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Periferik sinir yaralanmalarinin sikligi, yaralanmanin tipine ve yerine gore yasam
standartlarin1 etkileyen sonuclari, biyolojik greft materyalleri araciligiyla geleneksel
cerrahi tedavi yontemleri ile karsilasilan giicliikleri, periferik sinir doku miihendisligi
yontemleri ile miihendislik {iriinii biyomateryallerin gelistirilmesine ve bu alanda ¢esitli
arastirmalarin yapilmasinda lokomotif rol oynamistir. Periferik sinir yaralanmasinin
tipine gore degismekle birlikte onarimdaki temel amag biitiinliigii bozulmus periferik sinir
kilifinin biitiinliglinlin saglanmasiyla, rejenerasyon i¢in gereken uygun mikrogevrenin
dogala yakin sekilde sunulmasiyla akson uzamasmin kontrollii bir sekilde devam
ettirilmeye calisilmasidir. Bu amagla gecmisten gilinlimiize konduit ve konduit benzeri
doku iskeleleri tasarlanarak, bu biitiinliigii saglamaya yonelik i¢i bos veya kompozit
yapida farkli yeteneklerde, farkli 6zelliklerde doku miihendisligi {iriinleri gelistirilmistir

ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Bu tez ¢alismasi, grafenin iletkenlik 6zelligini 6n
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plana ¢ikararak gelistirilen kompozit yapidaki hidrojel konduit dnciilii bir doku iskelesi
lizerinde yogunlasmaktadir. Iskele, iletkenlik 6zelliginin kendi avantajlarma ek olarak,
disaridan kapasitif yolla uygulanan elektriksel stimiilasyonun néronal hiicre davranislari
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla tasarlanmigtir. Bu plana gore {iretilmis
indirgenmis grafen oksit (rGO), jelatin metakrilat (GelMA) ve polikaprolaktondan (PCL)
olusan kompozit yapidaki hidrojel malzemenin karakterizasyon analizi yapilmistir.
Kompozit yapiy1 olusturan materyallerin hiicre ve hidrojel ile uyumu ayr1 ayr1 ve birlikte
degerlendirilmistir. Karakterizasyon islemini takiben, bir kare dalga {ireteci marifeti ile
saglanan elektriksel stimiilasyonun uygulandig1 ve uygulanmadig: gruplar birbirleriyle
karsilastirilmistir. Basta rGO igeren gruplar olmak iizere elektriksel stimiilasyon verilen
tiim gruplarda proliferasyon lehine sonuglar alinmistir. Ayrica iiretilen malzemelerin

sitotoksik olmadig1 ve biyouyumlu oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Periferik Sinir Yaralanmalari, Periferik Sinir Doku Miihendisligi,

Grafen Oksit, Jelatin Metakrilat, Polikaprolakton, Elektriksel Stimiilasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BASIC CELL INTERACTION UNDER ELECTRICAL
STIMULATION IN GRAPHENE/GELMA/PCL NERVE CONDUIT-LIKE
STRUCTURES

Berkay KOSE

Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim VARGEL

May 2024, 73 pages

The frequency of peripheral nerve injuries, the consequences affecting living standards
depending on the type and location of the injury, the difficulties encountered with
traditional surgical treatment methods through biological graft materials, have played a
leading role in the development of engineered biomaterials with peripheral nerve tissue
engineering methods and the conduct of various research in this field. Although it varies
depending on the type of peripheral nerve injury, the main purpose of repair is to ensure
the integrity of the damaged peripheral nerve sheath and to try to continue axon growth
in a controlled manner by providing the appropriate microenvironment required for
regeneration in a close to natural way. For this purpose, conduit and conduit-like tissue
scaffolds have been designed from past to present, and tissue engineering products with
different capabilities and different features in hollow or composite structures have been

developed and continue to be developed to ensure this integrity. This thesis study focuses
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on a hydrogel conduit-produced tissue scaffold with a composite structure developed by
highlighting the conductivity feature of graphene. In addition to the advantages of its
conductive properties, the scaffold was designed to examine the effects of externally
capacitively applied electrical stimulation on neuronal cell behavior. Characterization
analysis of the composite structured hydrogel material consisting of reduced graphene
oxide (rGO), gelatin methacrylate (GeIMA) and polycaprolactone (PCL) produced
according to this plan was performed. The compatibility of the materials forming the
composite structure with the cell and hydrogel was evaluated both separately and all
together. Following the characterization process, the groups in which electrical
stimulation was applied by a square wave generator and those in which it was not applied
were compared with each other. Results with better proliferation were obtained in all
groups that received electrical stimulation, especially in groups containing rGO.
Moreover, it has been observed that the produced materials are non-cytotoxic and

biocompatible.

Keywords: Peripheral Nerve Injuries, Peripheral Nerve Tissue Engineering, Graphene

Oxide, Gelatin Methacrylate, Polycaprolactone, Electrical Stimulation
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari basta trafik kazalar1 olmak {izere, atesli silah yaralanmalari,
delici ve kesici alet yaralanmalari, deprem vb. dogal yikimlar gibi cesitli nedenlerle
meydana gelmektedir. Delici ve kesici alet yaralanmalari, atesli silah yaralanmalar1 gibi
durumlarda ¢ogunlukla sinirde devamlilik bozulmakla birlikte, deprem vb. nedenlerle
gbclik altinda kalma, trafik kazalari gibi kiint travma durumlarinda da sinir anatomik
biitiinliiglinlin  bozuldugu ezici yaralanmalar olugmaktadir. Sinir devamlilifinin
bozuldugu durumlarda “primer nérorafi” adi verilen, devamlilig1 geri kazanmaya yonelik,
kayipli bolgenin proksimal ve distal ucunun ug¢ uca dikilmesiyle onarim saglanir ve ilk
tercihtir. Ancak uglarin kars1 karsiya getirilemedigi veya kaybin fazla oldugu vakalarda
primer onarim miimkiin olmamaktadir. Oysa sinir kaybinin kisa oldugu vakalarda,
gerilim olusmayacak sekilde sinir uglarinin bir araya getirilmesi yani epindral-perindral
nororafi ile fonksiyonel-duyu kayiplarinin geri kazanimlar1 saglanabilmektedir. Fakat
kaybin fazla oldugu durumlarda ya u¢ uca onarim yapilamamakta ya da yapilan bu onarim
isleminin yaratacagi gerginlik periferik sinirin dolasiminda bozulmaya yol agmaktadir.
Buna bagli olarak aksonun rejenerasyon kapasitesi azalmakta veya ortadan kalkmaktadir
[1]. Boyle durumlarda periferik sinir kaybini yerine koymak ve gerilim faktoriinii ortadan
kaldirmak amaciyla halen otojen grefler (hastanin kendisinden alinan) altin standarttir ve
klinikte otojen sinir greftleri kullanilmaktadir. Ancak sinir greftinin verici bolgeden
alinma igleminin yaratacagi riskler-sorunlar (duyu ve fonksiyon kaybi, ameliyat siiresinin
uzamasina bagli anestezi risk ve maliyetleri, verici bolgede ek skar olusumu, hayat
kalitesini etkileyen noromalarin olusabilmesi vs.) nedeniyle otojen greftler de ek
sorunlara yol acabilir [2]. Otojen periferik sinir greftinin verici bdlgeden alinmasinin
getirdigi bu problemleri elimine edebilmek i¢in bagka bireyden alinan allojenik sinir
greftleri de denenmistir. Ancak bu durumda, rejenerasyon tamamlanincaya kadar immiin
yanit ve reaksiyonlari1 baskilamak i¢in yiiksek doz medikal tedavi gerekmektedir. Bu tiir
sorunlar allojenik sinir grefti kullanimini geri plana diistirmiistiir. Kayipli periferik sinir
yaralanmalarimin onarmminda kullanilan farkli yontemlerin getirdigi bu ve benzeri ek
sorunlar, doku miihendisligi yontemleriyle tretilmis i¢i bos veya dolu konduit yani
borucuklar ile “tiibiilasyon teknigini” 6ne ¢ikarmistir. Konduitler, kayipli yaralanma
bolgesinde sinirin etrafin1 saracak sekilde yerlestirildiginde proksimal sinir ucundaki

akson filizlerinin distal uca dogru sa¢ilmadan ulagmasini saglayarak, rejenere aksonlarin
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distal uctaki sinir giidiigline ulagsmasini saglamay1 amaglamaktadir [3]. Basarili sonuglar
alinsa da kondiiitler ile halen 6zellikle uzun kayiph periferik sinir yaralanmalarinda,
otojen sinir grefti kadar basar1 saglanamamaktadir [4]. Bu nedenle uzun kayipl
(3mm’den uzun) periferik sinir yaralanmalarinda vaskiilerize sinir greftleri sorgulanmaya
baslanmigtir. Otojen veya allojenik sinir grefti kadar rejenere aksona doku destegi
saglayabilen, aksonal filizlenmeyi yonlendirebilen konduitlerin iiretimine yonelik

calismalar halen devam etmektedir.

Bu konduit tiplerinden bir tiirii de iletken tipte konduitlerdir. Elektriksel sinyal
haberlesmesi ve sinir dokusunun iletken yapida olmasi, iletken sinir konduitlerini 6ne
cikaran en 6nemli nedenlerdir [5]. Hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan ¢caligmalar,
elektriksel stimiilasyonun akson biiylimesini, rejenerasyonunu ve hedef organ
reinnervasyonunu belirgin sekilde tesvik ettigini gostermektedir [6]. Bu yiizden 6zellikle
son zamanlarda, iletken sinir konduitleri tasarimi iizerine caligmalar oldukg¢a hiz
kazanmustir. {letken bir polimer olan ve petrolyum endiistrisi dahil bir¢ok alanda oldukga
dikkat ¢eken grafenin, iletkenligi ile birlikte akson mikrogevresini taklit edebilen girintili
cikintili ylizey morfolojisi, grafenin sinir konduiti olarak kullaniminda oldukca ilgi
cekmektedir [5]. Grafen tabanli doku iskeleleri iizerinde yapilan calismalarda da
molekiiler diizeyde akson onarimini ve rejenerasyonunu tesvik ettigine dair olumlu

sonuglar alinmistir [7].

Elektriksel stimiilasyon (ES) ise, ¢ok eskiden beri aragtirmacilarin dikkatini ¢cekmektedir.
Yiizeysel elektrotlar kullanilarak fizyoterapi amagh ya da iletim amagh oldukca fazla
calismalar mevcuttur [8]. Fakat doku miihendisligi seviyesinde, hiicresel ve davranigsal
manipiilasyonlar1 ve bunlarin sonuglarini karsilastirmali olarak gosteren g¢alismalar,
ozellikle periferik sinir doku miihendisliginde gorece az sayidadir ya da kisithidir. Buna
karsin periferik sinir yaralanmalarinda doku miihendisligi uygulamalar1 olmadan, sadece
ES kullanimiyla bile olumlu sonuglara ulasilmigtir. Ornegin, karpal tiinel sendromunda
baskiy1 azaltma ameliyatindan sonra, sikismis median sinire elektriksel stimiilasyon (ES)
uygulanmadiginda, ameliyat oncesi anlamli bir motor iinite sayisina ¢ikma egilimi
gozlenmemistir. Ancak median siniri 1 saat boyunca 20 Hz frekansta siirekli olarak

elektriksel olarak uyarildigi durumlarda, normal motor iinite sayisinin restorasyonu
2



saglanarak tiim tenar kasin yeniden sinir ile beslendigi gdsterilmistir [9]. Bununla birlikte,
periferik sinir yaralanmalarinin gecikmis onarimlarinda bile ES ile faydali sonuglar
alinabilmistir. Ornegin, onarmm geciktirilmis bir siyatik sinir yaralanmasi durumunda,
Smm uzunlugundaki i¢i bos sinir konduiti ile yapilan onarim sonrasinda, 20 dakikalik
diisiik frekansli ES periyoduna tabi tutulan sinirlerde, motor ve duyu noéron aksonu
rejenerasyonu kontrol gruplarina gore sirastyla %10 ve %3 oraninda artis gostermistir

[10,11].

