bu tez kapsaminda calisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Noronlar, dendritleriyle elektriksel darbeler seklinde diger hiicrelerden aldiklar1 bilgileri
hiicre govdesi ve aksonlar1 yardimiyla tasir. Yaklasik 1pum ¢apindaki aksonlarin uzunluklari
makro boyutlara ulasabilmektedir. Insan viicundaki en uzun aksonlardan olan siyatik sinir
fibrilleri yaklagik 1 metre uzunlugundadir. Tiim beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir
sistemi, sinir uzantilarmni iceren beyaz cevher ve sinir hiicrelerinin gdvdelerini iceren gri
cevher tabakalar1 halindedir. Omurilikte gri cevher igte, beyaz cevher dista iken; beyinde

tam tersi bir durum goriilmektedir.

P 2 Noron

m Astrosit

0 Oligodendrosit
~ mMikrogliya

Sekil 2.1. Merkezi sinir sistemindeki hiicreler ve birbirleriyle olan iletigimlerinin gésterimi
[10].

Merkezi sinir sisteminde, néronlar ile bu hiicrelere fizyolojik destek saglayarak ndronal
hasarlarin tamirinde etkili, mikrogliya ve makrogliya (astrosit ve oligodendrositler) olarak
adlandirilan gliyal hiicreler bulunmaktadir. Gliyalar, noronlar gibi diger hiicrelerden
elektriksel sinyal kodlar1 alirlar; ancak bu hiicreler arasinda diizenleyici yanitlarin
hazirlanmasinda zamanlama farki vardir. Noronlar, Ca'™ sinyallerini saniyede metreler
oraninda yayabilirken; gliyalar aksiyon potansiyellerini saniyede mikrometre oraninda

yaymaktadirlar [11, 12].

Gliyal hiicreler, gliyal ag1 olusturacak sekilde birbirleriyle etkilesim halindedirler.
Noronlarla, oligodendrositlerle ve diger astrositlerle baglantili olup, bu hiicrelerin arasinda

sinyalleme yol izi olma potansiyeline sahip astrositler, ayn1 zamanda astrositik ayaklar1
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yardimiyla kilcal damarlarin etrafindaki endotellerle yogun temaslar kurarak kan-beyin
bariyerini olustururlar [10]. Periferik sinir sistemindeki schwann hiicreleri ile ayn1 gorevi
iistlenen oligodendrositler ise; aksonlarin sinirsel uyarilar1 daha hizli iletmesini saglayan
miyelin kilifinin yapiminda ve siirdiiriilmesinde gorevli hiicrelerdir [12, 13]. Miyelin kilifla
baglantili olmayan uydu oligodendrositler néronlarin etrafindaki mikro c¢evrenin
diizenlenmesinde etkilidir [10]. Diger gliyal hiicre tipi olan, immun yanitlarin intraserebral
dengesinden ve immun mediyatdrlerin tiretiminden sorumlu mikrogliya hiicreleri, fagositik
fonksiyonlariyla makrofajlar gibi gorev yapabilmelerinin disinda antijen sunan hiicreler

gorev gorme yetenegine de sahiptirler [14].

2.2. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, duyu bilgilerini periferden merkeze tasiyan duyusal sinir sistemi ve
motor liflerle merkezden perifere yanit tagiyan motor sinir sisteminden olusur. Periferik sinir
sisteminin gliyal hiicreleri, gangliyonlardaki uydu hiicreler ve sinir impulslarinin hizl
yayillimmi saglayan miyelin kilif yapiminda gorevli schwann hiicreleridir. Schwann

hiicrelerinin dis yiizeyinde ndrilemma olarak adlandirilan bazal membran tabakasi vardir

[15].

Merkezi sinir sisteminde sinir hiicreleri ve uzantilarinin arasi norogliya dokusu tarafindan
doldurulmaktadir. Periferik sinir sisteminde ise sinir hiicrelerinin ve bunlarin uzantilarindan
olusan sinir fibrillerinin arasini bag dokusu doldurur. Sinir fibrillerinin bag doku kiliflar1 ile
cevrili sekilleri periferik sinirleri olusturur. Periferik sinir sistemini olusturan sinirler
horizontal kesitte igten disa dogru incelendiginde sinir liflerinin endondéryum ile gevrili
oldugu; bunlarin demet olusturarak fasikiil meydana getirdigi; fasikiillerin perindryum ile

ortiilii oldugu ve bir araya gelen fasikiillerin ise distan epindryum ile sarildig1 goriiliir.

2.3. Sinir Hiicrelerinin Elektriksel Ozellikleri
Noronlarin dinlenme halindeki transmembran potansiyellerindeki ~1 ms gecici degisimler

aksiyon potansiyeli olarak adlandirilir.
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Sekil 2.2. Sinir hiicresinin elektriksel stimiilasyon sirasindaki asamalar1

Noron membranindan elektrik akimi gectiginde, aksiyon potansiyeli olusur. Dinlenme
potansiyeli, esik degeri gibi sayisal degerler, noron ¢esidine gore farklilik gostermektedir
[16]. Bu néronlarin dendritleri hiicre dis1 sinaptik uyarimi algilayarak, Na" kanallarinin
actlmasin1 saglar [17]. Kanallardaki a¢ilma, membranin i¢ potansiyelini yaklasik -70
mV’den -55 mV dolaymna getirecek diizeydeyse, aksiyon esigine gelerek daha fazla Na"
kanallarmm agilmasina neden olur. Aksiyon potansiyelinin olusumuna yol agan Na’
akismin, i¢ potansiyeli 30 mV’a getirdigi duruma depolarizasyon adi verilir.
Depolarizasyonun ardindan Na® kanallarmm kapanmasini takiben K" kanallar1 agilir. K*
kanallar1 daha yavas acildifindan membran yeniden polarize olmaya baglar.
Hiperpolarizasyon gergeklestiginde, néron daha fazla uyar1 kabul edemez veya yeni bir
uyarim i¢in esigi yikseltir. Boylelikle, hiperpolarizasyon, zit yonde aksiyon potansiyelinin
tetiklenmesini Onleyerek tek yonlii sinyal iletimini saglamis olur. Hiperpolarizasyondan

sonra Na'/K" pompas1 membran potansiyelini dinlenme durumuna geri getirir [6].

2.4. Doku Miihendisligi

Her yil cesitli hastaliklar nedeniyle milyonlarca insan organ transplantasyonuna ihtiyag
duymaktadir. Transplantasyon ihtiyaci olduk¢a fazla olmasmna ragmen, ¢ogu hasta donor
beklerken hayatini kaybetmektedir. Bu ihtiyag, doku miihendisligi kavramini1 dogurmustur.
Doku miihendisligi, fonksiyonunu yitirmis veya zarar gormiis doku/organlarin yerine

kullanilmak iizere, biyoloji ve mithendislik prensipleriyle laboratuvar ortamida doku/organ



iretimini amaglayan multidisipliner bir alandir [18]. Doku miihendisligi; (i) hasarl
dokularin tamiri i¢in uygun fonksiyonel greftlerin iiretilmesi ve implantasyonu, (ii) hiicre
davranisinin ve gelisimsel proseslerinin kontrol edilebilir {ic boyutlu yapilarla ¢alisiimasi,
(111) mithendislik tirtinii dokularm fizyolojisinin veya hastaliklarin ¢alisilmasi, (iv) ilaglarin

test edilmesinde model olarak kullanilmasi1 gibi imkanlar saglamaktadir [19].

Doku miihendisligindeki yaygin yaklasim hiicre davranislarinda énemli role sahip dogal
ekstraseliiller matriks mimarisinin mimik edilmesidir [20]. Doku miihendisligi
calismalarinda yalnizca hiicreler ya da doku iskeleleri, hiicreler ve doku iskeleleri, hiicreler
ve sinyal molekiilleriyle kombine doku iskeleleri kullanilmaktadir. Izole edilen hiicrelerin
hasarli bolgeye replasman amaciyla kullanildiginda rejenerasyonu arttirdigina yonelik
calismalar mevcuttur. Yalnizca doku iskelesi kullanildiginda endojen hiicreler iskele {izerine
g0¢ ederek istenilen dokuyu olusturarak hasar tamirini saglayabilmektedir. Bunlardan farkli
olarak, iskeleler tizerinde istenilen dokunun olusumuyla iligkili hiicrelerin inkiibe edildikten
sonra implantasyonuyla da dokularin olusturulabilmesi miimkiindiir. Sinyal molekiilleri ise
hiicrelerin iskele iizerine tutunmasini kolaylastiran, hiicre yonlenmesinde etkili olan biliyiime
ve tutunma faktorleri gibi molekiillerden olusmaktadir. Cesitli sinyal molekiillerinin doku

rejenerasyonu ¢aligsmalarinda kullanildig: basarili 6rnekler mevcuttur.

2.5. Sinir Doku Miihendisligi

Sinir dokusunun yaralanma sonrasi kendisini onarabilme yetenegi oldukg¢a kisithidir.
Periferal sinir sisteminde proksimal segment rejenere olabilir. Fakat periferal sinir
sistemindeki noronlarin aksine, merkezi sinir sistemindekiler normal kosullar altinda
rejenere olamazlar [21]. Aksonal gelismeyi kolaylastiracak doku iskelelerinin kullanildigi
uygulamalar, sinir sistemi hasarlarinin onarimma yonelik sinir doku miihendisligi

yaklagimlarmin temelini olusturmaktadir.

2.5.1. Periferal Sinir Sistemi Doku Miihendisligi

Periferik sinir sistemi yaralanmalarinda defektli kisim 1 cm’den uzun oldugunda sinirlerin
ayrik uglar1 dikilemeyecegi uzaklikta oldugundan u¢ uca karsilastirilamazlar. Kiside motor
sinir kayb1 varsa hastanin bacagmin yan tarafindan alman sinir, defektli yere sinir tiineli
(sinir grefti) isleviyle yerlestirilebilir. BOylece proksimal sinir segmentinde aksonun
ucundan tomurcuklanarak yeni akson filizleri olusturan sinir o tiinel yardimiyla sinyal iletir.
Aksonal biiyiime hizinin 0.5-1 mm/giin oldugu tahmin edilmektedir [22]. Rejenere olan her
fibrilin ucunda schwann hiicrelerinin bazal laminalar1 boyunca ilerleyen filopodialar

bulunur. Transekte sinirin distal ucundaki miyelin artiklar1 fagosite edilir ve distal sinir



segmenti denerasyona ugrar. Distal ve proksimal uglar arasindaki iligki schwann
hiicrelerinin olusturdugu bazal lamina bantlar1 olan Bungner bantlariyla saglanir ve bantlar
aksonlar1 hedefine ulastirir. Sinir fibrillerinin civar dokular yerine arasinda mesafe bulunan
sinire ilerlemesi distal ugtan salgilanan indiikleyici ajanlara baglidir. Schwann hiicreleri

norotrofik faktorler ve ekstraseliiler matriks elemanlari salarlar.

Otolog sinir grefti yerine biyolojik kondiiit olarak otolog dondurulmus kas, ven greftleri gibi
dokular da kullanilmaktadir. Sinir greftleri kayip kisim yerine gegen canli bir doku degil,
proksimal sinirlerin iginden gegecegi bir yenilenme ortamuidir. Sinir hasarmin biiyiik oldugu
durumlarda otolog sinir grefti yetersiz kalmaktadir. Ayrica otogreftlerde sinirin kalinligi da
onemli oldugundan kullanilacak greft istenilen niteliklere sahip degilse altin standart
olmasina ragmen basarili degildir. Kadavradan alinan allogreftler ya da hayvanlardan elde
edilen zenogreftler ise immun yanit olusturma riski tasimaktadirlar. Allojen hiicre igceren
standart allogreftlerde sinir iyilesmesi tamamlanincaya kadar immun baskilayici
kullanilmaktadir. Sonrasinda ise yabanci schwann hiicreleri yikima ugramaktadir.
Deseliilerize sinir allogreftlerinde ise immun baskilayict kullanimina gerek duyulmamasina

ragmen schwann hiicrelerinin yoklugunda kondiiitin basar1 sans1 diismektedir.

Piyasada satilan ticari sinir kanallar1 (kondiiitler, Cizelge 2.1) maksimum 1.5-2.5 cm
boyutlarindaki defektlerde kullanilmaktadir [23]. Daha biiyiik defektlerde kullanilmak tizere
doku miithendisligi tiriinii olan sinir kanallarina ihtiya¢ vardir. Sinir doku miihendisligi bu
alandaki ihtiyaci karsilamada oldukga kritiktir. Piyasada yapay kondiiit materyali olarak
biyobozunur olmayan silikon, politetrafloroetilen (PTFE) ve biyobozunur olan poliglikolik
asit (PGA), polilaktid-ko-kaprolakton (PLCL), poliglikolik asit-kollajen (PGA-c), tip 1

kollojen kullanilmaktadir.

Kondiiitler yerlestirildikten sonra sinir uclarindan salgilanan faktorlerce zengin sivi kanallar1
doldurur. 1 hafta sonra sinir uglar1 uzunlamasina diizenlenmis fibrin matriks ile birbirine
baglanir. Ikinci haftada ise fibroblastlar, makrofajlar ve schwann hiicreleri fibrin matrikse
go¢ eder. Proksimal ugtan gelen aksonlar yaklasik dordiincii haftada distal koke ulasarak
miyelinize olur. Distal kokten ilerleyen aksonlar sinirin hedef dokusuna ulasir ve

reinnervasyon saglanir.



Cizelge 2. 1. FDA onayli sinir kondiiitleri

Uriin Ismi Malzeme Bozunma Cap Uzunluk
Neurotube® Poliglikolik Asit (PGA) 3 Ay 2.3-8mm | 2-4cm
NeuraGen® Tip I kollajen 36-48 Ay | 1.5-7mm | 2-3cm
NeuraFlex™ Tip I kollajen 4-8 Ay 2-6 mm 2.5cm
NeuraMatrix ™ Tip I kollajen 4-8 Ay 2-6 mm 2.5cm
AxoGuard™ Porsin Intestinal 3 Ay 1.5-7 mm 1 cm
Nerve Connector Submukozasi (SIS)
Neuralac® Polikaprolakton 16 Ay 1.5-10 3cm
mm
SaluTunnel™ Polivinil Alkol (PVA) - 2-10mm | 6.35cm
Proksimal Distal

@)

Sekil 2.3. Sinir kilavuz kanaliyla rejenerasyon modeli

Kullanilacak sinir greftinin implantasyonundan sonra ilk bes giinliik siirede ¢evre dokudan
difiizyonla beslenmeye izin verecek gecirgenlikte olmasi; sonrasinda ise kan yoluyla iliski
kuracak vaskiilerizasyonunu saglamis olmasi gerekmektedir. Vaskiilerizasyon saglanamazsa
fibrozis ortaya ¢ikmakta; akson i¢in tiinel kapanmaktadir. Farkli fabrikasyon teknikleri,
kondiiitlerin  gegirgenligini etkiler. Sinir kondiiitlerinin  gegirgenligi materyalin
kristalinitesiyle yakindan iligkilidir. Bozunma oranm1 ve gecirgenlik kristalinite oranmin

artistyla azalig gosterir. Gegirgenlik degeri materyalin hidrofilik niteligine de baghidir [24].

Sinir Kondiiiti

Proksimal Sinir N Distal Sinir
e :%_Z 2=—=5"
= e <

g g \
Enjekte edilebilir
L\ Biiyiime Faktorii/
Hiicreler

Sekil 2.4. Sinir kilavuzunun sematik gosterimi
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Periferik sinir sisteminde miyelin kilif sentezleyen schwann hiicreleri, hiicre adezyon
molekiilleri ve norotrofin salgilama yetenegindedirler. Periferik sinir rejenerasyonunda
donor bolge morbiditesi yaratan otolog schwann hiicrelerinin kullanimi yerine farkli hiicre

hatlarma farklilagabilen yetiskin kok hiicrelerin kullanimi alternatif bir stratejidir [25].

Schwann hiicrelerini saran bazal lamina, aksonlarin tutunup beslendigi tabakadir. Bazal
laminadaki laminin ve fibronektin aksonlarin uzamasinda ve rejenerasyonunda rol oynadigi
icin periferik sinir kondiiitlerine yonelik caligmalarda bu materyaller siklikla kullanilir.
Schwann hiicrelerinin yiizeyindeki integrin noronal reseptorii sinir hiicrelerinin adezyonunu
sagladig1 icin doku iskelesi olusturmaya yonelik arastrmalarda integrin de tercih

edilmektedir.

