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Periferal sinir hasar1 travmatik yaralanmalar sonucu yaygin olarak goriilmektedir.
Periferik sinir sisteminin karmasik yapisinin rejenerasyonunun yavas olmasi hasar sonrasi
fonksiyon geri kazanimini yiliksek oranda etkilemektedir. Bu kapsamda sinir doku

miihendisligi calismalari 6nem arz etmektedir.

Tez kapsaminda periferik sinir hasar1 rejenerasyonuna ydnelik koyun ince bagirsak
submukozasinin (SIS) metakrilatlanmis jelatin (GeIMA) ile hibrit doku iskeleleri
tasarlanmigtir. Oncelikli olarak ¢alisma kapsaminda SIS deseliilerizasyonu iki farkli
metotla gerceklestirilmistir. Birincil metot olarak fiziksel, kimyasal ve enzimatik
uygulamalarin kombinasyonu olan konvansiyonel bir metot kullanilmis olup siiperkritik
karbon dioksit (scCO.) teknolojisinin SIS deseliilerizasyonuna yonelik 6zgiin

protokoliiniin gelistirilmesinde kontrol grubu olarak kullanilmistir. Konvansiyonel



yontem ile deseliilerizasyon sonrasi %91,13 genomik DNA azalmasi gergeklestirilmistir.
ScCOy deseliilerizasyonunda ise %92,77 genomik DNA azalmasi gergeklestirilerek
optimum metot belirlenmistir. Uygulanan metotlar H&E ve DAPI histolojik boyamalari
kullanilarak karsilastirilmis olup hem hiicresizlestirmenin gergeklestigi hem de
hiicresizlestirme yontemlerinin ECM iizerindeki etkileri kalitatif olarak incelenmistir.
GAG miktar tayini calismalarinda konvansiyonel metot uygulanan grupta %75,47 azalma
gerceklesmis olup scCO. grubunda GAG miktarinda azalma gozlemlenmemistir. Bu
baglamda scCO; teknolojisinin SIS hiicresizlestirme uygulamalarinda etkili ve veriminin
yiiksek bir metot oldugu ortaya konmustur. Bu caligmalar sonrasi deseliilerizasyon
tekniklerinin morfolojik ve mekanik 6zelliklere etkisi taramali elektron mikroskopisi

(SEM) ve ¢ekme testi ile karakterize edilmistir.

Tez ¢aligmasinin ikinci kisminda hibrit membran eldesine yonelik GeIMA pre-polimeri
sentezlenmis, hidrojel parametreleri optimize edilmistir. Jelatin farkli oranlarda
metakrilik anhidrit (MA) ile fonksiyonellestirilerek ideal modifikasyon derecesi (MD)
!H-NMR ile belitlenmistir. Bu kapsamda %75,76 MD gerceklesmis olan grup hidrojel
sentezi i¢in secilmistir. Devaminda 12959 foto-baslatici  kullanilarak farkl
konsantrasyonlarda GelMA igeren pre-jel soliisyonlarinin in situ ¢apraz baglanmasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen hidrojeller FT-IR, sisme ve mekanik analizler ile
karakterize edilmistir. Hidrojellerde geIMA konsantrasyonunun arttirilmasinin mekanik

dayanimu arttirdigi gosterilmistir.

Calismanin {¢iincli boliimiinde GelMA c¢ozeltileri SIS ile inkiibe edilip 12959 foto-
baslatict kullanilarak UV 151k altinda ¢apraz baglanmistir. FT-IR ve SEM analizleri ile
hibrit doku iskelesi eldesi kanitlanmis olup yapisal degisiklikler incelenmistir. Su tutma
kapasiteleri, degradasyon ozellikleri, mekanik dayanimlar1 ve ylizey islatilabilirlikleri
incelenerek aseliiler SIS ve GelIMA hidrojelleri ile karsilastirilmistir. Son olarak elde
edilen hibrit membranlarin noral hiicreler ile etkilesimleri hiicre canliligi, proliferasyonu
ve morfolojik degisimleri acisindan in vitro kiiltiir calismasi ile karakterize edilerek
SIS/GelMA hibrit membranlariin ndral hiicre proliferasyonunu indiikledigi tespit

edilmistir.
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Peripheral nerve damage is a common injury because of trauma. The slow regeneration
of the complicated structure of the peripheral nervous system highly affects the
regainment of function. Hence nerve tissue engineering studies regarding peripheral

nerve injury have importance.

GelMA-modified decellularized SIS hybrid scaffolds have been designed for peripheral
nerve injury. The first part of the thesis is about the decellularization of sheep SIS by two
methods. A conventional method involving the combinations of physical, chemical, and
enzymatic applications, which is also used as a control group to develop an original scCO-
technology for SIS decellularization. The genomic DNA decrement was %91,13 after
conventional method decellularization. The optimum method for scCO> decellularization

was decided with the genomic DNA decrease of %92,77. Both protocols were

\



characterized and compared by H&E and DAPI histological stainings to investigate the
qualitative effect of the used protocols and to assess the ECM after decellularization.
GAG amount assay showed a 9%75,47 decrease in the conventional method
decellularization group whereas no decrement was observed in the scCO:
decellularization group. In this regard, it was shown that the scCO. technology was an
efficient and high-yielding method for the decellularization of SIS. SEM and tensile
testing were used to assess the morphologic and mechanical effects of the

decellularization methods.

The synthesis of GelMA prepolymer is conducted in the second part of the study which
is followed by the optimization of hydrogel synthesis parameters. Gelatin is modified
with varying ratios of MA and the ideal MD was determined by *H-NMR. The pre-
polymer group with %75,76 MD was used for hydrogel synthesis. Then the in situ
crosslinking of GelMA pre-gels with varying GeIMA concentrations was carried out by
photo-initiator 12959 under UV irradiation. The obtained hydrogels are characterized by
FT-IR, swelling, and mechanical analyses. The direct proportion between the increasing

gelMA concentration and mechanical strength was shown.

In the third part of the study SIS was incubated with GelMA solutions for UV crosslinking
using 12959 photo-initiator. FT-IR and SEM were used as a means to prove the success
of hybrid tissue scaffold synthesis as well as to investigate structural changes. The water
retention capacity, degradation properties, surface wettability and mechanical strength of
the hybrid scaffolds were investigated and compared with the GeIMA hydrogels and
acelluar SIS. Lastly the ability of hybrid membranes to induce neural cell adhesion and
proliferation is proved via in vitro cell cultre of PC12 cell line in terms of cell viability,

proliferation and morphological changes.
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1. GIRIS

Periferal sinir yaralanmasi diinya geneli motorlu ara¢ kazalari, iyatrojenik hasar,
dejeneratif hastalik ve kimyasal veya iskemik hasar sonucu gibi sebeplerden dolay1
yaygin olarak goriilmekle birlikte hasarli bolgede duyusal ve motor fonksiyonlarin
azalmasina sebep olmaktadir. Degisen hasar seviyesi ve hasar seviyesinin tespitinin
karmasiklig1 periferal sinir yaralanmasi tedavisini komplike bir hale getirmekle birlikte

kisinin hayat kalitesini diisiirmektedir.

Periferal Sinir Sistemi (PSS) hasarinda klinikte uygulanan tedaviler arasinda sentetik
kondiiitler, allogreftler ve otogreftler bulunmaktadir. Ayrica PSS’nin kompleks yapisi,
sinir hasarinda rejenerasyonun yetersiz olmasi ve fonksiyon geri kazaniminin diisiik
olmast sinir doku miihendisligi kapsaminda ¢ézliime yonelik yapilan arastirmalari 6n

plana ¢ikartmaktadir.

Doku miihendisligi kapsaminda periferik sinir hasarina yonelik iiretilen doku iskeleleri,
kondiiitler ve allogreftler hasarin onarimi ve fonksiyon geri kazanimi oraninin
yiikselmesini saglamak adina literatiire katki saglamaktadir. Buna ek olarak hasar
onarimina yonelik biyomalzeme {iiretimi de 6nem arz etmektedir. Bu sebeple hasarli
bdlgenin rejenerasyonunu hizlandiracak mikro-¢evrenin saglanmasi, bdlgeye Schwann
hiicre (SC) gociinlin arttirilmasi, aksonal biiylimenin yoOnlendirilmesi ve hiicrelerin
tutunmasini saglayacak matrislerin iiretilmesi onem arz etmektedir. Bu baglamda

deseliilerize doku birgok avantaja sahiptir.

Deseliilerizasyon teknigi ile dokunun ekstraseliiler matriksinin (ECM) minimum hasar
almas1 hedeflenerek, allojenik veya zenojenik hiicrelerin uzaklastirilmasi saglanarak,
dokunun tedaviye yonelik kullanimini saglanmaktadir. Aseliiler doku iskeleleri sinir
hasarina yonelik biyomalzeme iiretiminde hiicresel mikro-cevrenin daha iyi taklit
edilmesini saglayarak hasarli bolgede hem rejenerasyonun hem de hiicre tutunmasinin,
go¢iiniin ve proliferasyonunun indiiklenmesini saglamaktadir. Bu sebeple tez kapsaminda

koyun ince bagirsak submukozasi (SIS) kullanilarak sinir hasarina yonelik biyomalzeme

1



gelistirilmistir. Bu kapsamda hiicresizlestirme i¢in siklikla tercih edilen kimyasal, fiziksel
ve enzimatik agamalardan olusan konvansiyonel bir yontem ile aseliiler SIS eldesi
amaclanmistir. Buna ek olarak ilk defa tez kapsaminda SIS’in siiperkritik akigskan
teknolojisi ile hiicresizlestirilmesi yapilarak siire¢ parametreleri optimizasyonu

gerceklestirilerek kullanilan metotlarin karsilagtirilmasi yapilmistir.

Deseliilerizasyon ile elde edilen matriste mekanik ozelliklerde azalma meydana
gelmektedir. Bu sebeple elde edilen aseliiler SIS membranlar1 biyouyumlu
metakrilatlanmig jelatin (GelMA) ile modifiye edilerek hem mekanik o6zelliklerin
gelistirilmesi hem de hiicresel aktivitenin artirilmast hedeflenmistir. Bu kapsamda
oncelikli olarak GelMA pre-polimer eldesi gerceklestirilmistir. Devaminda GelMA
hidrojeli sentez parametreleri optimizasyonu sonrasi hibritleme caligmalarinda
kullanilacak pre-jel konsantrasyonlart belirlenip hibrit membran eldesi i¢in SIS ve

GelMA entegrasyonu gerceklestirilmistir.

Son olarak elde edilen hibrit membranlarin sinir hiicreleri ile etkilesimlerinin
degerlendirilebilmesi i¢in PC12 hiicre hatt1 kullanilarak in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalari
yapilmistir. Hiicre metabolik aktivite ve sitotoksisite analizi, hiicre canlilik analizi ve
hiicre yayillma alan1 analizleri ile doku iskelesinin hiicreler iizerindeki etkileri hiicre

proliferasyonu, canlilig1 ve morfolojik degisimler agisindan incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insan Sinir Sistemi

Sinir sistemi, insan viicudunda bulunan organ sistemlerini ve insan viicudunun istemli ve
istemsiz eylemlerini elektriksel sinyalleme yolu ile koordine eden ve ¢evresiyle etkilesim
kurmasini saglayan insan viicudunu sarmalayan bir ag olarak tanimlanmaktadir. Noron
olarak isimlendirilen sinir hiicrelerini kullanarak insanin ¢evre ile etkilesimini ve viicut
i¢i sistemlerinin kontroliinii sinaptik etkilesimler ile gergeklestirmektedir [1]. Noronlarin
islevine yardimci bir diger onemli sinir sistemi hiicresi ise sinir sistemi destek bag
dokusunu olusturan glia hiicreleridir. Elektriksel sinyallemede gorevi olmayan glia
hiicreleri néronlara yapisal ve kimyasal destek saglayarak noral gelisim igin iskele gorevi
gormekle beraber sinir sinyali iletim hizini, sinir hiicrelerinin iyonik diizenlemesini ve

norotransmitter alimi ile sinaptik davranigin diizenlenmesini saglamaktadir [2].

Sinir sistemi anatomik olarak merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferal sinir sistemi (PSS)
olmak tizere iki grupta incelenmektedir [3]. Beyin ve omurilikten olusan MSS tiim
viicudu periferal sinir sistemini olusturan somatik ve otonom sinir sistemleri ile kontrol

etmektedir [4].

2.1.1. Periferal Sinir Sistemi

Temel olarak noronal, gliyal ve stromal hiicre tiplerini bulunduran periferal sinir sistemi,
uyaran sonucu olusan sinyali MSS’ye ve MSS’den olusan yanitin efektoér organa
ulagimini saglayan ¢ift yonli iletisim ag1 olusturan bir sistemdir [5]. PSS de noronal ag,
MSS noronlarindan gelen uyarilart alan efferent (motor ve otonom) ndronlar ve kas,
tendon gibi 6zellesmis hiicrelerden gelen uyarani MSS’ye ileten afferent (duyusal)
ndronlarin kombinasyonlarindan olusmaktadir. Sekil 2.1 periferik sinir anatomik yapisini

gostermektedir.
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Sekil 2.1. Periferal sinir anatomik yapisi [6]

Periferal sinir govdesi en dista epinéryum bag dokusu ile sarmalanmistir. Epindryum
igerisinde gevsek bag dokusu ile desteklenen sinir iplik demetleri bulunmaktadir. Sinir
iplik demetleri kolajen fibrillerinden olusan perindryum ile desteklenerek bir arada
tutulmaktadir. Her bir sinir ipligi yapisinda gevsek bag doku endonéryum ile ¢evrelenerek
desteklenmektedir. Her bir sinir ipligi ise MSS’den gelen veya MSS’ye gonderilen uyaran
iletimini saglayan aksonlar1 ve aksonlar1 ¢evreleyen SC’lerden olusmaktadir. Kan
damarlar1 sinir hiicresinin canliligmin ve fonksiyonlarinin desteklenmesini ve

beslenmesini saglamaktadir (Sekil 2.1) [7].

2.1.2. Periferal Sinir Hasari ve Tedavi Yontemleri

Periferal sinir hasari, periferik organlardan merkezi sinir sistemine uzanan karmasik geri
bildirim aginda olusan bozulma sonucu ortaya ¢ikmakla birlikte diinya geneli yaygin
olarak goriilmektedir [8]. Kas atrofisi, uzuv hissizligi ve ndrolojik fonksiyon kaybina
sebebiyet vermekle birlikte Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil 10-15
milyon travma vakasi raporlanmaktadir ve bunlarin %15-40 periferal sinir hasari
vakalarindan olusmaktadir. Avrupa’da ortalama 300000 ve Cin’de ise 600000-900000

periferal sinir hasar1 yaralanmalar1 raporlanmaktadir [9, 10].
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Sekil 2.2. Sinir hasari olusumu ve rejenerasyon mekanizmasi [11].

phenomenon

Hasar gérmemis sinir hiicresi endondryumu aksonlar, miyelinli ve miyelinsiz SC ve
inaktif makrofajlardan olusur. (A) Sinir hasarindan kisa bir siire sonra sinir agindan
kopmus miyelinlestirici SC miyelin kilif atilim1 yapar. (B) Prolifere olmus SC sitokin
salgilayarak miyelin kilif atigin1 fagositoza ugratirlar. Aksotomi sonrasi ndronal hiicre
govdesinde aksonal dallanma meydana gelir. (C) Hasar bolgesini gegen aksonal biiyiime
endonoral tiiplere yeniden girerek Biingner bantlarinda distal sinir boyunca uzamaya
devam ederek hedef organ ya da dokuda atrofiye sebebiyet verir. (D) SC — akson
etkilesiminin olusmasi ile basarili akson rejenerasyonu, nérotransmisyonun kurulmasi ve
atrofinin tersine donmesi gerceklesir. (E) Aksonal biiylimenin hasar bdlgesini

gecememesi durumunda néroma olusumu meydana gelir [11].

Periferal sinir hasart meydana geldiginde rejenerasyon hasarli bolgenin distal sinir ucunda
aksonlar ve miyelin kilifin bozulmasi ile baslar ve {i¢ asamadan olusur: (1) Wallerian
dejenerasyonu, (2) aksonal biiyiime ve (3) sinir reinnervasyonu. Sekil 2.2 sinir hasari
sonrasi rejenerasyon mekanizmasim gostermektedir. Oncelikli olarak Wallerian

Dejenerasyonu olarak bilinen aksonal dejenerasyon ile hasarli bdlgeye aksonlarin



yonlendirilmesi gergeklesir. Es zamanli olarak noroglia olarak da bilinen SC distal sinir
ucunda dejenerasyonu hizlandirarak Biingner bantlarini meydana getirip biiyiiyen

aksonlarin hasarli bolgeye dogru hizalanmasini gergeklestirerek rejenerasyonu saglar

(Sekil 2.2) [10].

PSS’nin kendini onarma o&zelligi travma kaynakli periferik sinir hasart onariminda
yetersiz kalmaktadir [12]. Ozellikle hasar sonucu sinir doku kayb1 olusumunda cerrahi

islem gerekliligi bulunmaktadir.