Bu tez ¢aligmasinda, grafenin iletkenlik 6zelligine dayanarak olusturulmus indirgenmis
grafen oksit (rGO), jelatin metakrilat (GeIMA) ve polikaprolakton (PCL)’dan olusan
konduit Onciilii bir doku iskelesi tiretilmistir. Doku iskelesi tretilirken grafit tozunun
cesitli kimyasal modifikasyonu ile grafen oksit elde edilmistir. Sonrasinda ise elektriksel
iletkenligi arttirmak ve yapisal sorunlari1 minimize etmeye yonelik, grafen oksitten,
indirgenmis grafen oksit elde edilmistir. PCL, uygun ¢dziiciilerde ¢6ziindiikten sonra,
uygun siringa ve ug¢ kullanilarak islak egirme islemine tabi tutulmus ve soguk etanolde
coktiiriilmiistiir. Coktiirme islemi sirasinda PCL fiberleri sarmal hale getirilip kurutularak
son haline getirilmistir. Son olarak, GeIMA ¢ozeltisine rGO partikiilleri ve PCL fiberleri
eklenerek UV ile ¢apraz baglama islemi uygulanmis ve iletken bir kompozit hidrojel doku
iskeleleri olusturulmustur. Tez ¢alismasinin hiicre kiiltlirii asamasinda, tiretilen bu doku
iskelelerine 4 yasindaki bir néroblastomali kiz cocugunun kemik iliginden izole edilmis
SH-SY5Y kodlu (nérodejeneratif hastaliklar ve ndrotoksisite calismalarinda siklikla
kullanilan) noronal hiicreler ekilmistir. Sonrasinda in-vitro ortamda bir dalga genisligi
modiilasyonu (PWM) jeneratorii aracilifiyla 20Hz frekans ve 3 olt giiclinde kare dalga
tiretilip, kapasitif yontemle ES uygulandiginda bu noéronal hiicrelerin ES verilmeyen
gruba gore ¢ogalma ve farklilasma dereceleri incelenmistir. ES’nin, iletken ve iletken
olmayan hidrojel doku iskelelerinde, temel hiicre etkilesimleri iizerine nasil bir etkisi

oldugu kantitatif olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi iki temel boliimden olusur: merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir
sistemi (PSS). MSS, beyin ve omurilik gibi ana sinir merkezlerini igerir. PSS ise MSS’nin
disinda kalan ve viicuttaki diger bolgelere uzanan sinir agini, yani spinal ve kranial

sinirleri, gangliyonlar1 ve diger sinir dokularini kapsar [12].

Sinir sistemi, bilgiyi kodlayan ve ileten noronlar ile bu siireci destekleyen glia
hiicrelerinden olusur. Noronlar, aksiyon potansiyeli adi verilen elektriksel sinyallerle
bilgiyi uzun mesafeler boyunca tasir. Bu bilgiler, sinapslar ve néromuskiiler kavsaklar
araciligiyla diger hiicrelere veya hedef organlara aktarilir [13]. MSS’de, glial hiicrelerin
cesitli alt tipleri bulunur ve bunlar genellikle mikroglia ve makroglia olarak iki ana gruba
ayrilir. Mikroglia, beyindeki bagisiklik hiicreleri olarak islev goriirken, makroglia;
astrositler, oligodendrositler ve ependimal hiicreler gibi diger glial hiicre tiplerini igerir.
Bu hiicreler, sinir sisteminin sagligi ve homeostazi icin kritik roller oynarlar. Bir
yaralanma durumunda ise, remiyelinizasyonu da kapsayan rejeneratif siireclere katilirlar
[14]. Ote yandan periferik sinir sisteminde, Schwann hiicreleri ana glial hiicre tipidir ve
periferik sinirlerin miyelin kilifin1 olusturarak aksonlarin etrafini sararlar. Bu hiicreler,

sinir hasarindan sonra rejenerasyon ve onarim siire¢lerinde 6nemli bir rol oynarlar [15].

2.2. Periferik Sinir Sistemine ve Yaralanmalarina Tarihsel Bakis

Periferik sinir sistemi hakkindaki bilgilerin tarihsel kokenleri, Antik Yunan dénemine ve

ozellikle Galen’in ¢alismalarina kadar uzanir.

Waller’in periferik sinir dejenerasyon siirecini kesfetmesi ve tanimlamasinin ardindan,
periferik sinir dokusunun histolojik olarak taninmasi ve anlasilmasinda 6énemli bir adim,
19. yiizyilda Cajal ve Golgi’nin Nobel 6diilii kazanan ¢aligmalar ile atilmistir. Bu iki
bilim insani, sinir dokusunun karmasik yapisint aydinlatmak icin gelistirdikleri giimiis
impregnasyon teknigi sayesinde, sinir hiicrelerinin ve liflerinin detayli goriiniirliiklerini
saglamislardir [16]. Bu teknik, periferik sinir hiicrelerinin ve sinir liflerinin daha net

goriintirliigiinii saglamasinin yani sira, periferik sinir dokusunun daha iyi anlasilmasini da



saglamistir. Elektrofizyolojik c¢aligmalar yoluyla sinir liflerinin fonksiyonlarini
agiklayarak bu alanda 2. Nobel Odiilii’nii kazanan bilim insanlar1 Erlanger ve arkadas:
Gasser, 1944 yilinda farkli tiirdeki duyusal sinir liflerinin ¢esitli uyaranlara verdigi
tepkileri kesfetmislerdir. Ornegin, ac1 verici veya aci vermeyen dokunuslara verilen
yanitlarda farkli sinir lifi tlirlerini tanimlamiglardir. Bu kesifler, sinir liflerinin farkl
uyaranlar1 nasil algiladigi ve ilettigi konusunda 6nemli bilgiler saglamistir ve bu alandaki

arastirmalara biiylik katkida bulunmustur [17].

Ayrica, William Cumberland Cruikshank’in 1795 yilinda yaptig1 deneysel ¢aligmada, bir
kdpegin servikal vagus sinirinden 15 mm’lik bir boliimii ¢ikarilmis ve kdpegin hayatta
kaldig1 gozlenmistir. Ancak, karsi taraftaki servikal vagus sinirinin bir boliimii daha
cikarildiginda ise kopek Olmiistiir [18]. Bu calisma, periferik sinirlerin rejenerasyon ve
onarim potansiyelini kesfetme yolunda onemli bir basamak olmustur. 20. yiizyilin
ortalarinda ise Sir Herbert Seddon, zellikle Ikinci Diinya Savasi sirasinda ve sonrasinda
periferik sinir yaralanmalar1 iizerine yogun bir sekilde calismis ve kapsamli bir
siiflandirma sistemi gelistirmistir. Bu simiflandirma, giiniimiizde de halen kullanilan
Seddon smiflandirmasi olarak bilinir ve periferik sinir yaralanmalarinin anlagilmasinda
temel bir referans noktasidir [19]. Benzer bir diger Oncii ¢alisma ise, Sir Sydney
Sunderland tarafindan gergeklestirilmistir. Sunderland, 1945 yilinda 301 periferik sinir
yaralanmas1 vakasinin analizini ilk defa yayimlamis ve 1947°de gozlem siireleri 5 yila
kadar olan 339 sinir yaralanmasi vakasinin bir derlemesini yapmistir [20]. Ayrica
Sunderland sinirlerin fasikiiler yapisin1 tanimlamis ve sinir yaralanmalarinin 5 seviyeli
siniflandirmasinmi gelistirmistir (Sekil 2.1) [21]. Bu siniflandirma, sinir yaralanmalarinin
prognozunu ve potansiyel tedavi stratejilerini belirlemede klinikte halen kullanilmaktadir

[22].
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Sekil 2.1. Sinir yaralanmalarinin Sunderland Siniflandirmasi [23]

2.3. Periferik Sinir Sistemi ve Anatomisi

Sinir dokusu, ¢esitli tiplerdeki néronlar ve bu ndronlar1 yapisal ve fonksiyonel olarak
destekleyen birkag farkl: tiirde glial hiicrelerden olusur. Bu hiicreler arasinda ventrikiiler
bosluklart doseyen ependimal hiicreler, duyusal ve otonom gangliyonlarda bulunan uydu

hiicreler ve periferik sinir miyelinini olugturan Schwann hiicreleri bulunur. Tiim bu glial



hiicreler ise noronlarin beslenmesi, desteklenmesi ve korunmasi gibi islevleri iistlenir

[24].

Periferik sinir govdesi, ¢esitli onemli bilesenlerden olusur. Bu bilesenler arasinda: motor
ve duyusal sinir lifleri, otonom sinir lifleri, Schwann hiicreleri, endonéryum, perinéryum
ve epindryum bulunur. Motor sinir lifleri kaslara sinyal gonderirken (afferent), duyusal
sinir lifleri viicuttan beyne uyar1 tasir (efferent). Otonom sinir lifleri ise i¢ organlarin
islevlerini diizenler. Schwann hiicreleri, sinir liflerinin etrafin1 saran ve miyelin kilifi
olusturan hiicrelerdir. Endondryum, her bir sinir lifini saran ince bir bag dokusu
tabakasidir. Perindryum, sinir lifi demetlerini gruplandiran ve koruyan daha kalin bir bag
dokusu tabakasidir. Epindryum ise tiim sinir demetini saran en distaki koruyucu tabakadir
[25,26]. Bu bilesenlerin her biri sinir dokusunun islevselligi ve biitlinliigli i¢in hayati

oneme sahiptir ve sinirlerin viicutta uyari iletiminde oynadig: rolii desteklerler [27].

Medulla spinalisin (omurilik) degisik seviyelerinden ¢ikan sinirler, cogunlukla pleksus
formasyonu seklinde bir arada bulunurlar. Bu sinirler, servikal (C1-C4), brakiyal (C5-T1)
ve lumbosakral (T12-S5) pleksuslar gibi farkli pleksuslar1 olusturacak sekilde ¢oklu ve

karmasik anastomozlarla birlesir [28].

Noronlar genellikle iic ana boliimden olusur: bunlar dendritler, perikaryon (soma) ve
aksonlardir (Sekil 2.2). Dendritler ¢gevreden gelen uyarilari alir; hiicre govdesi bu uyarilar

isler, akson ise islenmis sinyalleri diger néronlara veya hedef hiicrelere iletir [29,30].
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Sekil 2.2. Noronun sematik resmi*

* 1: Perikaryon (soma), 2: Miyelin kilif, 3: Akson, 4: Ranvier Bogumu, 5: Dendritler, 6:
Sinaps, 7: Schwann Hiicresi, 8: Motor son plak, 9: Kollateral dal, 10: Nissl Cisimcigi, 11:
Oligodendrosit

Perikaryon, bir néronun hiicre gdvdesini ifade ediyor olup, ndronun metabolik ve genetik
merkezidir. Perikaryon, noronun c¢ekirdegini, ¢ekirdek¢igi ve g¢esitli organelleri
(endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve mitokondriler) iceren sitoplazmay1

barindirir [31].