Fibrin
<« Fibroblast
w” Schwann

Ekstraseliiler
matriks

— Sinir Filizi

Sekil 2. 5. Sinir boslugunda kondiiit boyunca rejenerasyon komponentleri [24].

Genel olarak basaril1 bir kondiiit
(1) uygun ¢ap/uzunluk ve esneklikte olmals,
(11) rejenere aksona kilavuzluk edecek topografyada olmals,

(111) rejenere aksonun erken donemde diflizyon ile beslenebilmesine olanak

saglamall,
(iv)  kolay anjiogenezise izin verecek uyaranlari tagimali,

(v) rejenere olacak segmentin sinir rejenerasyonu tamamlanincaya kadar saglam

kalmali; rejenerasyon tamamlandiginda ise bozunmali,
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(vi)  norotrofik faktorlerin rejenerasyon ortaminda kalmasini saglamali,

(vil)  yapisindaki malzeme bozunma oncesi ve sonrasinda biyouyumlu olmalidir.

2.5.2. Merkezi Sinir Sistemi Doku Miihendisligi

Merkezi sinir sistemindeki noronlar mitoza gitmezler ve endojen noral kok hiicreler tipik
yaralanma sonras1 ndron kayiplarini yerini alma kabiliyetine sahip degildirler. Cerrahi
miidahaleden 1 hafta sonra olusan gliyal-yara formu aksonal rejenerasyon olasiligini elimine
edici inhibitor etkisi yapmaktadir [26]. Baz1 arastirma gruplari kondroitinaz ABC ile spinal
kord yaralanmalar1 sonrast olusan bu gliyal yara dokusunun bozunmasi gibi ¢esitli
uygulamalarla yarali ¢evrenin endojen rejenerasyon i¢in tesvik edilmesi amaciyla yeniden
modellenmesi iizerine yogunlagsmistir. Buna alternatif bir strateji ise hasarli dokunun
foksiyonel baglantilarinin  yeniden kurulmasi ve iyilestirilmesi i¢in  yeniden
olusturulmasidir. Hasarli dokunun yeniden olusturulmasinda endojen kok hiicrelerin
farmakolojik uyarimi ve ekzojen kok hiicre nakli olmak tizere iki yaklasim vardir. Sinir
rejenerasyonu icin hiicre transplantasyonuyla hasar bolgesindeki hiicrelerin yerini alma,
hasarli hiicrelerin onarimi (remiyelinizasyon) ya da lokal ¢evrenin daha iletken olacak
sekilde degistirilmesi hedeflenir [9]. Ekzojen kok hiicre transplantasyonu ilgi toplasa da,
noral prekiirsorlerin direkt enjeksiyonu kisith basariya ulasmaktadir. Transplante hiicrelerin
graft olma ve hayatta kalma oranmin oldukc¢a diisiik oldugu belirtilmektedir [26]. Hiicre
biiylimesinin tesvik edilmesi i¢in norotrofik faktorler; hiicre yapisinin bozunmasinin
durdurulmast ya da yavaslatilmasi i¢in noroprotektif ajanlar ve yarali ¢evredeki inhibitor
cevrenin etkisinin bloke edimesi i¢in nétralize edici molekiiller; beyine gonderilmeleri
srrasinda kan-beyin bariyeri nedeniyle difiizyon engeliyle karsilasirlar. Spinal kord
yaralanmalarinda metilprednizolon, anti-NOGO-A, kondroitinaz ABC; Alzeimer
hastaliginda B-sekretaz inhibitorleri, Parkinson hastaliginda sirtuin-2 (SIRT2) inhibitorleri
noroprotektif ve notralize edici ajanlara o6rnek olarak verilirken; beyin-tiirevli norotrofik
faktor (BDNF), norotrofi-3 (NT-3) ve sinir biiyiime faktorii (NGF) norotrofik faktorlere
ornektir [27]. Bu terapotik ajanlarin yarali bolgede kontrollii salimlar1 kat1 implante edilebilir
veya enjekte edilebilir doku iskeleleri yardimiyla miimkiindiir [26, 27]. Kati1 implante
edilebilir yapilar genellikle spinal kord yaralanmalarinda kullanilirlar. Spinal kord tamamen
koptugunda sinir kilavuz kanallar1 periferal sinir onariminda klinik olarak kullanilan sisteme
analog uygulanabilir. Kordun kismi transeksiyonunda defektin doldurulmasinda hidrojeller
enjekte edilebilir sistemlerdir [27]. Beyin yaralanmalarinin sekli ve boyutu uniform

olmadigindan beyin doku miihendisliginde enjekte edilebilir ve yarali bdlgenin seklini
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alabilir doku iskelelerinin iiretilmesi daha uygundur [26]. Sinir doku miihendisligi
uygulamalarinda, defektli bolgenin seklini alan hidrojeller hiicre gociine izin veren acik
pordz ag yapisiyla oldukca dikkat g¢ekicidir. Hidrojeller, hiicre agregasyonunu azaltma
kabiliyetinde olup; hiicre yasamimin devamlilig1 ve hiicrelerin integrasyonu icin hiicrelere

matriks yapisi saglarlar [27].

2.5.3. Elektriksel Stimiilasyon Metodlar ve Etkileri

Hiicrelerin elektriksel uyarimi, basit ve uyarlanabilir bir metoddur. Yapilan bazi ¢aligmalar,
DC elektrik alan uygulamanin DC elektik akimindan daha etkili oldugunu ve elektrik alan
uygulamanin, hiicrelerin aktivitelerinin modiilasyonunda onemli rol oynadigini ifade
etmektedir. Elektrik alana maruz birakmanin (<100 mV/mm) hiicre migrasyonu ve hiicre

biiylimesinde uyarici etki yaptig1 bilinmektedir [6].

Elektriksel uyarimin noronlar lizerinde etki ettigi diisiiniilen muhtemel mekanizmalar: (1)
hiicre membraninin biiylimesini saglayan adezyon reseptdrleri veya aktin gibi sitoplazmik
materyallerin yeniden dagilimi, (i1) hiicre membrani potansiyeli degisimine baglh olarak
membran ve ekstraseliller matriks proteinlerinin konformasyonal degisimi, (ii1) protein

sentezinin artisinin tetiklenmesidir [28].

Elektrik alanla fiber uclarmin etrafindaki iyonik akimdaki degisimin biiylimeyi
tetiklemesinin, elektriksel stimiilasyonun sinir hiicrelerini etkiledigi muhtemel
mekanizmalardan biri oldugu Freeman ve arkadaglarmmin yaptiklar1 caligmada ifade
edilmistir. Kimura ve arkadaslar1 (1998), sigan PC12 hiicrelerinde sinir biiyiime faktorii
(NGF) gen ekspresyonunun elektriksel olarak aktive edildigi varsayiminda bulunurken;
Kotwal ve arkadaglar1 (2001), fibronektin adsorpsiyonunun elektrik uyarimiyla artmasi ile

norit uzamasinin saglandigini agiklamislardir [6].

2.6. Tletken Doku Iskeleleri

2.6.1. iletken Polimerler

Iletken polimerler kendi drgiisii icerisindeki elektronlar ile elektriksel iletkenligi saglayan
polimerlerdir. Bu polimerlerin elektronik iletkenlik gosterebilmesi i¢in polimer orgiisiinde
elektronlarm zincir boyunca tagmnmasini saglayan uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Bu
kosulu ancak ana zincirinde konjiige ¢ift baglarini bulunan polimerler saglayabilir. Ancak
bu konjiigasyon yiiksek diizeyde iletkenlik i¢in tek basina yeterli degildir ve iletkenlik “dop”
islemi ile artirilir. Dop islemi ile polimer yapisinda iletkenligi saglayacak olan elektronlar
almarak veya elektronlar verilerek polimer Orgiisiinde art1 yiiklii bosluklar veya elektron

fazlaliklar1 olusturulur. Ozet olarak dop isleminde nétral polimer zinciri okside veya rediikte
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olarak pozitif veya negatif yliklenir. Bu islemde notral bir sistem igerisinde ‘“dopant”

molekiilden polimer zincire yiik transferi saglanir [6, 7].

Dogrusal ana zincirli poliasetilen, polipirol (PPy), polianilin ve bunlarin kopolimerleri
onemli iletken polimerlerdir. Poliasetilenin tersine polifenilen aromatikliginin bir sonucu
olarak termal kararhidir. Polipirol, politiyofen (PT), polianilin (PANI), poli(3,4-
etilendioksitiyofen) (PEDOT) iy1 kondiiktivite, stabilite ve kolay sentezlenebilirlik gdsteren
aromatik iletken polimer sinifidir. Poliasetilen gibi konjuge alifatikler, atmosferdeki
oksidatif bozunmalar1 ve yan iirlinlerinin sitotoksik dogasi nedeniyle biyomedikal
uygulamalarmm disinda brrakilmistir. PEDOT ve PPy cevresel ve elektrokimyasal

stabilitelerinden dolay1 yaygin olarak ¢aligilan iletken polimerlerdir [7].

Kolay sentezlenebilir, biyouyumlu ve iyi iletken olmalarma bagh olarak bazi iletken
polimerler biyolojik ve medikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Polipirol (PPy),
politiyofen (PT), polianilin (PANI), poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT) gibi iletken
polimerlerin farkli formlar1 farkli uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu polimerler, elektrikle
iligkili biyolojik davranislarin ¢alisilmasinda bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmistir [7]. Doku
miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere sinir doku rejenerasyonunda potansiyelleri

yiiksektir [29].

Cizelge 2. 2.Yaygin kullanilan iletken polimerler ve iletkenlikleri [7]

Iletken Polimer Maksimum iletkenlik (S/cm)
Poliasetilen (PA) 200-1000
Poliparafenilin (PPP) 500
Poliparafenilin siilfit (PPS) 3-300
Poliparavinilen (PPv) 1-1000
Polipirol (PPy) 40-200
Politiyofen (PT) 10-100
Poliizotiyonaftalin (PITN) 1-50
Polianilin (PANI) 5

Iletken polimerler rejeneratif amaglarla ndral sistemlerde iletisimi kolaylastirmak i¢in etkili
materyallerdir. Noronlar elektriksel sinyal iletimi gerceklestigi i¢in, sinir bilimciler, iletken
polimerlerin elektrot olarak kullanildigi, néronlarin elektriksel olarak uyarildig: sistemlere

odaklanmiglardir [7]. Yapilan arastirmalar neticesinde, iletken polimerlerin elektrik
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uyarimiyla sinir hiicrelerinin farkhilastirilmasmi artirdigi ve biiyiime faktdrlerinin (sinir
biiytime faktorii (NGF), norotrofin-3 (NT3), beyin tiirevli ndrotrofik faktor (BDNF)) salimi

icin uygun olduklar1 gériilmiistiir [30].

Iletken polimerlerin biyobozunma yeteneginin olmamasi in vivo uygulamalarmni
kisitlamaktadir. Kronik enflamasyona yol acabilecegi gibi cerrahi yontemle
uzaklastirilmalar1 gerekir [6]. Ayrica iletken polimerlerle iliskili esas zorluk islenmeleridir
[7]. Bu polimerlerin kisith ¢oziiniirligl direkt fiber olusumlarmi engellemektedir [30]. Bu
problemlerin asilmasi i¢in ¢ogu arastirmact elektrik iletken polimerleri diger egrilebilir
polimerlerle (jelatin, poli(L-laktid-ko-kaprolakton) gibi) harmanlayarak elektroegirme
yapmistir; ancak bu durum nanokompozit fiberlerin iletkenligini tehlikeye atmaktadir.
Iletken polimerlerin spesifik 6zelliklerinden daha iyi yararlanmak icin nanokompozit

ylizeyine ince polimer kaplamasi yapilmaktadir [6, 7, 30].

Literatiire gére modifiye edilmemis iletken polimerler lizerinde zayif hiicre tutunmasi ve
hiicre biiylimesi oldugu; bunun yaninda bu polimerlerin zayif biyobozunurluklarinin oldugu
ifade edilmektedir. Bu nedenle doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere
tasarlanan  iletken  polimerlerin  ¢Ozlniirliiklerinin,  biyouyumluluklarinin ~ ve

biyobozunurluklarmin ayarlanmasi oldukca 6nemlidir [31].

2.6.1.1. Tletken Polimerlerin iletkenlik Mekanizmas:

Yiiksek derecede m bagi cakigmasi iceren konjuge ana zincire sahip olan nodtral polimer
zinciri “dop” islemi esnasinda negatif veya pozitif yiiklenmek i¢in okside veya rediikte
olabilir [7]. Dop nétral bir polimerin yiikseltgenmesi (p-doplama) ya da indirgenmesi (n-
doplama) ve sirasiyla karsi anyon ya da katyon (dopant) saglanmasi islemidir. Bu islemde,
yiikli iletken polimer omurgasiyla karsi iyonun yakin iliskisi nedeniyle sifir net yiiklii
iletken polimer sistemi elde edilir. Tek tekrar biriminde elektronlarin komsu tekrar
birimindeki cekirdege ¢ekimi zincirler boyunca ve zincirler arasinda yiik hareketliligini
saglar ve bu durum “elektron sigramasi” olarak adlandirilir. Yiik tasiyicilarmin konjuge

iletken polimer ana zinciri boyunca sirali hareketi iletkenligi saglar [32].

2.6.1.2. Tletken Polimerlerin Yiizey Modifikasyonu

Mekanik 06zelliklerin ve farkliliklarin istenilen ozelliklere getirilmesi, biyobozunmanin
ayarlanmasi, hiicre yanitinin ve biyoaktivitenin saglanmasi iletken polimerlerin
modifikasyonunda goéz Oniine almmasi gereken oOzelliklerdir [7]. Iletken polimerlerin,
biyolojik dopantlar ile dope edilmeleri, hiicre proliferasyon-adezyonunun artirilmasi

amaciyla biyoaktif molekiillerle modifikasyonlari, ylizey topografyasmnin gelistirilmesi i¢in

15



desenlenmeleri gibi mofidikasyonlar yapilmaktadir. Ancak, biyolojik molekiillerle dop
edilmesinin, diisiik ylikleme, polimerin iletkenliginin azalmasi, salimin hizli olmasi, yiizey
puriizliiliigiiniin negatif etkilenmesi gibi dezavantajlar1 vardir [6]. Literatiirde yapilan
calismalarda polipiroliin dermatan stilfatla katkilanmasiyla keratinosit canliliginin, heparin
ile katkilandiginda endotelyal hiicre proliferasyonunun arttigi; laminin-tiirevli peptidlerle
katkilandiginda ise néron ve astrosit adezyonunun kontroliine katki sagladig: bildirilmistir

[32].

2.6.1.3. Tletken Polimerlerde Elektriksel Ozelliklerin Iyilestirilmesi

Iletken polimerlerin yeterli diizeyde iletkenlik &zellik gostermemesinden dolayr farkli
dopant maddeler kullanilmaktadir [6, 7, 32]. Dop edilmis iletken polimerin 6zellikleri,
dopant maddenin tipine ve molekiiler biiyiikligiine baghdir. Dopant secimine,
konsantrasyonuna ve doping seviyesine bagl olarak dop edilen iletken polimerlerin ylizey
enerjilerinin, polaritelerinin ve termal stabilitelerinin degistigi bilinmektedir [6].
Polimerlerin katkilanmasi i¢in siklikla para-toluensiilfonat (pTS), poli(strensiilfonat) (PSS),
sodyum benzensiilfonat (BS) igeren dopantlar kullanilir [32].

PANI i¢in HCI, pTS, dodesilbenzensiilfonik asit (DBSA) gibi aromatik asitler, siilfonik asit
tiirevi laurik asit kullanilan dopantlardandir [6, 7]. Organik ¢oziiciide ¢oziilebilir polipirol
(PPy) sentezi i¢in ise naftalin siilfonik asit sodyum tuzu, dodesilbenzen siilfonik asid sodyum
tuzu, biitil naftalin siilfonik asit sodyum tuzu ve di-2-etilhekzil siilfosiiksinik asit sodyum
tuzu gibi fonksiyonel dopantlarin kullanimi miimkiindiir [6]. Bunlarin disinda PPy, heparin,
dekstran siilfat, hiyaliironik asit, kitosan, kollajen, biiyiime faktorleri, ATP gibi farkli
biyoaktif molekiillerle de dop edilebilir [6, 33].

Uygulamaya bagli olarak dopant materyalin se¢imine karar verilir. Ornegin, tetraetil tosilat
dopant olarak kalm ve 1yi mekanik ozelliklerde polipirol eldesi i¢in kullanilir.
Poli(strensiilfonat) ise c¢oktiiriildiigiinde kararlilig1 ve biyouyumlulugu nedeniyle polipirol

ile kombine edilerek kullanilan bir dopanttir [32].