Periferik hasar onariminda modern mikrocerrahi teknikleri gelismis olsa da fonksiyon
geri kazanimi orami diislik olmakla birlikte kiginin yagam kalitesini diisiirmektedir. Bu
tedavi sekli hasar boyutu 1 cm altinda oldugunda uygulanabilmektedir. Periferik sinir
hasar1 meydana geldiginde sinir dokusu kayb1 s6z konusu degilse gerilimsiz ug uca dikis
ile hasar tedavisi gergeklestirilmektedir. Periferik sinir hasari seviyesi ve uzunlugu
arttikga periferal sinir sisteminin rejenerasyon Ozelliginin tek basina yetersiz olmasi
otolog greft kullanimini gerektirmektedir [13]. Otolog greft kullanimi klinik altin standart
olmakla birlikte ikincil cerrahi islem gerekliligi, cap uyusmazIligi, néroma olusumu ve
smirli dondr doku gibi kisitlamalart bulunmakla birlikte otolog greft tedavisinde
hastalarin ortalama %40-50’sinde belirli bir oranda fonksiyon geri kazanim

raporlanmistir [14].

Periferik sinir hasarinin onarimi i¢in klinikte kullanilmak tizere ¢esitli biyomalzemeler
kullanilarak sinir rejenerasyonunu destekleyici kilavuz kanallar1 olan kondiiitler
gelistirilmistir. Kolajen, poliglikolik asit (PGA), polivinil alkol (PVA) ve polikaprolakton
(PCL) temelli kondiiitler klinikte alternatif tedavi yontemleri arasinda bulunmaktadir.
Fakat kondiiit genellikle 1 cm ve alt1 hasar boyutunda veya 1-3 cm hasar boyutunda tercih
edilmektedir. Ayrica bu kondiiitlerde mekanik dayanimin ve esnekligin yetersiz olmasi,
degradasyon siiresinin ¢ok kisa veya uzun olmasi, 6zellikle polimer temelli kondiiitlerin
1 cm ve iizeri hasarda yarali bolgeye yeterli hiicre gociinii saglayamamalar1 gibi
kisitlamalar sinir doku miihendisligi kapsaminda yeni kondiitlerin ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesini 6nemli kilmaktadir [15, 16].



Bunlara ek olarak zenogreftler ve allogreftler de alternatif tedavi yontemleri arasinda
bulunmaktadir. Fakat bunlarin en biiyiik kisitlamasi immiin yanit olusumu riskinden
kaynakli olarak immiin baskilayic1 kullanimini zorunlu kilmaktadir [17]. Klinikte tedavi
amacli kullanilan dogal ve sentetik polimer temelli kondiiitler, zenogreftler ve allogreftler

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. PSS Yaralanmalarinda Kullanilan Kondiiit ve Allogreftlar [18].
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Uzunluk:

40 mm

PSS yaralanmalarinda rejenerasyon asamasinda noral etkilesimin tekrar uyarilmasi,
aksonal biiylimenin desteklenmesi ve hizlandirilmasi, SC gogiiniin tetiklenmesi ve
noroma olusumunun engellenmesi hasarin tedavi edilmesi ve fonksiyon geri kazaniminda
yuksek Ooneme sahiptir. Bu sebeple sinir doku miihendisligi kapsaminda gelistirilen
biyomalzemeler ve kondiiitler ¢cevre doku ile uyumlu olmali, sinir biiyiimesi ve aksonal
rejenerasyon icin sitokin, biiyiime faktorii gibi gerekli kemotaktik molekiilleri
bulundurmali, skar doku sizmasina karst korumali, yeterli esneklige ve mekanik

dayanima sahip olmali, noral indiikleyici ve noral iletkenlik 6zelliklerine sahip olmalidir

[17].

2.2. Sinir Doku Miihendisligi Uygulamalar:

Sinir doku miihendisligi kapsaminda PSS yaralanmalarinda tedaviye yonelik polimerik,
deseliilerize ve hibrit doku iskeleleri gelistirilmektedir. Daha 6nce de bahsedildigi lizere
bu kapsamda kullanilan biyomalzemeler nonsitotoksik, non-immiinojenik , biyouyumlu,
biyobozunur, iletken, hiicre proliferasyonunu, tutunmasini ve gociinii destekler 6zellikte

olmalidir [19].

2.2.1. Polimerik Doku iskeleleri

Polimerik doku iskeleleri, otolog greft kullaniminin olusturdugu kisitlamalar1 gidermek
ve otolog greftlere alternatif bir tedavi yontemi olusturmak amaci ile gelistirilen
biyomalzemelerdir. 3D baski, ekstriizyon, kaliplama gibi ¢esitli doku iskelesi iiretim
yontemleri kullanilarak elde edilmektedir [20]. Dogal polimer temelli kondiiitler
biyouyumluluk ve hiicre etkilesimleri ile 6n plana ¢ikarken sentetik polimer temelli

kondiiitler mekanik 6zellikleri noktasinda dikkat ¢gekmektedir [21].

Kolajen ECM’de yogun olarak bulunan ve sinir doku miihendisliginde en ¢ok ¢alisan

dogal polimerler arasinda yer almaktadir. SC, ECM yapisinda ve bag doku yapisinda da



yogunlukla bulunmakla birlikte tip 1 kolajen 6zellikle biyouyumluluk, mekanik dayanim,
diisiik antijenisite, gozeneklilik, yari-gecirgenlik ve toksik olmayan degradasyon
tirtinlerine sahip olmasi noktasinda dikkat ¢cekmektedir [22]. Bunlara ek olarak yapisinda
bulunan ¢esitli baglanma bolgelerinden dolay1 aksonlarin yeniden biiylimesini
yonlendiren topografik isaretler yaratma olanagini saglamakla birlikte ECM yapisini ve
fonksiyonunu taklit edebilmektedir [23]. Ayrica ylizey kaplama olarak kullanildiginda
hiicre-substrat etkilesimini arttirdigi gézlemlenmistir [24, 25]. Kolajenin degradasyon
siiresi, diigiik elastisite ve sinir rejenerasyonunu arttirmamasi limitasyonlar1 farkli
polimerler, proteinler ve norogliyal hiicreler ile kombinasyonlarinin gelistirilmesine
olanak saglamigtir [26]. Stang ve ark. SC reseliilerize kolajen kondiiitlerin aksonal
biiytimeyi arttirdigin1 ve destekledigini gostermislerdir [27]. Biiytime faktori yikli
kolajen temelli kondiiitlerin sinir rejenerasyonunu ve hasar bolgesinde hiicre
proliferasyonunu arttirdigt gozlemlenmistir [28-30]. Kolajenin poli (laktik-ko-
kaprolakton) (PLCL), kitosan, hyaluronik asit (HA), poli kaprolakton (PCL), poli (laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) ve poli glikolik asit (PGA) gibi ¢esitli dogal ve sentetik
polimerler ile kompozitlerinin elastisiteyi gelistirdigi ve degradasyon ozelliklerini

ayarlanabilir yaptig1 literatiirde gosterilmistir [31-36].

Aljinat kimyasal yapisinda bulunan mannuronik asit ve glukuronik asit bloklarinin
oranina gore ayarlanabilir fizikokimyasal Ozellikleri, aljinatin doku miihendisligi
uygulamalarinda dikkat cekmesini saglamistir. Buna ek olarak biyouyumlulugu,
biyobozunurlugu, diisiik toksisitesi, nonantijenisitesi ve selatlama 6zellikleri ile sinir
doku mithendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [37]. Aljinat hidrojellerinin aksonal
bilylimeyi ve ndron reinnervasyonunu sagladigi goézlemlenmistir [38]. Mekanik
dayaniminin yetersiz olmasi ve degradasyon siiresinin kisa olmasi tek basina kullanimin
kisitlamaktadir. Bu sebeple diger polimerler ile kompozit ve hibrit yapilart tercih
edilmektedir [39]. Yapilan ¢alismalarda diger polimerler ile kompozit hidrojelinin SC
canlilik oranin1 ve biiylimesini arttirdig1, mekanik 6zelliklerini ve stabilitesini gelistirdigi

gosterilmigtir [40-43].

Kitosan biyobozunur, biyouyumlu, esnek, nonsitotoksik, antibakteriyal, antifungal ve

yiiksek adsorpsiyon Ozellikleri bulunan biyouyumlu bir dogal polimer olmakla birlikte
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katyonik dogasi, gozenekli yapilar olusturabilmesi, SC hiicrelerinin yapigmasini,
biiylimesini ve gogiinii tesvik etmesi dolayisiyla sinir doku miihendisligi ¢alismalarinda
tercih edilmektedir [37, 44]. Bunlara ek olarak aksonal biiyiimeyi kolaylastirdigi ve
noroma olusumunu engelleyebildigi ¢alismalarda ortaya ¢ikmustir [45, 46]. Yavas
biyodegradasyona ugramasi ve asetilasyon derecesinin hiicre davranigini etkilemesi
uygulama noktasinda kisitlamalara sebebiyet vermektedir [47]. Klinikte Keri Medikal
firmasina ait Reaxon® kondiiiti kitosan temelli olup 26 mm ve alt1 hasar boyutunda

kullanilabilmektedir [48].

PGA yiiksek gerilme modiilii olan, biyouyumlu, biyobozunur, nontoksik, termoplastik
ozellik gosteren yiiksek kristalin yapida sentetik bir poliesterdir. Aksonal rejenerasyonu
desteklemesi ve duyusal fonksiyonlarda iyilesme saglamasi sinir doku miihendisligi
uygulamalarinda dikkat ¢ekmesini saglamistir [49]. Implantasyon sonrasi mekanik
dayaniminda yiliksek oranda azalma gerceklesmesi, asidik bozunma {iriinleri ve
degredasyon siiresi tek basina kullanimi kisitlamakla birlikte sadece kiiglik sinir

bosluklariin kopriilenmesinde uygulama bulmasina sebep olmustur [49, 50].

PCL biyouyumlu, yiiksek elastisite ve diislik toksisiteye sahip, mekanik dayanimi sinir
doku miihendisligi uygulamalarina uygun ve aksonlar i¢in topografik isaretler saglayan
FDA onayli sentetik bir polimerdir. Biyobozunma siiresinin ¢ok uzun olmasi
uygulamalarini kisitlamaktadir [51]. Calismalarda PCL tabanli kondiiitlerin 24 aya kadar
yapisinin  bozulmadigi gozlemlenmistir [52]. Ayrica hiicre tutunmasmin ve
biyobozunurlugunun diisiik olmas1 kitosan, kolajen, jelatin gibi hiicre adezyonu yliksek

dogal polimerler ile kullanimini arttirmigtir [53-56].

Polihidroksi butirat (PHB) biyouyumlu, ndérokoruyucu 6zellik gostermesi ile periferal
sinir hasarina yonelik dikkat ¢eken sentetik polimerler arasinda yer almaktadir.

Biyodegradasyon siiresinin PCL gibi uzun olmasi uygulamasini kisitlamaktadir [49].

Polipirol (PPY) yiiksek iletkenlige sahip biyouyumlu, nontoksik, mutajenik O6zellik

gostermeyen, alerjik olmayan ve hiicre tutunmasini destekleyen o6zellik gostermesiyle
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sinir rejenerasyonunda ve kaplama olarak tercih edilmektedir [21]. Biyobozunur
olmamasi ve diistik stabiliteye sahip olmasi sinir doku miihendisligi uygulamalarinda
kullaniminmi kisitlamaktadir. Bu sebeple biyobozunur, stabil ve biyouyumlu dogal veya

sentetik polimerlerle birlikte kullanilmaktadir [57].

2.2.1.1. GeIMA

Jelatin, kolajenin yiiksek sicaklikta hidroliz ve denatiire edilmesi ile elde edilen
biyouyumlu, biyobozunur, non-immiinojenik, nontoksik 6zellik gosteren bir proteindir.
Kimyasal yapisinda bulunan cesitli fonksiyonel gruplar sebebi ile kolajene kiyasla
kimyasal modifikasyonu kolay olup yapisinda bulundurdugu matriks metalloproteinaz
hedef dizileri ve arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) peptit dizileri hiicre yapilanmasini,
gbclinii, tutunmasini, proliferasyonunu ve farklilagmasini desteklemektedir. Fakat termal
stabilitesinin diigiik olmasi, proteoliz yatkinligindan kaynakli hizli degradasyona
ugramasi ve mekanik Ozelliklerinin zayif olmasi uygulamalarin1 kisitlamaktadir [58].
Bahsi gegcen dezavantajlarim1 iyilestirmek icin metakrilik anhidrit (MA) ile

modifikasyonu uygulanan yontemlerden birisidir [59, 60].

MA modifikasyonu jelatini foto-capraz baglanabilir hale getirerek ¢apraz baglanmasini
kolaylastirirken hem jelatinin yapisal 6zelliklerini hem de bahsi gegen fonksiyonel amino
asit motiflerini ve biyoaktivitesini korumaktadir [60]. Ayrica MA modifikasyon derecesi
ve ¢apraz baglama ¢oziinme, gozeneklilik, mekanik dayanim, rijidite, biyobozunurluk
gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini ayarlanabilir yapmaktadir [61]. Bu 6zelliklerinden
kaynakli olarak metakrilatlanmis jelatin (GeIMA) kemik, kardiyovaskiiler, kikirdak, deri
ve sinir doku miihendisligi gibi bir¢cok doku miihendisligi uygulamasinda tercih
edilmektedir (Sekil 2.3). Jelatinin ECM proteini olmasi, GeIMA’nin RGD ve MMA
motiflerini koruyarak sinir hiicreleri i¢in gerekli mikro-¢cevreyi saglamasi sinir doku

miithendisligi i¢in kullanimini arttirmistir [62].
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Sekil 2.3. GeIMA Doku Mihendisligi Uygulamalart [63]. Belirtilen kaynaktan

uyarlanmigtir.

Yapilan in vitro ¢alismalarda GeIMA temelli kondiiitlerin ve hidrojellerin noéral hiicre
proliferasyonunu, gog¢iinii, tutunmasini ve canlili@ini arttirdigi gézlemlenmistir [64-66].
SC enkapsiile GeIMA hidrojeller incelendiginde SC’nin miyelinasyonunun artmis oldugu
gosterilmistir. Aymi ¢alismada rat adrenal feokromositoma (PC12) hiicre hatti ile ko-
kiiltiirii ¢calisgmasinda PC12 biiylimesini ve akson filizlenmesini destekledigi ortaya
cikmustir [67]. Ayrica kolajen ile kompozitinin in vivo deneylerde 1 cm boyutlu hasarda
tam 1yilesme gozlemlenmese de sinir rejenerasyonunu ve aksonal biiyiimeyi indiikledigi
incelenmistir [68]. Grafen ve tiirevleri ile olusturdugu kompozitlerde ise yiikselmis
elektriksel iletkenligin in vivo deneyler ile fonksiyon geri kazaniminda ve rejenerasyonda

etkili oldugu literatiirde gosterilmistir [69].

2.2.2. Deseliilerize Doku iskeleleri

Ekstraseliiler matriks (ECM) yapisal biitiinliigii, yapisinda bulundurdugu biyoaktif

molekiiller ve hiicreler i¢in fonksiyonel mikro-cevre saglamasi ile doku miihendisligi
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uygulamalarinda doku iskelesi olarak tercih edilmektedir [70]. ECM kaynaklarinin
ksenojenik veya allojenik olmasi, biyomedikal uygulamalarda 6n isleme maruz
birakilmadan kullanilmasini engellemektedir. Deseliilerizasyon ECM igerisinde bulunan
dogal kaynakli hiicresel bilesenlerin ve immiin yanit olusturabilecek antijenlerin, ECM
doku biitiinliigline ve kolajen, elastin, glikozaminoglikan (GAG), biliylime faktorleri,
proteoglikanlar gibi yapisal proteinlerine olabildigince zarar vermeden uzaklastirilmasini
saglamaktadir [71]. Bu baglamda uygulanan yontemler fiziksel, kimyasal ve enzimatik

olarak 3 baslikta incelenmektedir.

Kimyasal deseliilerizasyon igslemlerinde noniyonik, iyonik ve zwitteriyonik deterjanlar,
asit ve bazlar, hipotonik ve hipertonik ¢dozeltiler, alkoller ve organik ¢oziiciiler
kullanilmaktadir [72-74]. Noniyonik deterjanlar dokuda lipit-lipit ve lipit-protein
etkilesimlerini par¢alamaktadir. ECM hasar1 diisiikk olmakla birlikte etkinligi diger
deterjan protokollerinden daha diisiiktiir. lyonik deterjanlar ise elektrostatik etkilesimler
ile hiicre membranlarini bozarak hiicre ve niikleik membranlar1 ¢6ziip protein
denatiirasyona sebep olmaktadir. Etkili bir yontem olmakla birlikte ECM’de yiiksek
hasara yol agmaktadir. Zwitteriyonik deterjanlar ise hem iyonik hem de noniyonik 6zellik
gostermektedir. Iyonik deterjanlara kiyasla verimi daha diisiik olup noniyonik

deterjanlardan daha etkili olduklari literatiirde gosterilmistir [75].

Asit ve baz soliisyonlar: tek basina kullanildiginda verim diisiik olmakla birlikte korozif
etkilerinden kaynakli olarak ECM hasar1 ¢ok yiiksek olmaktadir. Ayrica ECM’de yapisal
ve fonksiyonel degisikliklere sebep olmasi ve immunojenisiteyi azaltmamasi kullanimini

kisitlamaktadir. Bu sebeple diisiik konsantrasyonlarda sterilizasyon igin tercih
edilmektedir [76].