Akson, néronun tekli bir uzantisi olarak sinir impulsunu (aksiyon potansiyelini) néronun
hiicre gdvdesinden diger noronlara, kas hiicrelerine veya bezlere (ter, gdzyasi vb.) iletmek
lizere 0zellesmistir. Aksonlar, bu elektriksel sinyalleri uzun mesafelere hizli ve etkin bir
sekilde tastyabilen, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Perikaryon ve dendritlerde
bulunan graniillii endoplazmik retikulum (ER) ve ribozomlar, genellikle akson
tepeceginde (axon hillock) bulunmaz. Akson tepecegi, aksiyon potansiyellerinin
basladig1 yerdir ve burada bulunan yapilar sinyal iletimi i¢in 6zellesmistir. Buna karsin
akson tepecegindeki mitokondri sayisi fazladir ve enerji iiretimi i¢in kritik 6neme sahiptir
[32]. Aksonun plazma membrant “aksolemma” olarak adlandirilir ve aksonun
icerigindeki organel ve sitoplazmay1 ¢evreler [33]. Aksonun igerigi ise “aksoplazma”
olarak adlandirilir. Aksoplazma sinir hiicresinin iglevsel bilesenlerini igerir ve aksiyon
potansiyellerinin iletiminde kritik rol oynar. Aksoplazma icerisinde enerji iiretimi ve

hiicresel tasima (mikrotiibiil, néroflament) islevlerini destekleyen mitokondri gibi



organeller bulunur [34]. Aksonun, poliribozomlar ve graniillii ER igermemesi, aksonun
protein sentezi ve diger metabolik siiregler i¢in hiicre gévdesine ve dendritlere bagimhi
kilar. Aksonlar genellikle uzun mesafeler boyunca uzanirlar ve bu yiizden, protein sentezi
gibi yerel olarak gerceklesmesi gereken islevler icin gerekli yapisal bilesenleri tasima
kapasiteleri yoktur. Aksonlar, hiicre govdesinde iretilen proteinlerin ve diger
molekiillerin  aktif tasinmasit yoluyla ihtiyag¢larim karsilarlar [32]. Wallerian

dejenerasyonunun altinda yatan temel biyolojik neden budur.

Periferik sinirler, iki farkli temel kan dolagimi sistemine sahiptirler (Sekil 2.3). Bunlardan
bir tanesi ekstranoral dolagim olarak isimlendirilir. Ekstranoral dolagim; periferik sinir
boyunca uzunlamasina adventisya igerisinde yol alan, arteria nervorum ve bdlgeseler
damarlar1 igerir. Bu damarlar esas olarak ekstranoral dokulari beslerler. Yiizeyel

olmasindan dolay1 sempatik uyarilardan ve lokal ilaglardan etkilenirler.

Ikincisi ise intrandral dolasim olarak bilinir. Intrandral dolasim bag dokusu iginde
(epindryum, perindryum, endondryum) bulunan damar agindan olugmaktadir. Bu damar
ag1, intrandral yapi1 boyunca ilerlediginden sempatik uyarilardan ve lokal ilaglardan

etkilenmezler. Bu iki farkli sistem, birlikte periferik siniri beslerken sempatik uyarilara

kars1 tepkide belirleyicidirler [35].
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Sekil 2.3. Periferik sinir kanlanmasi*

* 1. Endondral pleksus, 2: Intrandral dolasim 3: Ekstrandral dolagim, 4: Veniiller, 5:

Lenfatikler, 6: Perindral damarlar Endo: Endonéryum, Peri: Perindryum, Epi: Epindryum



2.4. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmasi sonrasinda, ndronlar, aksonlar ve destekleyici hiicrelerde
cesitli degisiklikler meydana gelir. Yaralanma sonrasinda siireg, dejenerasyon,
rejenerasyon ve yeniden yapilanma asamalarini takip etmektedir. Ozellikle Schwann
hiicreleri, periferik sinir sisteminde Onemli bir rol oynar ve yaralanma sonrasinda
plastisite sergilerler. Schwann hiicreleri, yaralanma sonrasinda miyelin proteinlerinin
mRNA iiretimini azaltir, norotrofik faktorler ve sitokinlerin tiretimini artirarak aksonal
rejenerasyonu destekler [36]. Bu siiregte, Schwann hiicreleri demiyelinizasyona katilir,
miyelin kalintilarin1 temizler, makrofajlar1 yaralanma bolgesine toplar ve hasarh

hiicrelerin yerini almak i¢in ¢ogalirlar [36].

Periferik sinir yaralanmasinda, néron gévdesinde meydana gelen degisiklikler, genellikle
akson reaksiyonu veya retrograd noron reaksiyonu olarak adlandirilir. Bu siirecte, Nissl
cisimcikleri akson yaralanmasina bagli olarak belirgin bir sekilde azalir (¢oziiliir). Bu
durum kromatoliz olarak da adlandirilir ve akson yaralanmasinin bir sonucu olarak Nissl
cisimciklerinin kaybolmasi anlamina gelir [37]. Nissl cisimcikleri, néronun protein
sentezinde rol oynayan ve ribozomlarla dolu endoplazmik retikulumun boliimleridir.
Yaralanma sonrast, bu yapilar dagilir ve ndron gévdesi genisler. Bu siire¢, ndronun hasar
goren aksonunu onarmaya c¢alistigmin bir isaretidir. Ayrica, noron goévdesindeki
mitokondri sayisinda artig ve hiicre ¢ekirdeginin, hiicre periferine dogru taginmasi gibi
degisiklikler de gozlemlenir. Bu degisiklikler, ndronun rejeneratif kapasitesini artirmak
ve hasarli aksonun yeniden biiylimesini desteklemek i¢in metabolik aktivitesini
degistirmesinin bir sonucudur. Kromatoliz, néronun hasar sonrasi iyilesme siirecinin aktif
bir parcasidir ve aksonal rejenerasyon igin gerekli olan molekiiler ve hiicresel

mekanizmalarin baglatilmasinda 6nemli bir rol oynar [38].

Aksonlar acisindan, Wallerian dejenerasyonu olarak bilinen bir siire¢ baslar; aksonal
dejenerasyon ve miyelin yikimi meydana gelir, ardindan Schwann hiicrelerinin
dediferansiyasyonu (daha olgunlasmamis bir fenotipe doniisiimii) ve c¢ogalmasi
gerceklesir [36,38]. Schwann hiicreleri ayrica, Bungner bandlarini olustururak aksonal

biiylimeyi yonlendirir ve ikincil aksonal hasara kars1 koruma saglar (Sekil 2.4) [36].
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Sekil 2.4. Aksonun dejenerasyon, rejenerasyon ve yeniden yapilanmasinin resmi [39]

Periferik sinir yaralanmasini takiben ilk 24 saat icinde, akson uglarinda aksoplazmik
biiylime konisi olusumu gozlemlenir. Bu siireg, hasarli aksonun rejenerasyonu i¢in kritik
bir adimdir ve aksonun hedef dokulara dogru biiyiimesini saglar. Bilylime konisi, aktin
ve mikrotiibiiller gibi hiicre i¢i iskeletsel elemanlarinin dinamik olarak yeniden
diizenlenmesiyle olusur ve hiicresel uzantilarin ilerlemesini yonlendirir [40]. Biiyiime
konisinin olusumu, c¢esitli molekiiler sinyaller ve hiicresel mekanizmalar tarafindan
diizenlenir. Ornegin; bilyiime faktorleri, ekstraselliiler matriks proteinleri ve hiicre yiizey
reseptorleri, biiytime konisinin navigasyonu ve aksonal bliyiimenin modiilasyonunda rol
oynar [41]. Ayrica, hasar sonrast hizli bir sekilde aktin polimerizasyonunu artiran ve
biiylime konisinin ilerlemesini hizlandiran proteinlerin ifadesi de artabilmektedir [42]. Bu
molekiiler siireg, periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde ve sinir rejenerasyonu
stratejilerinin gelistirilmesinde énemli bir rol oynayarak; aksonal biliylime ve biliyiime
konisi dinamiklerinin anlagilmasi, sinir hasar1 ve hastaliklarinin tedavisinde yeni
yaklagimlarin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Fakat bilinenlerin bilinmeyenlerden az

olduguna inanilmaktadir.

2.5. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, hasar gérmiis veya islevini yitirmis dokular1 onarmak veya yeniden

olusturmak i¢in hiicreler, doku iskeleleri, uygun biyokimyasal veya fiziksel faktorleri bir
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araya getiren multidisipliner bir bilim dalidir (Sekil 2.5) [43]. Doku miihendisliginde
kullanilan doku iskeleleri genellikle otojen, allojenik, ksenojenik veya sentetik
kaynaklardan elde edilir [43]. Doku iskeleleri, hiicrelerin biiylimesi ve farklilasmasi igin
gerekli iic boyutlu yapiyr ve mekanik destegi saglar. Bu iskeleler, dogal-sentetik
polimerlerden, hiicresizlestirilmis ekstraselliiler matriksten (lECM), seramiklerden veya

cesitli kompozit malzemelerden iiretilebilir [43].

Hiicreler

Doku
Miihendisligi

Biyolojik ve
Fiziksel
Faktorler

Doku iskelesi

Sekil 2.5. Doku miihendisliginin temel elemanlarin1 gésteren diyagram

2.5.1 Periferik Sinir Doku Miihendisligi

Periferik sinir hasarlarinin onariminda otojen sinir greftleri uzun stiredir ve halen altin
standart olarak kabul edilmekte olup, bu yontem ile saglanan basarili sonuglar literatiirde
genis bir sekilde belgelenmistir [44,45]. Ancak dondr alan morbiditesi gibi olumsuz
sonuclar nedeniyle, alternatif tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu baglamda,
doku miihendisligini alaninda yapilan c¢alismalar ile periferik sinir defektlerinin
onariminda sinir konduitlerinin énemli bir potansiyele sahip oldugu kanaati olusmustur
[46]. Bu calismalar, sinir rejenerasyon siirecinde aksonlarin biiylimesine optimal
kilavuzluk edecek sinir konduitlerini belirlemeye odaklanmistir. Optimal sinir konduiti,
ince ve esnek olmali, biyolojik olarak uyumlu ve bozunabilir malzemelerden yapilmali
ve sinir dokusunun mikrogevresini taklit edebilen gézenekli bir yapiya sahip olmalidir

[47].
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2.5.2 Otojen Sinir Konduitleri

Dogrudan otojen sinir grefti kullanimi, donér alanda motor fonksiyon ve duyu kaybina
yol agtig1 i¢in, aragtirmacilar baslangicta yine otojen olan ancak arter, ven veya kas gibi

yapilari iceren ve konduit olarak kullanilan greft materyallerine yonelmislerdir.

Bu kondiiitlerden arteriyel sinir konduitlerinin kullanimi, 19. yiizyilin sonlarinda
literatlirde yer almaya baslamistir. Ancak bu yontemin donér bolgesinde olusturdugu

komplikasyonlar, klinik uygulamalarda bu yaklagimin yayginlagsmasini sinirlamigtir [3].

Venoz konduitlerin de otojen konduit olarak klinikteki kullanimi c¢esitli olumsuz
ozellikler nedeniyle sinirli kalmistir. Bu konduitlerin arterlere kiyasla daha ince duvar
yapisina sahip olmalart ve diisiik mekanik direncleri, ¢cevre dokularin basinci altinda
kolayca sikisip daralmalarina neden olabilmektedir. Bu durum, sinir rejenerasyonu

siirecinde filizlenen aksonlarin distale ilerlemesini engelleyebilmektedir [3].