2.6.1.4. Tletken Polimerlerin Sinir Doku Miihendisliginde Uygulamalar

Polipirol noral bliylime ve rejenerasyonun in vivo ve in vitro uyarilmasi i¢in kullanilan
biyouyumlu iletken bir polimerdir [34]. Polimer ana zincirindeki konjugasyon derecesi fazla
oldugundan sert, ¢oziinmez ve islenebilirligi zayiftir. Bu nedenle yapisal materyal olarak tek
basina kullanmak yerine optimize edilerek mekanik olarak yonlendirilebilir ve islenebilir bir
forma doniistiiriiliir [6]. Polipirol, biyomedikal uygulamalarda genellikle negatif yiikli

proteinler, makromolekiiller gibi anyonik tiirlerin, yapilarna elektrokimyasal olarak
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eklenmesiyle iiretilir [35]. Elektroegirilmis diizenli polipirol (PPy)/poli(stiren-B-izobiitilen-
B-stiren) (SIBS) fiber platformlar iizerinde akson uzamasmin yonlendirilmesine yonelik
yapilan bir ¢alismada, PC12 ndronal hiicrelerinin diizenli fiberlere paralel olarak, yiiksek
derecede yonlendirilmis aksonal uzamalarimin oldugu gosterilmistir. Caligmada doner
silindir toplayict kullanan modifiye elektroegirme metodu kullanilmistir [30]. Quigley ve
arkadaslar1 (2009) ise yaptiklar1 ¢aligmada sinir rejenerasyonunun yonlendirilmesi amaciyla
iletken polipirol tabakayla kapli tek yonlii biyobozunur liflerden olusan bir platform
gelistirmislerdir. p-toluensiilfonat yiikli iletken polipirol polimer ve yonlendirilmis
biyobozunur fiberlerden (PLA:PLGA,75:25) olusan platform iizerine yerlestirilen dorsal
kok gangliyonu eksplantlari, fiberlerle aksonal hizalanma gdstermislerdir. Iletken polimer
tabakas1 iizerinden elektrik uyarimiyla akson uzantilarinda artis ve schwann hiicre goci

gozlenmistir [34].

Lee ve arkadaslar1 (2009), rastgele ve diizenli elektroegirilmis PLGA nanofiberler iizerinde
polipirol kapl iletken 6rgii (mesh) yapilar iiretmislerdir. PPy-PLGA elektrospun yapmin
kapli olmayan PLGA kontrol orgiilerle kiyaslandiginda sican feokromositoma (PC12)
hiicrelerinin ve sigan embriyonik hipokampal noronlarmin biiyiime ve farklilagsmasini
destekledigini gormiislerdir. PPy-PLGA doku iskelelerinin 10 mV/cm potansiyelle
uyarildigr elektriksel stimiilasyon caligmalarinda kontrol gruba gore, PC12 hiicrelerinde
%40-50 daha uzun norit uzamasi, %40-90 daha fazla norit formasyonu oldugu goriilmiistiir.
Diizenli PPy-PLGA fiberler iizerinde uyarilan hiicrelerde rastgele fiberlerdekine gére daha

uzun ve daha fazla sayida norit oldugu belirlenmistir [36].

Moroder ve arkadaslar1 yaptiklar: bir baska ¢aligsmada ise (2011), polikaprolakton fumarat-
polipirol (PCLF-PPy) nanokompozit doku iskelelerinin fizyolojik kosullar altinda iletken
sinir kondjiiitler olarak uygulanmasma yonelik bir ¢calisma yapmislardir. Hazirlanan doku
iskeleleri iizerinde kiiltiire edilen PC12 hiicreleri 10 pA sabit akimla ya da 20 Hz frekansta
akimla (1 saat/giin) uyarilmiglardir. 48 saat sonunda elektrik varliginda aksonlu hiicrelerin
yiizdesinde, hiicre basina norit sayisinda, norit uzunlugunda artis oldugunu tespit etmislerdir
[7].

Cesitli yapisal formlar1 olan PANI, en 1yi karakterize edilen iletken polimerlerden biri olup
yiiksek cevresel stabilitededir ve yiikleme/bosaltma prosesiyle kolay yiik transportu saglar.

PANI, in vitro ve in vivo uygulamalar i¢in biyouyumlu bir polimerdir. PANI ve tiirevlerinin

HO9c2 kardiyak miyoblastlarin ve PC12 noronal hiicre hattinin (sigan adrenal medullasindan
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tirevlenen noronal feokromositoma) iizerinde tutunup geliserek farklilagabilecegi

biyouyumlu substratlar olarak fonksiyon gordiigii bildirilmistir [31, 37].

2.6.2. Altin Nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller essiz elektronik, manyetik, optik, termal ve katalitik nitelikleri
nedeniyle oldukg¢a dikkat c¢ekicidirler [38]. Son yillarda, metal nanopartikiiller kiigiik
boyutlari, hiicresel alimlari, biyofonksiyonel aktif gruplarla fonsiyonlandirilmalari
sebepleriyle biyomedikal alanda siklikla kullanilmaktadir [39]. Polimer-metal nanopartikiil
kompozitlerinin sensor, filtre, doku miihendisligi gibi cesitli alanlarda uygulanma
potansiyelleri vardir. Metal nanoparcaciklarin polimer yapisina katilmasiyla polimerlerin
ozelliklerinin istenilen ydnde gelistirmesi miimkiindiir. Ornegin; iletken metal
nanopartikiiller polimer yilizeylerine kaplanarak iletken yilizeyler yaratilmaktadir. Altin

nanopartikiiller bu amagla siklikla kullanilan nanopartikiillerdir [38, 40, 41].

Altin nanopartikiiller agrege olma egilimindedirler. Altin nanopartikiillerin kararlilig1 i¢in
polimer-metal nanopartikiil kompozit formasyonu en kolay ve uygun yontemdir. Son
zamanlarda elektroegirme teknolojisi, polimer/inorganik nanopartikiil kompozit fiberlerinin
dretiminde kullanilmaktadir. Polimer fiberlerine dagitilmis metal nanopartikiillerin
hazirlanmasi, metal/polimer nanokompozitlerinin polimer fiberlerin ve metal
nanopartikiillerinin belirgin 6zelliklerini kombine edebilmesi nedeniyle oldukc¢a carpicidir.
Fakat altin nanopartikiil/polimer kompozitleriyle ilgili calismalar oldukca sinirli sayidadir

[38].

Metal nanopartikiil/polimer kompozit fiberlerin yiiksek yiizey alani/hacim oranma sahip
olmalar1 nedeniyle konvansiyonel fiberlerden daha iyi fiziksel ve kimyasal o6zellikler
sergiledikleri diisiiniilmektedir. Bugiine kadar altin, giimiis, paladyum gibi baz1 metal
nanopartikiiller elektroegirme ile fiber yapisina eklenmistir [42]. Nanopartikiil/polimer
kompozitleri, partikiillerin polimer iizerine tabaka-tabaka (layer-by-layer) kaplanmasiyla
veya nanopartikiillerin polimerler ¢6zeltisi igerisinde disperse edilmesiyle elde edilebilirler
[9]. Nanopartikiil igeren polimerik nanofiberlerin elektroegirilmesinde ise genel olarak iki
yaklasim vardir [43]. Cogunlukla iletken nanopartikiiller kimyasal ve/veya termal yollarla
sentezlendikten sonra nanopartikiillerin dagitildigi polimer soliisyonu elektroegirilerek,
nanopartikiillerin yapitya immobilizasyonu saglanabilir [30, 43]. ilk olarak Kim ve
arkadaslar1 tiol-kapli altin nanoparcaciklar1 polietilen oksit (PEO) nanofiberlerine bu
yontemle entegre etmislerdir [44]. Diger yaygin bir yontem ise metalik onciil olan Au(I1I)

komplekslerinin polimer ile c¢oziilerek polimer yiizeyine absorbsiyonunu takiben
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elektroegirilmesi ve metal iyonlarinin nanopartikiil formunda eldesi i¢in kimyasal
indirgeyiciler kullanilmasidir [30]. Bu yontemlerden farkli olarak Deniz ve arkadaslari
(2011), ilk defa lazer ablasyon ve elektroegirme yontemini birlikte kullanilarak
polimer/metal nanopartikiil kompozitleri hazirlamiglardir. Yontemde, altin blok igeren
polimer soliisyonuna direkt olarak lazer ablasyon uygulayarak altin nanopargaciklar direkt

elde edildikten sonra nanopartikiilleri igeren ¢ozeltiye elektroegirme uygulanmistir [43].

2.7. Fibroin

Ipek, dogal kaynakli olmas1 ve essiz mekanik 6zellik gdstermesi nedenleriyle yiizyillardir
tekstil alaninda kullanilmaktadir. Son donemlerde ise ipek fibroin, fiber, film, partikiil,
hidrojel ve siinger gibi c¢esitli formda kolay iiretilmesi, biyobozunur olmasi, yliksek
mukavemet gdstermesi gibi 6zellikleri nedeniyle doku mithendisligi alaninda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Fibroz bir protein olan ipek iki alt protein yapisindadir. Bunlardan birincisi glikoprotein
yapisindaki serisin, ikincisi ise fibroindir. Molekiil agirligi 10-300 kDa olan serisin ipegin
agirlikca % 25-30’unu olusturur. Serisin proteini fazla sayida hidroksil gruplari icerir bu
nedenle hidrofiliktir. ipek fibroini ise ham koza yapisindaki fibroin fiber yapilarindan,
glikoprotein yapisindaki serisinin uzaklastirilmasiyla elde edilir. Bu protein oldukea iyi
mekanik dayanim gosterir ve serisine kiyasla oldukg¢a hidrofobiktir. Fibroinin ylizeyini
kaplayan serisin proteini uzaklastirildiktan sonra, fiberler sulu ¢6zelti halinde proses edilir.
Elde edilen fibroin amorf yapidadir, metanol-etanol gibi alkollerle muamele edilirse kristal

yapiya doniisiir [45].

Ipek fibroin fiberlerin hiicre tutunmasmi ve gelismesini destekledigi bir¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur. Ipegin iletken yiizeylerin sentezlenmesinde polimer olarak
kullannmmna yonelik az sayida calisma vardir. Ipegin elektriksel 6zelliklerinin
degistirilmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, ¢ok duvarli karbon nanotiip igeren ipek
elektoegirilmis matrislerin gelistirilmesi iizerine yapilmistir. Karbon nanotiiplerin matrislere
adsorbsiyonu, matrislerin nanotiip banyosuna 60 saniye daldirildiktan sonra deiyonize suyla
durulanip vakum altinda kurutulmas: ile gerceklestirilmistir. Agregasyonunlarinin
onlenmesi i¢in triton x-100 kullanilan nanotiiplerin, yiizeylere yliksek oranda adsorbe olarak
ipegin iletkenligini artirdig1 goriilmiistiir [46]. Cucchi ve arkadaslarinin biyo-bazli iletken
kompozitlerin olusturulmasina yonelik ¢alismalarinda, iletken yilizey kapli ipek fiberlerin,
muamele edilmemis ipek fiberlerden daha yiiksek termal kararlilikta oldugu agiklanmistir

[47]. Butez ¢alismasinda, ipek fibroinin doku iskelesi materyali olarak avantajlar1 goz 6niine
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alindiginda altin nanopartikiillerle immobilize edilmesi konusunda 6ncelikle bu polimer

tercih edilmistir.

2.8. Poliiiretan

Politiretanlar, ilk kez 1937 yilinda Alman bilim adami Otto Bayer tarafindan sentezlenen ve
temel olarak yapilarinda iiretan grubu igeren (Sekil 2.6) onemli bir sentetik polimer
grubudur. 1940’larin sonunda oOzellikle elastomerik yapilarda ve siinger formlarinda
kullanilan poliiiretanlar, halen polimer endiistrisinde ¢ok genis bir kullanima sahiptir.

0O

——NH—C——O0——

Sekil 2. 6. Uretan grubu

Biyomedikal alanda ise poliiiretanlar ilk kez 1967 yilinda Boretos ve Pierce tarafindan

‘Biomer™”

ticari isim ile kullanima sunulmustur. Molekiiler kompozisyonlarina bagh
olarak farkli fiziksel ve mekanik 6zellikler ile iiretilebilen poliliretanlar, biyomedikal alanda
yara Ortiileri, ameliyat iplikleri, hemodiyaliz cihazlar1 (memranlar1 ve baglantilari), gégis
protezleri, kataterler, kan torbalari, yapay damarlar, kalp kapakg¢iklari ve yapay kalp vb. gibi
bircok medikal cithazin yapisinda yaygin olarak kullanilirlar. Biyomedikal diizeye uygun

olan ticari poliiiretanlar; Biomer™, Pellethane™, Estane™, Vialon™, Tecoflex™,
b

Corethane™, Bionate™, Chronoflex™ vb. olarak siralanabilir.

Bu tez calismasinda kullanmilan Corethane™ alifatik polikarbonat bazli termoplastik
poliiiretandir. Corethane™ kolay islenebilirligi sayesinde istenilen fiziksel formlarda
kolaylikla hazirlanabilir ve miikemmel oksidasyon kararliligi, mekanik dayanimi sebebi ile
uzun vadeli biyomedikal kullanimlarda tercih edilir. Poliiiretan, kolay islenebilirligi,
esnekligi ve mekanik dayanimi gibi 6zellikleri nedeniyle bu tez c¢alismasinda tercih
edilmistir.

Literatiirde poliiiretanlarin sinir kondiiit materyali olarak kullanimma yonelik ¢alismalar
incelendiginde poliiiretan bazli malzemelerin sinir rejenerasyonunu destekleyici 6zellikte
oldugu gorilmiistiir. Hausner ve arkadaglar1 (2007) siganlarda yaptiklari in vivo sinir hasar
modeli ¢alismasinda, biyobozunur poliiiretan kondiiitlerin siganlarda 3 ay siirede histolojik,
fonksiyonel ve elektrofizyolojik gelisme sagladig1 goriilmiistiir [48]. Yin ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada ise biyobozunur poliliretanin tavsanlarda 12 mm boyutunda sinir

acikligmin iyilestirilmesi incelenmis ve implantasyondan 4 hafta sonra aksonlarin yeniden
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miyelin yapist olusturarak rejenere oldugu bildirilmistir [49]. Elektroegirilmis fibroz
poliiiretan doku iskelelerinin iizerinde embriyonik kok hiicrelerinin kiiltiirii sonucunda
hiicrelerin noronal farklilastiklar1 gériilmiistiir [50]. Sonug olarak bu ve benzeri caligmalar,
poliiiretan doku iskelelerinin ndronal farklilasma i¢in uygunlugunu gostererek, sinir doku

onarimi i¢in iy1 bir potansiyel oldugunu kanitlamistir.

2.9. Polietilenimin ve Poli-L-Lizin

Altin nanopartikiillerin yiizeyler iizerine elektrostatik olarak immobilize edilmesi amaciyla
polietilenimin (PEI) ve poli-L-lizin (PLL) polikatyonik polimerleri kullanilmaktadir. PEI
diiz zincirli veya dallanmis yapidadir. PEI cozeltisinin pH’s1 7.4’e ayarlandiginda yan
zincirlerdeki amin gruplarimin yogun olarak protonlandig: bilinmektedir. PEI, polikatyonik
ozelligi nedeniyle altin nanopartikiillerin yiizey kaplamalarinda siklikla kullanilmaktadir.
PEI’nin amin gruplar ile sitrat yiiklii altin nanopartikiiller arasinda elektrostatik etkilesim

vardir [36].

Park ve arkadaslar1 (2009), elektrostatik adsorpsiyonla altin nanopartikiil kapli cam ytizeyler
iizerine ¢aligmiglardir. Bu calismada PEI (pH 7.4) ile muamele edilerek pozitif yiikle
yiiklenen cam ylizeylere altin nanopartikiillerin immobilizasyonunun ardindan PCI12
hiicrelerine elektrik uygulayarak (250 mV/giinde 1 saat) hiicrelerinin norit uzunluklarmin
arttigin1  bildirmislerdir [51]. Cam yiizeylerin PEI araciligiyla altin nanopartikiillerle
kaplanmasinin ardindan insan mezenkimal kok hiicrelerine elektriksel stimiilasyon
uygulayarak gen transfeksiyonu ile uyaran Park ve arkadaslar1 (2012), arastirmanin
sonucunda bu hiicrelerin néronal farklilastirilmasini basarmislardir. Bu ¢alismalardan farkl
olarak, bu tez calismasinda PEI araciligiyla altin nanopartikiillerin yonlendirilmig

nanofiberler lizerine immobilizasyonu denenmistir.