Hipotonik ve hipertonik ortam uygulamasi ozmotik basing kullanarak lizis ile hiicreleri
parcalamaktadir. Lizis sonrasi hiicre kalintilarin1 uzaklastirmakta yetersiz olmalar1 sebebi

ile diger yontemler ile birlikte kullanilmaktadir [77].
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Enzimatik deseliilerizasyon yontemleri proteolitik enzimler, selasyon ajanlar1 ve niikleaz
kullanilarak hiicrelerin ve diger antijenik hiicre kalintilarinin uzaklastirilmasin
saglamaktadir. Proteolitik enzimlerde yiliksek konsantrasyon ve uzun siire maruz
kalmanin elastin ve GAG gibi yapisal proteinleri parcalayarak ECM yapisina hasar
vermesi ve doku tipleri arasinda verimin farklilik gdstermesinden kaynakli olarak
cogunlukla diger metotlar ile kullanilmaktadir [78]. Fiziksel yontemler ise dondurma-
¢Ozme, basing, sonikasyon ve ajitasyon uygulamalaridir. Bu yontemler ani sok ile hiicre
lizisine sebep olmakla birlikte ECM’de tek basina kullanildiklarinda etkili olmamaktadir.
Bu baglamda stiperkritik akiskan teknolojisi hiicresizlestirme uygulamalarinda ECM
yapisal biitiinliigiine minimum hasar vermesi ile diger yontemlerden daha etkili bir
yontem olarak gelistirilmistir [79]. Ayrica hiicresizlestirme islemlerinde fiziksel,
kimyasal ve enzimatik metotlarin kombinasyonlarinin kullaniminin hiicresel bilesenlerini

uzaklastirma noktasinda etkili bir metodoloji oldugu bilinmektedir [70].

Kritik sicaklik ve basing degeri lizerinde hem gaz hem de siv1 6zellikleri olan maddeler
stiperkritik akiskan olarak adlandirilmaktadir. Siiperkritik akiskanlarin diisiik viskozitesi
ve yuksek yayinirligi sterilizasyon, ekstraksiyon gibi farkli uygulamalarda kullanimina
olanak saglamaktadir [80]. Literatiirde hiicresizlestirme islemlerinde en ¢ok tercih edilen
stiperkritik akiskan olarak siiperkritik karbon dioksit (scCO2) goriilmektedir. Bunun
baslica sebepleri scCO2’nin inert, nontoksik, diisiik maliyetli ve yliksek saflikta hazir
bulunabilmesi 6zellikleridir [81]. Bu kapsamda scCO2 fiziksel bir hiicresizlestirme
yontemi olarak konvansiyonel hiicresizlestirme yoOntemlerine alternatif olarak
gelistirilmistir. Konvansiyonel yontemlerle karsilagtirildiginda daha kisa, etkili ve basit
bir yontem olarak degerlendirilmektedir [79]. CO2 31.1°C ve 7.40 MPa kritik sicaklik ve
basingta stiperkritik akiskan haline gelerek dokulari infiltre edebilmektedir. Ayrica
reaktor sistemi ile kullanilmasindan kaynakli olarak kesikli veya devamli reaktor
sistemleri ile etkin bir yontem olarak kullanilmakla beraber kalinti1 birakmamaktadir [82].
ScCO2 ile hiicresizlestirme islemi dokunun kritik sicaklik tizerinde belirli bir siire yiiksek
basinca maruz birakilmasi ile hizli bir sekilde basingsizlandirilmasi sonucu hiicrelerin
elimine edilmesini saglamaktadir. ScCO2 diisiik polariteye sahip olmasindan kaynakli
olarak ko-solvent ile kullanimi uygulamadaki verimi arttirmaktadir. Bu sebeple hem
polariteyi hem de dokunun etkili bir sekilde deseliilerizasyonunu saglamak i¢in etanol,

dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciiler ko-solvent olarak kullanilmaktadir [83].
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Literatiirde sinir doku mihendisligine yonelik doku iskelesi iiretiminde genel olarak
fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalarin bir arada kullanildig1 dikkat gekmektedir.
Yu ve ark. siyatik siniri deseliilerize ederek ¢ok kanalli bir greft tiretmislerdir. In vivo
deneylerde 10 mm hasar boyutunda SC gogii ve akson filizlenmesi gozlemlenmistir.
Ozellikle ~ deseliilerizasyon  sonrasi  norotropik  faktdrlerin -~ korunmasi — sinir
rejenerasyonunu destekledigi gbézlemlenmistir [84]. Baska bir ¢alismada vagus siniri
deseliilerizasyon sonrasit ECM hidrojeli elde edilmistir. In vitro ¢alismalarda norotropik
faktor salimi ve akson rejenerasyonu gozlemlenmistir [85]. Meder ve ark. yaptigi benzer
bir ¢alismada aseliiler siyatik siniri ECM hidrojeli eldesi i¢in kullanilmistir. In vivo ve in
vitro c¢alismalarda sinir rejenerasyonu ve fonksiyon geri kazaniminda artis
gozlemlemislerdir [86]. Deseliilerize sinir doku iskelesi kullanimimin SC gégii, tutunmasi
ve proliferasyonunu arttirdigi, aksonal uzamayi ve rejenerasyonu giiclendirdigi ve
fonksiyon geri kazanimini destekledigi literatiirde yapilan calismalarda kanitlanmigtir

[14, 87-90].

2.2.2.1. SIS

SIS hizli emilebilen, biyobozunur, erken neovaskiilarizasyonu destekleyen ve doku
modellemesinde iskele gorevi gdren bir biyomalzemedir. Yapisinda bulunan kolajen,
elastin, fibronektin, laminin, GAG, proteoglikan ve c¢esitli biiyiime faktorleri
bulunmaktadir. Bu bilesenlerin hiicresizlestirme islemi sonras1 korunmasi SIS temelli
malzemelerin Schwann hiicre migrasyonunu, proliferasyonunu ve tutunmasini
arttirmasini, ndral biiyiimeyi desteklemesini ve elektriksel iletkenligini korumasin
saglamaktadir [91, 92]. Buna ek olarak yapisinda g¢esitli sitokinler, sinyal iletici
molekiiller, néronlarin biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan ¢ok sayida
norotransmiter ve ndrotropik faktdr bulundurmasi hem sinir doku miihendisligi hem de
kas, cilt, damar gibi diger doku miihendisligi uygulamalarinda dikkat c¢ekmesini
saglamigtir [93-95].

Yi ve ark. sicanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada 5 mm siyatik sinir yirtiginda SIS’ten
iiretilmis yuvarlanmis tiip kondiiiti kullanmislardir. Elde ettikleri sonuglara gore sinir

rejenerasyonu basarili bir sekilde indiiklenmistir [96]. Diger bir caligmada SIS
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kilavuzlarinin akson ve SC yoOnlendirmesi icin yeterli itici gii¢ sagladigini gostermistir
[97]. Klinikte zenogreft olarak Axoguard sinir kondiiti 40 mm yirtiklarda
kullanilmaktadir [98].

2.2.3. Hibrit Doku iskeleleri

Genel olarak hiicresizlestirme islemi sonrasi doku mekanik 6zelliklerinde azalma ve
yapisal hasar gerceklesmesi dogal doku kaynaklarinin polimerlerle birlikte kullanimini
on plana c¢ikarmistir. Hibrit doku iskeleleri polimerlerin ve greftlerin daha oOnce
bahsedilen limitasyonlarmi iyilestirmektedir [99]. Yapilan ¢alismalarda doku-polimer
kompozitlerinin mekanik dayanimi, biyouyumlulugu, hiicre proliferasyonunu arttirdigi
gozlemlenmistir [100, 101]. Ayrica elde edilen hibrit doku iskelelerinin polimerlerin
antibakteriyel 6zellik gibi biyokimyasal 6zelliklerini de tasidigi ortaya ¢ikmustir [102].
Dogal dokunun su tutma kapasitesi, degradasyon gibi fizikokimyasal 6zelliklerini kontrol
edilebilir hale getirmekle beraber rejenerasyon kapasitesini de yiikseltmektedir [103,
104].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deseliilerize Koyun Ince Bagirsak Submukozasiin (SIS) Hazirlanmasi

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tez kapsaminda deseliilerizason islemi ve deseliilerize dokularin karakterizasyonlari igin
SDS (Merck, Almanya), metanol (VWR Prolabo, Ingiltere), kloroform (Merck,
Almanya), tripsin 1:250 (Amresco, ABD), DNAaz | (Serva, Almanya), etilendiamin
tetraasetik asit disodyum dihidrat (EDTA) (VWR Prolabo, Ingiltere) ve Tris baz (Nzy
Tech, Portekiz) deseliilerizasyon asamasinda; paraformaldehit ( VWR Prolabo, ingiltere),
Hematoksilen Gill-111 (Merck, Almanya), Eozin (Merck, Almanya), DAPI (Biotium,
ABD), entellan (Merck, Almanya), etanol (Interlab, Almanya) histolojik ¢aligmalarda;
proteinaz K (Sigma, ABD), kondrotin siilfat (Sigma, ABD), 1,9-dimetil-metilen mavisi
(DMMB) (Sigma, ABD) ve Quant-iTTM PicoGreen dsDNA Assay Kiti (Invitrogen,
ABD) biyokimyasal analizlerde; L929 (ATCC, ABD), disiik glikozlu Dulbecco besi
ortami1 (L-DMEM) (Capricorn, Almanya), antibiyotik-antimikotik 100x soliisyon (AA)
(Capricorn, Almanya), fetal sigir serumu (FBS) (Capricorn, Almanya), 1-glutamin
(Capricorn, Almanya), Tripsin-EDTA %0,25-w/PhenolRed (Capricorn, Almanya) ve (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Biovision, ABD),
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD) sitotoksisite analizi i¢in kullanilmistir.

3.1.2. SIS Diseksiyonu

Mezbahada koyunun sakrifiye edilmesini takip eden 4 saat igerisinde koyun ince
bagirsagl, uygun sartlarda laboratuvara ulastirtlmistir. Duodenum, Jejunum ve ileum
olmak {tizere ii¢ kistmdan olusan koyun ince bagirsaginin jejunum kismi submukoza
membrant diseksiyonu i¢in 6cm uzunlukta parcalara boliinerek, mukozanin
uzaklastirlmas1 amaciyla PBS ile yikanmistir. Devaminda yikanan parcalar
uzunlamasina kesilmis ve bistiiri ucunun sirt1 kullanilarak mekanik eliminasyon ile seréz

membran ve kas tabakasi uzaklastirilarak submukoza membrani elde edilmistir. Elde
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edilen SIS 2x2 cm boyutunda kesilerek deseliilerizasyon islemine kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir. Sekil 3.1 disekte edilmis submukozay1 gostermektedir.

Sekil 3.1. SIS Diseksiyonu. (A) Enine kesilmis ince bagirsak, (B) Disekte edilmis islem

gérmemis SIS.

3.1.3. SIS Kimyasal Deseliilerizasyon Protokolii

SIS deseliilerizasyonu i¢in Luo vd. tarafindan gelistirilen metot modifiye edilmistir [105].
SIS don-¢6z uygulandiktan sonra metanol — kloroform (1:1, h/h) ¢ozeltisi igerisinde
inkiibe edilmistir. Devaminda %0,05 (a/h) tripsin-EDTA ¢d6zeltisinde 37°C’de muamele
edilmistir. Sonrasinda optimum SDS konsantrasyonu ve siiresinin belirlenmesi i¢in farkli
konsantrasyonlarda ve siirelerde %0,9 (a/h) NaCl ¢ozeltisi ile hazirlanmig SDS ¢ozeltisi
uygulamast 100 rpm hizda c¢alkalamali inkiibator (Gerhardt, Almanya) ile
gergeklestirilmistir. Son olarak SIS %20 (h/h) EtOH ile hazirlanmis %0,1 (h/h) perasetik
asit (PAA) c¢ozeltisinde inkiibe edilmistir. Her asamadan sonra PBS ile yikama

yapilmustir. Cizelge 3.1 deseliilerizasyon protokolil ile ilgili detayl bilgileri vermektedir.
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Cizelge 3.1. SIS Kimyasal Deseliilerizasyon Gruplart.

UYGULAMA D1 D2 D3
Fiziksel On Don - Coz Don - Coz Don - Coz
Muamele 3x 3x 3x
Metanol- Metanol- Metanol-
Kloroform Kloroform Kloroform
Delipidasyon (h/h) (h/h) (h/h)
inkiibasyonu inkiibasyonu inkiibasyonu
12sa 12sa 12sa
PBS Yikama 12sa 12sa 12sa
o %0,05 Tripsin ~ %0,05 Tripsin ~ %0,05 Tripsin
Enzimatik
- -EDTA -EDTA -EDTA
Ajitasyon
Soliisyonu Soliisyonu Soliisyonu
PBS Yikama 12sa 12sa 12sa
%0,5 SDS %1 SDS %1 SDS
Kimyasal Ajitasyon
4sa 4sa 8sa
PBS Yikama 12sa 12sa 24sa
%0,1 PAA %0,1 PAA %0,1 PAA
Asit Muamelesi
30 dk 30 dk 30 dk
PBS Yikama 12sa 12sa 12sa
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3.1.4. SIS Siiperkritik CO2 Deseliilerizasyon Protokolii Optimizasyonu

Stiperkritik akiskan teknolojisi ile SIS deseliilerizasyonu ilk olarak tez kapsaminda
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda laboratuvarimizda bulunan yari-kesikli reaktor (scCOz,
Inc., ABD) sistemi kullanilmigtir. Siiperkritik akigkan ile SIS deseliilerizasyonunda
optimum protokoliin belirlenebilmesi i¢in 6 farkli grup olusturulmustur. Tim deneyler

i¢in 100 mL etanol ko-solvent olarak kullanilmistir.

Deneyler kapsaminda don-¢6z islemi i¢in kullanilan hipotonik ortam 0,01 M Tris-HCl ile
pH 8 degerinde hazirlanmistir. Hipertonik ortam 1,5 M NaCl ¢ozeltisi igerisinde 0,05 M
Tris-HCI tamponu olarak pH 7,6 degerinde hazirlanmigstir. DNAaz ¢ozeltisi 2 mL/SIS
seklinde uygulanmistir. Cizelge 3.2 olusturulan protokollere ait detaylari icermektedir.

Tiim gruplarda deney 37°C’de gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. Siiperkritik COz ile Deseliilerizasyon Optimizasyon Gruplari.

ISLEM SCSIS-1 SCSIS-2  SCSIS-3 SCSIS-4 SCSIS-5 SCSIS-6
o Don — Don — Don —
Fiziksel Don-C6z Don-Coz Don-Coz
Coz Coz Coz
On islem 3x 3x 6X
3X 3X 3X
Metanol — Metanol —  Metanol —
Kloroform  Kloroform  Kloroform
Delipidasyon i i ) Inkiibasyon Inkiibasyon Inkiibasyon
12sa 12sa 12sa
PBS Yikama - - - 12sa 12sa 12sa
%0.5 (a/h)
%0.25 (a/h)
o Tripsin/ED o
Enzimatik Tripsin
. - - - - TA
On Islem . inkiibasyon
inkiibasyon
37°C- 12sa
37°C- 12sa
Hipertonik
Ortam - - - - 24sa
Uygulama
37°C- 37°C - 37°C -
17,2 31,02 31,02 37°C - 31,02 37°C - 37°C -
Siiperkritik
MPa MPa MPa MPa (4500 31,02 MPa 31,02 MPa
CcO2 (2500 (4500 (4500 psi) (4500 psi) (4500 psi)
Uygulama ; ; ;
Y9 psi) psi) psi) 3sa 3sa 3sa
1sa 1sa 3sa
PBS Yikama - - 24sa 48sa 48sa 1sa
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100 U/mL

Enzimatik ) ] ] ) ] DNAse
Uygulama
37°C — 3sa
PBS Yikama - - - - - 12sa

Stiperkritik CO2 (scCO2) uygulama basincinin belirlenmesi i¢in SCSIS-1 ve SCSIS-2
gruplart olusturulmustur. Uygulama siiresi sabit tutularak ideal basing degeri

belirlenmistir.

SCSIS-2 ve SCSIS-3 gruplan siiperkritik CO2 uygulama siiresini belirlemek icin

olusturulmustur. Basing sabit tutularak uygulama stiresi belirlenmistir.

SCSIS-4, SCSIS-5 ve SCSIS-6 gruplarn siiperkritik CO2 uygulamasi 6ncesi ve sonrast

islemleri belirlemek icin kullanilmistir.

3.1.5. Deseliilerize SIS Karakterizasyonu

Tez kapsaminda yapilan deseliilerizasyon c¢alismalarinda, ¢esitli karakterizasyon
yontemleri kullanilarak scCO2 ve kimyasal deseliilerizasyon gruplarinin karsilastirilmasi
ile optimum deseliilerizasyon protokolii belirlenmistir. Bu kapsamda histolojik
boyamalar, biyokimyasal kantitatif analizler, morfolojik gériintiileme, mekanik dayanim

Ve in vitro sitotoksisite analizleri yapilmistir.

3.1.5.1. Histolojik Analizler

Hiicresizlestirme sonrast dogal hiicre artiklarinin goézlemlenmesi ve ECM doku
biitiinliigliniin analizi i¢in hematoksilen & eozin (H&E) ve 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) boyamalari yapilmistir. Kontrol grubu olarak dogal SIS

membranlar kullanilmistir.
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SIS %4 paraformaldehit igerisinde 24 saat fikse edildikten sonra dokular ¢esme suyu ile
1 giin boyunca yikanarak dereceli alkol (%70, %80, %90 ve %100) dehidrasyonu
gergeklestirilmistir. Devaminda dokunun sertlestirilmesi amaciyla ksilen ile 2 saat
muamele edilen dokular 60°C de parafin bloklara gdmiilmiistiir. Parafin bloklar 4°C’de
sogutulduktan sonra mikrotom ile Sum kesitler alinarak boyamalar i¢in preparatlar

hazirlanmstir.