Konduit olarak iskelet kasinin kullanimi ise viicutta bol miktarda bulunmasi ve temini
kolay olmasi nedeniyle ve mekanik direnci sayesinde olduk¢a yaygin olarak tercih
edilmektedir. Arastirmalar iskelet kasi greftlerinin, 6zellikle 3 cm’den daha kisa sinir
kayiplarinin onariminda etkili oldugunu gdstermistir. Bu ¢aligmalar, kas konduitlerinin
yeniden filizlenen aksonlarin ii¢ boyutlu yerlesimi ve ilerlemesini destekleyebilecegini
gostermektedir; bu da sinir rejenerasyonu igin etkili bir alternatif olarak

degerlendirilmektedir [23,46].

2.5.3 Otojen Olmayan Sinir Konduitleri

Otojen olmayan sinir konduitleri, periferik sinir hasarlarinin onariminda kullanilan ve
hastanin kendi dokusundan elde edilmeyen, tiibiilasyon ig¢in alternatif tedavi
yontemleridir. Bu konduitler, genellikle kollajen, jelatin, fibroin, seliiloz, dECM veya
allojenik malzemelerden iiretilir [48]. Kollajen, jelatin, dECM’den yapilan konduitler,
biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar1 nedeniyle tercih edilmektedir. Allojenik
kondiiitler ise ayni tiiriin farkli bireyinden alinan greft materyalleridir. Fakat Schwann
hiicreleri ve miyelin kiliflar1 immiin sistem tarafindan reaksiyonel bir yanit olusturacagi

icin ya deseliilerizasyon gibi birtakim islemlerden gecirilmesi gerekir ya da alicinin
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bagisiklik sisteminin baskilanmasini gerektirir [49,50]. FDA tarafindan onaylanip Tip 1
kollajen kullanilan ilk kollajen temelli konduit “NeuraGen” ticari adiyla 2001 yilinda
sunulmustur [51]. Yine FDA tarafindan onaylanip, deseliilerize kadavra siniri kullanilan
ilk allojenik konduit ise “Avance Nerve Graft” ticari adiyla 2007 yilinda sunulmustur
[52]. Basarili sonuglar alinsa da, biiyilik kayipl periferik sinir yaralanmalarinda allojenik
greftlerin basarisi yine diismektedir [53,54]. Kadavradan greft almak ve oncesinde
deseliilerizasyon gibi islemlerin gerekliligi, ticari agidan oldukca maliyetlidir ve allojenik

greftlerin bir diger sorununu olusturur [55].

2.5.4 Polimerik Sinir Konduitleri

Otojen ve allojenik greftlerin yukarida bahsedilen problemleri, otojen greftlere alternatif
olarak sunulan allojenik greftlerin ekstra maliyetleri nedeniyle, dogal veya sentetik
polimerlerden olusan sinir kondiiitleri arastirmalari hem hastanin hem de cerrahin
beklentilerini karsilamasi umularak daha fazla ilgi ¢ekmistir. Kayipl bir periferik sinir
yaralanmasi durumunda, yaralanmanin proksimal ve distal uglarini tiibiilerize etmek
tizere gogunlukla i¢i bos olarak tasarlanan ve FDA tarafindan onaylanip piyasaya siiriilen
cok sayida ve farkli tipte polimerik sinir konduiti vardir [56]. Dogal polimer olarak
cogunlukla Tip 1 Kollajen, kitosan, domuz ince bagirsagindan elde edilen ECM ticari
olarak kullanilmigtir. Ayrica dogal polimer olarak jelatinin kullanildig1 ve in-vivo
diizeyde basarili sonuglarin alindigi ¢aligmalar da vardir [57]. Sentetik polimer olarak da
cogunlukla PVA (polivinil alkol), PGA (poliglikolik asit), PLCL (Poli(L-laktid-ko-¢-
kaprolakton)) ve silikon, ticari olarak kullanilmistir. Silikon kondiiitlerin kullanildigi
birgok hastada, yeterince yumusak olmayan yapisi nedeniyle irritasyona yol agtig1 ve bu
sebeple daha sonra ¢ikarilmasi gerektigi gozlemlenmistir; bu durum, silikon kondiiitlerin
popiilerligini azaltmistir [58]. PVA disindaki bircok polimer degisken oranlarda

biyobozunur 6zellige sahiptir.

Yukarida 6zetlendigi gibi, polimerlerden iiretilmis ¢ok sayida kondiiitler vardir ve ticari
irtin  olarak  satilmaktadir (Cizelge 2.1). Yiiksek mekanik dayanimlari,
biyouyumluluklari, silikon harig irritasyona neden olmamalari, yeterli gegirgenlige sahip
olmalar1 sayesinde 3cm’ye kadar olan kayipli periferik sinir yaralanmalarinda bu tiriinler

bir otojen ya da allojenik greft kadar basar1 saglayabilmektedir. Fakat 3cm’den biiyiik
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kayiplarda bu konduitler halen tam fonksiyonel sinir iyilesmesi igin yetersiz

kalmaktadirlar [59].

Cizelge 2.1. Ticari isimleriyle FDA tarafindan onaylanan sinir konduitleri [60,61].

Uriin Ismi Bilesim Defekt Biyobozunma Siiresi FDA
Onay Yih
NeuroTube PGA 2.0—4.0cm 3ay 1999
SaluBridge PVA 4.0- Biyobozunur degil 2000
6.35cm
NeuraGen Tip 1 Kolajen + 0.5-1.7cm 4 yil 2001
Glikozaminoglikan
NeuroMatrix Tip 1 Kolajen 2.5-3.0cm 4-8 ay 2001
SaluTunnel PVA 4.0- Biyobozunur degil 2010
6.35cm
Neurolac PLCL Maks. 2cm 16 ay 2005-2011
NeuroMend Tip 1 Kolajen 0.9-2.5cm 4-8 ay 2006
Avance Deseliilerize Kadavra | 2.5-3.0cm Allojenik greft 2007
Siniri
NeuroFlex Tip 1 Kolajen 2.5cm 4-8 ay 2014
NeuraGen 3D Tip 1 Kolajen + 2.5cm 4-8 ay 2014
Glikozaminoglikan
Reaxon Plus Kitosan Maks. 1cm 1-1.5y1l 2015
AxoGuard Domuz Ince Bagirsak | 0.5-1.0cm 3-4 ay 2016

Submukozasi

2.5.5 lyilestirilmis Sinir Konduiti Tasarimlar

3cm’den uzun kayiph periferik sinir yaralanmalarinda, dogal veya sentetik i¢i bos
konduitlerle yapilan tiibiilasyonlarin yetersiz kalmasi, sinir liflerinin intranéral karmasik
pleksiform yapilarini desteklemeye yonelik ¢aligmalara odaklanilmasina neden olmustur.

Intranoéral tlibliler formasyonun taklit eden yapilarn; hiicre tutunmasina,
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proliferasyonuna, biiylimesine ve gogiine olan olumlu etkileri literatiirde ayrica yer
almistir [62]. Bu nedenle i¢i bos konduit tasarimlar1 gelistirilerek, goézenekli-pordz,
paralel oluklu, ¢oklu kanall1 ve i¢i hidrojel veya fiberler ile doldurularak desteklenmis,
tyilestirilmis konduit tasarimlari tizerinde ¢alisilmistir (Sekil 2.6) [63]. Bu tasarimlarin da
hicbirisi miikemmel degildir ve kendi iglerinde birbirlerine gore avantajlari ve

dezavantajlar1 vardir.

Gozenekli yapr besin ve oksijen transferine izin vermekte, hiicresel atiklarin
uzaklastirilmasini saglamakta, fibroblast birikimini Onleyerek akson uzamasinin
durmasin1 Onlemekte ve limene dogru vaskiilarizasyonu saglamakta fakat tretimi
esnasinda ideal gozenek yapisinin korunamamasi, tam olarak ideal gozenek

biiytikliigiiniin bilinememesi gibi bazi sorunlari vardir [64—66].

Paralel oluklu kondiiitlerle alakali literatiirde yaklasik 10-20um oluklarin kullanildigi ve
Schwann hiicreleri tarafindan tutunmanin destekledigine dair olumlu c¢aligmalar vardir
ancak ideal bir mikrokanal yap1 olusturabilmek i¢in karmasik litografik mikrofabrikasyon

teknikleri bu kondiiitlerin liretimini zorlastirmaktadir [67,68].

Coklu kanallt konduitler, i¢i bos konduit icerisinde daha kiiciik tiibiiler yap1
organizasyonu icermektedir ve temel olarak bir sinif lifinde bulunan dogal anatomik
fasikiilleri taklit edilmesi amaglanmistir. Bu sayede de konduitin daha efektif bir
kilavuzluk yapmasi hedeflenmistir [69,70]. Ancak ¢oklu kanal yapisi bu konduitlerin
esneklik ve esnemeye bagli mekanik dayanim kapasitesini azaltmaktadir [71]. Konduit
icerisindeki bu kiigiik tiibiiler yapilarin ideal capinin optimal ve kararli olarak

saglanamiyor olusu ise halen bir soru igaretidir [72].

I¢i dolgulu sinir kondiiitleri temel olarak dogal ECM yapisini biyolojik ve yapisal olarak
taklit etmeye yonelik gelistirilmistir. Kolajen, fibrin, jelatin, laminin vb. dogal
polimerlerin hidrojel, filament veya siinger formuna getirilmesiyle yapilabilecegi gibi

PLGA (Poli(laktik-ko-glikolik asit)), PLA (polilaktik asit), PGA vb. sentetik polimerlerin
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fiber haline getirilmesiyle de yapilabilir [73,74]. Dolgulu sinir konduitlerinin en biiyiik
problemi defekt bliyiikliigiine gore etkilerinin oldukga farklilik gosterebilmesidir [73].

\ o , ' 4

fci Bog Sinir Konduiti Coklu Kanall Sinir Giizenekli/Poriz Dolgulu Sinir Oluklu Sinir

Konduiti Sinir Konduiti Konduiti Konduiti
x x ? ﬁ »
# T . .
Sinir Konduitinin Iyilegmis Akson

Tmplante Edilmesi

Sekil 2.6. lyilestirilmis sinir konduiti tasarimlarini ve genel implantasyonu gosteren resim

[75]

2.5.6 iletken Sinir Konduitleri

Sinir sisteminin dogal elektrokimyasal mekanizmasimin varhigina ek olarak, doku
mithendisliginde iletken materyallerin basarisi goz Oniine alindiginda, iletken sinir
konduitlerine yonelik caligmalar baslamistir. Doku miihendisliginde kullanilan ve
elektrik iletkenligi olan ¢ogu materyaller sinir konduiti tasariminda ve {iretiminde kendi
baslarina kullanildiginda yumusaklik, esneklik ve gegirgenlik olarak yetersiz
kalabilmektedir. Bu sebeple, iletken materyallerin uygun biyobozunur biyopolimerler ile
birlikte kullanilmasina yonelik bir egilim olusmustur. Boylece, hem elektrik iletkenligi
saglayan hem de yumusaklik ve gecirgenlik gibi ozellikler acisindan basarili olan
konduitlerin iiretilmesi amaglanmistir (Sekil 2.7) [76]. Bu hedef dogrultusunda bu
biyopolimerler (seliiloz, kitosan, hyaluronik asit, jelatin vb.) ile kompozit yapida sinir
kondiiitleri denenmis ve iletken konduit tasarimlarina olan katkisi literatiire sunulmustur

[77].
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iletken Hidrojel Sinir Konduiti

Elektrik iletkenligi
Jelatin icine &

gomiilmiis rGO Yumusaklik ve Esneklik

@ Gecgirgenlik
Cok fonksiyonlu Sinir Konduiti

Sekil 2.7. Cok fonksiyonlu iletken grafen tabanli sinir konduiti illiistrasyonu [76]

Bu amagla en ¢ok calisilan iletken polimerler; polipiroller (PPy), polianilinler (PANI),
politiyofen (PTh), poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT)’dir [78]. PPy miikemmel
elektrik iletkenligine sahip olmasi, ucuz olmasi, sentezinin kolay olmasi gibi
avantajlartyla 6ne ¢ikmakla birlikte zayif ¢oziiniirlilk ve biyobozunma karakteri gibi
olumsuz yanlar1 vardir [79]. Bu nedenle de tek basma kullanilmasi konduit
gereksinimlerini karsilamamaktadir ve ¢esitli biyobozunur polimerler (PLA, PLCL, PCL)
ile kombine edilerek kullanilmaktadir [80]. PANI de tipki PPy gibi ucuz, kolay
sentezlenmekte ve yiiksek biyouyumluluga sahiptir ama yine zay1f ¢oziiniirliik ve yetersiz
tasarimsal Ozelliklerinden dolay1 tek basma kullanimindan ziyade kombinasyonlarla

birlikte kullanilmaktadir [81].