Altin nanopartikiillerin yiizeyler lizerine immobilizasyonunda kullanilan bir diger polimer
ise PLL dir. PLL pozitif yiiklii hidrofilik amino gruplar1 iceren katyonik polimerdir. PLL nin
ayni zamanda hiicre adezyonunu arttirict tutunma faktorii olarak kullanimi bilinmektedir.
Higashi ve arkadaslari, anyonik PLGA kapl altin nanopartikiillerin PLL ve PAA
(polialilamin) katyonik polipeptidlerini kullanmislardir. Yan zincirler olarak ayni -NH>
gruplarma sahip olmalarmma ragmen, iki polikatyonik polimer ile farkli sonuclar elde
etmislerdir. Yiizeylerin karakterizasyonu sonucu altin nanopartikiil kaplamanin kalinlig1 ve
homojenistesinin kullanilan polikatyonun cinsinden etkilendigi sonucuna varilmistir.
Arastirmacilar, PLL polikatyon araciliiyla altin nanopartikiillerin agregasyonuna sebep

olmadan homojen bigimde yiizeyler iizerine ince tabaka halinde kaplayabilmislerdir [52].
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Bu ve benzeri ¢alismalarda yiizeylere katyonik PLL araciligiyla altin nanopartikiillerin
immobilize ediilmesi tiimor belirteglerinin belirlenmesi amaciyla sensér uygulamalarinda
kullanilmistir. Bu tez calismasinda ise PLL ile altin nanopartikiillerin fiberler {izerine
immobilizasyonu amacglanmis, sinir doku miihendisligi alaninda doku iskelesi olarak

kullanim potansiyeli arastirilmistir.

2.10. Doku Iskelesi Uretim Yontemlerinden Elektroegirme Teknigi

Doku iskeleleri, hiicreler i¢in fiziksel destek saglayan ve ayni zamanda hiicre gelismesi,
farklilasmas1 ve fonksiyonlar1 agisindan Onemli gorevlere sahip yapay bir hiicre disi
matrikstir [53]. Hiicrelerle ekstraseliiler matriks etkilesiminin onarici ve yenileyici olmasinin
yaninda progenitor hiicrelerinin farklilasmasinin diizenlenmesinde de olduk¢a 6nemli bir
rolii vardir. Bu nedenle ekstraseliiler matriksin fonksiyonunu taklit eden dogal veya sentetik
materyallerle lretilen doku iskelelerinin gelistirilmesi travmatik omurilik yaralanmasi

tedavisindeki potansiyellerinden dolay1 oldukea ilgi ¢ekicidir [54, 55].

Fonksiyonel bir doku tiretiminde hiicrelerin canlilig1 ve fonksiyonelligi i¢in uygun bir mikro
cevrenin ve besinlerin tasinmasina izin veren, yeterli mekanik 6zelliklere sahip, ¢ok hiicreli
proseslerin koordinasyonunu kolaylastiran makro ¢evrenin saglanmasiyla miimkiindiir [5].
Doku iskelelerinin makro ve mikro yapisal nitelikleri i¢in kritik olan unsurlar; yiizey alani
ve ylizey kimyasi, mekanik ozellikleri, bozunma hizi, por ¢ap1 ve gdzenekliligidir.
Gozeneklilik, nutrientlerin ve gazlarin diflizyonunu, metabolik artiklarin ve yan iiriinlerin
hiicrelerden uzaklastirilmasini etkilemektedir. G6zenek ¢apmin hiicre biiytlikliigiiniin en az
2-3 kat1 fazla olmasi istenir. Yiizey alani ise hiicrelerin tutunmasinda, gé¢ etmesinde ve
hiicreler arasi sinyal gonderiminde etkilidir. Kiiltiirde veya in vivo’da karsilasacagi yiiklere
dayanabilecek ve gozenekliligini devam ettirecek yapida hazirlanan doku iskelesinin

bozunmasi ise yeni dokunun gelisimine gore ayarlanmalidir [54].

Doku iskelesi iiretiminde kullanilan elektroegirme teknigi, proses esnekligi ve genis
cesitlilikte malzeme kullanilmast agisindan fiber {iretiminde basarili bir yOntemdir.
Elektroegirme, polimer ¢ozeltilerinden elektriksel kuvvetlerin etkisiyle caplar1 iki
nanometreden mikrometre diizeylerine kadar degisen polimer fiberlerinin iiretilebildigi
yontemdir. Bu yontemle hiicrelerin biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in yeterli por
araligina sahip, yliksek yiizey/hacim oraniyla nanofibr6z doku iskelelerinin iiretimi

miimkiindiir [53, 55-56].
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Elektroegirme sistemi yiiksek voltaj kaynagi, siringa pompast ve topraklanmis toplama
plakasindan (metal plaka) olusur. Elektroegirme prosesi, iki zit yiikli elektrot arasinda
yogun elektrik alan olusturulmasiyla kontrol edilir. Elektrotlardan birisi polimer
soliisyonuna yerlestirilirken; digeri toplayicidadir. Polimer soliisyonu polimer damlasi
olusturacak sekilde pompalanir. Damlaciga elektriksel potansiyel uygulandiginda yiizey
gerilimi ve viskoelastik kuvvetler damlacigin seklini korumaya g¢alisirken, elektriksel alan
kuvveti damlacig1 “Taylor konisi” haline getirmeye zorlar. Sinir gerilim deger1 asildiginda

Taylor konisinin ucundan bir polimer jeti figkirir. Polimer fiberler toplayicida toplanir.

Bu tez calismasinda, doku iskelesi olarak dogal hiicre dis1 matriksi taklit etmesi nedeniyle

elektroegirme teknigiyle iiretilen nanofiberler tercih edilmistir.

Siringa
Pompasi

| Polimer
Cozeltisi

——
-_— . .
~———Polimer Jeti
—

/
\
\

]
1
[eyjoA yosyn A

Nanofiberler

AL Toplayici

Sekil 2. 7. Elektroegirme prosesinin sematik gosterimi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tetrakloroaurik (III) asit trthidrat (HAuCls-3H20) — Sigma Aldrich (Almanya)
Sodyum sitrat (Na3CsHs07.2H20) - Sigma Aldrich (Almanya)
Hidrokinon- Sigma Aldrich (Almanya)

Bombyx mori kozas1 (Bursa Koza Birlik, Tiirkiye)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) — Sigma Aldrich (Almanya)
Etanol (C2HsOH) - Sigma Aldrich (Almanya)

Metanol (CH30OH) - Merck & Co (Almanya)

Kalsiyum kloriir (CaCly) - Sigma Aldrich (Almanya)

Formik asit — Merck & Co (Almanya)

Poliiiretan — Carothane (Velox, GmbH)

Tetrahidrofuran — Riedel-de-Haen (Almanya)
Dimetilformamid — Fluka (Almanya)

Polietilenimin (PEIL, M; ~ 1800) —Sigma Aldrich (Almanya)
Poli-L-lizin (PLL) — Sigma Aldrich (Almanya)

Glutaraldehit ¢ozeltisi (GA) - Sigma Aldrich (Almanya)
Diyaliz membramn (14 kDa) - Sigma Aldrich (Almanya)
Kollajen (Tip IV) — Sigma Aldrich (Almanya)

RPMI 1640 — Gibco (Life Technologies) (A.B.D.)
Dulbecco’s MEM - BIOCHROM (Almanya)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)- BIOCHROM (Almanya)
Tripsin-EDTA - BIOCHROM (Almanya)

L-glutamin - BIOCHROM (Almanya)

Fetal s1igir serumu — BIOCHROM (Almanya)

At serumu — Biological Industries (Israil)
Penisilin-streptomisin - BIOCHROM (Almanya)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2-5-difeniltetrazolyum bromit (MTT)-Sigma Aldrich (A.B.D)
Hidroklorik asit (HCl) -Merck & Co (Almanya)

[zopropanol — Sigma Aldrich (Almanya)

Tripan mavisi — Sigma Aldrich (Almanya)

Dimetil siilfoksit (DMSO) — Origen Biomedical (Isvigre)
NGF-2.5S —Sigma Aldrich (Almanya)
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Alexa fluor 488 phalloidin antikoru — Life Technologies (A.B.D.)

Gold anti-fade mountant (kapatma ortami)- Life Technologies (A.B.D.)
4’,6-Diamidino-2-fenilinfol (DAPI) — Sigma Aldrich (Almanya)

Sigir serum albiimini (Bovine serum albumin, BSA) — Sigma Aldrich (Almanya)
Hekzametildisilazan-Sigma Aldrich (Almanya)

Triton x-100 — Sigma Aldrich (Almanya)

Amonyum kloriir (NH4CI) - BIOMATIK (A.B.D.)

L929 fibroblast hiicresi — Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Sap Enstitiisii Miidiirligi
(Tiirkiye)

PC12 feokromasitoma hiicresi (CRL-1721™) - ATTC (A.B.D.)

B35 néroblastoma hiicresi - (CRL-2754™) - ATTC (A.B.D.)

3.2. Yontem

3.2.1. Altin Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Yaklasik 50 nm boyuta sahip altin nanopartikiiller c¢ekirdek-biiyiitme (seeding-growth)
yontemi kullanarak 2 asamada sentezlenmistir. Ilk asamada yaklasik 20 nm boyutunda
cekirdek altin nanopartikiiller elde edilerek ikinci agsamada ise bu ¢ekirdegin biiyiitiilmesi ile

yaklagik 50 nm boyutunda altin nanopartikiillerin hazirlanmstir.

3.2.1.1. Turkevich Metodu ile Cekirdek Olusturma

Altin nanopartikiillerin eldesinde, tetrakloroaurik (III) asit trihidratin (HAuCls.3H>0),
sodyum sitrat (Na;CsHs07.2H>0) ile indirgenmesi esasina dayanan Turkevich ve arkadaslar1
tarafindan ortaya konulmus metot temel alinmistir. Bu yontemde indirgen maddenin
etkisiyle Au™ iyonlar1 yiiksiiz altin atomlar1 haline gelmektedir. Sitrat iyonlar: taneciklerin
kararli halde olmasmi saglayarak birbirlerine yapismasini engelledigi i¢in sodyum sitrat
miktarmin degistirilmesiyle nanopartikiil boyutu degismektedir. Bu amacla, 50 mL ve 0,25
mM HAuCls-3H>0 ¢ozeltisi yaklasik 100°C’ye 1sitilarak kaynama sicakligia getirilmistir.
Daha sonra %1 (w/v) sodyum sitrat ¢ozeltisinden 1,25 mL ilave edilerek yiiksek hizda 10
dakika karistirilmistir. Sodyum sitratin eklenmesinin ardindan renk degisimi gézlenmis ve
yaklagik 10 dakikalik siirenin sonunda reaksiyon sonlandirilarak c¢ekirdek altin

nanopartikiiller elde edilmistir.

3.2.1.2. Perrault Metodu ile Altin Nanopartikiil Eldesi

Turkevich metodu ile elde edilen altin ¢ekirdek ¢ozeltisinden 2 mL alinarak 0,25 mM’lik
HAuCls-3H>0 ¢ozeltisi iginde oda sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiye 800
pL 15 mM’lik sodyum sitrat (Na3CeHs07.2H20) ve 800 pL 0,25 mM hidrokinon ¢ozeltileri
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ayni anda eklenerek 10 dakika 800 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra olusan altin

nanopartikiiller (AuNPs) 12000 rpm hizda ¢oktiiriilerek, deiyonize su icerisine alinmastir.

Altin nanopartikiillerin boyut dagilimi ve zeta potansiyel analiz cihaz1 ( Zetasizer Nano ZS,
Malvern) ile 6l¢iilmiistiir. Altin nanopartikiillerin morfolojisi Taramali Elektron Mikroskopu
(SEM), Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu
(ESEM) ile izlenmistir.

3.2.2. Doku Iskelelerinin Hazirlanmas: ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda kullanilan elektoegirme sistemi el yapimi bir sistem olup, bir adet yiiksek
voltaj kaynagi (Gamma High Voltage Research, Model ES40P-20W), bir adet siringa
pompast (NE-1000 Family of Programmable Syringe Pumbs, Model NE-3000) ve
toplayicidan olusmaktadir. Doku iskelesi olarak ipek fibroin ve poliliretan polimerleri

kullanilarak elektroegirme teknigi ile nanofiberler elde edilmistir.

3.2.2.1. ipek Fibroin Nanofiberlerin Uretimi

Bu calismada Bursa Koza Birlik’ten alinan Bombyx mori ipeginden elde edilen fibroin
proteini kullanilmigtir. Bu amagla ipek bdéceginden (Bombyx mori) elde edilen kozalar
parcalara ayrildiktan sonra %0,5 (w/v) NaHCOs3 ¢ozeltisi icerisinde 1 saat kaynatilmistir.
Serisin proteininin uzaklastirilmasi i¢in 3 kez distile su ile durulanmis ve oda sicakliginda
24 saat liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulmus ipek fibroin, 1:2:8 mol oraninda
hazirlanmis olan CaCly/Etanol/H>O ¢ozeltisi igerisinde 70°C’de 1 saat boyunca
cozdiiriilerek ipek fibroin ¢ozeltisi elde edilmistir. Diyaliz tiiplerine (14 kDa MWCO)
aktarilan ipek fibroin ¢ozeltisi 3 giin boyunca deiyonize suya karsi diyaliz edilmis ve diyaliz
siiresince aralikli olarak deiyonize suyu degistirilmistir. Elde edilen sulu ¢ozeltinin
dondurarak kurutulmasiyla saf ipek fibroin eldesi saglanmistir. Elektroegirme prosesinden
hemen Once, liyofilize ipek fibroin oda sicaklifinda formik asit icerisinde ¢oziilerek, %20
(w/v) konsantrasyonunda fibroin elektroegirme ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha sonra fibroin
cozeltisi (%20 w/v) siringa igerisine alinarak siringa pompasina yerlestirilmistir. 0,42 mL/h
akis hizi ile 10-17 kV arasinda farkli voltajlar uygulanmistir. Yiiksek voltaj kaynagi ve zit
yiiklii elektrotlar yardimiyla elektriksel kuvvetlerin etkisi altinda nanofiberler 13 cm
mesafedeki aliiminyum toplayict lizerinde elde edilmistir. Fibroin fiberlerin eldesinde

kullanilan elektroegirme parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Fibroin nanofiberlerin olusumunda kullanilan elektroegirme parametreleri

Elektroegirme Parametresi Parametre Degerleri
Fibroin ¢6zeltisi konsantrasyonu (w/v) %20

Siringa ignesi i¢ ¢ap1 (ID) (mm) 0,41

Siringa ignesi dis ¢ap1 (OD) (mm) 0,72

Siringa ignesi ucuyla toplayici arasi uzaklik (cm) 13

Enjeksiyon hizi (mL/h) 0,42

Egirme Voltaj (kV) 17-20

3.2.2.2. Yonlendirilmis Poliiiretan Nanofiberlerin Uretimi

Islenebilirligi kolay bir polimer olan poliiiretanin ydnlendirilmis nanofiberlerinin eldesi
iizerine caligilmistir. Bu amagla poliiiretan tetrahidrofuran/dimetilformamid (60:40 v/v)
icerisinde ¢ozdiriilerek, %8 (w/v) konsantrasyonda elektroegirme ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Toplayic1 sistemi olarak aralarinda 1,8 cm mesafe bulunan iki adet paralel bakir
kullanilmistir. Cizelge 3.2°deki elektroegirme parametreleri kullanilarak yonlendirilmis

poliliretan (PU) nanofiberler elde edilmistir.