3.1.5.1.1. Hematoksilen & Eozin (H&E) Boyama

Anyonik yapili alkali bir boya olan hematoksilen hiicre ¢ekirdeklerini mor-mavi
renklerine boyarken, anyonik yapili asidik bir boya olan eozin hiicre sitoplazmasini,
kolajen gibi bag doku fiberlerini pembe-kirmizi renklerine boyayarak ECM biitiinliigii
hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica uygulanan deseliilerizasyon isleminin verimine

yonelik gorsel degerlendirme saglamaktadir.

Boliim 3.1.5.1. de hazirlanan preparatlar deparafinizasyon icin ksilende 1 saat inkiibe
edilmistir. Sonrasinda azalan dereceli alkol serisi (%100, %90 ve %80) ile rehidre
edilmistir. Rehidre edilen preparatlar hematoksilen icerisinde 2 dk inkiibe edilip
sonrasinda eozin igerisinde 25 dk inkiibe edilmistir. Devaminda artan dereceli alkol
serisiyle muamele edilip ksilende inkiibe edilen preparatlara entellan kullanilarak lamel
ile kapama yapilmistir. Boyama sonrasi preparatlar 151k mikroskobu (Leica

Microsystems, Almanya) kullanilarak goriintiilenmistir.

3.1.5.1.2. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyama

DAPI floresan 6zelligi ile niikleik asit boyama teknikleri arasinda bulunmaktadir. Hiicre
cekirdegini mavi renge boyayarak floresan 1s1k altinda goriintiillenmesini saglamaktadir.
Boliim 3.1.5.1. de hazirlanan preparatlar deparafinizasyon sonrasi azalan dereceli alkol
serisi ile rehidre edilmistir. Devaminda pastor pipet yardimi ile DAPI boyasi damlatilarak
lamel ile kapama yapilmistir. Floresan 6zelligi dolayisiyla boyama karanlik ortamda
yapilmistir. Floresan atagmanli 151k mikroskobu (Leica Microsystems, Almanya) ile

karanlik ortamda goriintiileme yapilmustir.
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3.1.5.2. Biyokimyasal Analizler

SIS deseliilerizasyonunda histolojik analizlere ek olarak uygulanan yontemlerin verimini
ve etkisini analiz etmek icin DNA ve glikozaminoglikan (GAG) sayisal analizi
gerceklestirilmistir. Bu baglamda islem gormemis dogal SIS kontrol grubu ve
deseliilerize gruplarda DNA sayisal analizi gergeklestirmek icin Quant-iT™
PicoGreen™ dsDNA (Invitrogen, ABD) analiz kiti, GAG miktarnmn belirlenmesi i¢in
Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) testi kullanilmistir.

Biyokimyasal analizler i¢in 16 saat boyunca liyofilizator (Labconco, UK) ile kurutulmus
kontrol grubu ve desiilerize gruplar 60°C’de 500uL Proteinaz K soliisyonu (1 mg/mL) ile

parcalanmustir.

3.1.5.2.1. Kantitatif Genomik DNA Tayini

Genomik DNA nicel tayini amagh boliim 3.1.5.2°de elde edilen doku c¢ozeltileri
kullanilmistir.  Quant-iT™ PicoGreenTM dsDNA (Invitrogen, ABD) analiz Kiti
protokoliine gore gergeklestirilen miktar tayini i¢in azalan DNA konsantrasyonuna gore
standart soliisyonlar1 hazirlanarak standart egri olusturulmustur. 96 kuyucuklu kiiltiir kab1
igerisine 50 pL 6rnek ve 50 pL test soliisyonu eklenerek 480/520 nm dalga boyunda
Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, ABD) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri kuru doku agirligina gore normalize edilmistir. Kontrol ve
deseliilerize gruplarda her ornekten 3 okuma alinmistir. Analiz boyanin 1s1k duyarl

olmasindan dolayi karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

3.1.5.2.2. Kantitatif Glikozaminoglikan (GAG) Tayini

Kontrol grubu ve deseliilerize gruplarda GAG miktar tayini 1,9-dimetil metilen mavisi
(DMMB) analizi ile gergeklestirilmistir. DMMB test soliisyonu 4 mg DMMB tuzunun
250 mL 40 mM NaCl, 40 mM Glisin ve 0,1M HCI igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile elde
edilmistir. Elde edilen DMMB soliisyonu 0,45 mikron filtre ile siiziilmiistiir. GAG analizi
icin boliim 3.1.5.2°de elde edilen doku ¢ozeltileri kullanilmistir. Artan kondrotin siilfat

konsantrasyonuna gore standart egri olusturulmustur. 96 kuyucuklu kiiltiir kabi igerisine
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40 pL ornek ve 200 pL test soliisyonu eklenerek 525 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucu (Biotek, ABD) ile 6l¢iim yapilmistir. Kontrol ve deseliilerize gruplarda her
ornekten 3 okuma alimmistir. Analiz boyanin 151k duyarli olmasindan dolay1 karanlik

ortamda gergeklestirilmistir.

3.1.5.3. Taramah Elektron Mikroskopi (SEM) Analizi

Kontrol grubu ve deseliilerize gruplarin yilizey analizleri SEM ile gerceklestirilmistir.
%?2,5 gluteraldehit (h/h) soliisyonu igerisinde 24 saat fikse edilen ornekler 3 kere 15’er
dakika PBS ile yikanarak rehidre edilmistir. Devaminda artan dereceli alkol serisinde
dehidre edilen 6rnekler 16 saat liyofilize edildikten sonra 12 nm altin — paladyum (Au-
Pd) kaplama yapilarak taramali1 elektron mikroskobu (Tescan GAIA 3, Cek Cumhuriyeti)

altinda goriintiilenmistir

3.1.5.4. Mekanik Analiz

Deseliilerizasyon ~ sonrast  dokularin  mekanik  Ozelliklerindeki ~ degisimin
gozlemlenebilmesi i¢in ¢ekme testi uygulanmustir. Cell Scale Biomaterial Tester
(Cellscale Univert, Kanada) kullanilarak 50 N ytiikleme hiicresi ve 10 mm/dk ¢ekme hizi
ile ¢ekme analizi gergeklestirilmistir. Analiz icin islem goérmemis dogal doku ve
deseliilerize gruplar 1x1 cm boyutunda kullanilmistir. Cekme testi ile kontrol ve
deseliilerize gruplarin ¢ekme dayanimlar1 ve elastisite modiilleri tespit edilmistir.
Gerilim-gerinim  egrisinde %10-40 deformasyon araliginda elastisite modiili

hesaplanmustir.

3.1.5.5. Yas ve Kuru Agirhk Degisimi

Deseliilerizasyon yontemlerinin dokuda sebep oldugu agrilik degisiminin ve su tutma
kapasitesinin hesaplanmasi igin kontrol grubu olarak iglem gérmemis dogal doku ve
deseliilerize gruplarin liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi agirliklar tartilmistir. Kontrol

grubu ve deseliilerize gruplar arasindaki agirlik kaybi1 hesaplanmustir.
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3.1.5.6. In Vitro Sitotoksisite Analizi

Deseliilerize dokularin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi i¢in in-direkt 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) analizi yapilmistir. Analiz i¢in
deseliilerize gruplar %10 FBS, %1 aa ve %1 I-glutamin igerikli I-DMEM besiyerinde
37°C de %5 CO; varliginda inkiibatér (Memmert, Almanya) kullanilarak 24 saat inkiibe
edilmistir. 0,45 mikron filtre kullanilarak ekstraksiyon ortamu filtre edilip analiz giiniine

kadar +4°C’de saklanmustir.

L929 fare fibroblast hiicre hatt1 -DMEM besiyeri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Siv1 azot
tankinda bulunan stoklu L1929 hiicre viali 37°C sicak su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir.
Devaminda 15 mL steril falkona aktarilip 4 mL besi ortami eklenerek 2500 rpm’de 3 dk
santrifiij ile ¢oktlriilmistiir. Stipernatant uzaklastirilip hiicreler homojenize edilip T75
kiiltiir kabina ekimi yapilip prolifere olmasi saglanmistir. Hiicre konfluensi gergeklesince,
tripsin ile inkiibe edilerek hiicreler yiizeyden kaldirilmistir. Besi ortami ile enzim
inhibisyonu yapilip 2500 rpm’de 3 dk santrifiijlenerek hiicreler c¢oktiiriilmiistiir.
Stipernatant uzaklastirilip homojenize edilerek Thoma lamu ile hiicre sayim1 yapilmustir.
Sonrasinda 24 kuyucuklu plakaya hiicre ekimi 3x10%kuyucuk olacak sekilde
gerceklestirilmis olup 24 saat prolifere olmasi igin inkiibatore yerlestirilmistir.
Devaminda daha once elde edilen doku ekstraktlar1 1 mL/kuyucuk olacak sekilde
hiicrelerin beslemesi yapilip 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi ekstrakt
ortamdan uzaklastirtlip 60 uL MTT (2,5 mg/mL, a/h) ve 600 uL I-DMEM eklenerek
karanlik ortamda 3 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda kuyucuklardan MTT-DMEM
ortam1 uzaklastirilip 405 uL. DMSO ile formazan kristalleri ¢ozdiiriilerek 96 kuyucuklu
plaka da 200 pL/kuyucuk olacak sekilde 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
(Biotek, ABD) ile okuma gerceklestirilmistir. Analiz i¢in kontrol grubu %10 FBS, %1 aa
ve %1 I-glutamin igerikli -DMEM besiyeri ile inkiibe edilmistir.

3.2. Metakrilatlanmis Jelatin (GelMA) Prepolimer Sentezi ve GelMA Hidrojeli
Eldesi
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3.2.1. Kimyasal Malzemeler

Tez kapsaminda GeIMA prepolimer sentezi ve hidrojeli eldesi i¢in jelatin tip A (Sigma,
ABD), metakrilik anhidrit (Sigma, ABD), 2-hidroksi-4’-(2-hidroksietoksi)-2-
metilpropiofenon (12959) (Sigma, ABD), 12-14 kDa diyaliz membrani (Repligen, ABD),
kolejanaz A (Sigma, ABD) ve PBS (Sigma, ABD) kullanilmistir.

3.2.2. GelMA Prepolimer Sentezi ve Karakterizasyonu

GelMA prepolimer sentezi i¢in Zihna vd. tarafindan kullanilan prosediir modifiye
edilmistir [106]. Oncelikli olarak %10 (a/h) jelatin ¢ozeltisi (PBS, pH:7.4) 40°C sicak su
banyosu kullanilarak hazirlanmistir. Devaminda ortam sicakligi 50°C’ye ytikseltilerek
farkli oranlarda metakrilik anhidrit 3 mL/dk akis hiziyla jelatin ¢ozeltisine eklenerek
reaksiyon karanlik ortamda 3 saat boyunca gerceklestirilmistir. Devaminda reaksiyona
girmemis metakrilik anhidritin uzaklastirilmasi i¢in elde edilen GelMA pre-polimer
soliisyonu 40°C’de distile su kullanilarak diyaliz edilmistir. Diyaliz suyu her giin
tazelenmistir. Diyaliz sonrasit GelMA pre-polimer soliisyonu -80°C de dondurulup 1 hafta
boyunca liyofilize edilerek -80°C’de saklanmustir. Cizelge 3.3 GeIMA pre-polimer sentez
gruplari ile ilgili detayli bilgileri vermektedir. Elde edilen GelMA prepolimeri *H-NMR
ve FT-IR ile karakterize edilmistir.
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Cizelge 3.3. GelMA Prepolimer Sentezi.

Jelatin Konsantrasyonu Metakrilik Anhidrit
Sentez Gruplari

(a/h) Konsantrasyonu (h/h)

Gl %10 %10

G2 %10 %8

G3 %10 %6

G4 %10 %4

G5 %10 %2

3.2.2.1. Proton Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) Analizi

GelMA pre-polimerinde modifikasyonu ve modifikasyon derecesini (MD) tespit etmek
'H-NMR kullanilmistir. Analiz igin jelatin ve GelMA prepolimerleri 15 mg/mL
derisimde D0 igerisinde ¢ozdiiriiliip, 6l¢tim 400 MHz AV model NMR Spekrometresi
(Bruker, ABD) ile gerceklestirilmistir. Esit/ik 1 kullanilarak MD hesaplanmistir.

[ Lizin Metilen Piki GelMA
[ Lizin Metilen Piki Jelatin

MD (%) =1 — Esitlik 1

3.2.2.2. Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

GelMA prepolimerinin yapisal analizi FT-IR ile gergeklestirilmistir. Kat1 formda jelatin
ve GelMA prepolimer gruplart Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi

(Agilent, ABD) kullanilarak 4000-600 cm™ dalga boyu araliginda dl¢iimler yapilmustir.

3.2.3. GelMA Hidrojeli Eldesi ve Karakterizasyonu

Isik duyarli GelMA prepolimeri fotobaglatici ile UV 151k kullanilarak ¢apraz baglanmaistir.
GelMA hidrojeli eldesi icin fonksiyonellesme derecesi en yiiksek olan GeIMA prepolimer
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grubu kullanilmistir. GeIMA hidrojeli sentezi i¢in Uyaniklar vd. tarafindan gelistirilen
metot modifiye edilerek kullanilmustir [107]. Oncelikli olarak 12959 PBS (pH: 7.4)
igerisinde %0.5 (a/h) derisimde 40°C’de hazirlanmistir. Agrilikga farkli miktarda GeIMA
pre-polimeri ¢apraz baglayici ¢ozeltisine eklenmis ve sonike edilmistir. Homojen pre-jel
cozeltisi elde edildikten sonra ¢6zelti 10x10 mm silindirik disklere konulup UV ¢apraz
baglayict (UVP, Almanya) kullanilarak ¢apraz baglanmistir. Capraz baglama sonrasi
reaksiyona girmeyen ¢apraz baglayicinin uzaklastirilmasi icin jeller PBS ile yikanmistir.

Cizelge 3.4 gruplar ve deney parametreleri hakkinda detayli bilgi vermektedir.

Sentezlenen hidrojeller sisme testi, reoloji analizi, FT-IR, degradasyon testi, temas acis1

analizi ve SEM ile karakterize edilmistir.

Cizelge 3.4. GelMA Hidrojel Sentez Parametreleri.

GelMA Pre- UV Enerji Uygulama
] Irgacure2959
Hidrojel polimer Yogunlugu Siiresi
Konsantrasyonu
Gruplari  Konsantrasyonu (j/cm?) (dk)
(a/h)
(a/h)
J10 %10 %0,5 6900 15
J15 %15 %0,5 6900 15

3.2.3.1. Reoloji Analizi

Jellerin mekanik 6zellikleri reolojik dl¢limler ile belirlenmistir. Jellerin elastisite modiilii
(G”), kayip modiilii (G*’), faz acis1 (¢) ve kompleks viskozite degerleri Kinexus Pro+
Reometre (Malvern, UK) kullanilarak 37°C’de %0,01 gerinim degerinde 1 hz — 10 hz

araliginda frekans taramasi olarak gerceklestirilmistir.
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3.3. Hibrit Membran Eldesi

Boliim 3.1°de elde edilen optimum deseliilerize SIS grubu ile boliim 3.2.3’te kullanilan
GelMA pre-polimer gruplari hibrit membran eldesi i¢in kullanilmistir. Bu kapsamda
boliim 3.2.3°te hazirlanmig J10 ve J15 pre-jel ¢ozeltileri aseliiler SIS yiizeyine, karanlik
ortamda 40°C firin (Memmert, Almanya) icerisinde 24 saat inkiibe edilerek SIS/GeIMA
hibrit membranlar elde edilmistir. Cizelge 3.5 SIS/GelMA hibrit membran gruplari
hakkinda bilgi vermektedir.

Cizelge 3.5. SIS/GelMA Hibrit Membran Gruplari.

Hibrit _ Aseliiler UV Enerji Uygulama
GelMA Pre-jel . o ..
Membran Membran Yogunlugu Siiresi
Gruplan
Gruplan Grubu (uj/cm?) (dk)
H1 J10 SCSIS-6 6900 15
H2 J15 SCSIS-6 6900 15

3.3.1. Hibrit Membran Karakterizasyonu

3.3.1.1FT-IR Analizi

Hibrit membranlarin ve gelMA hidrojellerin yapisal analizi FT-IR ile ger¢eklestirilmistir.
Liyofilize hibrit membranlarin Fourier Doniigimlii Kizilotesi Spektrofotometresi
(Agilent, ABD) kullanilarak 4000-600 cm™ dalga boyu araliginda 6lgiimii

gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak aseliiler SIS kullanilmistir.

3.3.1.2. Sisme Testi

Hibrit membranlarin ve gelMA hidrojellerin su tutma kapasitelerindeki degisim sigme
testi ile analiz edilmistir. Hibrit membranlar -80°C’de dondurularak kurutulmustur.

Baslangic kuru agirliklar1 (Wq) Olciiliip iskeleler 2 mL PBS (pH 7.4) igerisinde oda
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sicakliginda inkiibe edilmistir. 1., 8., 12. ve 24. saat sonlarinda 1slak agriliklart (Ws)

tartilmistir. Kiitlece sisme oran1 Esitlik 2 kullanilarak hesaplanmustir.