Yukarida bahsedilen iletken polimerler disinda karbon tabanli olan ve yiiksek elektrik
iletkenligine, kimyasal kararliliga, esneklige, mekanik dirence ve yiiksek yiizey
alani/hacim oranina sahip grafen ve grafen tabanl iskeleler sinir doku miihendisliginde
calisilmigtir [82]. Karbon nanotiibiiler yapilar olarak grafenin kullanildigi ¢ok katmanli
karbon nanotiip veya tek katmanli karbon nanotiip, i¢i bos grafen tabanli konduitler hiicre

adhezyonunu desteklemesi, biiyiimeyi ve farklilasmay1 tesvik etmesi ve basarili sonuglari
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ile dikkat cekmistir [83,84]. Grafenin indirgenmis formu, daha iyi elektrik iletkenligi ve
stabilite gosterdigi i¢in indirgenerek de kullanilabilir [76].

2.5.7 Elektriksel Stimiilasyon

Elektriksel stimiilasyon (ES)’nun hiicresel ve molekiiler diizeyde dogrudan etkileri farkli
doku tiplerinde, farkli aragtirmacilar tarafindan uzun zamandir mercek altinda olmustur.
ES, cogunlukla rejeneratif tip alaninda kullanilmasinin yani sira, doku miihendisliginde
de biiyiik ilgi gormektedir; ¢iinkii hiicre proliferasyonunu, kok hiicre farklilasmasini
tesvik etmekte, ayrica doku miihendisligi iirlinlerinin uygulandig1r bolgede yeniden

yapilanma ve olgunlagmayi tetiklemektedir [85].

Periferik sinir doku miihendisliginde ES genis ¢apta incelenmistir. ES’nin periferik sinir
tyilesmesi iizerindeki etkisi, temelde norit ve aksonun hizlandirilmis ve yonlendirilmis
desteklenmesine, ayrica embriyonik kok hiicrelerin noral hiicrelere farklilagsmasina
dayanir. (Sekil 2.8) [86,87]. Bu temele dayanarak, sadece elektrik iletkenligi olan
hiicresel substratlarin kullanimi ve ES ile desteklenmesiyle bile in-vitro ortamda olumlu
yonde sonug alinabilmektedir [88,89]. Bununla birlikte hayvanlarda ve klinikte, primer
onarim (sinir uclarinin u¢ uca getirilerek onarilmasi) sonrasinda, sadece ES (20Hz veya

daha az) uygulandiginda fonksiyonel iyilesmenin daha iyi oldugu saptanmistir [87].

Omurilik Nironal Hiicre

vw =

Proksimal Sinir Giidiigii Distal Sinir Gidiigi

t Biiyiime faktrleri

T Sito-iskeletsel Proteinler

Sekil 2.8. Elektriksel stimiilasyon uygulamasini gosteren diyagram [87]
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Periferik sinir iyilesmesi i¢in ES, elektrotlarin pozisyonu ve uygulama bi¢imine gore
direkt kasa veya sinire uygulanabilir. Temel ama¢ ayni olsa da mekanizma olarak
birbirlerine gore farklar1 vardir. Periferik sinir yaralanmasi sonrasi fel¢ durumunda kasa
uygulanan ES ile miyozin zinciri gen ifadesi yiiksek miktarda artmaktadir ve bu kas giicli
ile dogru orantilidir [90]. Kontrollii klinik ¢aligmalarda da (clinicaltrials.gov) bir kasa ES
uygulandiginda miyofibrillerin genisledigini ve miyozin zinciri gen ifadesinin arttigini

destekleyen makro-mikro bulgular gozlenmistir [91].

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi sinire uygulanan ES ise beyin kdkenli bliytime faktorii
(BDNF) [10,92], glial hiicre kokenli biiytime faktorii (GDNF) [93], tirozin kinaz reseptor
B (Trk-B)[94] ve adenozin monofosfat (cCAMP)[95] seviyelerini arttirarak etki etmektedir
(Sekil 2.9). Bu etki mekanizmasinin temeli, kalsiyum iyonlarinin ES etkisinde
derisiminin artmasma ve artan bu kalsiyum iyonu derisiminin de proksimal sinir
giidigiinde BDNF ve TrkB salinimini arttirmasina dayanmaktadir [96]. BDNF’in
saliminin artmasini takiben hiicre i¢inde fosfodiesteraz aktivitesi inhibe olmaktadir, bu da

finalde cAMP seviyelerinin artmasina neden olmaktadir [92,97].

cAMP, kayma hareketi yapan sito-iskeletsel elemanlar i¢in ¢ok Onemlidir. cAMP
seviyeleri yiikseldiginde, CREB (cAMP yanit eleman1 baglayici protein) baglanarak
cAMP-CREB aktif kompleksi olugur, bunu takiben T-alfa-1 Tiibiilin ve GAP-43 (biiyiime
ile iliskili/growth associated protein-43) gibi proteinler sentezlenerek devreye girer [98],
transkripsiyon durdurucu bir protein olan Rho inhibe olur [99]. Trk-B de ayn1 amagla ama
farkli bir yolla, P38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (P38 MAPK) ve
Fosfatidilinositol 3 kinaz/Akt (PI3K/Akt) yolu ile etkili olur [100,101]. Tim bu
molekiiler yolaklarin amaci, sinir hiicrelerinin yaralanma sonrasi rejenerasyonunu ve

dolayistyla hiicre iskeletinin olusumunu desteklemektir.
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BDNF + Trk-B =2 P38 MAPK

Elektriksel Stimiilasyon CREB

Ca*?/ cAMP -> PI3K/Akt

Biiyiime Faktorleri Sito-iskeletsel Proteinler
e BDNF o GAP-43
e GDNF e Aktin
e NGF e T-alfa-1 Tibiilin
AKkson Iyilesmesi

Sekil 2.9. ES altinda sinir iyilesmesinin molekiiler yolunun sematik gosterimi

ES, basit elektrik akim uygulama prensiplerine dayanarak in-vivo veya in-vitro olarak 3

farkli temel yontem ile uygulanabilir (Sekil 2.10).

Bu yontemlerden ilki elektrotlarin direk hiicre kiiltiirii ortaminda, besiyerinin i¢inde veya
dokuya gdémiilii oldugu “direkt yiikleme” yontemidir. Bu yontem kolay uygulanabilirlik
acisindan tercih edilir. Ancak elektrotlarin direkt olarak besiyerinin veya doku ortaminin
icinde olmasinin getirecegi bazi olumsuz yan etkiler vardir. Ornegin, besiyeri ile
elektrotun temasi sonucunda ¢ozelti icinde anot veya katotta gergceklesen Faraday
reaksiyonu nedeniyle oksidasyon ve zararli yan iirlinlerin olugsmas1 miimkiindiir; bu da

kiiltiir ortaminin pH ve sicaklik degerlerinde degisikliklere yol acabilir [102,103].
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ES icin ikinci bir diger yontem ise “kapasitif ylikleme” yontemidir. Bu yontemde iki
elektrot karsilikli olacak sekilde besiyeri ortaminin disinda konumlandirilir, yani dolayl
bir tekniktir. Bu yontemde elektrotlar arasinda esit ve diizenli bir yiik dagilimi
olusturularak kiiltiir ortaminda hiicrelerin konumu fark etmeksizin biitiin hiicreler ES’den

esit fayda goriir [104].

Ucgiincii bir ES yontemi ise “indiiktif yiikleme” yontemidir. Bu yontemde hiicre kiiltiirii
ortami bir bobin g¢emberi icerisine alinir ve akim bobinden gecirildiginde olusan
elektromanyetik alanin etkisi ile ¢calisir. Cogunlukla dogal isleyisi taklit etmesi nedeniyle
PEMF (atiml1 elektromanyetik alan stimiilasyonu) seklinde uygulanir [105] [106]. Tim
hiicrelerin manyetik alandan esit diizeyde etki gérmesi i¢cin Helmholtz diizeninde

manyetik alan uygulanir [107].

."/-:/-- -_
==

Direkt Yiikleme Kapasitif Yiikleme Indiiktif Yiikleme

Sekil 2.10. Temel ES yontemlerinin sematik gosterimi [108]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Hidrojellerin Yapimi
3.1.1 Metakrilatlanmis Jelatinin Sentezi

Jelatin metakrilat (GelMA)’in hazirlanmasinda kullanilan sigir jelatini ticari olarak
onceden satin alinmistir. 1L distile suda 0,075M sodyum karbonat ve 0,175M sodyum
bikarbonat ¢oziindiiriilmesiyle 0,25M CBS hazirlanip stok edilmistir. Daha sonra
55°C’de ayarlanmis manyetik karigtiricida jelatinin CBS’e eklenmesiyle hazirlanan

¢Ozelti homojen olana kadar karistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. 55°C’de ayarlanmis manyetik karistiricida jelatinin CBS’de ¢oziindiiriilmesi ve

homojen hale gelmis ¢ozelti.

Cozeltinin homojen oldugundan emin olunduktan ve pH yaklasik 9 seviyesine ¢ekildikten
sonra, karistirma devam ederken 1gr jelatin basina 0,ImL olacak sekilde kontrollii olarak
damla damla MAA (Metakrilik Anhidrit) eklenmistir. Isiga duyarli bir yapida olan
MAA’nin 1siktan etkilenmesini engellemek i¢in biitiin islemler folyo ile kaplanmis
beherlerde gergeklestirilmistir. Cozelti 3 saat boyunca bu sekilde karistiricida birakilarak

reaksiyonun tamamlanmas1 saglanmistir. 3 saat sonunda pH yaklasik 7,4 seviyelerine
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cekilmigtir ve reaksiyon durdurulmustur. Cozeltinin pH’sin1 ayarlama islemlerinin

hepsinde 6M hidroklorik asit ve SM sodyum hidroksit kullanilmistir.