Cizelge 3.4.Poliiliretan nanofiberlerin olusumunda kullanilan elektroegirme parametreleri

Yonlendirilmis Nanofiberlerin Elektroegirme Parametresi Parametre Degerleri
Polimer ¢ozeltisi konsantrasyonu (w/v) %38

Siringa ignesi i¢ ¢ap1 (ID) (mm) 0,41

Siringa ignesi dis ¢ap1 (OD) (mm) 0,72

Siringa ignesi ucuyla toplayici arasi uzaklik (cm) 17

Polimerin enjeksiyon hizi (mL/h) 0,48

Egirme Voltaj (kV) 17

Paralel Levhalar Aras1 Uzaklik (cm) 1,8

3.2.2.3. Altin Nanopartikiillerin Nanofiber Yiizeylerine Immobilizasyonu

Altin nanopartikiillerin fiber yiizeyine immobilizasyonundan once fiberler katyonik polimer
olan polietilenimin (PEI) veya poli-L-lizin (PLL) cozeltileri ile kaplanmistir. Bu amagla
distile su igerisinde %0,1 (w/v) PEI ¢ozeltisi hazirlanmistir. Polimer ¢ozeltisinin pH’s17,4’e
ayarlanarak yan zincirlerdeki amin gruplarmin yogun olarak protonlanmasi saglanmistir.
Daha sonra fiberler bu c¢ozeltide 48 saat boyunca orbital calkalayicida hafif hizda
karistirilmak suretiyle bekletilmistir. Siirenin ardindan fiberler altin nanopartikiil ¢ozeltisine
(0,05 mg/mL) daldirilarak 24 saat boyunca etkilestirilmistir. Fibroin nanofiberlerin PLL
icerisinde ¢oziinmesinin engellenmesi i¢in glutaraldehit buharinda 3 saat muamele ederek
capraz baglanmistir. Benzer sekilde fiber yapilar 0,05 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan

PLL c¢ozeltisi igerisinde 48 saat boyunca orbital ¢alkalayicida hafif hizda karistirilmis ve
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fiberler daha sonra 24 saat boyunca altin nanopartikiil ¢ozeltisinde (0,05 mg/mL)

bekletilmiglerdir.
AUNP’ / o
PLL i
7
é R §
Fiber Fiber/PLL AuNP/Fiber

Sekil 3.1. Altin nanopartikiillerin ylizeylere immobilizasyonunun sematik gosterimi

3.2.2.4. Nanofiberlerin Karakterizasyonu
Doku iskelelerinin morfolojileri taramali elektron mikroskobu (SEM, Nova NanoSEM) ile
incelenmis ve fiberlerin ortalama caplar1 Image J programi kullanilarak oOl¢lilmiis ve

ortalamas1 almmustir.

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektrofotometre (Thermo Scientific Nicolet™ iS™10 FT-
IR) cihazmmin ATR atagmani kullanilarak (FTIR-ATR) poliiiretan fiber yapilarindan olusan

doku iskelesi yiizeylerin kimyasal karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Poliiiretan fiber doku iskelesi yapilarin yiizey 1slanabilirlikleri; yilizey temas a¢1 6l¢iim cihazi
(Attension Theta, Biolin Scientific) kullanilarak degerlendirilmistir. Yiizeylerin temas
acilar1 Olglimleri goniometre yardimi ile ylizeye damlatilan 4 pL suyun ylizey ile

gerceklestirdigi temas agismin Slgiimii ile belirlenmistir.

Nanofiberlerin hiicre canlilig1 iizerine etkisi, ISO 10993-5:2009(E) standardina gore indirekt
sitotoksisite testi (MTT) ile degerlendirilmistir. Bu amacgla hazirlanan nanofiberlerin
sterilizasyonlar1 1 saat boyunca UV sterilizasyonu ile saglanmistir. Poliiiretan ve altin
nanopartikiil immobilize poliiiretan (AuNPs/PU) nanofiber iskeleler (1,8 x 1,8 cm?) 6
cm?/mL besi ortami (%89 DMEM, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %0, 1 penisilin-streptomisin
(v/v)) igerisinde 72 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Diger taraftan 1929 hiicreleri
96 kuyucuklu doku kiiltir kabma (10* hiicre/kuyucuk) ekilerek 24 saat siiresince
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra hiicrelerin besi ortami uzaklastirilmis ve 72 saat
inkiibasyona birakilan nanofiberlerin besi ortamu 96 kuyucuklu doku kiiltiir kabma ekili
hiicreler iizerine aktarilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki besi ortamlar1 uzaklastirilarak, her bir kuyucuga 50 pL MTT c¢ozeltisi (1
mg/mL) eklenmis ve 100 pL besi ortami ilave edilmis, 2,5 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
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Daha sonra kuyucuklardaki besi ortamlar1 uzaklastirilmis ve 100 pnL, 0,1 N HCV/izopropanol
cozeltisi kuyucuklara eklenerek yarim saat karanlikta bekletilmis ve absorbans degerleri
Olgtilmiistiir. Absorbans degerlerinden hiicre canliligi degerlerine gecilmistir. Nanofiber
ihtiva etmeyen kuyucuklardaki (negatif kontrol grubu) hiicrelerin canliligr %100 kabul
edilip, diger kuyucuklardaki yiizde (%) hiicre canlilig1 hesaplanmistir. Deneyler 5 tekrarli
yapilmistir.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Tez calismasinda néron benzeri farklilastirma ve ndéronal uzantilarin izlenmesi i¢in model
hiicre kaynagi olarak sigan feokromasitoma (PC12) (CRL-1721™, ATTC®) ve B35
ndroblastoma hiicreleri (CRL-2754™, ATTC®) ile ¢alisilmistir. B35 hiicrelerinin yiizeylere
kolaylikla tutunabilme 6zelligine karsin; PC12 hiicrelerinin polistiren ylizeylere
kendiliginden tutunarak c¢ogalma 06zelligi olmamasindan dolayi, polistiren doku kiiltiir
kaplar1 kollajen kaplanmistir. Bu amacla, kollajen tip IV, 0,1 M asetik asetik igerisinde
coziilerek %0,01 w/v konsantrasyonda hazirlanmistir. Daha sonra kollajen ¢ozeltisi 75°lik
flaska aktarilarak 1 gece boyunca 37°C’ de inkiibatorde bekletilmistir. Siirenin sonunda
kollajen ¢ozeltisi uzaklastirilarak Ca*™ ve Mg* iceren PBS ile yikama yapilmistir. Ardindan
2 saat siiresince UV altinda flaskin sterilizasyonu gergeklestirilmis ve kollajen kapli
ylizeyler, hiicrelerle temas ettirilmeden 6nce flask besi ortamu ile sartlandirilmistir. Daha
sonra sivi azot kabindan ¢ikarilan PC12 hiicreleri ve B35 hiicre hattini igeren dondurma
ampulleri 37°C su banyosuna daldirilmis ve i¢erigin buzlu kismimin %4’{i ¢coziiliinceye kadar
su banyosunda bekletilmistir. PC12 hiicreleri i¢in, 6nceden 37°C’ ye 1sitilmig RPMI 1640
besi ortami (%10 inaktif at serumu ve %5 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin, %0, 1
Penisilin-Streptomisin (v/v)) dondurma ampuliine damla damla ilave edilmis ve ampul
icerigi bir santrifiij tiipiine aktarilarak DMSO’nun uzaklastirilmasi i¢cin +25°C’de 1300 rpm
hizda 8 dakika santrifiij edilmistir. B35 hiicreleri i¢in ise DMEM (4,5 g/L glikoz) besi ortamu,
%10 FBS ve %0,1 Penisilin-Streptomisin (v/v) kullanilmis ve hiicreler 1000 rpm degerinde
5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifigasyonla c¢oktiiriilen hiicrelerin siipernatantlari
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti homojenize edilmistir. Serumlu besi ortammin ilave
edilmesiyle elde edilen hiicre siispansiyonu 75 cm? kiiltiir kabma alinarak 37°C’ de %5
CO?’li inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir ve her iki giinde bir besi ortamlari
degistirilmistir. Farkli olarak PC12 hiicreleri kollajen kapli kiiltiir kaplarinda kiiltiir

edilmistir. Doku kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler, ters 151k mikroskobunda incelenerek,
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hiicrelerin %70 oraninda yiizeyi kapladigi goriildiigli zaman hiicreler pasajlanmistir. Farkli

pasajlardaki hiicreler sivi azot ortaminda ileriki deneylerde kullanilmak tizere saklanmistir.

3.2.4. Sinir Biiyiime Faktorii ve Elektriksel Uyarimin Aksonal Uzamaya Etkisi
3.2.4.1. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF) Konsantrasyonunun EtKisi

NGF’nin aksonal uzamaya etkisi i¢in iki farkli konsantrasyon (50 ng/mL ve 100 ng/mL)
secilmistir. PC12 hiicreleri (P/3), 3x10° hiicre/cm? ve B35 hiicreleri (P/23) ise 1x10*
hiicre/cm? yogunlugunda 6 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarma ekilmistir. Hiicrelerin 24 saatlik
inkiibasyondan sonra farkli konsantrasyonlardaki NGF ¢ozeltisi kiiltiir ortamina eklenerek,
PC12 hiicrelerinin 6 giin boyunca; B35 hiicrelerinin ise 4 giin boyunca kiiltiirli saglanmistir.

Kontrol grubuna ise NGF eklenmemistir.

3.2.4.2. Doku Iskelelerinde NGF Uyariminin Etkisi

PU nanofiberler ve altin nanopartikiiller ile modifiye edilmis PU nanofiberler (AuNPs/PU)
UV ile sterilize edildikten sonra pasaj sayis1 3 olan PC12 hiicreleri, 3x10° hiicre/cm?
yogunlugunda doku iskeleleri iizerine ekilmistir. B35 hiicreleri (P/23) ise 1x10* hiicre/cm?
yogunlugunda ekilmistir. NGF konsantrasyonu PC12 hiicreleri i¢cin 50 ng/mL ve B35
hiicreleri i¢in 100 ng/mL olarak kiiltiir ortamina uygulanmistir. NGF uygulanmayan 6rnekler

ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.4.3. Doku Iskelelerinde NGF ve Elektriksel Uyarimin Sinerjik Etkisi

Kiiltiir ortamina elektriksel uyarim i¢in Sekil 3.2 ve 3.3’de verilen bilgisayar kontrollii bir
biyoreaktor sistemi kullanilmistir. Bu sistem, kiiltiir boyunca elektriksel pulsun frekans ve
genligi elektronik olarak bir yazilim tarafindan kontrol edilen, kare dalga formunda bir

uyarim saglamaktadir.

UV steril altin nanopartikiiller ile modifiye edilmis AuNPs/PU nanofiberler reaktoriin i¢ine
yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Farklilastirmadan 6nce néritsiz olan ve farklilastirici etkisiyle
B35’lere kiyasla daha uzun noritlere sahip olma yeteneginde olan PCI2 hiicreleri
kullanilmustir. PC12 hiicreleri (P/3), 3x10° hiicre/cm? yogunlugunda doku iskeleleri iizerine
ekilerek 1 glin boyunca kiiltiir edilmistir. 24 Saatlik baslangi¢ periyodundan sonra hiicrelere
uyarici faktorler uygulanmistir. NGF (50 ng/mL) ile birlikte inkiibasyon siiresince giinde 1
saat siireyle 100 mV, 100 Hz frekansta ve kare dalga formunda gerilim uygulanmistir.
Hiicrelerin inkiibasyonun 4. giiniinde Ornekler biyoreaktor ortamindan ¢ikarilarak,
farklilagmalar1 incelenmistir. Farklilastirici stimiilasyonlarin uygulandig: hiicreler diisiik

serumlu (%2 Fetal Sigir Serum) besi ortami icerisinde inkiibe edilmistir.
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Sekil 3. 3. Biyoreaktor sistemine ait goriintiiler

3.2.5. Hiicre Farkhlasmasinin Karakterizasyonu

3.2.5.1. Hiicre Davramislarinin SEM ile incelenmesi

Hiicrelerin morfoloji ve boyutlar1 SEM goriintiilemeyle incelenmistir. SEM protokolii
uygulanacak ornekler, 30 saniye Ca™ Mg icermeyen PBS ile yikanmistir. Daha sonra
ornekler %2,5 (w/v) glutaraldehit ¢ozeltisi icerisinde 30 dakika bekletilerek fikse edilmistir.
Fiksasyondan sonra ornekler 3 defa PBS ile yikandiktan sonra artan derecelerdeki alkol
serilerinde (%25 etanol, %50 etanol, %70 etanol, %75 etanol, %90 etanol, %95 etanol) 10’ar
dakika bekletilmislerdir. Daha sonra hekzametildisilazan (HMDS) ¢o6zeltisinde 10 dakika
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bekletilmelerinin ardindan, 6rnekler kurumalari i¢in oda sicakliginda 30 dakika tutulmustur.
Kuruma tamamlandiktan sonra oOrnekler +4°C’de saklanmig ve taramali elektron

mikroskobunda incelenmistir.

3.2.5.2. Hiicrelerde Aksonal Uzamanin immiinofloresan Incelenmesi

Hiicrelerin besi ortam pipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra Ca™?, Mg*? iceren PBS ile 2
kez yikama yapilmistir. Ornekler %0,7’lik glutaraldehit ¢ozeltisi 10 dakika boyunca
calkalayicida tutularak fikse edilmistir. Siirenin sonunda glutaraldehit ¢d6zeltisi
uzaklastirilmis ve Ca*? Mg™ iceren PBS ile 2 defa yikanmustir. Glutaraldehitten gelen
aldehitlerin uzaklastirilmas1 amaciyla ornekler 50 mM NH4Cl i1le 7 dakika boyunca
calkalayicida tutularak muamele edilmistir. Gegirgenlik basamagi olarak %0,2’lik PBS
triton x-100 eklenerek 5 dakika calkalayicida inkiibe edilmis ve bu islem tekrarlanmistir.
Daha sonra Ca*™?, Mg"? icermeyen PBS ile 1-2 dakika yikama yapilmistir. Antikor ¢dzeltisi
icin 6,6 uM konsantrasyonda 1:50 seyreltme oraninda Alexa Fluor 488 phalloidin aktin
filament boyama antikoru ve 1:500 seyreltmede 10 uM konsantrasyonda DAPI antikor
%1°lik BSA’l1 PBS c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Karanlik ve nemli odacik icerisine
alman ornekler iizerine hazirlanan antikor ¢ozeltisi eklenerek 40 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siirenin sonunda &rnekler Ca*> Mg*? icermeyen PBS ile 10 dakika
bekletilerek yikanmis ve 3 defa bu islem tekrarlanmistir. Lamlar iizerine kapatma ortami
konulduktan sonra hiicre ekili lameller lamlarin tizerine yerlestirilmistir. Karanlik odaciga
almman hiicreli yiizeyler oda sicakliginda 1 gece bekletilmelerini takiben +4 °C’ye alinmis ve
floresan mikroskop ile incelenmistir. Hiicrelerde norit uzunluklar1 aksonlarin u¢ kismindan,
hiicre govdesi-norit (akson) baslangici arasindaki baglant1 noktasia kadar ¢izgisel uzaklik

ile ImageJ programi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Altin Nanopartikiillerin Sentezi

Turkevich metodunda aurik kloriiriin trisodyum sitrat indirgenmesi ile yaklagik 20 nm

capinda cekirdek altin nanopartikiiller tiretilmistir.
2HAuCl4 + 3C¢HgO7 (sitrik asit) — 2Au + 3CsHeOs (3-ketoglutarik asit) + 8HC1 + 3CO»

Turkevich metodu kullanilarak elde edilen ¢ekirdek altin nanopartikiillerin ortalama gap1 20
nm, polidispersite indeksi (PDI) 0,046, zeta potansiyeli -14,6 mV olarak bulunmustur
(Cizelge 4.1). Perrault metodu (cekirdek-biiyiitme) kullanarak biiyiitiilen altin
nanopartikiillerin (AuNPs) polidispersite indeksi (PDI) 0,070, zeta potansiyeli -30,3 mV ve
ortalama partikiil biiylikliigi 50 nm olarak bulunmustur. Her iki yontemle sentezlenmis
nanopartikiillerin dar boyut dagiliminda (Sekil 4.1 ve 4.2) yani diisiik polidispersitede olmasi
uniform olarak elde edildiklerini gostermektedir. Ancak ortalama 50 nm c¢apa sahip
AuNPs’lerin siispansiyonda daha kararli olduklar1 gézlenmis olup partikiillerin zeta

potansiyel degeri de (-30,3 mV) bunu dogrulamaktadir.