. Ws-wd L.
Sisme Orani (%) = o X 100 Esitlik 2

3.3.1.3. Mekanik Analiz

Hibrit membranlarin mekanik Ozellikleri ¢ekme testi ile belirlenmistir. Cell Scale
Bimaterial Tester (Cellscale Univert, Kanada) kullanilarak 50N yiikleme hiicresi ve 10
mm/dk ¢ekme hiz1 ile ¢ekme analizi gergeklestirilmistir. Analiz i¢in islem gérmemis
hibrit membran gruplart 1x1 cm boyutunda kullanilmigtir. Cekme testi ile hibrit
membranlarin ¢ekme dayanimlari ve elastisite modiilleri tespit edilmistir. Gerilim-
gerinim egrisinde %10-40 deformasyon araliginda elastisite modiilii hesaplanmigtir.

Kontrol grubu olarak aseliiler SIS kullanilmistir.

3.3.1.4. SEM Analizi

Hibrit membranlarin ve gelMA hidrojellerin kesit alam1 ve ylizey alani kullanilarak
morfolojik analizleri SEM ile gerceklestirilmistir. Liyofilize edilmis hibrit membranlara
12 nm altin — paladyum (Au-Pd) kaplama yapilarak taramali elektron mikroskobu
(Tescan GAIA 3, Cek Cumhuriyeti) ile goriintiilenmistir. Kontrol grubu olarak aseliiler

SIS ve GeIMA hidrojeli kullanilmugtir.

3.3.1.5 Degradasyon Testi

Aseliiler membranlarin degisen degradasyon o6zelliklerinin ve hibrit membranlarin
stabilitesinin incelenmesi i¢in in vitro enzimatik degradasyon gerceklestirilmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda liyofilize hibrit membranlarin ve aseliller membranlarin kuru
agirliklart (wi) tartilip 20 U/mL kolejenaz tip A (PBS, pH:7.4) derisimli 2 mL ¢ozeltiye
yerlestirilmistir. Deney 1sitmali ¢alkalayici (Gerhardt, Almanya) kullanilarak 37°C’de 30
rpm hizda 24 saat gergeklestirilmistir. 1., 4., 8., 12., ve 24. saat drnekleri PBS ile yikanip
liyofilize edilerek son kuru agriliklar1 (wr) tartilmistir. Degradasyon kiitle kayb1 iizerinden

Eysitlik 3 kullanilarak hesaplanmistir.
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Wi-Wf

% Kiitle Kayb1 = x 100 Esitlik 3

3.3.1.6. Temas Acis1 Analizi

Hibrit membranlarin hidrofilisitesi temas ac¢is1 analizi ile test edilmistir. Liyofilize edilmis
hibrit membranlar iizerine 5 uL deiyonize su damlatilarak Attension Theta (Biolin
Scientific, Isveg) temas agis1 dlgiim cihazi ile yiizey 1slanabilirligi analiz edilmistir.

Kontrol grubu olarak GeIMA hidrojeli kullanilmistir.

3.4. In Vitro Cahismalar

Sinir doku miihendisligi uygulamasi i¢in gelistirilen hibrit membranlar i¢in noroblast
hiicre tipine sahip PC12 hiicre hatt1 ile in vitro hiicre kiiltiir ¢alismas1 yapilmistir. Hiicre
kiiltiiri ¢alismasi ile iiretilen hibrit membranlarin sinir hiicreleri tizerindeki etkisi
incelenmistir. Ayrica sinir hiicrelerinin iiretilen biyomalzeme ile etkilesimi ve davranis
bicimi analiz edilmistir. Bu kapsamda hiicre metabolik aktivite ve sitotoksisite analizi,
hiicre canlilik analizi, hiicre yayilma alani analizi ile hiicre ekili malzemenin morfolojik

goriintiilemesi yapilmistir.

3.4.1. Kimyasal Malzemeler

Tez kapsaminda in vitro ¢aligmalar i¢in PC12 hiicre hattt (ATCC, ABD), RPMI-1640
besiyeri (Capricorn, Almanya), at serumu (Capricorn, Almanya), FBS (Capricorn,
Almanya), antibiyotik-antimikotik 100x soliisyon (AA) (Capricorn, Almanya),
Nuncup™ kolajen tip I kapli T75 hiicre kiiltiir flask1 (Thermofisher, ABD) ,DMSO
(Sigma, ABD), canli/6lii hiicre canlilig: test kiti (Sigma, ABD), Alexa Fluor™ 594
Phalloidin (Invitrogen, ABD), alamar mavisi ¢ozeltisi (Invitrogen, ABD), DAPI (), ve

etanol (Interlab, Almanya) kullanilmistir.

3.4.2. PC12 Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiir galismalarinda ndroblast hiicre tipine sahip PC12 hiicre hatt1 %10 at serumu,

%5 FBS ve %0,5 aa iceren RPMI-1640 besiyeriyle Nuncup™ kolajen tip I kapl T75
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hiicre kiiltiir flask1 kullanilarak 37°C ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir. Pasaj 4

hiicreleri ¢alisma i¢in kullanilmstir.

Sivi azot tankinda bulunan PC12 hiicre viali 37°C’de sicak su banyosunda (Memmert,
Almanya) c¢ozdiiriilerek 15 mL steril falkona aktarilip besiyeri ile seyreltilip 220 g de 8
dk. santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant uzaklastirilip besiyeri ile homojenize
edilen hiicreler kolajen I kapli T75 flaska aktarilip inkiibe edilmistir. Hiicre konfluensi
gergeklesince, pasajlama igin besiyeri kullanilarak basingli yikama ile hiicreler yiizeyden
kaldirilip santrifiij ile ¢Oktiiriilmiistiir. Besiyeri ile homojenize edilip kiimelenme
egilimleri sebebi ile 3 kere 21G siringadan gegirilip tekrar kolajen I kapli T75 flaska ekimi
yapilmistir.

Pasajlanan hiicreler besiyeri-DMSO (9:1, h/h) dondurma ortami kullanilarak 1 mL

kriyojenik tiiplere aktarilip kullanima kadar siv1 azot igerisinde saklanmuistir.

3.4.2.1. Hiicre Metabolik Aktivite ve Sitotoksisite Analizi

Hibrit doku iskelelerinin sitotoksisite tayini ve PCI12 hiicrelerinin iskele tizerinde
proliferasyonunun incelenmesi i¢in hiicre kiiltiirintin 1., 4. ve 7. gilinlerinde Alamar
Mavisi analizi gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 1:10 oraninda besiyer-Alamar Mavisi
soliisyonu hazirlanmistir. Belirtilen giinlerde doku iskeleleri iizerindeki besiyeri
uzaklagtirilarak alamar ¢ozeltisi eklenmistir. 37°C ve %5 COz ortaminda 4 saat inkiibe
edilmistir. Devaminda 96 kuyucuklu mikroplaka da 200 pl/kuyucuk olacak sekilde
570/620 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biotek, ABD) ile okuma
gerceklestirilmistir.

3.4.2.2. SEM Analizi

Hibrit iskele ylizeyinde hiicre etkilesimlerinin ve iskele basarisinin degerlendirilmesi i¢in
hiicre kiiltlirliniin 1., 4. ve 7. giinlerinde SEM analizi yapilmistir. Bu amag dogrultusunda
belirtilen giinlerde besiyeri doku iskelesinden uzaklastirilarak %4 paraformaldehit
kullanilarak 45 dk siireyle hiicre fiksasyonu yapilmistir. Devaminda DI ile yikanan

ornekler artan dereceli alkol serisi (%30, %50, %70, %90 ve %100) ile dehidre edilen
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ornekler, tizerine HMDS eklenerek ¢eker ocak altinda kurutularak 12 nm Au-PD kaplama
yapilip taramali elektron mikroskobu (Tescan GAIA 3, Cek Cumbhuriyeti) altinda

goriintiilenmistir

3.4.2.3. Hiicre Yayilma Alam Analizi

Hiicrelerin iskele yiizeyinde morfolojisinin incelenmesi ve iskele de yayilma alanlarinin
tespiti i¢in kiiltiirtin 1. ve 7. giinlerinde DAPI-Phalloidin boyama yapilmistir. Belirtilen
giinlerde iskeleler iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak %4 paraformaldehit ile hiicreler 45
dk siireyle fikse edilmistir. Sonrasinda PBS yikama yapilarak iskeleler %0,5 Triton X-
100 ile 20 dk permeabilize edilerek %5 bovine serum albiimin (BSA) soliisyonunda 45
dk inkiibe edilmistir. Es zamanl olarak %2,5 BSA igerisinde 1:40 oranda Phalloidin 594
boyasi hazirlanmistir. Devaminda iskeleler iizerinden BSA soliisyonu uzaklastirilip
Phalloidin boya soliisyonu karanlik ortamda eklenerek 1 saat oda sicakliinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 PBS ile yikama yapilarak 1:500 derisimde hazirlanan

DAPI ile 10 dk muamele edilip goriintiileme yapilmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar standart sapma degerleri hesaplanarak verilmistir
(£SS). Tim gruplarda n=3 oOrneklem c¢alisilmis olup 3 ve daha fazla grup
karsilastirilmasinda Tek Yonlii Anova, Cift Yonlii Anova testleri kullanilarak istatistiksel
analiz gergeklestirilmistir. 2 grup karsilastirilmasi ise t-test analizi (Welch’s t-test) ile
gerceklestirilmistir. Gruplar aras1 farklilik P> 0,05 oldugu durumda farklilik yok (ns); *
P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 ve **** P <0,0001 oldugu durumlarda anlaml1 farklilik

var olarak degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez caligmasi kapsaminda yapilan (1) SIS hiicresizlestirme yontemlerinin optimizasyonu
ve karakterizasyonu, (2) GelMA pre-polimer sentezi, karakterizasyonu ve GelMA
hidrojeli eldesi ve karakterizasyonu (3) hibrit membran sentezi ve karakterizasyonu ve
son olarak (4) PC12 hiicre hatti ile in vitro c¢alismalarin sonuglar1 bu kisimda

incelenmistir.

4.1. Deseliilerize Ince Bagirsak Submukoza Eldesi

Tez kapsaminda iki farkli metot ile hiicresizlestirilen SIS karakterizasyon sonuglar1 ve
karsilastirilmast bu boliimde verilmistir. Sekil 4.1 islem gérmemis SIS ve sirasiyla SDS

ve scCOz ile muamele edilmig SIS goriintiilerini gostermektedir.

Sekil 4.1. Dogal ve Aseliiler SIS. (A) Islem Gérmemis SIS (B) SDS Muamele SIS (C)
ScCO,; Muamele SIS

4.1.1. SIS Kimyasal Deseliilerizasyon Protokolii ve Karakterizasyonlari

Hiicresizlestirme islemlerinde fiziksel, kimyasal ve enzimatik metotlarin
kombinasyonlarinin kullaniminin hiicresel bilesenlerini uzaklastirma noktasinda etkili bir
metodoloji oldugu bilinmektedir [70]. Bu baglamda SIS hiicresizlestirmesi fiziksel
yontemlerle 6n muamele sonrasi enzimatik ve kimyasal ajanlarin uygulanmasiyla
gerceklestirilmistir [108]. Kimyasal yontem ile aseliiler SIS eldesi optimizasyonu igin

Cizelge 3.1°de verilen gruplar kullanilmigtir. Uygulanan yontemlerin SIS ECM f{izerine
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etkisini gézlemlemek i¢in H&E ve DAPI boyamalar1 yapilmistir. Islem gérmemis SIS ve

deseliilerizasyon gruplarinin H&E boyama sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

A B

Sekil 4.2. Islem gormemis SIS ve deseliilerize gruplarin H&E boyama sonuglari. (A)
Kontrol grubu, (B) D1 Grubu, (C) D2 Grubu, (D) D3 Grubu (20X).

Deseliilerize gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda dogal doku
kaynakli hiicre ¢ekirdeklerinin uygulanan protokol sonucu uzaklastirilabildigi Sekil
4.2’de gozlemlenebilmektedir. DI ve D2 gruplart incelendiginde dokularda ECM
biitiinliigli korunurken, hiicre kalintilar1 kontrol grubuna kiyasla azalmig olmakla birlikte
yeterli oranda uzaklagtirllamamistir. Kontrol grubu ve diger deseliilerize gruplara karsi
D4 grubu degerlendirildiginde, hayvan hiicresi gozlemlenmemekle beraber ECM
yapisinda bulunan kolajen fiberlerinin yiliksek oranda hasar gordiigii tespit edilmistir.
Sekil 4.3 islem gormemis SIS ve deseliilerize gruplarin DAPI boyama sonuglarini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Islem gdrmemis SIS ve deseliilerize gruplarm DAPI boyama sonuglari. (A)
Kontrol grubu, (B) D1 Grubu, (C) D2 Grubu, (D) D3 Grubu (20X).

DAPI sonuglarimin H&E sonuglarini destekledigi Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Kontrol grubunda bozulmamis hiicre ¢ekirdekleri goriintiilenmistir. D1, D2 ve D3
gruplarinda ise hayvan hiicrelerinin uzaklastirilabildigi Sekil 4.2 ve sekil 4.3’te
gozlemlenmektedir. D1 ve D2 gruplarinda net bir azalma goézlemlenmekle beraber hiicre
cekirdegi kalintilar1 Sekil 4.2B ve 4.2C’de isaretlenmis bolgede goriintiilenmektedir. D3
grubunda ise etkili bir sekilde hayvan hiicrelerinin uzaklastirilabildigi Sekil 4.2D ve Sekil
4.3D’te gosterilmistir.

SDS konsantrasyonun arttirilmasinin ECM nin histoyapisal biitiinliigline zarar vermedigi
Sekil 4.2°de gosterilmistir. Buna karsilik uygulama siiresinin iki katina ¢ikarilmast ECM
yapisinda bulunan kolajen fibrillerin yirtilmasina sebebiyet vermekle beraber hiicrelerin

uzaklastirilmasinda daha etkili olmustur [109]. Sonug olarak SDS uygulamasinda siire ve
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konsantrasyonun arttirilmasi hiicrelerin efektif bir sekilde uzaklastirilmasini saglamakla

birlikte kolajen fiber yapisini pargaladigi gézlemlenmektedir [110].

Hiicresizlestirme protokoliiniin etkinliginin sayisal bir degerlendirmesi genomik DNA
analizi ile gerceklestirilmektedir. Etkili bir deseliilerizasyon prosediiriinde, islem sonrasi
dokuda artitk DNA miktar1 mg kuru dokuda 50 ng altinda olmalidir [111]. Sekil 4.4 islem
gormemis SIS ve deseliilerize gruplarin genomik DNA miktarlarina ait grafigi

gostermektedir.

3k % 3k Xk

ng DNA / mg kuru agirlik

0 1
1 1
Kontrol D1 D2 D3

Sekil 4.4. Islem gérmemis SIS ve deseliilerize gruplarin genomik DNA miktar analizi

histogrami. **** P < (0.0001.

Kontrol grubu ve deseliilerize gruplar icin DNA miktarlar sirasiyla 408,44+32,29 ng,
100,07+2,02 ng, 80,78+1,76 ng ve 36,27+3,02 ng olarak hesaplanmistir. Elde edilen DNA
miktar analizi sonuclar1 histoloji sonuglarini desteklemekle birlikte D3 grubunda

hiicrelerin %91,12 verimle uzaklastirildigini gostermektedir [112].

Hiicresizlestirme isleminde uygulanan yontemin verimini ve ECM hasarini tespit etmekte
kullanilan bir diger analiz ise GAG sayisal analizidir. GAG’ler homeostaz ve onarim
sireclerinde ECM yapisinda ve organizasyonunda onemli role sahiptir ve dogal

dokularda yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Buna ek olarak hiicre proliferasyonu ve
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adezyonunda da yiiksek 6neme sahip ECM komponentleri arasinda yer almaktadir [113].
Bu sebeple hiicresizlestirme prosesi sonrast dokuda kalan GAG miktari, uygulanan
prosediiriin dokuya hasarinin degerlendirilmesi noktasinda 6nem arz etmektedir. Ayrica
hiicresizlestirme isleminin maksimum verimle ve minimum hasarla gergeklestirilebilmesi
i¢in 6nemli bir sonug vermektedir [114]. Sekil 4.5 kontrol grubu ve deseliilerize gruplara

ait GAG miktar histogramin1 gostermektedir.
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Sekil 4.5. Islem gérmemis SIS ve deseliilerize gruplarin GAG miktar analizi histogramu.

**** P <0.0001.

Kontrol ve deseliilerize gruplar icin GAG miktarlar sirasiyla 17,14+0,88 pg, 4,08+0,05
ng, 2,87+0,45 pg ve 4,2+0,0,07 pg olarak hesaplanmistir. Sonuclar degerlendirildiginde
tim gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli fark oldugu goriilmekle birlikte
deseliilerize gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Tiim gruplarda sirastyla
%76,18, %83,26 ve %75,47 oraninda GAG miktarlarinda azalma ger¢eklesmistir.
Uygulanan iglem yiiksek oranda GAG kaybina sebebiyet vermistir. Bu sebeple
hiicresizlestirme prosediiriiniin ECM biitlinliiglinii ve yapisin1 koruyamadigr ve bu

baglamda verimin diisiik oldugu sonucuna varilmigtir [115].
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Sonuglar degerlendirildiginde D3 grubu genomik DNA’nin en yiliksek oranda
uzaklastirilmis  oldugu grup olmustur. Diger karakterizasyonlar bu grup ile

gerceklestirilmistir.