Reaksiyon durdurulduktan sonra c¢ozelti diyaliz membranlara doldurulup agizlar
baglanarak paket haline getirilmistir. Bu diyaliz membran paketleri, 5 giin boyunca
karistirict destegiyle distile su iginde diyalize edilmis ve boylece membran icerisindeki

¢ozelti, fazla MAA’dan arindirilmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. GeIMA c¢ozeltilerinin diyaliz membrana koyulmasi ve distile su igerisinde

bekletilmesi

Son olarak, diyaliz iglemini takiben iirlinler petrilere alinmistir. Petrilerde olan iiriinler
liyofilizasyon islemi ile kurutulduktan sonra kurutulan malzemeler 6giitiiciide toz haline
getirilmis ve falkonlara koyularak kullanima hazir halde 4°C’de karanlik ortamda

saklanmistir.
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3.1.2 Grafen Oksitin Sentezi

Grafen oksit tiretmek i¢in 2,08M grafit, siirekli buz banyosu destegiyle 200mL siilfiirik
asitte 1 saat boyunca karistirilarak bekletilmistir. Daha sonra 0,00095M potasyum
permanganat, hazirlanan ¢6zeltiye yavas yavas eklenmistir. Karistirmaya 24 saat boyunca
devam edilmistir ve bu siiregte grafit, grafen oksite modifiye edilmistir. Karisim,
¢ozeltinin tamamen homojen bir hale gelmesini saglamak i¢in yaklasik 2 saat boyunca
karistiricida karistirilmistir ve sonug olarak homojen, koyu kahverengi bir ¢ozelti elde

edilmistir (Sekil 3.3, (A)).

Daha sonra 100mL distile su yavasca bu kahverengi ¢ozeltiye eklenmistir ve yaklasik
30°C’de 5 saat boyunca ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. Ultrasonikasyon
isleminden sonra karisim 90°C’de 1 saat daha 1sitilip ve karistirilirmistir. 1 saat sonra ise
reaksiyonu durdurmak i¢in karigima 30mL hidrojen peroksit eklenmistir. Cokelmenin

oldugu gozlenerek reaksiyonun durduruldugundan emin olunmustur (Sekil 3.3, (B)).

Son asamada, grafen oksitin indirgenip rGO elde edilebilmesi i¢in L-askorbik asit ile
kimyasal indirgeme islemi gerceklestirilmistir. Oncelikle 10g L-askorbik asit 100mL
distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra elde edilen ¢ozelti, grafen oksit ¢ozeltisi ile
birlestirilmistir. Birlestirme isleminden sonra karisim 95°C de 1 saat karistirilarak
isitilmustir. Isitma ve karistirma igleminden hemen sonra karisim 15 dk boyunca
ultrasonikasyona tabi tutulmustur. Kahverengi ¢ozeltinin indirgeme isleminden sonra

daha koyu bir goriintii aldig1 gézlenmis ve askorbik asidin ¢alistigindan emin olunmustur

(Sekil 3.3, (C)).
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Sekil 3.3. Buz banyosu altinda kahverengi grafen oksit ¢ozeltisi (A), ¢okelmenin
meydana geldigi ve reaksiyonun durduruldugu grafen oksit ¢ozeltisi (B) ve koyu renkli

indirgenmis grafen oksit ¢ozeltisi (C)

Elde edilen ¢ozelti falkonlara koyularak 8000 rpm‘de 20 dk boyunca santrifiij islemine
tabi tutulmustur ve indirgenmis grafen oksit partikiilleri ¢oktiiriilmiistiir (Sekil 3.4). Dipte

kalan ¢okelti sirastyla 1M hidroklorik asit ve distile su ile yikanmis ve pH notrlenmistir.

Sekil 3.4. Siipernatant atildiktan sonra kalan indirgenmis grafen oksit ¢okeltisi
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Yikama isleminde sonra, vakum pompasinda filtre kagidiyla indirgenmis grafen oksit
partikiilleri tutulmustur (Sekil 3.5, (A), (B)). Santrifiij ile ¢oktiirme ve vakumlama
islemlerinden sonra filtreden gecirilmis ¢o6zelti, falkonlarda ¢okelti kalmayana kadar

tekrar santrifiij ve vakumlama islemlerinden gegirilmistir.

Vakumlama islemleri sonlandiktan sonra, indirgenmis grafen oksit partikiillerinin
tutuldugu filtre kagitlari, yirtilmayacak sekilde ve dikkatlice vakum kasesinden
ayrilmistir. Ayrilan filtre kagitlart firnda kurumaya birakilmistir (Sekil 3.5, (C)).
Kurutulma islemini takiben de partikiiller filtre kagidindan kazinarak toplanmis ve

ependorf tiiplere koyularak kullanima hazir hale gelmistir.

Sekil 3.5. Vakum pompasinda ¢ekilen indirgenmis grafen oksit ¢ozeltisi (A), filtreye
tutulan indirgenmis grafen oksit partikiilleri (B) ve filtre kagidi kurutulduktan sonra

toplanmaya hazir indirgenmis grafen oksit partikiilleri (C)

3.1.4 Polikaprolaktonun Fiber Haline Getirilmesi

Ticari olarak 6nceden satin alinmis PCL, 9:1 oraninda kloroform ve etanol igerisinde,
250rpm ve 37°C’de manyetik karistirict ile ¢ozdiiriilmiistiir. Olusan homojen ¢ozelti 24G
siringaya c¢ekilmis ve 1slak egirme islemi i¢in hava kalmayacak sekilde cihaza takilmistir.

Behere koyulan 4°C’deki soguk etanole ignenin ucu yaklasik 3mm girecek sekilde cihaz
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yiiksekligi ayarlanmigtir. Optimal pozisyon elde edildikten sonra saatte 0,8mL akis hizina

ayarlanan cihaza bagla komutu verilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Polikaprolaktonun kloroform ve etanol igerisinde ¢ozdiiriilmesi (solda) ve 1slak

egirme i¢in hazirlanan deney diizenegi (sagda)

Bagla komutunun ardindan ignenin ucundan soguk etanole stiziilen kat1 PCL fiberleri bir
cubuk yardimiyla miimkiin oldugunca sabit bir hizda sarilarak dikkatlice toplanmistir.
Daha sonra, bu PCL fiberleri kurutularak son halini almis ve kullanima hazir hale

getirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Kullanima hazir polikaprolakton fiberleri

3.1.5 Metakrilatlanmis Jelatinin Fotopolimerizasyona Hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasinda jelatin metakrilat (GelMA) hidrojellerinin elde edilmesi igin
ultraviyole (UV) ¢apraz baglama yontemi tercih edilmistir. UV capraz baglama yontemi
icin “Cellink GeIMA Casting” protokoliindeki adimlar izlenmistir ve bu baglamda foto
baslatici olarak Irgacure 2959 kullanilmistir [109].

Cizelge 3.1. Kiitlece GeIMA/Irgacure 2959 orani (Cellink GeIMA Casting Protocol).

GelMA (% wt) GelMA(g) Irgacure 2959(%wt) Irgacure 2959(g)
3 0.3 0.5 0.05
5 0.5 0.5 0.05
7 0.7 0.5 0.05

Bu protokole gore (Cizelge 3.1), kiitlece %5°lik GelMA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in bir
falkona 8mL CBS ¢d6zeltisi eklenmistir ve igerisine 0.5gr GelMA tozu ilave edilmistir. Es
zamanli olarak bir diger falkona da 2mL CBS ¢ozeltisi eklenmistir ve igerisine 0.05gr
Irgacure 2959 tozu ilave edilmistir. Hazirlanan bu iki falkon vorteksleme islemine tabi

tutularak karistirllmistir. Devaminda, 6nceden 1sitilmis 70°C’deki su ¢alkalayicida 30 dk
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calkalama islemine tabi tutularak ¢ozeltinin iyice ¢Oziindiiriilmesi saglanmistir. 30 dk
sonra ise her iki falkondaki ¢ozeltinin ¢dziindiigiinden emin olundugunda, her iki
falkondaki ¢ozelti biiylik olan tek falkona alinip c¢ozeltiler birlestirilmistir. Birlestirme
isleminden sonra ¢ozeltinin iyice karismasini saglamak i¢in de 15 dk daha 45°C’de
calkalama islemine tabi tutulmustur. 15 dk sonunda da UV ile ¢apraz baglamaya hazir bu
coOzeltiler bir sonraki asamalarda kullanim i¢in folyoya sarilarak karanlik ortamda ve

4°C’de saklanmustir.

3.1.6 Metakrilatlanmis Jelatinin Fotopolimerizasyonu ve Hidrojel Haline

Getirilmesi

Bir 6nceki asamada hazirlanan ve Irgacure 2929 ile birlestirilen tiim jelatin metakrilat
(GelMA) c¢ozeltileri 48-kuyucuklu plaka igerisine 200 mikrolitre olacak sekilde pipetle
esit olarak koyulmus ve 365nm ultraviyole (UV) 1s1k altinda 10 dk bekletilmistir.
Fotopolimerizasyon islemleri i¢in yapilan tim UV uygulamalari, 1518 disaridan
sizmasini engellemek i¢in miimkiin oldugunca dikkatli bir sekilde karanlik bir odada

gergeklestirilmistir.

Indirgenmis grafen oksit (rGO) ve polikaprolakton (PCL) ile birlikte hidrojel elde etmek
icin kiitlece %0,25wt oraninda rGO kullanilmistir. Bu baglamda istenen karigim ¢ozelti
miktarina uygun olarak tartilan rGO partikiilleri GelMA ¢ozeltisi igerisine eklenmistir.
Sekil 3.7°deki gibi hazirlanan PCL sarmal fiberleri esit genislikte ve uzunlukta makasla
kesilerek 48-kuyucuk plaka tabanina, ¢eperlere degecek sekilde yerlestirilmistir. Daha
sonra GeIMA-rGO ¢ozeltisi iyice vortekslenerek rGO partikiillerinin miimkiin oldugunca
cozelti icerisinde dagilmasi saglanmigtir. Vorteksleme isleminden sonra daha iyi bir
homojenizasyon saglamak amaciyla da ¢ozelti 20 dk ultrasonikasyona maruz
birakilmistir. Ultrasonikasyondan sonra GeIMA-rGO ¢ozeltisi, rGO partikiillerinin tekrar
cokmemesi i¢in hizli bir sekilde PCL fiberlerinin de oldugu 48-kuyucuklu plakaya
koyularak ve 10 dk UV’ye maruz birakilarak karisimin ¢apraz baglanmasi saglanmistir.
Boylece, sonug olarak GelIMA, rGO ve PCL kombinasyonun olusan hidrojeller elde
edilmistir (Sekil 3.8, (C)).
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Sekil 3.8. GeIMA hidrojelleri (B), GelMA ve rGO’dan olusan hidrojeller (A), GelMA,
rGO ve PCL’den olusan hidrojeller (C)

3.5. Hidrojellerin Sisme Testi

GelMA, GeIMA/rfGO ve GelMA/rGO/PCL’den olusan hidrojellerin 6zelliklerinin

karakterizasyonu acisindan sigme testi uygulanmastir.

Bu test i¢in gereken hidrojeller; 1. Grup olarak GeIMA, 2. Grup olarak GelMA ve rGO
kombinasyonu halinde ve 3. Grup olarak da GelMA, rGO ve PCL kombinasyonu halinde
ve her gruptan da 3 tane 6rnek olacak sekilde hazirlanmis esit miktarda ¢cozeltilerin 365nm

UV altinda 10 dk tutulmasiyla yapilmstir.

Capraz baglanarak hazirlanan bu hidrojellerin 6ncelikle baslangi¢ agirliklar: tartilmistir.
Sonrasinda sirasiyla 1, 3 ve 5. Dk’larda distile suda bekletilerek sisme testine maruz
birakilmistir (Sekil 3.9). Belirtilen her dk sonunda hidrojellerin agirliklart 6l¢iilmiis ve
kaydedilmistir.
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Sekil 3.9. Sisme testi i¢cin bolmeli petride distile su igerisine koyulan GelMA hidrojeli

ornekleri

3.6. Hidrojellerin Bozunma Testi

GelIMA, GelMA/rfGO ve GelMA/rGO/PCL’den olusan hidrojellerin 6zelliklerinin

karakterizasyonu agisindan bozunma testi uygulanmustir.