Cizelge 4.1. Altin nanopartikiillerin 6zellikleri

Partikiil ¢cap1 PDI Zeta Potansiyel
(nm) (mV)
Turkevich Metodu 20 0,046 -14.6
Perrault Metodu 50 0,070 -30,3

Yogunluga Kars1 Boyut Dagilimi Grafigi
25y (e s A

20 o e

Yogunluk (%)

Boyut (d. nm)

Sekil 4.1. Turkevich metodu ile iiretilen ¢ekirdek altin nanopartikiillerin (20 nm) boyut
dagilimi grafigi
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Sekil 4.2. Perrault metodunda ile iiretilen altin nanopartikiillerin (50 nm) boyut dagilimi
grafigi

TEM goriintiilerinde altin nanopartikiillerin ¢ogunlukla kiiresel morfolojide oldugu
goriilmistiir. Turkevich metoduyla sentezlenen altin nanopartikiillerin TEM goriintiileri
Sekil 4.3°de, Perrault metoduyla tiretilen AuNPs’lerin TEM goriintiileri ise Sekil 4.4’de

verilmistir. Sekil 4.5’te ise ortalama 20 nm ve 50 nm c¢apindaki altin nanopartikiillerin

cevresel SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4. 3. Cekirdek altin nanopartikiillerin TEM goriintiileri, (A) 100 nm skala, (B) 50
skala
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Sekil 4. 4. Cekirdek-biiyiitme metoduyla iiretilen AuNPs’lerin TEM goriintiileri (A) uzak
goriintii, (B) yakin goriintii

Sekil 4. 5. Altin nanopartikiillerin ESEM goriintiileri, (A) 20 nm ve (B) 50 nm AuNPs

4.2.Elektroegirilmis Doku Iskeleleri

Bombyx mori tirtillarinin kozalarindan elde edilen protein bazli ipek fibroin biyopolimeri,
essiz mekanik oOzellikleri, biyouyumlulugu, yavas proteolitik biyobozunma profili ve
islenebilirligi ile doku miihendisligi uygulamalarmnin gelistirilmesinde doku iskelesi
materyali olarak olduk¢a dikkat c¢ekicidir [47, 57-59]. Cerrahi ve doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢cin FDA tarafindan onaylanmis olan ipek fibroin, yapisinda hiicre adezyonu,
migrasyonu ve proliferasyonunu tesvik eden RGD sekanslarindan olusan peptidler igerir [57,
59, 60]. Ayrica literatiirde ipek fibroin sinir kondiiitlerinin periferal sinir rejenerasyonu igin
gerekli spesifik hizda bozunabildigi bildirilmistir [25]. Bu tez ¢aligmasinin ilk asamasinda

bu avantajlar1 géz oniine alinarak ipek fibroin tercih edilmistir.
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Nanofiberlerin eldesinde ipek fibroin konsantrasyonunun fiber olusumunda kritik oldugu
bilinmektedir. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, %39 (w/v) gibi yiliksek
konsantrasyonlarda ¢ozelti kullanimmin, fiberlerin toplayiciya ulsmasindan 6nce ¢oziicliniin
yavas buharlasmasina bagli olarak diizensiz ve kivrik bigcimde olmasina neden

olabileceginden bahsetmiglerdir [46].

Fiber formasyonunu etkileyen proses degiskenleri; kullanilan elektrik potansiyeli
biiylikliigii, polimer ¢ozeltisinin akis hizi, kapiller ucu ile toplayici arasindaki uzakliktir.
Artan elektriksel potansiyelin etkisi, ¢ozeltinin yiizey geriliminin asilmasinda etkili olup,
yiiksek degerlerde fiber jetinde damlaciklar olusturarak, fiber uzantilar1 boyunca, ipek
makromolekiilleri arasindaki etkilesimi azaltan boncuk olusumuna sebep olabilir. Ayrica
artan elektrik potansiyeli ¢oziicliniin buharlagmasi i¢in gereken zamani kisaltarak daha fazla
oranda kivrik bi¢cimde fiber yapilarinin olusumuyla da sonuglanabilir. Genel olarak artan
voltaj degerleri fiber capinda artigla sonu¢lanmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
kapiller ucu ile toplayici arasindaki uzaklik arttiinda ise fiber ¢apinda azalis goriildiigi
belirtilmistir. Polimer c¢0Ozeltisinin akis hizi, spineretin ucundaki c¢ozeltinin hacmini
dogrudan etkiyerek siirekli fiber jeti olusumu agisindan 6nem arz eden Taylor konisinin
seklini etkiler. Ortamin sicaklik ve nemlilik degerleri de elektroegirmeyi etkileyen cevresel

etkenlerdir.

Bu calismada, ipek fibroin nanofiberlerin eldesi, elektroegirme teknigi ile ipek fibroin (%20
w/v) ¢ozeltisi kullanilarak 0,42 mL/h akis hizinda, 13 cm toplayici mesafesinde ve 17-20 kV
arasinda voltajlar uygulanarak saglanmis ve fibroinin kararli hale gecirilmesi igin
glutaraldehit buharinda muamele ederek ¢apraz baglanmistir. Sekil 4.6°da elde edilen ipek
fibroin nanofibroz ylizeylere ait SEM goriintiileri verilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda,
cozelti konsantrasyonunun egrilebilirligi, fiber capinda ve yapinin homojenitesinde etkili
oldugu goriilmiistiir. ipek fibroin nanofiber eldesi icin %20 (w/v) ¢ zelti konsantrasyonunun
uygun oldugu ve kullanilan diger elektroegirme parametreleri ile birlikte diizgiin, uniform,
boncuksuz fiber iiretimi saglanmistir. Bu konsantasyonda ortalama 607 + 71 nm ¢apa sahip
fiberler elde edilmistir. Farkli ¢oziicii kullanimin fiber ¢aplarini degistirdigi literatiirde

bildirilmistir [46].
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Sekil 4. 6. Ipek fibroin nanofiberlerin SEM gériintiileri (A) 2500x, (B) 20000x

Yonlendirilmis nanofiberlerin, doner toplayicilar, metal ¢ergeveler, desenli elektrotlar, akan
su banyolar1 ve manyetik alan destekli elektrotlar yardimiyla eldesi miimkiindiir.
Yonlendirilmis fiber doku iskeleleri, istenilen anizotropide hiicrelerin gelisimine kilavuzluk
etmeleri acisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla yonlendirilmis nanofiberlerin iiretimi i¢in

toplayici sistem olarak iki adet paralel bakir plaka elektroegirme sistemine uyarlanmistir.

Altin nanopartikiiller, doku iskeleleri yapilarina matriks iletkenliginin ve hiicreler arasi
elektriksel sinyal iletiminin artirilmasi amaciyla eklenmektedir. Son ¢aligmalarda doku
iskelesi yapilarma altin nanopartikiiller gibi inorganik yapilarin katilmasmnin materyalin
adezif ve mekanik Ozelliklerinin etkilenmesi ile hiicre ydnlendirilmesi i¢in anahtar rol
oynayacagi onerilmistir [8]. Bu ¢alismada ylizey topografisinin hiicre yonlenmesini tesviki
icin yonlendirilmis fiberlere basit bir yaklasimla altin nanopartikiillerin immobilizasyonu ile
altin nanopartikiillii fibr6z doku iskelelerinin eldesi ¢alisilmistir. Ancak islenebilirligi zor
dogal bir polimer olan ipek fibroin ile yonlendirilmis nanofiberlerin eldesi saglanamamastir.
Sekil 4.7°de altin nanopartikiillerin elektrostatik etkilesim araciligiyla dekore edildigi ipek
fibroin yiizeylerin SEM goriintiisii  verilmistir. Elektroegirme ve karakterizasyon
calismalarinin sonucunda rastgele yonelimli fibroin nanofiberler elde edildigi goriilmiistiir.
Literatiirde, ipek nanofiberlerin elektroegirme teknigi ile diisiik kristalinite ve mekanik
degerlerde {iretilebilmelerinden dolay1 toplayici lizerinde genellikle diizensiz dizilimli
ylizeyler halinde elde edildigi bildirilmistir [61]. Sonug olarak, yonlendirilmis fiberlerin
aksonal gelisimine katkilar1 bilindiginden egirebilirligi iy1 bilinen sentetik bir polimer olan

poliiiretan ile yonlendirilmis nanofiberlerin eldesi ¢alismalarma devam edilmistir.

37



Sekil 4. 7. AuNPs/Fibroin nanofiberlerin SEM goriintiileri (A) AuNPs/Fibroin nanofiberler
(10000x) ve (B) AuNPs/Fibroin nanofiberler (60000x)

Elektroegirme diizeneginde yiiksek yiizey yiikiine sahip polimer jetinin karmasik olarak
biikiilmesi diiz bir toplayici lizerinde nanofiberlerin rastgele diizende toplanmasina sebep
olur. Toplayici olarak paralel levhalar arasindaki boslugun kullanildig1 elektroegirme
diizeneginde yonlendirilmis nanofiberler tiretilebilmektedir. Bu yontemde elektriksel olarak
iletken olan substratlarin arasindaki iletken olmayan kisima fiberler dizilmektedir.
Elektroegirilmis fiberlerdeki yiik, toplanan fiberler arasindaki birbirini itme etkisi
olusturarak, fiberlerin hizalanmis sekilde toplanmasini saglamaktadir. Paralel levhalar
yardimiyla yonlendirilmis fiberler, kolaylikla diger kati1 subtratlar iizerine transfer
edilebilmektedir. Bu ¢alismada, %8 (w/v) poliiretan ¢ozeltisi tetrahidrofuran/

dimetilformamid (60:40 v/v) igerisinde hazirlanarak elektroegirilmistir.

Toplayici olarak 1,8 cm aralikla yerlestirilmis iki adet paralel levha, siringa ignesi ucuyla
toplayict aras1 uzaklik 17 cm, enjeksiyon hiz1 0,48 mL/h ve egirme voltajimin 17 kV oldugu
elektroegirme kosullarinda yonlendirilmis poliliretan nanofiberler elde edilmistir. Fiber
morfolojisi ve ¢aplart SEM goriintiileri ile analiz edilmistir. Sekil 4.8’de izlenecegi gibi
boncuksuz, homojen diizgiin yap1li, yonlendirilmis ve ortalama 519 + 56 nm capa sahip olan
poliiiretan nanofiberler basariyla elde edilmistir. Tezin bundan sonraki agamalarinda
poliiiretan fiberlerin kullanilmasina karar verilmistir. Tezin ileriki arastirmalarinda bu

derisimdeki yonlendirilmis nanofiberler “PU” olarak anilacaktur.
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Sekil 4. 8. Yonlendirilmis PU nanofiberlerin SEM goriintiileri; (A) 10000x objektif
biiytlitmesi, (B) 20000x objektif biiylitmesi, (C) 5000x objektif biiyiitmesi ve (D) 20000x
objektif biiylitmesi

Nanopartikiillerle yiizeylerin kaplanmasinda yasanan en biiyiikk problemlerinden birisi
nanopartikiillerin agregasyonudur. Altin nanopartikiillerin agregasyonu, nanopartikiillerin
boyutlara bagh fiziksel ve kimyasal niteliklerini kaybetmelerine neden olmaktadir [52].
Altin nanopartikiillerin kolloidal ¢6zeltilerinden kat1 polimerik fiber yiizeyler {izerine agrege
olmadan dekore edilmesi icin PEI ve PLL olmak {izere iki farkli katyonik polimer
kullanilmstir.

Bu amagla yonlendirilmis PU nanofiberler 48 saat boyunca katyonik PEI ¢ozeltisinin
icerisinde bekletilerek, Turkevich ve ¢ekirdek-biiylitme metodlariyla elde edilen 20 nm ve
50 nm boyutlarindaki negatif yiiklii altin nanopartikiiller, PEI kapl ile nanofiberler ile 24
saat siiresince etkilestirilmistir. Sekil 4.9°da PEI (pH 7.4) aracilig ile etkilestirilmis altin

nanopartikiillerle kapli yonlendirilmis PU nanofiberlerin SEM goriintiileri verilmistir.
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Altin nanopartikiillerle kapl fiberler incelendiginde, 20 nm boyutundaki nanopartikiillerin
fiber yiizeylerine homojen olarak kaplanmadigi, ¢ozeltide kararli olmadig1 i¢in ¢okerek
fiziksel sekil ve boyutlarmi kaybettigi goriilmiistiir. Bu durumun aksine, 50 nm boyutundaki
partikiillerin 6zelliklerini korudugu ve fiber yiizeylerine homojen olarak kaplandigi
gozlenmistir. Literatiirdeki calismalarda, ¢ekirdeklenme ve biiylime proseslerinin farkli
zamanlarda gergeklestirmesi stratejisine dayali olan “cekirdek-biiyiitme” teknigi ile Au*
iyonlarinin sitratla indirgenmesine kiyasla daha kararli ve iy1 morfolojik 6zelliklere sahip
altin nanopartikiillerin elde edildigi ifade edilmistir [62]. Bu nedenle fiberlerin 50 nm

boyutundaki altin nanopartikiiller ile dekore edilmesine karar verilmistir.

Altin nanopartikiillerin ylizeye immobilizasyon isleminde PEI’ye alternatif olarak katyonik

bir polimer olan PLL ile ¢alismalar tekrarlanmistir.
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Sekil 4. 9. PEI aracilig1 ile AuNPs immobilize edilmis PU fiberlerin SEM goriintiileri;
(A) 20 nm altin nanopartikiil 5000x, (B) 20 nm altin nanopartikiil, 20000x,
(C) 20 nm altin nanopartikiil, 60000x, (D) 50 nm AuNPs, 5000x,
(E) 50 nm AuNPs, 20000x, (F) 50 nm AuNPs, 60000x
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Katyonik PLL, altin nanopartikiillerin yiizeylere immobilize edilmesinde baglayic1 gorevi
gorebilen bir polimerdir. Cok sayida amin (-NH») grubu igeren PLL zincirlerinde altin
nanopartikiillerle kendiliginden etkilesme yeteneginde oldugundan baglayici ajan olarak
kullanilmaktadir. Negatif yiiklii altin nanopartikiiller PLL {izerindeki pozitif ytklii
ylizeylerle elektrostatik olarak etkilesmektedir [52, 63, 64]. Yiizeylerin, katyonik PLL
araciliiyla altin nanopartikiillerle kaplanmasi sensor ¢alismalarinda kullanilmis olup, heniiz

nanofiberlere uygulanmamastir.

Bu amacla, PLL (0,05 mg/mL) ¢ozeltisi igerisinde 48 saat boyunca pozitif yiizey yiikii ile
kaplanan nanofiberler, daha sonra 50 nm boyutundaki altin nanopartikiillerle 24 saat
etkilestirilmis ve AuNPs dekore nanofiberler elde edilmistir. Sekil 4.11°da goriildigi gibi
PLL ile altin nanopartikiiller homojen olarak PU fiberler {izerine dizilimi
gergeklestirilmistir. PLL polimeri araciligiyla yapilan c¢aligmalarda PEI ile yapilan
calismalara kiyasla fiber yiizeylerinde homojen ve yogun nanopartikiil dizilimi saglanmastir.
Her iki polimerin yapilarinda -NH> gruplarina sahip olmalarina ragmen altin nanopartikiil
immobilizasyonunda farklilik gdstermesinin stereokimyasal farkliliklarindan ve hidrofilik
ozellikteki PLL nin oldukga serbest amino gruba sahip olmasindan dolay1 PEI’ye kiyasla
altin nanopartikiillerle daha kolay etkilesmis olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
PEI ve PLL’ nin kimyasal yapilar1 Sekil 4.10°da verilmistir. Literatiirde altin nanopartikiil
kaplamanmn kalinligi ve homojenitesinin kullanilan polikatyonun cinsine bagli oldugu

bildirilmistir [52].
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Sekil 4. 10. PLL ve PEI’nin kimyasal yapilari; (A) PLL ve (B) PEL
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Sekil 4. 11. PLL aracilig1 ile AuNPs immobilize edilmis PU fiberlerin SEM goriintiileri;
(A) 1000x objektif biiyiitmesi, (B) 10000x objektif bliylitme (AuNPs, 50 nm)

4.2.1. Doku iskelelerinin Ozellikleri

Poliiiretan nanofiberlerin karakterizasyonu i¢in ATR-FTIR, kontakt agis1 6l¢timii ve indirekt
sitotoksisite testi ile gerceklestirilmistir. PU-PLL ve AuNPs/PU yapilarinin Sekil 4.12°de
goriilen ATR-FTIR analizi sonucunda poliiretanin FTIR sonucuna paralel pikler
gdzlenmistir. N-H genis gerilme titresimi 2935-2858 cm™ bolgesinde; CH, gerilimi ile
iliskili orta siddette pikler 1455-1400 cm™ bdlgelerinde; aromatik CH titresimlerinin
frekanslar1 787 cm™’de gériilen poliiiretanin karakteristik bantlaridir. Poliiiretan polimerin
FTIR spektrumunda karbamat (R-O-C(=0O)-NHR) icerisindeki C=0 bagmm giicli
gerilmesiyle iliskili olarak 1732 cm™! bolgesinde giiglii absorbsiyon piki goriiliir. Alkil eterin
karakteristik bantlar1 C-O-C 1250 cm’ bolgesinde gdzlenmistir. Ayrica PU-PLL
spektrumunda PU’dan farkli olarak 3100-3200 cm™ bolgelerinde poli-L-lizin’in dar -NH;

primer amit titresimleri gézlenmistir.
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Sekil 4.12. Poliiiretan nanofiberlerin ATR-FTIR Spektrumu

Nanofiber ylizeylerin temas agist Ol¢iim degerleri ve goriintiileri Sekil 4.13’te verilmistir.
PU fiberlerin temas agis1 155,9° +8,6 derece olarak hesaplanmustir. Kullanilan Carothane®
alifatik termoplastik poliliretanin temas agis1 6l¢iimleri literatiirde 125° olarak belirtilmistir.
Yapinin fiber formunda olmas: ve yiizey piiriizliiliigiiniin artmasina bagli olarak ylizey temas

acisinin arttig1 Sirivisoot ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada da belirtilmistir [65].