4.1.2. SIS Siiperkritik CO2 Deseliilerizasyon Protokolii ve Karakterizasyonlari

SIS deseliilerizasyonunda fiziksel ve yeni bir hiicresizlestirme yontemi olan siiperkritik
akiskan kullanilarak hiicresizlestirme 6n muameleler ile gergeklestirilmistir. Onceki
bolimde bahsedildigi {izere hiicresizlestirme isleminde 6n muamele hiicresizlestirme
ajaninin etkisini arttirarak uygulanan islemin verimini ylikseltmektedir. Cizelge 3.2°de
verilen gruplar kullanilarak scCOs ile hiicresizlestirme metodu gelistirilmistir. Sekil 4.6
islem gormemis SIS ve scCO: deseliilerize gruplarin H&E boyama sonuglarini

gostermektedir.

. [
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Sekil 4.6 islem gérmemis SIS ve scCO2 deseliilerize gruplarin H&E analizi. (A) Kontrol
Grubu. (B) SCSIS-1 Grubu. (C) SCSIS-2 Grubu. (D) SCSIS-3 Grubu. (E) SCSIS-4 Grubu
(F) SCSIS-5 Grubu (G) SCSIS-6 grubu. Goriintiilemeler 20x biiylitmede alinmistir.

Sekil 4.6A degerlendirildiginde dogal SIS membraninin bozulmamis kolajen demetleri
ve hiicre ¢ekirdekleri gozlemlenmektedir. SCSIS gruplari incelendiginde hiicre ¢ekirdegi
sayisinda azalma goriilmekle birlikte kolajen demetlerinde agilma ve ECM dokusunda
diizlesme goze carpmaktadir (Sekil 4.6B-E). Kontrol grubu ve SCSIS-1 gruplar
karsilagtirildiginda  hiicre ¢ekirdek yogunlugu azalmis olmakla birlikte kolajen
demetlerde gevseme goriilmektedir (Sekil 4.6A-B). Bu durum SCSIS-1 grubunda
uygulanan basing degerinin hiicreleri uzaklastirmak icin yetersiz oldugunu
desteklemektedir [116]. Ayrica ECM histokimyasal yapisinda yirtilmalar dikkat
cekmektedir. Basincin ytikseltilerek optimize edildigi SCSIS-2 ve SCSIS-3 gruplarinda
hayvan hiicrelerinde azalma gergeklesmistir (Sekil 4.6C-D). Kolajen demetlerinin agilmis
olmas1 ve cekirdek bulunmamasi, 4500psi basing uygulamasinin hayvan hiicrelerini

uzaklastirdiginin - gostergesi olarak degerlendirilmektedir [83]. Ayrica uygulama
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stiresinin SCSIS-3 grubunda ii¢ katina ¢ikartilmig olmasinin yine ECM yapisina zarar
vermedigi gozlemlenmektedir (Sekil 4.6D). Buna ek olarak uygulanan 6n iglemlerin
ECM’nin yogun kolajen demetlerini gevsetmede etkili oldugunu ve scCO2’nin doku
penetrasyonunu arttirdignt SCSIS-4, SCSIS-5 ve SCSIS 6 gruplarinda gézlemlenmekle
birlikte hayvan genomik DNA kalintisi olmadigi goriilmektedir (Sekil4.6E-G). Tiim
gruplar g6z oniine alindiginda SCSIS-4, SCSIS-5 ve SCSIS-6 gruplarinda hayvan hiicresi
kalintis1 gozlemlenmemektedir. SIS dokusunda ilk defa uygulanan scCO; yonteminin,
konvansiyonel yonteme kiyasla ECM histoyapisina hasarinin daha az oldugu dikkat

¢cekmektedir (Sekil 4.5, Sekil 4.6) [117].

Tez kapsaminda islem gérmemis dogal doku ve Cizelge 3.2°de verilen scCO2 gruplarinin

DAPI boyama sonuglar1 Sekil 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Dogal SIS ve SCSIS gruplarinin DAPI boyama goriintiileri. (A) Kontrol Grubu.
(B) SCSIS-1 Grubu. (C) SCSIS-2 Grubu. (D) SCSIS-3 Grubu. (E) SCSIS-4 Grubu (F)
SCSIS-5 Grubu (G) SCSIS-6 Grubu

Optimizasyon gruplarinda uygulanan her islemle hayvansal hiicrelerin dogrusal olarak
azaldig1 uygulanan iglemlerin verimi arttirdigini ifade etmektedir. Buna ek olarak ECM
yapisinin fibril demetlerinin agilmasi scCO2’nin dokuya penetre edebildigini ve hiicreleri

lizise ugrattiginin kaniti olarak degerlendirilmektedir (Sekil 4.7).

ScCO: gruplarinda hiicresizlestirme verimi genomik DNA analizi ile yapilmigtir. Sekil

4.8 scCOz2 gruplarinin genomik DNA miktar grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve scCO> gruplart DNA miktar histogrami. **** P < 0.0001,
*** P <0.001.

Sekil 4.8 degerlendirildiginde en verimli scCO2 protokoliiniin SCSIS-6 grubunda oldugu
goriilmektedir. DNA miktarinin 29,52 ng olarak bulunmasi etkili bir hiicresizlestirme
protokolii oldugunun gostergesidir. Cizelge 4.1 optimizasyon gruplarindaki DNA azalma

miktarint vermektedir.
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Cizelge 4.1. Kontrol Grubu ve Deseliilerize Gruplarin Genomik DNA miktar1 ve Azalma

Yiizdeleri.

DNA Miktar: Yiizde Azalma
(ng DNA / mg Kkuru (%0)
doku)

Kontrol 408,44 + 32,28 -

SCSIs-1 249,95 £ 15,89 38,8

SCSIS-2 272,18 £ 99,06 33,36

SCSIS-3 438,06 + 42,89 -

SCSIS-4 472,14 + 88,37 -

SCSIS-5 735,79 £ 116,41

SCSIS-6 29,52+ 11,29 92,77

Cizelge 4.1°de verilen bilgiler degerlendirildiginde uygulama siiresinin arttirilmasi ile
DNA miktarinda artis oldugu gozlemlenmistir. Islem gérmiis grupta, kontrol grubuna
kiyasla daha fazla DNA miktar1 gozlemlenmesinin sebebinin kontrol grubunun siki
kolajen demetlerinin hiicreleri koruyarak proteinaz K ile yeterli oranda
parcalanamamasindan kaynaklanmaktadir. Sonuclar dogrultusunda proteolitik parcalama
da enzim konsantrasyonunun yetersiz oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir
[118]. Optimizasyon gruplarinda 6n islem uygulamasi ile dokuda bulunan kolajen
demetleri gevsetilerek hiicresizlestirme ajaninin dokuya daha iyi penetre olmasi
saglanarak hiicre lizisi veriminin arttirilmas1 saglanmistir. Lizis sonrasi hiicre
kalintilarinin uzaklagtirilamamasi islem goérmiis gruplardaki DNA miktar artisinin bir
diger sebebi olarak degerlendirilmektedir (Cizelge 4.1) [119]. Stiperkritik akiskan sonrasi
aciga ¢ikan DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in endoniikleaz enzimi kullanimi bu durumun
olusumunu engeller nitelikte olmakla birlikte ECM hasarina sebebiyet vermemektedir

[120]. Sonuglar bu hipotezi desteklemektedir.
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Uygulanan scCO:> protokollerinin doku hasarinin sayisal analizi GAG miktar tayini ile
yapilmistir. Sekil 4.9 kontrol grubu ve SCSIS gruplarinin GAG miktarlarii

gostermektedir.

N

o
I
*
*

ng GAG / mg kuru doku
| | | |
-
I_|

Sekil 4.9. Kontrol grubu ve scCO2 gruplarinin GAG miktarlari. *** P < 0.001, ** P <
0.01.

Kontrol grubuna karsilik SCSIS-1 ve SCSIS-2 gruplan karsilastirildiginda GAG
miktarinda anlamli bir azalma ger¢eklesmistir. SCSIS-3, SCSIS-4, SCSIS-5 ve SCSIS-6
gruplarinda GAG kaybinin diger iki gruba gore daha az oldugu gozlemlenmektedir (Sekil
4.9). Cizelge 4.2 kontrol grubu ve SCSIS gruplarinin GAG miktar1 ve azalma yiizdelerini

vermektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol Grubu ve SCSIS Gruplart GAG Miktar1 ve Azalma Yiizdeleri.

GAG Miktan Yiizde Azalma
(ng GAG / mg kuru (%0)
doku)

Kontrol 16.54 + 0,85 -

SCSIs-1 10.52+£0.82 36.37

SCSISs-2 8.71+2.15 47.34

SCSIS-3 13.16 £ 0.93 20.42

SCSIS-4 11.15+1.36 32.6

SCSIS-5 17.16 £ 1.87 -

SCSIS-6 1433+2.2 2.08

Elde edilen sonuglar ¢cercevesinde on islem ve yliksek basing uygulamasinin SIS iizerinde
ylksek hasara sebebiyet vermedigi gosterilmistir. ECM yapisinin korunmasi (Sekil 4.6),
etkili bir sekilde genomik DNA’nin uzaklastirilmasi (Sekil 4.7) ve GAG miktarinin
yiiksek oranda korunmasi (Sekil 4.9) degerlendirildiginde scCO2 deseliilerizasyon

yonteminin SIS i¢in uygun bir hiicresizlestirme yontemi oldugu kanitlanmustir.

Sonuglar degerlendiginde scCO2 protokollerinde en etkili grubun SCSIS-6 oldugu
goriilmektedir. Diger karakterizasyonlar SCSIS-6 grubu ile gerceklestirilmistir.

4.1.3. SIS Deseliilerizasyon Metotlarimin Karsilastirilmasi

D3 ve SCSIS-6 gruplart kullanilarak SEM, mekanik analiz ve sitotoksisite analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilarak SIS deseliilerizasyonunda en

uygun protokol belirlenmistir.
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4.1.3.1. SEM Karakterizasyonu

Kontrol grubu ve deseliilerize gruplarin yiizey mikroyapilari SEM ile incelenmistir. Sekil

4.10 tiim gruplara ait SEM sonuglarin1 gostermektedir.

.
GAIAI TESCAN  SEM HV: 6.0 kV Det: 58 GAIAI TESCAN  SEM MAG: 100 x Det: SE
[7 SEM MAG: 500 x B 10.00 100 pn T WD: 7.58 mm SEMHV: 50KV 500 pm
HUNITEX 2; View flold: 415um | Scan spoed: § wusiTex (1| View field: 208 mm  Scan speed: 6

C2

4
SEM HV: 0KV Det: 5€ GAIA3 TESCAN  semHv: 00KV Dot 88 GAIAITESCAN  SEM MAG: 499 x Dot: SE | GAIA) TESCAN

Ry
SEM MAG: 500 x Bi: 10.00 100 pm U;] SEM MAG: 1.00 kx B1: 10.00 WD: 7.58 mm SEMHV: 50KV 100 ym "
View field: 415pm | Scan speed: WONTEX ] e eid: 208 pm | Scan spoed: ]| View fiold: 416 pm  Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.10: Kontrol ve deseliilerize 6rneklerin SEM goriintiileri. A1) Kontrol grubu 100X
biiylitme, A2) Kontrol grubu 500X biiyiitme, B1) D3 grubu 500X biiyiitme, B2) D3 grubu
1000X biiyiitme, C1) SCSIS-6 grubu 500X biyiitme, C2) SCSIS-6 grubu 1000X
biiylitme.

Sekil 4.10A1-A2 incelendiginde islem gérmemis kontrol grubu yilizeyinde endotel hiicre
tabakas1 ve diizenli kolajen fiber yapisi goriilmektedir. D3 grubunda daha piiriizsiiz bir
ylzey goriilmekle birlikte, kolajen fiber demetlerinin gevsedigi goriilmektedir (Sekil
4.10B1-B2). Ayrica kolajen fiberler arasi boslugun artmasi ve bazi bolgelerde kolajen
dokunun bozuldugu gézlemlenmektedir (Sekil 4.10B1-B2). D3 grubunda yiiksek oranda
GAG azalmasi bunun sebebi olarak goriilmektedir [114]. SCSIS-6 grubu incelendiginde
kolajen demetlerinin daha diizenli bir yapida oldugu ve D3 grubu ile kiyaslandiginda

ylizeyinin daha piiriizlii olmasi kolajen fiberlerinin demet formunu daha iyi korudugunu
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gostermektedir (Sekil 4.10C1-C2). SCSIS-6 grubunda membran yapisindaki yirtilmalarin
D3 grubuna kiyasla daha az oldugu goze ¢arpmaktadir (Sekil 4.10B2 — C2).

4.1.3.2. Mekanik Analiz

Tez kapsaminda kontrol grubu, D3 ve SCSIS-6 gruplarimin kuru 6rnekleri kullanilarak
mekanik o6zelliklerinin degisimi ¢ekme testi ile incelenmistir. Cizelge 4.2 gruplara ait

elastik modiiliis, cekme mukavemeti ve uzama degerlerini vermektedir.

Cizelge 4.3. Islem Gormemis ve Deseliilerize Gruplarin Cekme Dayanimi (kPa), %

Uzamasi ve Elastik Modiilii (kPa).

Ornek Elastik Modiil Cekme % Uzama
(kPa) Mukavemeti
(kPa)
Kontrol 5,467 + 0,62 12,41 + 0,46 17,96 + 0,62
D3 4,984 +1,74 7,43 +13,42 5,24 + 2,95
SCSIS-6 4,066 + 0,22 8,83+ 1,56 15,49 + 0,62

Kontrol ve deseliilerize gruplarin elastik modiilii, cekme mukavemeti ve uzama degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Uygulanan hiicresizlestirme protokolleri

dokuda anlamli bir mekanik hasara sebebiyet vermemistir [121].

4.1.3.3. Yas ve Kuru Agirhik Degisimi Analizi

Uygulanan deseliilerizasyon protokollerinin doku da sebep oldugu agirlik degisiminin
analizi islem Oncesi ve islem sonras1 dokularin yas agirliklar ile liyofilizasyon sonrasi
kuru agirliklarinin tartilmasi ile incelenmistir. SCSIS-6 ve D3 deseliilerize gruplarinda
elde edilen sonuglar kontrol grubu olarak islem goérmemis doku ile karsilastirilmistir.

Sekil 4.11 gruplara ait yas ve kuru agirlik degisimini gostermektedir.
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YAS AGIRLIK KURU AGIRLIK
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Sekil 4.11. Kontrol Grubu ve Deseliilerize Gruplarin Yas ve Kuru Agirlik Degigimleri.
(** P <0,01, *** P <0,001).

Kontrol grubu, D3 grubu ve SCSIS-6 gruplarinin kuru agirliklar sirasiyla 8,5 + 1,27 mg,
3,1 £0,7 mg ve 3,55 + 0,65 mg olarak hesaplanmistir. Sekil 4.11 degerlendirildiginde her
iki deseliilerizasyon grubunda da kuru agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli azalma
gerceklesmistir. Kuru agirlikta azalma hiicresizlestirme islemi sonucu ECM de bulanan
yapisal olmayan ve genomik proteinlerin uzaklasmis oldugunun gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Buna ek olarak D3 ve SCSIS-6 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmemistir. D3 grubunda ve SCSIS-6 grubunda sirasiyla %63,53 ve %58,23

oraninda kuru agirlik kayb1 meydana gelmistir.

Yas agirlik degisimi incelendiginde kontrol grubu ve D3 grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmakla beraber kontrol grubu ve SCSIS-6 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Sekil 4.11). Kontrol grubu, D3 grubu ve
SCSIS-6 gruplarinin liyofilizasyon oncesi yas agirliklar sirasiyla 44,06 + 1,66 mg, 22,56
+ 8,63 mg ve 42,15 + 7,05 mg ve su tutma kapasiteleri ise sirasiyla %80,76 + 2,2, %85,44
+ 3,23 ve %91,59 + 0,13 olarak elde edilmistir. Deseliilerizasyon islemi sonras1 yapisal
olmayan proteinlerin uzaklagmasi su tutma kapasitesini arttirici etkiye sebebiyet vermistir

[122].
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D3 grubu i¢in yas ve kuru agirlik degisimleri incelendiginde uygulanan yontemin
ECM’de sebep oldugu hasar dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen GAG miktar analizi ve
histolojik boyama sonuglari birbirini desteklemektedir. SCSIS-6 grubunda ise yas ve kuru
agirlik incelendiginde ECM hasarinin D3 grubuna kiyasla daha az oldugu
diistiniilmektedir. GAG miktar tayini ve histolojik boyamalar birbirini ve sonuglar

destekler nitelikte olup hipotezi dogrulamaktadir.

4.1.3.4. In Vitro Sitotoksisite Analizi

SCSIS-6 ve D3 deseliilerize gruplarin hiicre canlilik analizleri MTT testi ile incelenmistir.
Sekil 4.11 sitotoksisite analizi sonuglarin1 vermektedir. Kontrol grubu olarak besiyerinde

inkiibe edilen L929 hiicreleri kullanilmustir.

150 -

%k %k %k %k

100-

% Canlihk

50-

Kontrol D3SCSIS-6

Sekil 4.12. Descliilerize Gruplarin % Canlilik Analizi. **** P < 0,0001
P

Hiicre canlilik oran1 D3 ve SCSIS-6 gruplarinda sirasiyla % 71,82 + 0,04 ve % 99,17 +
0,11 olarak hesaplanmistir. Bir malzemenin biyouyumlu olarak kabul edilebilmesi i¢in
hiicre canlilik oran1 minimum %70 olmalidir. D3 grubu sitotoksik 6zellik gdstermemekle
beraber hiicre canlilik oraninda kontrol ve SCSIS-6 grubuna kiyasla anlamli fark
bulunmaktadir. Hiicresizlestirme islemi sonrast SDS’nin dokudan basarili bir sekilde

uzaklastirilamamis olmasi hiicre canlilik oranin1 diisiirmistiir [108]. SCSIS-6 grubu ise
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yiiksek biyouyumluluk gostermektedir. Hiicre canlilik oraninda kontrol grubu ile anlaml

bir farkli olmamasi bu hipotezi desteklemektedir [123].

Deseliilerizasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen histolojik, biyokimyasal, morfolojik
ve in vitro sonuglar degerlendirildiginde SCSIS-6 grubu hibrit membran eldesi igin

secilmistir.

4.2. GelMA Sentezi ve Hidrojeli Eldesi

Bu boliimde tez kapsaminda hibrit membran eldesinde kullanilmak {izere sentezlenen
GelMA pre-polimeri ve hidrojellerinin iiretim siireci optimizasyonu gergeklestirilmis

olup karsilastirilmas1 yapilmistir.

4.2.1. GelMA Prepolimer Karakterizasyonu

GelMA fonksiyonellesme derecesi daha 6nce bahsedildigi gibi sisme, rijidite, mekanik
dayanim gibi fiziksel ozellikleri etkilemektedir. Bu baglamda Cizelge 3.3’te verilen
GelMA pre-polimer gruplarinda modifikasyon derecesi (MD) H-NMR analizi ile
belirlenmistir. Sekil 4.13 jelatin ve GelMA pre-polimer gruplarma ait ‘H-NMR

spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 4.13. Jelatin ve GeIMA Prepolimer Gruplar1 *H-NMR Spektrumu.
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Sekil 4.13 incelendiginde 5.4 ppm, 5.7 ppm ve 1.99 ppm de olusan yeni pik sinyalleri
artigi jelatinin basarili bir sekilde modifiye edildiginin gostergesidir [124]. 5.4 ppm ve 5.7
ppm de olusan pik metakrilik anhidrit yapisinda bulunan metakrilat vinil protonlarini
ifade etmektedir. 1.99 ppm de olusan pik ise metakrilik asidin metil gruplarin
gostermektedir. Buna ek olarak 2.8-3 ppm arasi lizin sinyali metilen protonu pik sinyal
azalmas1 modifikasyonun derecesini vermektedir [125]. Metakrilik asit konsantrasyonu
ile 2,8-3 ppm sinyal alaninda ters orantili olarak azalma gézlemlenmektedir. MD derecesi
Boliim 3.2.2.1. de verilen Esitlik I kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.4 GelMA pre-

polimer MD sonuglarini vermektedir.
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Cizelge 4.4. GeIMA Prepolimer Fonksiyonellesme Derecesi.

Sentez Gruplar1  Modifikasyon Metakrilik  Anhidrat
Derecesi Konsantrasyonu
%

Gl 75,76 %10

G2 74,31 %8

G3 33,3 %6

G4 24,44 %4

G5 8,75 %2

Artan metakrilik anhidrit konsantrasyonu ile MD arasinda dogru oranti
gozlemlenmektedir (Cizelge 4.4). Yiiksek MD degeri reolojik olarak mekanik dayanimi
yiiksek ve termostabilitesi yiiksek jel eldesi saglamaktadir [126].

GelMA pre-polimer gruplarinda yapisal analiz FT-IR ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.14
GelMA pre-polimer gruplart FT-IR spektrumlarini gostermektedir.

%10 GELMA %2 GELMA
%8 GELMA ——— Jelatin

%4 GELMA %6 GELMA

T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T [ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Sekil 4.14. Jelatin ve GelMA Pre-polimer FT-IR Spektrumu
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Sekil 4.14 degerlendirildiginde jelatinin yapisindan kaynakli olarak metakrilat degisimi
FT-IR spektrumunda net bir sekilde goriintiillenememektedir. Jelatin dogal bir polimer
olarak kimyasal yapisinda ¢ok fazla peptit zinciri bulundurmaktadir. MA modifikasyonun
bu protein gruplarinin %5’inden daha azinda gergeklesmesi fonksiyonellesmenin FT-IR
spektrumunda belirgin bir bag yapist gostermesini engeller niteliktedir [127]. Jelatinde
3280 cm! pikinde gozlemlenen N-H amin bagi esnemesi GelMA pre-polimer gruplarinda
3295 cm™ dalga boyunda gozlemlenmektedir. Ayrica pik siddetlerinin GeIMA pre-
polimer gruplarinda metakrilik asit konsantrasyonuyla artis gdstergesi metakrilik asit
modifikasyonunun bir diger indikatorii olarak kabul edilmistir [127]. Buna ek olarak 1625
cm? gozlemlenen amit bagmin pikinin artmasi bu hipotezi destekler niteliktedir. Bu
sebeple FT-IR spektrumu GelMA yapisal analizinde yetersiz olsa da tH-NMR sonuglarini

destekler niteliktedir.

Sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek MD orani gozlemlenen G1 grubu hidrojel

sentezi i¢in se¢ilmistir.

4.2.2. GeIMA Hidrojel Karakterizasyonu

Isil-duyarli GeIMA pre-polimeri Cizelge 3.4’te verilen parametreler kullanilarak foto-
bagslatici ile UV 151k altinda kovalent ¢apraz baglanmistir. Sekil 4.14 liyofilize hidrojelleri

gostermektedir.
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Sekil 4.15. Liyofilize GeIMA hidrojeli. (A) J10 Grubu (B) J15 Grubu

Foto-baslatic1 olarak Irgacure2959 %0.5 (a’h) konsantrasyonda ¢apraz baglama igin
kullanilmistir. Irgacure2959 bilinen en diisiik toksisiteye sahip foto-baslatici olarak en

cok tercih edilen UV capraz baglayicidir [128].

4.2.2.1. Sisme Testi

Hidrojeller de sisme kapasitesi ¢apraz baglanma derecesini, mekanik ve difiizyon
ozelliklerini ve degradasyon oranini etkilemekle birlikte bahsedilen 6zellikler hakkinda
da bilgi vermektedir. Cizelge 3.4’te verilen gruplar kullanilarak sisme testi

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16°da verilmistir.

- J10
600~ w - J15

1 1 1 1
1.saat 6.saat 12.saat 24.saat

Sekil 4.16. J10 ve J15 Hidrojellerinin Sisme Orani. * P <0,05.
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J10 ve J15 jelleri sisme oranlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmustur.
Konsantrasyonun artmasi ile jel sisme oranin da anlamli bir azalma gergeklesmistir.
Konsantrasyonun artmasi ¢apraz baglanma gergeklestiren metakrilik asit serbest grup
sayisini artirarak ¢apraz baglanma derecesini yiikselterek su tutma kapasitesini azaltmigtir

[129]. Bu durum ¢apraz baglanmanin etkinliginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

4.2.2.2. Reoloji Analizi

Hidrojellerin fizikokimyasal 6zelliklerinden elastisite modiilii (G”), kayip modiili (G*’),
faz acis1 ve kompleks viskozite degerleri frekans taramasi olarak reoloji analizi ile tespit
edilmistir. G’ degeri jelin elastik yani tersinir davramisini ifade ederken G’ degeri ise
jelin polimerik yapisindaki viskoz kalict deformasyonunu ifade etmektedir [130].

Cizelge 4.5 jellere ait reolojik analiz sonuglarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.5. J10 ve J15 Hidrojelleri Reolojik Olgiim Sonuglar1. (*** P <0,001).

G' G" Kompleks Faz Agisi
(Pa) (Pa) Viskozite (A9)
(Pa.s)

J10 318,7 5,671  292,7333 1,126667

**%k ***k
J15 4280 86,65 3964 1,475
**%k ***k

J10 ve J15 hidrojeli elastik modiil ve kompleks viskozite degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmakla birlikte kayip modiilii ve faz agis1 arasinda anlamli
fark bulunmamaktadir (Cizelge 4.5). Konsantrasyonun artmasi elastik modiil ve

kompleks viskozitede anlamli bir artisa sebep olmustur. Yiiksek kompleks viskozite
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jellerde rijit yapinin gostergesi olarak kabul edilmistir [131]. J10 grubu daha yumusak bir
jel olustururken J15 grubu daha kati ve rijit bir jel yapisina sahiptir.

A 1000
o Elastik Moddl
(Pa)
o 1007 ®  Kayip Modiil (Pa
3 A FazAgisi (A°
2 10- - - gist (A°)
- A
(D sk ‘.“
1- ahAd
01 | I | 1
0.01 0.1 1 10 100
Frequency(Hz)
B 40000- ‘ )
® Elastik Modil (Pa)
000000000000000000000
1000- ®  Kayip Moddl (Pa)
=2l v Ao
iy ; -.__——""_ Faz Agist ()
y  100- "=
o
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Sekil 4.17. Hidrojel Reoloji Sonug Grafikleri. (A) J10 Grubu (B) J15 Grubu.

Her iki grupta da elastik modiil kayip modiilden biiyiiktiir. Bu durum jelin elastik
davraniginin gostergesidir (Sekil 4.17). Ayrica faz agisinin sifira yakin olmasi bu hipotezi

desteklemektedir [132].
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4.2.2.3. FT-IR Analizi

Kovalent ¢apraz baglanmanin polimer yapisinda sebep oldugu kalic1 degisiklerin tespiti

FT-IR ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.18 J10 ve J15 hidrojellerin FT-IR spektrumunu

gostermektedir. G1 kontrol grubu olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.18. GelIMA Pre-polimer ve GelMA Hidrojelleri FT-IR Spektrumlari. (A) G1
GelMA Pre-polimer (B) J10 Grubu (C) J15 Grubu.
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Sekil 4.18 incelendiginde capraz baglanma 3295 cm™ O-H esnemesini ve 1633 cm™ amit
bagi1 C=0O esnemesini gosteren pik siddetlerinde azalmaya sebebiyet vermistir. Literatiir

taramasi sonucu bu hipotezi destekler niteliktedir [131].

4.2.2.4. SEM Analizi

GelMA hidrojelleri yiizey morfolojisi SEM ile incelenmistir. Sekil 4.19 J10 ve J15

jellerine ait SEM goriintiilerini gostermektedir.

-y P
l» ) :
g

o
(

. o X \
Det: SE GAIA3 TESCAN SEM MAG: 500 x Det: SE GAIA3 TESCAN

SEMMAG: 500x | View field: 415 pm | 100 ym WD: 7.28 mm SEMHV: 5.0kV | 100 ym
View field: 415 ym Scan speed: 5 HUNITEK|\\/)| View field: 415 ym Scan speed: 6 HUNITEK|\\/ ]

Sekil 4.19. GelMA Hidrojelleri SEM Goriintiileri. (A) J10 Grubu (B) J15 Grubu.

Sekil 4.19 incelendiginde her iki grupta da heterojen gozenek yapist ve gdzenek boyutu
dagilimi gézlemlenmektedir. Gozenek duvarlari ince olmakla birlikte konsantrasyonda
artis gézenek boyutunun azalmasina sebebiyet vermistir [133]. Buna ek olarak her iki

grupta da i¢ ice gecmis gdzenek yapisi bulunmaktadir.

Gozeneklilik mekanik dayanim, sisme degradasyon gibi mekanik ozellikler ve hiicre
davranigini etkilemektedir. Sigsme orani1 gézeneklilik ile artmaktadir. J10 ve J15 grubunda

sisme oranlarinda bulunan anlamli fark bu durumun gostergesidir. Yiiksek gozeneklilik
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mekanik dayanimin azalmasina sebebiyet vermistir [134]. Gruplar arast G’ degerleri

arasindaki anlamli fark bu hipotezi desteklemektedir.

4.3. Hibrit Membran Eldesi ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda Boliim 3.3.°te iiretilmis olan hibrit membranlarin karakterizasyonu ve
karsilastirilmasi bu bolimde gergeklestirilmistir. Sekil 4.19 elde edilen hibrit

membranlar1 gostermektedir.

Sekil 4.20. Hibrit Membranlar. (A) H1 Grubu (B) H2 Grubu

4.3.1. FT-IR Analizi

Hibrit membranlarin yiizey yapisal analizi FT-IR ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.21 hibrit
membranlara ait FT-IR spektrumlarini géstermektedir. SCSIS-6 grubu kontrol grubu

olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.21. Hibrit Membran FT-IR Spektrumlari. (A) SCSIS-6 Grubu (B) H1 Grubu (C)
H2 Grubu.

Spektrum sonuglari degerlendirildiginde H1 ve H2 gruplarinda 3303 cm™ de gozlemlenen

N-H amin bagi, 1635 ve 1540 cm™ dalga boyunda gdzlemlenen amit baglar1 hibrit
membranlarin basaril bir sekilde eldesini gostermektedir (Sekil 4.21). Sekil 4.18 bu

sonuclar desteklemektedir.
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4.3.2. Sisme Testi

Polimer konsantrasyonu, c¢apraz baglanma yogunlugu, hidrofilisite gibi biyomalzeme
yapisal 6zellikleri bir biyomalzemenin sisme davranigini etkilemektedir. Bu sebeple farkl
konsantrasyonlarda GelMA konsantrasyonuna sahip jeller ile hibrit doku iskelelerinin
kiitlece % sigsme oranlar1 incelenmistir. Sekil 4.22 hibrit membranlara ait % sisme

oranlarini géstermektedir.

800
e -~ J10
700- - J15
-
600 H
- H

300 T T T T
1.saat 6.saat 12.saat 24.saat

Sekil 4.22. Hibrit Membran Sigsme Testi Sonuglari.

Sekil 4.22 incelendiginde GelMA konsantrasyonun artmasi ile % sisme oraninin azaldigi
goriilmektedir. Hidrojelin i¢ine aseliiler doku gomiilmesi sisme oraninin azalmasina
sebebiyet vermistir. H1 ve H2 gruplar1 J10 ve J15 hidrojelleri ile karsilagtirildiginda 24
saatlik kiitlece sisme oraninda sirasiyla %18,44 ve %17,68 oraninda azalma
gozlemlenmekle birlikte GeIMA konsantrasyonu ve kiitlece sisme oraninda ters
korelasyon tespit edilmistir. Tiim gruplarda sisme dengesi 1.saat sonunda ulagilmistir.
Sisme oranlar1 arasinda 1.saat sonrast anlamli fark olmamasi dengenin ulasildiginin
gostergesi olarak kabul edilmistir [135]. Sisme dengesi aninda J10, J15, H1 ve H2
gruplart i¢in kiitlece sigme oranlari sirastyla %556,27 + 28,09, 504,73 + 5,23, 546,72 +
2,26 ve 407,96 + 2,41 olarak bulunmustur. Tiim gruplarda istatistiki olarak anlamli bir
azalma gerceklesmistir (**** P <0,0001). Sisme oranindaki azalma ECM’nin basaril1 bir

sekilde hidrojel ile entegrasyonunun gerceklestiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.
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4.3.3.Mekanik Analiz

Hibrit membranlarin mekanik dayanimlari ¢gekme testi ile incelenmistir. Cizelge 4.6 hibrit
membranlara ait mekanik test sonuglarin1 gostermektedir. Karsilastirma SCSIS-6 ve
islem gérmemis dogal doku (kontrol) grubu ile gergeklestirilmistir. GelMA
hidrojellerinin liyofilizasyon sonrasi kirilgan hale gelmesi sonucu c¢ekme testi

yapilamamustir.

Cizelge 4.6 Hibrit Membran Cekme Testi Sonuglari. (*** P < 0,001 , **** P <(0,0001)

Ornek Elastik Modiil Cekme % Uzama
(kPa) Mukavemeti
(kPa)
SCSIS-6 4,066 + 0,22 8,83+ 1,56 15,49 + 0,62
H1 i i i
H2 283,59 + 37,57 105,22 + 11,08 67,26 + 3,38
**kk **kx *kk*k

H1 grubu test esnasinda parcalanarak anlamli bir sonu¢ vermemistir. ECM’nin jel
igerisine bagarili bir sekilde entegre olamamasi ve yetersiz ¢apraz baglanmanin bu
duruma sebebiyet verdigi disiiniilmektedir [136]. Sisme analizi sonuglar1 destekler
niteliktedir. H2 ve SCSIS-6 gruplar1 Kkarsilagtirildiginda elastik modiil, ¢ekme
mukavemeti ve uzama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir. Aseliiler membranin GelMA ile modifikasyonu mekanik dayanimi ve

kopma uzamasinda artiga sebep olmustur.
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4.3.4. SEM Analizi

Hibrit membranlarin morfolojik analizleri SEM ile gergeklestirilmistir. Hibritleme
sonrasi yiizey morfolojisi ve kesit alan1 incelenmistir. Sekil 4.23 hibrit membranlara ait
SEM goriintiilerini  gdstermektedir. SCSIS-6, J10 ve J15 gruplart kontrol olarak

kullanilmustir.

Sekil 4.23A2 ve Sekil 4.23B2 incelendiginde SCSIS-6 tabaka olarak jel igerisinde
goriintiilenmektedir. Ayrica J10 ve J15 gruplarina ait kesit alanlart GelMA hidrojelinin i¢
ice geemis goOzenek yapisim da gostermektedir (Sekil 4.23). Yiizey alanlan
incelendiginde gozenekli hibrit yiizey her iki grupta da bulunmaktadir. Hiicresizlestirme
ile ECM de olusan hasar GelMA ile giderilmistir. HI ve H2 ylizey gozenekliligi
degerlendirildiginde J10 ve J15 gruplarina kiyasla gozenek boyutunun azaldig
gozlemlenmistir [137].