Bu test i¢in gereken hidrojeller; 1. Grup olarak GeIMA, 2. Grup olarak GelMA ve rGO
kombinasyonu halinde ve 3. Grup olarak da GelMA, rGO ve PCL kombinasyonu halinde
ve her gruptan da 6 tane 6rnek olacak sekilde hazirlanmis esit miktarda ¢ozeltilerin 365nm

UV altinda 10 dk tutulmasiyla yapilmistir. 3 adet 6-kuyucuklu plaka (2x3) kullanilmistir.

Ornekler 3’erli olarak 6-kuyucuklu plakaya yerlestirilmistir. 9 drnek fosfat tamponu
(PBS) ile 9 6rnek de lizozim ile muameleye birakilacak sekilde 6rnekler biyobozunma
siirecini gozlemlemek amaciyla 37°C sicaklikta etiiv icerisinde 85rpm c¢alkalayiciya
aliarak es zamanl beklemeye alinmistir. Sirasiyla 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 ve 30. Giinlerde
ornekler alinarak oda kosullarinda 1 saat kurumaya birakilmigtir (Sekil 3.10). Kuru

orneklerin agirliklar: 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir.
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Sekil 3.10. Biyobozunma testleri siirecinde kuru agirlik l¢iimii almak i¢in kurumaya

birakilan hidrojel 6rnekleri

3.7. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

Jelatinden elde edilen GeIMA’nin Ozelliklerinin karakterizasyonu acgisindan niikleer

manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi testi uygulanmistir.

Bu test i¢cin 10mg jelatin ve GeIMA 6rnegi tartilarak NMR tiiplerine aktarilmigtir. Daha
sonra bu tiiplere 1mL doétoryum oksit eklenerek 50°C’de ornek ¢oziindiriilmiistiir.
Coziinme isleminden sonra ¢ozelti sogumasi i¢in oda sicaklifinda bekletilmistir. Daha
sonra 40°C’ye ayarlanan NMR cihazinda 400MHz proton rezonans frekansinda 30 dk

spektrum toplama islemi yapilmis ve veriler incelemek {izere kaydedilmistir.
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3.8. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ve/veya isleme tabii tutulan 6rnekler (rGO, GO, PCL,
GelMA, Jelatin), uygun bir sekilde hazirlandiktan sonra FTIR spektroskopik analizleri

yapilmistir. Elde edilen veriler ve spektrum incelenmek tlizere kaydedilmistir.

3.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

SH-SYSY hiicreleri kullanilarak yapilan deneylerde, hiicre kiiltiirii i¢in hazirlanan

besiyerinin bilesimi su sekildedir:

e %45 DMEM Diisiik Glukoz (Diisiik Glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

e %45 Ham’s F12 (Ham’s F12 Besiyeri)

® %10 Fetal Sigir Serumu (FBS)

e %] Penisilin/Streptomisin (Antibiyotikler)

Hiicreler i¢cin optimal olan, 37°C sicaklikta ve %S5 karbondioksit (CO2) iceren bir
inkiibatorde yetistirilmistir. Hiicre kiiltiirii diizenli olarak besiyerinin yenilenmesi ve

hiicre yogunlugunun kontrol altinda tutulmasi1 amaciyla takip edilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin 151k mikroskobu altinda goriintiisii
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3.9.1 Hiicre Canlilik Testi

Bu calismada, hiicre canliliginin kantitatif degerlendirilmesi amaciyla MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromid) tabanli sitotoksik analiz yontemi, ISO-
10993-5 standardinda belirtilen eliisyon yontemi uyarlanarak dolayli yoldan
uygulanmistir [110].

Test i¢in gerekli olan hidrojeller ii¢ farkli grup olarak hazirlanmistir: Birinci grup
GelMA’dan, ikinci grup GelMA ve indirgenmis grafen oksit (rGO) kombinasyonundan
ve lglinci grup ise GelMA, rGO ve polikaprolakton (PCL) kombinasyonundan
olugmaktadir. Her gruptan alti adet 6rnek, esit hacimlerdeki ¢ozeltiler 365 nm dalga

boyundaki ultraviyole (UV) 1s181na 10 dakika siireyle maruz kalarak olusturulmustur.

Olusturulan hidrojeller sterilizasyon amaciyla ilk olarak 30 dk UV’ye maruz birakilmistir.
Sonrasinda ise %80 etanol igerisinde 2,5 saat bekletilmistir. Bu islemler sonrasinda

hidrojellerin steril oldugundan emin bir sekilde hiicre kiiltiirli asamasina gecilmistir.

Hiicre kiiltiirii agsamasinda 96-kuyucuklu plaka kullanilmistir ve her grup i¢cin 10000
hiicre/kuyu derigim kullanilmistir. Kontrol grubu olarak belirlenen iki kuyucuk, yalnizca
hiicre igermektedir. Bu test 2 giin siiresince (24 ve 48 saat Olclimleri almak iizere)
gergeklestirilmistir. Olglimler alinmadan once, kuyucuklardaki besiyerleri, hidrojeller
iceren besiyerleri ile degistirilmistir. Ardindan MTT c¢ozeltisi eklenip (15mg/mL),
ornekler 4 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Son olarak, mikroplaka okuyucu cihaz1
kullanilarak, orneklerin 570 nm dalga boyunda absorbans Olctimleri yapilmustir.
Calismada, herhangi bir etkiye maruz birakilmayan SH-SYS5Y hiicreleri kontrol grubu

olarak kullanilmis ve canlilik hesab1 kontrol grubuna gore hesaplanmistir.

3.9.2 Elektriksel Stimiilasyon

Bu tez calismasinda kullanilan elektriksel stimiilasyon (ES) i¢in, mikroislemciye sahip ve
ayarlanabilir ZK-PP1K marka kare dalga {ireteci tercih edilmistir. Bu iireteg, giris ve ¢ikis
voltajlarini esit olarak saglamaktadir. Bu nedenle, 2 adet 1.5V AA kalem pil seri sekilde
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baglanarak 3V elde edilmis ve bu voltaj, kare dalga iiretecinin giic kaynagi olarak
kullanilmistir. Uretecten ¢ikacak 3V, %1 dongii oran1 ve 20Hz frekans ayart ile kare dalga

tiretmek iizere ayarlanmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. 20Hz ve %1 dongii ayarlarinda ZK-PP1K kare dalga iireteci 6n yiizii

ES uygulamasinda kapasitif yiikleme yontemi tercih edilmistir. Bu yontemle, ES
uygulanacak orneklerin yerlestirildigi tekli petri kaplar, iist iiste dizilmistir. Kaplarin
karsilikli  kenarlarina, wuglar1 timsah elektrotlarinin tutunabilecegi sekilde uzun

birakilarak, boydan boya %100 iletken bakir bantlar yapistirilmistir.

Timsah elektrolarinin bakir bantlara dogru sekilde takildigi ve bakir bantlarin yiizeye
tamamen temas ettigi teyit edildikten sonra, ZK-PP1K cihazina baglama komutu verilerek
orneklere 10 dakika boyunca ES uygulanmistir (Sekil 3.13). Tim ES islemleri,
inkiibatoriin diginda, laminar akighh c¢alisma kabininde yapilmistir. Ayrica, ES
uygulamalar1 sirasinda iiretilen kare dalga, bir osiloskop (DSO152) ile siirekli olarak

izlenmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.13. Elektriksel stimiilasyon uygulama aninda petri kaplara yapistirilan bakir

bantlar ve onlara tutturulan timsah elektrotlarin goriintiisii

HOL1YYH3IN3D 3STINd 2 WM
Aldd-%Z

Sekil 3.14. Elektriksel stimiilasyon uygulama aninda ZK-PP1K (iistte) ve osiloskop (altta)

goruntiisu
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3.9.3 Hiicre Proliferasyon Testi

Bu calismada, hiicre ¢ogalmasinin kantitatif degerlendirilmesi amaciyla Alamar Mavi

tabanli analiz yontemi uygulanmigtir.

Test i¢in hazirlanan hidrojeller ti¢ farkli grupta siniflandirilmistir: Birinei grup yalnizca
GelMA’dan, ikinci grup GelIMA ve indirgenmis grafen oksit (rGO) kombinasyonundan
ve lglncli grup GelMA, rGO ve polikaprolakton (PCL) kombinasyonundan
olugsmaktadir. Her gruptan, esit hacimdeki ¢ozeltiler 365 nm dalga boyundaki UV 15181na
10 dakika maruz birakilarak toplam on iki adet 6rnek olusturulmustur. Her bir gruptaki
on iki Ornegin altis1 elektriksel stimiilasyon (ES) icin ayrilmus, diger altis1 ise ES

uygulanmadan birakilmistir.

Hiicre kiultirii asamasinda, ES uygulanmayan gruplar icin 48-kuyucuklu plaka
kullanilmistir. ES uygulanan gruplarda ise, uygulama protokolii ve teknik gereklilikler
dogrultusunda tekli petri kaplar tercih edilmistir. Her iki gruptaki orneklerin iizerine
50.000 hiicre ekilmis ve hiicrelerin hidrojellere tutunmasi i¢in inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siirecinin ardindan, kuyucuklarin ve petri kaplarmin kenarlarma yakin
bolgelere besiyeri dikkatlice eklenmistir. Olgiimler igin, 1., 3. ve 5. giinlerde hiicre kiiltiirii
ortami aspirasyon ile alinmistir. Sonrasinda, Alamar Mavi reaktifi, DMEM-F12 ve
DMEM Diisiik Glukoz besiyeri ile 1:15 oraninda seyreltilerek hiicre kiiltiiri ortamina
eklenmis ve 4 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi, 48-kuyucuklu
plakalar ve tekli petri kaplar 96-kuyucuklu plakaya transfer edilmis ve mikroplaka
okuyucu cihazi kullanilarak 6rneklerin 570 nm dalga boyunda absorbans Sl¢limleri

yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Hidrojellerin Karakterizasyonlari

Bu tez caligmasinda {iretilen hidrojellerin temel bileseni olan jelatin metakrilat (GeIMA),
karisimin kiitlece %5’ini olusturmaktadir. GeIMA konsantrasyonu arttik¢a, hidrojelin
sertlifi ve mekanik direnci artar; ancak, doku miihendisliginde GelMA’nin 6nemli
ozellikleri olan su tutma kapasitesi, hiicre infiltrasyonu ve porozite gibi 6zellikler azalir.
Bu nedenle, mevcut ¢alismalar genellikle GeIMA konsantrasyonunu diisiik tutarak,
mekanik diren¢ Ozelliklerini diger malzemelerle kombin ederek saglamayi tercih
etmektedir [111]. Bu tez caligmasinda, GeIMA orani %5 gibi diisiik bir seviyede tutularak
hidrojelin 6zelliklerinden en iyi sekilde yararlanilmas1 amaglanmistir. Ayrica, olasi bir
konduit modelinde gerekli mekanik diren¢ ve destek, polikaprolakton (PCL) ile
saglanmaya calisilmistir. Biyobozunma ¢aligmalarinda ise, %20 GelMA igeren
hidrojellerin bozunma siiresi 8 haftadan uzun iken, %5 GelMA igeren hidrojellerin
bozunma siiresinin 3 glinden daha kisa olabilecegi belirlenmistir [112]. PCL’in %5

GelMA ile kullanildig1 ve sonug alindig1 ¢calismalar da mevcuttur.