Ornek Gruplan PU-PLL AuNP/PU
Temas Acis1 Degerleri 155,948,6 116,3%£1,5 107,0£1.4
e

Temas Acis1 Gortintiileri L I

Sekil 4.13. Poliiiretan nanofiber 6rneklerinin yiizey temas agis1 degerleri ve goriintiileri

PLL kapl fiber doku iskelelerinin temas ag¢i degeri ise (PU-PLL); 116,3° = 1,5 olarak
bulunmustur. Polikatyonik bir polimer olan PLL yapisinda hidrofilik amino gruplarna sahip
olmasinda dolay1 temas ag1 degeri diismiistiir. FTIR sonuglarmda da 3100-3300 cm’
bolgesinde varligi gosterilen amino gruplar1 sayesinde fiber yapilarinin ylizey
hidrofobisitesinde azalma meydana gelmistir. PLL kaplamadan sonra fiber yiizeylerine
elektrostatik olarak altin nanopartikiillerin immobilizasyonu iiretilen AuNPs/PU fiber
ylizeyleri i¢in temas agis1 degeri ise; 107,0° £ 1,4 olarak bulunmustur. Negatif yiikli altin

nanopartikiillerin AuNPs/PU fiber yiizeylerinin temas agismni diislirdiigii goriilmiistiir. Sonug
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olarak PU, PU-PLL ve AuNPs/PU fiber doku iskelesi yapilar, yiizey islanabilirlik degerleri
acisinda karsilastirildiginda, veriler poliiiretanin hidrofobik karakterinde azalma meydana

geldigini, ancak tiim 6rnek gruplarmin hidrofobik yapida oldugunu gostermistir.

PU ve AuNPs/PU nanofiberlerin sitotoksisite testi ISO 10993-5:2009(E) standardina gore
indirekt MTT yapilarak degerlendirilmis, sonuglar1 hiicre canliligi (%) grafigi halinde Sekil
4.14’te sunulmustur. Yapilan MTT sitotoksisite testi sonucunda nanofiber yapilariyla inkiibe
edilmis besi ortamiyla muamele edilmemis hiicreler negatif kontrol grubunu ve %10 DMSO
ile muamele edilmis hiicreler ise pozitif kontrol grubunu olusturmustur. Negatif kontrol
grubundaki hiicrelerin canlilig1 %100 kabul edilmistir. PU nanofiberlerle inkiibe edilmis besi
ortamiyla muamele edilenlerin %94 olarak hesaplanan hiicre canlilig1 bu grubun oldukga
biyouyumlu oldugunu ifade etmektedir. Diger taraftan, AuNPs/PU nanofiberlerle muamele
edilenlerin %84 olarak bulunan canlilik orani, negatif kontrol grubuna kiyasla %16 oraninda
daha diisiik olmasina ragmen biyouyumluluk smirlarinda oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak,
nanofiberlerle inkiibe edilen besi ortamiyla muamele edilenlerin hiicre canlilig1 oranlarina
bakildiginda canlilik oranlarmin oldukga iyi oldugu, nanofiberlerin hiicrelere herhangi bir

sitotoksik etki gostermedigi ve biyouyumlu olduklari sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4. 14. PU ve AuNPs nanofiberlerin hiicre canliligma etkisi
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4.3. Doku Iskelesi -Hiicre Etkilesimleri

Hiicre-biyomalzeme etkilesimi farkli faktorlerin kombine etkilerinden olusur. Bu
etkilesimin ilk unsuru ise, hiicrenin yiizeylere tutunmasi ve yayilmasidir. Yiizeyin kimyasal
kompozisyonu, yiizey kimyasinin bir yansimasi olan ylizey 1slanabilirligi degeri ve ylizeyin
puriizliiliigii hiicrelerin yanitinda etkili en 6nemli parametrelerdir. Pek ¢ok calismada
yiizeyin hidrofilik 6zelliginin artmasinin hiicre tutunmasi ve yayilmasini artirdigi sdylense
de baz1 ¢aligmalarda hiicrelerin hidrofobik veya ara temas agilarindaki yiizeylere ¢ok fazla

oranda tutundugu ve ¢ogaldigindan bahsedilmektedir [66].

Hiicre gelisimine kilavuzluk eden doku iskelelerinin tasarimi, bu malzemelerin sinir
kilavuzu olan kondiiit materyali olarak kullanimlar1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Sinir doku
mithendisliginde doku iskeleleri, hiicreleri mekanik desteklenmesinin yaninda, ylizey
topografisi agisindan uygun yonde organizasyonlar1 i¢in oldukga kritiktir. Yiizey topografisi,
yiizeyin adezif 6zelliklerinden bagimsiz olarak hiicrelerin yiizeylerle fiziksel etkilesimi i¢in
gerekli ipuclarini saglar. Nanofiber doku iskelelerinin sagladig: yiliksek yiizey alani-hacim

orani hiicre adezyonu ve proliferasyonu i¢in gerekli kosullarin olusmasinda etkilidir [67].

Kimyasal ve mekanik 6zelliklerin yaninda yiizey enerjisi gibi fiziksel 6zellikler hiicre
farklilagsmas1 gibi fonksiyonlar1 etkilemektedir. Bu tez calismasinda dogal bir polimer olan
ipek fibroin ve hidrofobik ve rahatlikla islenebilme 6zelliginde alifatik polikarbonat bazli

termoplastik poliliretan nanofiber eldesi amaciyla kullanilmistir.

Sinir rejenerasyonu proksimal uctan distal uca tek yonde gergeklestiginden, rejenere olan
aksonlarin istenilen yonde hareketi i¢in yOnlendirilmis nanofiber doku iskelelerinin
kullanim1 6nem arz etmektedir. Yonlendirmenin hiicre gelisimine daha iyi kilavuzluk ettigi
ve norit uzamasmin yonlendirmis fiberler lizerinde daha fazla oldugu literatiirdeki
calismalarda bahsedilmistir [67]. Paralel levhalar araciliiyla elektroegirilen ipek fibroinin
nanofiber yoOnlenmesinin basarilamamasima karsilik, islenebilirligi daha kolay olan
poliliretan ile yOnlendirilmis nanofiberler elde edilmistir. Poliiiretanin yOnlendirilmis
nanofiberler halinde islenmelerinin ardindan, ylizeylere PLL kaplama ve altin
immobilizasyonu yapilarak ylizeylerin hidrofilisiteleri artirilmistir.  Ayrica hiicre
tutunmasinda etkili olan piiriizliiliik degeri polimerin nanofiberler halinde islenmesi ve altin
nanopartikiillerle desenlenmesi ile arttirilmistir. Literatiirdeki c¢aligmalardan, yilizey
puriizliiliigiiniic  artran uygulamalarin hiicrelerin daha 1yi tutunmalarim sagladigi
bilinmektedir [66]. Bu durum, yiizey topografisinin hiicreler i¢in essiz bir biyokimyasal

mikrogevre olusturmasina dayandirilmaktadir.
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Bu tez c¢alismasinda fiberler tizerindeki hiicre davranislarinin incelenmesi ve
farklilastirilmasi ¢alismalar: i¢in PC12 ve B35 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sekil 4.15°te
kollajen kapli polistiren yiizeylere tutunan PC12 hiicrelerinin ve polistiren yiizeylere
kolaylikla tutunan B35 hiicrelerinin 1s1k mikroskobu goriintiileri verilmistir. PC12 hiicre
hatti, sigan adrenal bezinin medulla kismindaki néroendokrin tiimor hiicreleri olan
feokromasitomadan tiirevli hiicrelerdir. Agregatlar seklinde biiylime egiliminde olan PC12
hiicrelerinin yiizeylere tutunmasi olduk¢a zorludur [51]. Bu hiicreler, kollajen ve PLL kapl
yiizeylere tutunma Ozelligindedirler [68]. PC12 hiicrelerinin uyarict faktorler altinda
cogalmay1 durdurup farklilagsma yoluna gittikleri bilinmektedir. Farklilasan hiicreler ise
diizleserek, uzunlamasma yayilarak ndron-benzeri dallanmalar gostermekte ve bu etkiyle
norit yapilart uzamaktadir [69]. Higbir farklilagtirici uyarim altinda kalmadiklarinda,
yuvarlak sekilli olan ve herhangi bir sitoplazmik uzantiya sahip olmayan PC12 hiicrelerinin
bu yanitlari, néronal farklilasma i¢in model hiicre hatt1 olarak kullanilmalarini saglamaktadir
[70]. Sican sinir sistemi orijinli tiimor hiicre hatt1 olan B35 ndroblastoma hiicreleri ise sinir
metabolizmasi, sinir doku fizyolojisi, aksonal biiyiime, farklilasma ve sinir hastaliklari

patolojisi ¢aligmalarinda model olarak kullanilan bir hiicre tipidir [71, 72].

5

Sekil 4. 15. PC12 ve B35 hiicrelerinin 4.giin 151k mikroskobu goriintiileri, 10x objektif
biiylitmesi (A) PC12 hiicreleri ve (B) B35 hiicreleri.

Bu tez ¢aligmasinin ilk asamalarinda tercih edilen ipek fibroin, biyouyumlulugu ve kontrol
edilebilir bozunma hizi ile dikkat ¢eken bir biyomalzemedir. Ancak dogal ipek fibroinin
islenme zorlugu yonlenmis nanofiber eldesini kisitladigindan bu tez ¢aligmasinda
yonlendirme denemeleri basarili olmamustir. ipek fibroin, AuNPs/Fibroin, yonlendirilmis

AuNPs/PU ve PU nanofiberler ile hiicre etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢cin PC12
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hiicreleri ile calisilmistir. Nanofiber ylizeylerin hiicre adezyonuna etkisi SEM ile

arastirilmstir.

Ipek fibroin ve PU nanofiberler iizerine ekili PC12 hiicrelerinin nanofiberlere tutundugu
ancak yonlendirilmis AuNPs/PU ve PU nanofiberler lizerinde daha fazla hiicre uzantilarmnin
olustugu ve bu uzantilarin fiberler dogrultusunda yonlendigi goriilmiistiir. Sekil 4.16 fibroin
nanofiberler lizerindeki hiicreleri gosterirken; Sekil 4.17 PLL kaplandiktan sonra AuNPs
immobilize edilen fibroin yiizeylerde, Sekil 4.18 yonlendirilmis PU nanofiberlerin iizerinde,
Sekil 4.19 i1se PLL araciligiyla AuNPs immobilize edilen yonlendirilmis AuNPs/PU
nanofiberlerde hiicreleri gostermektedir. Goriintiilerde fiberlerle hiicreler arasinda ag

seklinde hiicre uzantilarmin olustugu gozlenmistir.

Yonlendirilmis PU nanofiber yiizeylerindeki hiicre wuzantilarinin ipek fibroin
nanofiberlerinden daha i1yi olmas1 hiicrelerin fiberler dogrultusunda tutunmaya c¢alisarak
daha fazla aksonal uzanti gelistirmis olabilecekleri diistiniilmiistiir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.18).
Bu nedenle bundan sonraki caligmalarda sadece yonlendirilmis PU nanofiberlerin
kullanilmasina karar verilmistir. Sekil 4.18 ve 4.19°da ise, adezyon kabiliyetleri zayif olan
PC12 hiicrelerinin, altin nanopartikiillerle nanoboyutta desenlenme sonrasinda piiriizliligiin
arttig1 yiizeylerde daha homojen dagilarak tutundugu goriilmiistiir. Altin nanopartikiil
icermeyen PU yiizeylerde ise hiicrelerin agregasyona daha egilimli oldugu ve kiimeler

halinde tutunduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 16. Ipek fibroin nanofiberler iizerinde PC12 hiicrelerinin SEM gériintiileri;
(A) 2500x objektif biiyiitmesi, (B) 10000x objektif biiyiitmesi, (C) 20000x objektif
biiylitmesi
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Sekil 4. 17. AuNPs/fibroin nanofiberler iizerinde PC12’lerin SEM goriintiileri;
(A) 2500%, (B) 10000x, (C) 20000x objektif biiyiitmesi
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Sekil 4. 18. PU nanofiberler lizerinde PC12 hiicrelerinin SEM goriintiileri;
(A) 1000x objektif biiyiitmesi, (B) 2500x objektif biiylitmesi, (C) 5000x objektif

biiylitmesi
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Sekil 4.19. AuNPs/PU nanofiberler iizerinde PC12 hiicrelerinin SEM goriintiileri;
(A) 2500x objektif biiyiitmesi, (B) 10000x objektif bityiitmesi, (C) 20000x objektif
biiylitmesi
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Altin nanopartikiil immobilize edilen ve edilmeyen yonlendirilmis poliiiretan fiberler
tizerindeki iki farkli hiicre hattinin tutunma davranislari 151k mikroskobu goriintiileri alinarak
degerlendirilmistir. Sekil 4.20°da PU ve AuNPs/PU nanofiberler tizerindeki PC12
hiicrelerinin; Sekil 4.21°de ise B35 hiicrelerinin goriintiileri verilmistir. Goriildiigii gibi
PC12 hiicrelerinin, altin nanopartikiil immobilize yiizeylerdeki artmig piiriizliilige bagl
olarak, altinsizlara kiyasla daha homojen dagildiklar1 goriilmistiir. Altinsiz PU fiberlerde
hiicreler, daha agrege kiimeler halinde tutunmuslardir. Bu goriinim SEM goriintiilerini
destekler nitelikte bulunmustur. B35 hiicrelerinin iki farkl: yiizeyler iizerinde tutunmalar1
acisindan 151k mikroskobu goriintiilerinde belirgin bir fark goriilememistir. Bunun nedeninin
B35 hiicrelerinin PC12 hiicrelerine gore adhezyon kabiliyetinin daha iyi olmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Sekil 4. 20. Poliiiretan nanofiberler tizerinde PC12 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri,
4.giin, 10x objektif biiylitmesi; (A) PU ve (B)AuNPs/PU nanofiberler lizerindeki hiicreler

Sekil 4.21. Poliiliretan nanofiberler lizerinde B35 hiicrelerinin mikroskop gortintiileri,
4.giin, 10x objektif biiylitmesi; (A) PU {izerinde B35 hiicreleri, (B) AuNPs/PU {izerinde
B35 hiicreleri
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4.4. Sinir Bilyiime Faktorii (NGF) ve Elektriksel Uyarimin Aksonal Uzamaya Etkisi
4.4.1. NGF Konsantrasyonunun Aksonal Gelisime Etkisi

Doku iskeleleri iizerinde uygulanacak NGF uyarimi i¢in kullanilacak uygun NGF
konsantrasyonu hiicre kiiltliriinde yapilan denemelerle belirlenmistir. Bu amagla, 50 ng/mL
ve 100 ng/mL konsanstrasyonlardaki NGF’nin PC12 ve B35 hiicrelerinin ndrit uzamasina
etkisi incelenmistir. PC12 hiicrelerinin 6 giin boyunca; B35 hiicrelerinin ise 4 giin boyunca

uyarici faktor altinda kiiltiirii saglanmastir.

Norit uzunluklar: aktin filamentlerin antikor boyalamalar1 ile gorsellestirilmistir. Aktin
eksprese eden hiicrelerin Alexafluor488 Phalloidin antikoru ile aktin boyamas1 yapilmistir.
Aktin iceren yapilara entegre olan bu ajan, fikse edilmis PC12 ve B35 hiicrelerinde aktin

dinamiginin gorsellestirilmesini saglamistir [73].

NGF uyarmmmin etkisinin degerlendirilmesi i¢in, noritlerin uzunluklar1 u¢ kisimlarindan
hiicre gdvdesine kadar olan mesafenin 6l¢iilmesiyle bulunmustur. Olgiimlerin sonunda, en
uzun ndrit uzunlugu ortalamasina sahip olan konsantrasyon gruplari, doku iskelesi tizerinde

hiicrelere uygulanmak {izere NGF konsantrasyonu olarak sec¢ilmistir.