66



SEM MAG: 250 x Det: SE Pl GAIA3 TESCAN  SEM MAG: 500 x Det: SE GAIA3 TESCAN  SEM MAG: 500 X Dot: SE
WO: 4.88 mm SEM HV: 5.0 kV m WD: 7.04 mm SEMHV: 50KV | 100 ym WO: 512 mm SEMHV: 50KV 100 pm
View flold: 829 ym __ Scan speed: 5 HUNITEK L7} View floid: 415 ym  Scan speed: 6 HUNITEKL 7} View flold: 415 pm  Scan speed: 5

- o
i

-~ J
- “us )
\ y

SEM MAG: 250 x Det: S8 il GAIAI TESCAN  SEM MAG: 500 x Det: 58 | GAIA3 TESCAN  SEM MAG: 500 x Det: SE GAIA3 TESCAN|

WoATEmm | SEMMV:SORY ] vossam | soumsow T] voisiom  souwisow ooy r
View flel 329 ym HUNITEK| View fleld: 415 pm Scan speed: 5 HUNITEX View feld: 415 pm Scan speed: 5 HUNITEK|

P L ! £
SEM HV. 5.0 kV GAIA TESCAN  SEM MAG: 500 X Det: SE Det: 5€
SEM MAG: 500 x ‘1 WD: 8.16 m SEMNV: 50KV 10 pm SEMHV:5.0kV | 100 pm
View flold: 415 ym = it HUNTEXL(T] Viow fleid: 415y Scan speed: §

{

g

)|

A

W

L
27
b X

\ < A p
SEM MAG: 500 x Det: SE | GAIA3 TESCAN  SEM MAG: 500 X [T GAIA3 TESCAN  SEM MAG: 500 x Dot: SE L1l
WD: 7.28 mm SENHV: 5.0kV 100 pm p WD: 8.30mm SEMHV:50kV 100 ym [ N WD: 7.58 mm SEMHV 50KV 100 pym
HUNITEK| HUNITEK

View fleld: 415 ym  Scan speed: 5 | View field: 415pm | Scan speed: §

View fleld: 415um  Scan speed: 6

Sekil 4.23. Hibrit Membran SEM Goriintiileri. (A1) J10 Kesit Alan1 (A2) H1 Kesit Alani
(A3) SCSIS-6 Kesit Alan1 (B1) J15 Kesit Alan1 (B2) H2 Kesit Alan1 (B3) SCSIS-6 Kesit
Alan1 (C1) J10 Yiizeyi (C2) HI Yiizeyi (C3) SCSIS-6 Yiizeyi (D1) J15 Yiizeyi (D2) H2
Yiizeyi (D3) SCSIS-6 Yiizeyi.
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4.3.5. Degradasyon Testi

Hidrojellerin degradasyon hizi doku miihendisligi calismalari i¢in kritik 6neme sahip
ozelliklerden birisidir. Hidrojeller doku ve hiicre morfojenezini destekleyerek hiicrelerin
yeniden yapilanmasini ve kendi ECM’lerini olusturmalarina olanak saglamalidir. Hizli
degradasyon bu duruma engel olarak inflamasyona sebebiyet verebilmektedir.
Degradasyon hizi jellere yonelik polimer konsantrasyonu ve ¢apraz baglanma derecesi
gibi fiziksel olarak kontrol edilebilir ve 6nemli bir 6zellik olmakla birlikte jellerde in vitro
stabilitenin arastirilmasint da saglamaktadir [138]. Bu sebeple tez kapsaminda
sentezlenen hibrit membranlarin in vitro enzim degradasyonu kolejenaz A ile
gergeklestirilmistir. Sekil 4.24 islem gérmemis dogal doku, aseliiler SIS, GeIMA hidrojel

ve hibrit membranlara ait kiitleye bagli degradasyon grafigini vermektedir.
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Sekil 4.24. Dogal Doku, Aseliiler SIS, GelMA ve Hibrit Hidrojellerin In Vitro Enzimatik
Bozunmaya Bagli % Kiitle Kayba.

Kolejenaz enzimi viicut i¢i protein degradasyonundan sorumlu MMP tiirii bir enzimdir.
Bu sebeple in vitro enzimatik degradasyon in vivo degradasyonu taklit etmek amaci ile
kolejenaz enzim ile gerceklestirilmistir. 24 saat siire ile yapilan deney sonucunda dogal
doku ve SCSIS-6 gruplarinda bozunma hizlari sirasiyla %86,66 + 11,9 ve %91,9 £ 7,73
olarak hesaplanmistir. J10 grubunda 1.saat sonunda %100 degradasyon gozlemlenirken

J15 grubunda 8.saat sonunda %100 degradasyon gozlemlenmistir. H1 grubunda 1.saat
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sonunda %96,29 oraninda bozunma gerceklesirken, H2 grubunda 8.saat sonunda %95
oraninda bozunma gergeklesmistir. Sonuglar karsilagtirildiginda GelIMA hidrojel
filmlerinin bozunma hizinin diger gruplardan daha hizli oldugu tespit edilmistir [139].
Boliim 4.2. de verilen mekanik analiz ve sisme testleri elde edilen sonuglar ile tutarlilik
gostermektedir. Capraz baglanma derecesinin diislik olmasi bu duruma sebebiyet verdigi
diistiniilmektedir. Ayrica kullanilan enzim konsantrasyonunun da degradasyon hizini
etkiledigi literatiirde raporlanmistir [140]. H1 ve H2 gruplar1 aseliller membran ile
karsilastirildiginda bozunma hizlarinin yiiksek oldugu goriilmekle birlikte J10 ve J15
gruplart ile karsilagtirildiginda daha stabil olduklari dikkat cekmistir.

4.3.6. Temas Acis1 Analizi

Doku miihendisligi ¢alismalarinda biyomalzeme yiizey karakteristigi hiicre-biyomalzeme
etkilesimlerinde Onemli bir role sahiptir. Yiizeyin islanabilirligi hiicre tutunmasi,
proliferasyonu ve gocii gibi etkilesimlerle birlikte doku iskelesi biyoaktivitesi, diflizyon
hiz1 gibi fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini de etkilemektedir. Temas agis1 analizinde
biyomalzeme yiizeyine damlatilan sivi1 ile kat1 yiizey arasinda olusan ac1 6l¢iilmektedir.
Temas agisinin derecesi biyomalzemenin 1slanabilirligi ve ylizey
hidrofilisite/hidrofobisite karakteristigi hakkinda bilgi vermektedir [141]. Sekil 4.25

temas agis1 sonuglarini vermektedir.
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Sekil 4.25 Temas Acist Analizi. (A) H1 Grubu, (B) H2 Grubu (C) J15 Grubu. Tim

goriintiiler soldan sirastyla 1.s, 3.s, 6.s ve 10.s anlarina aittir.

Temas acis1 analizinde J15 grubu igin 1.s, 3.s, 6.s ve 10.s zaman dilimlerinde temas acilar1
strastyla 56,18°, 38,41°, 27,57° ve 0° olarak Olclilmiistiir. H2 grubunda ayni zaman
dilimlerinde sirastyla 98,49°, 81,49°, 69,42° ve 61,43° olarak ol¢lilmiistiir. H1 grubunda
1se 83,13% 61,73° 45,02° ve 36,95° olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde temas agilarimin 90°den kiigiik olmasi yiizeylerin hidrofilik
oldugunun gostergesidir [142]. H1 ve H2 gruplar1 degerlendirildiginde temas agilar
birbirine yakin olmakla beraber yiizey islanabilirliginin azalmis oldugu sonuglar
cergevesinde gozlemlenmektedir. H2 grubunda yiizey hidrofilisite/hidrofobisite dengesi
diger gruplara gore daha yiiksek olmakla beraber difiizyon hiz1 diger iki gruptan daha
diistiktiir. Yizey 1slanabilirliginin diger iki gruba gore daha yavas olmasi bu hipotezi

desteklemektedir [143].

Islem gormemis dogal doku, SCSIS-6 ve J10 gruplarinda damlanin yiizeyde

dagilmasindan kaynakli olarak bu 6l¢iim yapilamamustir.
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4.4. In vivo Hiicre Kiiltiirii

Tez kapsaminda sentezlenen hibrit membranlarin PC12 hiicreleri ile etkilesimi bu

boliimde incelenmistir.

4.4.1. Hiicre Metabolik Aktivite ve Sitotoksisite Analizi

PC12 hiicre hattinin hibrit doku iskeleleri tizerindeki proliferasyonu ve hiicre canliligi
Alamar Mavisi analizi ile incelenmistir. Alamar Mavisi resazurin temelli floresan boya

olup canli hiicre metabolik aktivitesi sonucu resorufine indirgenmektedir [144].

Sitotoksisite ve hiicre proliferasyonu kiiltiir galigmasinin 1., 4. ve 7. giinlerinde elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.26 hiicre proliferasyonuna ait

sonuclar1 gostermektedir.
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Sekil 4.26. SCSIS-6, J10, J15, H1 ve H2 Gruplarinin Proliferasyon Analizi.

Sekil 4.26 degerlendirildiginde tiim gruplarda analiz giinlerinde istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmasi1 PC12 hiicre hattinin proliferasyonunu ifade etmektedir. Tiim
gruplarda 1.gilinden itibaren hiicre proliferasyonunda artis gozlemlenmistir. Hiicre
proliferasyonunda artis gozlemlenmesi hibrit doku iskelelerinin sitotoksik etki

gostermediginin kaniti olarak degerlendirilebilir.
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SCSIS-6 grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda kiiltiir boyunca metabolik aktivitede
anlamli fark gozlemlenmis olup en diisiik proliferasyonun SCSIS-6 grubunda oldugu
dikkat ¢cekmektedir (**** P <0,0001). J10 grubunda ise kiiltiiriin 4.giiniinde H2 grubuyla
(* P <0,05) ve kiiltiiriin 7.gliniinde ise J15 grubu (** P <0,01) ve H2 grubuyla (**** P
< 0,0001) anlaml bir fark bulunmaktadir. J15 grubu kiiltiiriin 4. Ve 7. giinlerinde H2
grubu ile metabolik aktivitede anlamli bir fark gostermistir (* P <0,05, **** P <0,0001).
H1 ve H2 gruplar arasinda kiiltiiriin 1. ve 7. glinlerinde anlamli fark goriilmiistiir (** P

<0,01, **** P < 0,0001).

Sonuglar incelendiginde en diisiik proliferasyon hizinin SCSIS-6 grubunda oldugu
gbzlemlenmektedir. Tiim gruplarda proliferasyon 4.giinden sonra yaklasik olarak iki
katina ¢ikmis olmakla birlikte hibrit membranlarda proliferasyon oraninin diger gruplara
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Hibrit membranlarda hem aseliiler SIS’in
sagladig1 mikro-¢cevre ile gelen biiylime faktorleri ve norotropik faktorler hem de GeIMA
da bulunan RGD protein dizisinin hiicre proliferasyonunu ve canliligmi arttirdig:
diisiiniilmektedir. Istatistiksel olarak anlamli farklar bu hipotezi desteklemektedir. H1 ve
H2 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasina ragmen proliferasyon
hizi H1 grubunda daha diisiik oldugu dikkat c¢ekmektedir. Bu durumun olasi
sebeplerinden birinin hibritleme esnasinda membraninin jel igerisine entegre
edilememesi ve yetersiz ¢apraz baglanma oldugu diistiniilmektedir. Mekanik dayanim,
sisme ve degradasyon testi bu hipotezi destekler niteliktedir [141, 145]. En yiiksek

proliferasyon H2 grubunda g6zlemlenmistir.

4.4.2. SEM Analizi

PC12 hiicrelerinin hibrit iskele iizerindeki davranislar1 ve morfoloji degisimleri SEM ile
incelenmistir. Kiiltiir calismasinin 1., 4. ve 7. giinlerinde alinan SEM goriintiileri Sekil

4.27°de verilmistir.

SCSIS-6 grubunda ilk giinde hiicrelerin kiimelenme egilimleri dikkat ¢ekmektedir.
Kiiltiirin 4.gilinline gelindiginde hiicre yogunlugu ¢ok degismemis olmakla birlikte

7.giiniinde daha fazla hiicre kiimesi bulunmaktadir (Sekil 4.27 Al, A2, A3). J10 ve J15
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gruplarinda 4. ve 7. giinlerinde hiicre proliferasyonunun artmig oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.27 B1, B2, B3 — Sekil 4.26 C1, C2, C3). H1 ve H2 gruplarinda ise benzer durum
gozlemlenmekle beraber hiicrelerin 4.glinde malzeme ylizeyine yayilmis oldugu dikkat

cekmektedir (Sekil 4.27 D1, D2, D3 — Sekil 4.27 E1, E2, E3).
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Sekil 4.27. PC12 Hiicre Kiiltiiriiniin 1., 4. ve 7. Giinlerinde Elde Edilen SEM Gériintiileri.
(Al- A2 - A3) 1., 4. ve 7. giinler SCSIS-6 Grubu (B1 - B2-B3) 1., 4. ve 7. giinler J10
Grubu, (C1-C2-C3) 1.,4. ve 7. ginler J15 Grubu, (D1 — D2 - D3) 1., 4. ve 7. giinler
H1 Grubu ve (E1- E2 —E3) 1., 4. ve 7. giinler H2 Grubu.
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4.4.3. Hiicre Yayllma Analizi

PC12 hiicrelerinin hibrit iskele iizerindeki davraniglari ve yayilma alanlar1 floresan
mikroskobu ile incelenmistir. Kiiltiir ¢alismasinin 1., ve 7. glinlerinde alinan goriintiiler

Sekil 4.28 de verilmistir.

Sekil 4.28. Kiiltiirtin 1. ve 7. Glinlerinde Alinan DAPI-Phalloidin 594 Boyama Sonuglari.
(Al- A2) SCSIS-6 Grubu (B1—B2) J10 Grubu (C1- C2) J15 Grubu (D1 — D2) H1 Grubu
(E1-E2) H2 Grubu.
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Sekil 4.28 incelendiginde kiiltiiriin 1.giiniinde PC12 hiicre hattinin kiimelenme davranist
dikkat ¢ekmektedir. Hiicre ekiminde 21G siringa kullanimi  kiimelenmeyi
engellememistir. 7.giin sonuglar1 degerlendirildiginde tiim gruplar da proliferasyon ve
hiicre yaylimi1 gerceklesmistir. Ozellikle SCSIS-6, J15 ve H2 gruplarinda proliferasyon
ve hiicre yayilmasi gozlemlenmistir. Aseliiler SIS’in sagladigi dogal ECM ve yapisinda
bulunan biiytime faktorleri PC12 hiicre hatt1 yayilimini ve proliferasyonunu indiikleyici

etki gosterdigi diistintilmektedir.
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5. YORUM

Tez ¢alismas1 kapsaminda periferal sinir hasarinin tedavisin de kullanilabilecek doku
iskeleleri sentezlenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda aseliiler SIS elde edilerek GelMA

hidrojeli ile hibrit doku iskeleleri sentezlenmistir.

v’ 2 farkli yoOntem kullanilarak SIS deseliilerizasyonu gerceklestirilerek
karsilastirilmas1 yapilmustir. Ik metot literatiirde tercih edilen bir metot olup
fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalarin kombinasyonundan olugmaktadir.
Ikinci metot olarak scSCO2 teknolojisi kullanilarak SIS deseliilerizasyonu igin

yeni bir protokol gelistirilmistir.

v Uygulanan metotlarin siireg optimizasyonu yapilmis olup, ECM iizerindeki
etkileri H&E ve DAPI boyamalari ile incelenmistir. Kantitatif metot verimi GAG
miktar tayini ve genomik DNA tayini ile incelenmistir. Bu baglamda scCO>
teknolojisinin SIS deseliilerizasyonunda konvansiyonel yontemden daha etkili ve
verimli bir yontem oldugu ve ECM biyokimyasal yapisini korudugu

gosterilmistir.

v" Deseliilerizasyon yontemlerinin SIS mekanik 6zellikleri noktasinda anlamli bir

hasar vermedigi gosterilmistir.

v GelMA pre-polimer sentez parametreleri optimize edilerek ideal MD belirlenmis
olup hidrojel sentezi ger¢eklestirilmistir. Bu kapsamda GelMA pre-polimerinin
konsantrasyonun capraz baglanma, hidrojel 6zelliklerine ve hiicre etkilesimi

tizerindeki etkileri incelenmistir.

v' GelMA pre-polimer konsantrasyonunun arttirillmasinin hidrojel mekanik ve
yapisal Ozelliklerini arttirdigi gosterilmistir. Ayrica in vitro ¢alismalarda hiicre
proliferasyonun da jel konsantrasyonunun ve c¢apraz baglanmanin etkileri

incelenerek sonuglar tartisilmistir. Sinir doku miihendisligine yonelik farkl
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konsantrasyonlarda c¢aligmalar yapilarak daha detayli incelemeler yapilmasi

ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.

Hibrit doku iskelesi sentez parametreleri optimize edilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda GelMA pre-polimeri ile aseliiler SIS hibrit doku iskeleleri
elde edilerek SIS dokusunun mekanik 6zellikleri gelistirilmistir. SIS dokusunun
polimerler ile hibrit sistemlerinde ECM’nin yapisal 6zelliklerinin korundugu

distintiilmektedir.

SIS/GelMA hibrit doku iskelelerinin néral hiicreler ile etkilesimi in vitro
kosullarda incelenmis olup hibrit doku iskelelerinde hiicre proliferasyonunun
GelMA modifiye SIS doku iskelelerinde artmis oldugu gosterilmistir. Hibrit doku
iskelesinde mikro-gevrenin sinir hiicreleri ig¢in uygun bir ortam oldugu

gosterilmistir.
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