NGF stimiilasyonu sonrasi ylizeylerde B35 hiicrelerinin norit uzunluklar1 100 ng/mL
konsantrasyonda ortalama 40,4 = 6,3 um; 50 ng/mL degerinde 22 + 6,4 um; ve kontrol
grubunda 21,5 £ 3,7 um olarak ol¢iilmiistiir. Bu 6lglimlerin sonucunda B35’ler i¢in en
optimize konsantrasyonun 100 ng/mL olduguna karar verilerek, bu konsantrasyon degeri

doku iskelesi lizerindeki hiicrelerin ortamina uygulanmak iizere tagmmustir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli NGF konsantrasyonlarinda B35 hiicrelerinin norit uzunluklari

NGF Konsantrasyonu Norit Uzunlugu (nm)
Kontrol grubu” 21,5+3,7
50 ng/mL 22,0+ 64
100 ng/mL 40,4 +£6,3

*NGF uygulanmayan grup

NGF ile uyarillan PC12 hiicrelerinin norit uzunluklar1 ise 100 ng/mL konsantrasyonda
ortalama 137 = 7 um; 50 ng/mL degerinde 239 + 32 um ve kontrol grubunda 1741 pm olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Buna gore, PC12 hiicreleri i¢in en yiiksek ndrit uzamasini
saglayan konsantrasyon olarak belirlenen 50 ng/mL, doku iskelesi iizerindeki hiicrelere

uygulanmak {izere secilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli NGF konsantrasyonlarinda PC12 hiicrelerinin norit uzunluklari

NGF Konsantrasyonu Norit Uzunlugu (num)
Kontrol grubu” 17 £1,0
50 ng/mL 239 +£32
100 ng/mL 137 +£7,0

*NGF uygulanmayan grup

Sekil 4.22°de iki farkli konsantrasyonda NGF ile farklilagmasi uyarilan yiizeyler iizerindeki
PC12 hiicrelerinin 6 giinliik inkiibasyonlar1 sonrasi alinan immiinofloresan goriintiileri
verilmistir. En fazla sitoplazmik uzanti olusumunun ve aksonal uzamanm 50 ng/mL
konsantrasyonda oldugu goriilmiistiir. Ayn1 konsantrasyonlarda NGF ile uyarilan ylizeyler
iizerindeki B35 hiicrelerinin, 4 giinliik inkiibasyonlar1 sonrasi alman immiinofloresan
gortintiileri  Sekil 4.23’te verilmistir. B35’lerde en 1iyi norit gelisimi 100 ng/mL
konsantrasyonda gerceklesmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda ndérit uzamasinin NGF

konsantrasyonuna bagli oldugu sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4.22. NGF ile uyarilan PC12 hiicrelerinin immiinofloresan goriintiileri, 6.giin, 40x
objektif biiylitmesi; (A) Kontrol (B) 50 ng/mL (C) 100 ng/mL
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Sekil 4.23. NGF ile uyarilan B35 hiicrelerinin immiinofloresan goriintiileri, 4.giin, 40x
objektif biiylitmesi; (A) Kontrol (B) 50 ng/mL (C) 100 ng/mL
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4.4.2. Doku iskelelerinde NGF’nin Aksonal Gelisime Etkisi
Doku iskelelerinde NGF’nin aksonal gelisime etkisinin arastirilmasi i¢in PU ve AuNPs/PU
fiberlerde kiiltiir edilen PC12 hiicrelerine 50 ng/mL NGF ve B35 hiicrelerine 100 ng/mL

NGF uygulanmistir. NGF’nin uygulanmadig1 6rnekler negatif kontrol olarak kullanilmistir.

PU nanofiberler tlizerinde B35 hiicrelerinin ortalama aksonal uzant1 boylar1 kontrol grubu
icin 35+2,6 pm ve NGF uygulananlar i¢in 56£14,4 um bulunmustur. AuNPs/PU iizerindeki
hiicrelerin kontrol grubundaki norit uzunlugu degerleri 37+4,1 um iken; NGF uygulamasi
sonucu 56£10,1 pum degerine yikseldigi gorilmiistir (Cizelge 4.4). Bu sonuglar
dogrultusunda doku iskelelerinde kiiltiir edilen hiicrelerin daha yiiksek norit uzunluklarina
sahip oldugu goriilmiistiir. Diger bir deyisle, NGF’nin aksonal uyarima etkisi doku
iskelelerinde daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun, hiicrelerin yonlenmis fiberler tizerinde

tutunarak uzama egiliminden kaynaklandigi yorumuna varilmistir.

Cizelge 4.4. Doku iskelelerinde NGF uyarimi sonras1 B35 hiicrelerinin norit uzunluklari

NGF Doku Iskelesi Doku Iskelesi Kullanilanlarin Norit
Konsantrasyonu | Kullanilmayanlarin Uzunlugu (um)
Norit Uzunlugu PU AuNPs/PU
] (um)
Konrol grubu 21,5+3,7 35+2,6 37+4,1
50 ng/mL 22,0+ 64 - -
100 ng/mL 40,4 £6,3 56 +£14,4 56 +£10,1

*NGF uygulanmayan grup

Sekil 4.24°te PU doku iskeleleri tizerinde farkli NGF konsantrasyonlarinda B35 hiicrelerinin
4. glin immiinofloresan goriintiileri verilmistir. Morfolojik inceleme sonrasi, hiicrelerin
fiberler dogrultusunda yonlenerek uzadigr goriilmistiir. Mikroskobik goriintiilerde, B35
hiicrelerinin NGF stimiilasyonu ile norit uzunluklarmin arttigi sonucuna ulasilmistir.
Yalnizca NGF uygulamasi1 yapildiginda, beklendigi iizere PU ve AuNPs/PU fiberler
iizerindeki hiicrelerin norit uzunluklar1 agisindan belirgin bir fark bulunmamistir. Daha 6nce
de ifade edildigi gibi, B35’lerin ylizeylere tutunmasi acisindan bu iki grup arasinda farklilik
olmadig1 goriilmiistiir. AuNPs/PU doku iskeleleri iizerinde kontrol ve NGF test grubunda
B35 hiicrelerinin 4. giin immiinofloresan goriintiileri Sekil 4.25°te verilmistir. Altin
nanopartikiil immobilize fiberler iizerinde NGF uyarimi sonucu hiicre davranislart Sekil

4.24’teki hiicrelerle benzer bulunmustur.
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Sekil 4.24. PU doku iskelelerinde B35 hiicrelerinin immunofloresan goriintiileri, 4.giin;
(A) Kontrol grubu 40x, (B) Kontrol grubu, 20x (C) Kontrol grubu, 10x,
(D) 100 ng/mL NGF, 40x, (E) 100 ng/mL NGF, 20x, (F) 100 ng/mL NGF, 10x
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Sekil 4.25. AuNPs/PU doku iskelelerinde B35 hiicrelerinin immiinofloresan goriintiileri,
4.giin; (A) Kontrol grubu, 40x, (B) Kontrol grubu, 20x (C) Kontrol grubu, 4x,
(D) 100 ng/mL NGF, 40x, (E) 100 ng/mL NGF, 20x, (F) 100 ng/mL NGF, 10x
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Sekil 4.26’da PU ve AuNPs/PU nanofiber yiizeyler iizerinde herhangi bir NGF uyarmmina
maruz birakilmayan PCI12 hiicrelerinin aktin boyama sonrasi konfokal goriintiileri
verilmigtir. Kontrol grubu olan bu hiicrelerin noritsiz morfolojileri gdzlenmistir.
AuNPs/fiberler lizerinde yiizey piriizliliigiine bagli olarak hiicrelerin daha homojen

tutunurken, PU fiberlerde agregasyona daha fazla egilimli olduklar1 goriilmiistiir.

Sekil 4.27°de ise AuNPs nanofiberler lizerindeki PC12 hiicrelerinin 50 ng/mL NGF uyarim
sonrasinda hiicrelerin norit uzattiklar1 goriilmektedir. Bu hiicrelerin aksonlar1 fiberler

dogrultusunda yonlenmistir.
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Sekil 4.26. PU ve AuNPs/PU doku iskelelerinde PC12’lerin konfokal mikroskop
goriintiileri, 4.giin, 40x; (A) ve (B) PU {izerindeki hiicreler,
(C) ve (D) AuNPs/PU iizerindeki hiicreler
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Sekil 4.27. AuNPs/PU doku iskelelerinde NGF ile uyarilan PC12’lerin konfokal mikroskop
gorintiileri, 4.giin, 40x
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4.4.3. Doku iskelelerinde NGF ve Elektriksel Uyarimin Aksonal Gelisime Etkisi

Altin nanopartikiillerin yeterli konsantrasyonda nanofiberlere kaplanamamis olmasi
sebebiyle, nanofiberlerde iletkenlik saglanamamistir. Ancak PU fiberlere kiyasla, yiizey
puriizliiligii ve hidrofilisiteyi artirarak, hiicre tutunmasi ve dagiliminda olumlu etki
gostermesi sebebiyle AuNPs/PU fiberlerin kondiiit malzemesi olma potansiyelinin daha
yiiksek oldugu yargisina varilmistir. Bu sebeple yalnizca, AuNPs/PU fiberler iizerindeki

hiicrelere elektrik uygulanmasima karar verilmistir.

Pek cok in vitro ve in vivo ¢alismada elektriksel stimiilasyonun norit uzamasi ve hasarli sinir
uclarmin rejenerasyonunda Onemli oldugu ifade edilmistir. Daha Onceden yapilan
calismalarda, 100 mV elektriksel uyarimmin PCI12 hiicrelerinin farklilagsmasinda etkili
oldugu bildirilmistir [28, 74]. Literatiirde sabit akimla elektriksel stimiilasyon yerine
alternatif akim uygulandiginda hiicre canliliginin daha iyi olduguna dair c¢aligmalar
mevcuttur [51]. Bu nedenle tez ¢alismasinda, sabit akim yerine 100 Hz frekansta kare dalga

formunda elektriksel uyarim uygulanmistir.

Farklilagtirmadan 6nce norit uzatmalar1 gdstermeyen ve uyarici etki sonras1 B35’ lere kiyasla
daha uzun aksonal gelisim gostermeleri sebebiyle, morfolojik gozlemlerin yapilmasinin
daha kolay oldugu PCI12 hiicreleri ile ¢alisilmistir. Elektriksel uyarimm NGF uyarimina
katkisinin degerlendirilmesi i¢in, AuNPs/PU nanofiberler iizerindeki hiicrelere 50 ng/mL
NGEF ile es zamanli olarak 100 mV ve 100 Hz frekansta potansiyel uygulanmistir. 4 giinliik

inkiibasyon siiresinin bitiminde, hiicrelerin farklilagmalar1 morfolojik olarak incelenmistir.

Sekil 4.28’da AuNPs/PU nanofiber yiizeyler {izerinde NGF uyarimi ile es zamanli olarak
elektrik uyarimina maruz birakilan PC12 hiicrelerine ait goriintiiler verilmistir. Sekil
4.27°deki yalnizca NGF ile uyarilan hiicrelere kiyasla elektriksel stimiilasyonin uygulandig:
hiicrelerde, fiberler {izerinde daha uzun ndrit uzamalarmin oldugu goriilmiistiir. Elektriksel
uyarimin uygulandig hiicrelerde aksonal uzunluk degeri ortalama 268 pm iken, yalnizca
NGF uygulanan AuNPs/PU iizerindeki hiicrelerde 190 pm olarak bulunmustur. Bu ndrit
uzunlugun artiginin elektriksel uyarimin etkisi ile oldugu ve elektriksel uyarimm NGF’nin

etkisini artirdig1 sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4.28. AuNPs/PU doku iskelelerinde elektrik ile uyarilan PC12’lerin konfokal
mikroskop goriintiileri, 4.giin, 40x
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada altin nanopartikiillerle dekore edilmis PU nanofiberlerin NGF ve elektrik

uyarimlarinin sinerjik etkisi ile hiicrelerde aksonal gelisime katkis1 incelenmistir.

Nanotopografya, fiber yoOnlenmesi, biyolojik ve elektriksel uyarmmlarin etkileri

karsilastirilmis ve asagidaki sonuglara varilmistir:

Turkevich metoduyla 20 nm ve ¢ekirdek biiyiitme yontemiyle 50 nm boyutundaki
altin nanopartikiiller basariyla sentezlenmistir. Her iki yOntemle sentezlenmis
nanopartikiiller uniform ve kiiresel simetriye sahiptir.

Cekirdek bliylitme yontemiyle elde edilen altin nanopartikiillerin daha biiyiik zeta
potansiyele sahip oldugu, bu nedenle daha kararli yapida oldugu goriilmiistiir.
Elektroegirme yOntemi ile yOnlendirilmis, homojen, diizgiin yiizeylere sahip,
biyouyumlu poliiiretan nanofiberler tiretilmistir.

Nanofiber ylizeylere 50 nm ¢apindaki altin nanopartikiiller homojen olarak
kaplanmistir. 20 nm boyutundaki nanopartikiiller ise kararsizligi nedeniyle homojen
olarak kaplanmamustir.

Altin nanopartikiillerin nanofiberlere immobilizasyonunda PLL’in PEI’ye gore daha
etkili oldugu sonucuna varilmastir.

Yonlenmis nanofiberler iizerinde, hiicreler fiberler dogrultusunda tutunma
egiliminde olduklar1 ve aksonal uzama gosterdikleri izlenmistir.

PU yiizeylere altin nanopartikiil kaplamanin fiber yiizeylerinde piirtizliiliigii artirmasi
ve temas agisini1 diistirmesi nedeniyle hiicre tutunmasini tesvik ettigi goriilmiistiir.
Nanotopografyanin aksonal yonlenmeyi etkiledigi ve aksonlara saglanan fiziksel
rehberligin sinir onarimi i¢in kritik bir parametre oldugu sonucuna varilmaistir.

NGF uyarimimnin aksonal gelisimi artirdigi ve bu etkinin konsantrasyona bagimli
oldugu bulunmustur. Optimal NGF konsantrasyonu B35 hiicreleri i¢in 100 ng/mL
iken PC12 hiicreleri i¢in 50 ng/mL olarak bulunmustur. Bu konsantrasyonlarda ndrit
uzamasi en yiiksek seviyeye ulagmistir.

NGF uyarimmin aksonal uzamaya etkisinin yonlendirilmis fiberlerde daha fazla
oldugu bulunmustur.

Elektriksel uyarim (100 mV, 100 Hz), PC12 kiiltiir edilmis AuNPs/PU fiberlerde
NGF uyarmmmin etkisini arttirarak, hiicrelerin daha uzun aksonlara sahip oldugu

goriilmiistiir.
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Sonug olarak nanotopografyanin ve biyolojik ve elektrik uyarimlarinin kombine etkilerinin
aksonal gelisimi Onemli derecede etkiledigi goriilmiis ve AuNPs/PU fiberlerin hiicre
yonlenmesini ve farklilasmasmi destekleyici oldugu ve sinir kondiiit malzemesi olarak
kullanim potansiyellerinin oldugu sonucuna varilmistir. Ancak nanopartikiillerin yeterince
yiiksek konsantrasyonda ve siklikta yiizeylere homojen dizilimi saglanamamasi nedeniyle
fiberlerde iletkenlik saglanamamistir. Ileriye doniik calismalarda, nanofiberlere altmn
nanopartikiillerin daha siklikla kaplanarak fiber yiizeylerinin iletkenliklerinin saglanmasi
iizerine ¢aligilmasi planlanmaktadir. Diger taraftan hiicre farklilagsmasinda yeterince fazla
sayida ornek lizerinde ¢alisgilmamis olmasi nedeniyle ndrit uzunlugu verilerinin istatiksel
olarak yeterli olmadig: diistiniilmektedir. Bu tez kapsaminda elde edilen bulgularin 6nemli
oldugu goriilmiistiir, ancak saglikli sonuglar i¢cin daha detayli ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagcla, stimiilasyonla indiiklenen PC12 farklilasmasinda
immunositokimyasal ve morfolojik gdzlemlerin yaninda NF-200 n6ron markirmnin, nestinin
ve P-tubulinin gen ekspresyonunun incelenmesinin ve biyoreaktdr ortaminda farkl
gerilimlerde elektrik uyarimlarimin denenmesinin konuya netlik kazandirilmasinin 6nemli

oldugu sonucuna varilmig ve bu yonde calisilmasi planlanmustir.
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