Bu in-vitro ¢alismada, PCL igeren GelMA hidrojellerin UV 15181 ile ¢apraz baglanmasinin
ardindan, adheziv yapilar1 sayesinde PCL ile etkili bir sekilde yapisacagi ve GeIMA’ nin
dayanikliligmin artacagi ongoriilmiistiir. Ayrica, tez calismasinda ele alinan konduit
prototipleri icin, elektriksel iletkenlik saglamak amaciyla kiitlece %0,25 oraninda
indirgenmis grafen oksit (rGO) eklenmistir. RSC96 hiicre hatt1 iizerinde yapilan ve farkli
metodolojileri kullanan, ancak sonuglart birbirine yakin ve giivenilir olan bir ¢aligsma,
%0,25 ve %0,5 rGO oranlarinin hiicre proliferasyonu iizerinde en olumlu etkileri

sagladigini gostermistir [113].

Bu tez caligmasi, yukarida belirtilen bilgiler dogrultusunda, elektriksel stimiilasyona
yiiksek duyarlilik gdsteren, iletken ve yeterli mekanik dirence sahip, konduit benzeri bir
hidrojel doku iskelesinin temel bir yaklagimla tasarimini kapsamaktadir. Bu kapsamda,
iretilen hidrojellerin dokuya uyum saglayip saglamadigi ve sinir iyilesmesi siirecinde

gelecekteki bir konduit modelinde gerekli dayamikliligi sergileyip sergilemeyecegi
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lizerine cesitli karakterizasyon analizleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

4.1.1 Hidrojellerin Sisme Testlerinin Degerlendirilmesi

Sisme testleri, hidrojellerin su tutma kapasitesi hakkinda 6dnemli bilgiler saglar. Yiiksek
su tutma kapasitesine sahip hidrojeller, hiicreler i¢in nemli bir ortam olusturur; bu da
hiicrelerin canliligin1 korumasma ve fonksiyonlarini siirdiirebilmesine yardimer olur
[114]. Su ayn1 zamanda, besin maddelerinin ve metabolik atiklarin difiizyonu igin bir
arac1 gorevi gorlr. Hidrojellerin yiiksek su tutma kapasitesi, bu maddelerin hiicrelere

ulagmasini ve atiklarin uzaklastirilmasini kolaylastirict bir etkiye sahiptir [115].

Bu tez calismasinda, su tutma kapasitesini degerlendirmek amaciyla, GelMA,
GelMA/rGO ve GelMA/rGO/PCL’den olusan deney gruplarina ait 6rnekler distile su
kullanilarak sisme testine tabi tutulmustur. 1., 3. ve 5. dakikalardaki 6l¢timler kaydedilmis
ve Orneklerin ilk agirliklarina gore, ayrica bir 6nceki 6l¢iim degerlerine gore yiizde artis

miktarlart hesaplanmugtir.

Cizelge 4.1. Hidrojellerin zamana bagli sisme yiizdelerinin gosterimi

Deney Grubu 1. dk 3.dk 5. dk
GelMA %19,02 %29,76 %47,86
GelMA/rGO %13,12 %25,25 %36,38
GelMA/rGO/PCL %29,26 %42,14 %353,28

Yiizde artis miktarlara iliskin veriler degerlendirildiginde, tiim deney gruplarinin
hidrofilik yapida oldugu ve su tutma kapasitesine sahip oldugu anlasilmaktadir (Cizelge
4.1). Ancak, ozellikle 1. ve 3. dakikalarda GeIMA/rGO ve GelMA/rGO/PCL igeren
gruplarin o6rneklerinin %2-3 oraninda daha hizli sistigi gézlemlenmistir. Bu durumun
sebebi, rGO’nun hidrojel matrisine eklenmesiyle hidrojelin su molekiilleri ile
etkilesiminin artmasi ve suyun daha etkin bir sekilde hapsedilmesidir. rGO, hidrojel

icerisinde nanokanallarin olusumuna katki saglayarak suyun difiizyonunu ve tutulmasini
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iyilestirmektedir. Ornegin; literatiirde yapilan bir calismada, rGO igeren membranlarn,
saf GO membranlarina kiyasla suyun daha hizli gegisine izin verdigi ancak ¢dzlinmiis
maddelerin daha ytiksek oranda tutuldugu gosterilmistir. Bunun, rGO’nun fonksiyonel
gruplart ile iyonlar veya su molekiilleri arasindaki etkilesimin artmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir [116]. Ayrica, rGO’nun yiiksek yiizey alani ve porozitesi de yine hidrojelin

su tutma kapasitesini artiran faktorler arasindadir [117].

Verilerin incelenmesi sonucunda, 5. dakikada GeIMA/rGO ve GeIMA/rGO/PCL igeren
gruplarin 6rneklerinin daha az oranda sistigi gozlemlenmistir. Bu durum, rGO iceren
gruplarin daha hizli siserek doyum noktasina daha ¢cabuk ulastigi seklinde yorumlanabilir.
Deney sonuglari ve literatiir bir arada degerlendirildiginde, hidrojellerin sisme testlerinde
basarili bir performans sergiledigi sdylenebilir. Ayrica, rGO’nun sisme performansina

olumlu katkisi, literatiirdeki bulgularla da uyumlu olarak tespit edilmistir.

4.1.2 Hidrojellerin Bozunma Siirec¢lerinin Degerlendirilmesi

“Biyomateryallerin biyobozunurluk dereceleri ve hizlari, doku miihendisliginde hayati
bir dneme sahiptir. Bu, ister tek basina isterse kompozit yapida olsun, hidrojeller i¢in de
gecerlidir. Biyobozunur materyallerden olusturulan doku iskeleleri, organizma tarafindan
emilebilir oldugundan, 6rnegin; ikinci bir cerrahi miidahaleye gerek kalmadan doku
onarimi miimkiin hale gelir [118]. Bir baska perspektife gore, biyobozunur hidrojeller,
ilaglarin kontrollii salinimin1 saglayarak tedavi siirecinde etkin bir dozaj sunar [119].
Onarim siirecinde kullanilan biyobozunur materyallerin, islevlerini tamamladiktan sonra

bozunmalari tercih edilir; ancak bu bozunmanin erken gerceklesmesi istenmez.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, iiretilen hidrojellerin bozunma oranlarin1 belirlemek
amacuyla, her ti¢ deney grubu i¢in de PBS ve lizozim kullanilarak biyobozunma deneyleri
gergeklestirilmistir. Deney gruplarindan 1., 3., 5., 7., 10., 15., 20. ve 30. giinlerde alinan
ornekler kurutulmusg ve kuru agirliklar: ortalama deger olarak kaydedilmistir (Sekil 4.1

ve Sekil 4.2).

41



PBS ile Biyobozunma Grafigi

300
250

200
u GelMA

®G-rGO
L G-rGO-PCL

150

100

Ortalama Agirhik (mg)

50

EB=ll & - - — -
O.gin 1l.glin 3.giin S5.glin 7.glin 10.giin 15.glin 20.giin 30.glin

Sekil 4.1. PBS ile biyobozunmada giinlere gore ortalama agirlik degisimi grafigi
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Sekil 4.2. Lizozim ile biyobozunmada giinlere gore ortalama agirlik degisimi grafigi
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Olgiimlerden 6nce gorsel olarak yapilan incelemelerde, PBS ile muamele edilen
orneklerde 3. giinden itibaren erken biyobozunma ve yapisal deformasyon belirtileri
acikca gozlenmistir. Agirhik Olclim sonuclarina bakildiginda, tiim Orneklerin PBS
ortaminda daha hizli bozundugu, sayisal verilerle de desteklenmistir. Bu gozlemler,
lizozimin bir enzim olarak GelMA nin polimer zincirlerini segici bir sekilde parcaladigi
gercegine dayandirilabilir. Lizozim, PBS’ye kiyasla, GeIMA’nin amino asit baglarini
hedef alarak hidroliz yoluyla ¢6ziinmesini saglar; bu siire¢ genellikle PBS’deki agresif

iyonik ¢dziinme siirecinden daha kontrollii ve yavas ilerler [120].

Gruplar i¢inde yapilan degerlendirmelerde hem PBS hem de lizozim ortamlarinda,
GelMA/rGO grubunun 6zellikle 3. giinden sonra daha hizli bozuldugu gézlemlenmistir.
Ancak, 7. giinden sonra GelMA/rGO gruplarimin, GelMA’ya kiyasla daha yliksek
biyobozunur dayanim gosterdigi belirlenmistir. GeIMA/rGO hidrojellerinin 3. giinden
itibaren hizli bozunmasi ve 7. glinden sonra GelMA’dan daha fazla dayaniklilik
sergilemesi, GeIMA/rGO kompozitlerinin yapisal ve fonksiyonel ozelliklerine baglh
olabilir. Daha once sisme testinde de belirtildigi gibi, rGO’nun yiiksek yiizey alani ve

porozitesi, hidrojelin su tutma kapasitesini artirarak bozunma hizin etkileyebilir [117].

Hidrojelin suyu daha hizli emmesi ve buna bagli olarak daha ¢abuk sismesi ve bozunmasi
gozlemlenmistir. 7. giin itibartyla, GeIMA/rGO’nun GelMA’ya kiyasla daha yiiksek
biyobozunur dayaniklilik gostermesi, rGO’nun hidrojel matrisine sagladigi ekstra yapisal
biitiinliige baglanabilir. Bu ekstra yapisal biitiinliik, rtGO’nun hidrojel i¢inde ¢apraz baglar
olusturarak matrisin mekanik dayanikliligini artirmasi ve bdylece hidrojelin uzun vadede

bozunmasini yavaslatmasi seklinde aciklanabilir. [111].

GelMA/rGO/PCL igeren gruplardaki 6rnekler, biyobozunma testlerinde 6zellikle 7. ve
10. giinlerde en yiiksek dayaniklilig1 sergilemistir. Literatiirdeki kapsamli ¢aligsmalar,
PCL’nin hidrojel matrisinde suyun diflizyonunu yavaslattigi ve yapisal biitiinliigi
giiclendirdigi, boylece biyobozunma siirecini etkili bir sekilde modiile edebildigini ortaya

koymaktadir [121].
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Bu sonuglar, PCL’nin hidrojeli biyobozunmaya karsi mekanik olarak destekledigi

yoniindeki hipotezi destekler niteliktedir.

4.1.3 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopilerinin Karsilastirmasi

NMR spektroskopisi genellikle, malzemelerin kimyasal yapisini ve fonksiyonellestirme
diizeyini anlamak i¢in kullanilir. Bu tez ¢aligmasinda da, GeIMA’nin jelatin {izerine
baglanan metakrilamid gruplarinin oranini ve dagilimini belirlemek ve fonksiyonelligini
6lgmek amaciyla NMR spektroskopisi tercih edilmistir. GelMA nin kirilma derecesi ve
fonksiyonellestirme orani, hidrojelin 1518a duyarlilik seviyesini ve dolayisiyla
fotopolimerizasyon kapasitesini etkiler. Bu da, hidrojellerin mekanik o6zellikleri,
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu gibi énemli parametreler {izerinde dogrudan bir

etkiye sahiptir [122].

NMR spektroskopik analizi igin esit miktarda (10mg) jelatin ve GeIMA, 1mL détoryum

oksit igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve karsilagtirmali spektrum elde edilmistir (Sekil 4.3).

GelMA

Jelatin

P TV BTN

———y s S —T—" ———y —————— — T ————— — —
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.3. Jelatin ve GelMA’nin niikleer manyetik rezonans spektroskopilerinin

karsilastirmasi
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Spektrum analizine gore, GeIMA’daki metakrilamid gruplarinin protonlarina ait pikler,
5—-6 ppm aralifinda belirgin olarak gézlemlenmektedir. Bu bulgular, metakrilat vinil
gruplarinin GelMA’ya basarili bir sekilde eklendigini gostermektedir [123]. Lizin
aminoasit gruplarinin yerine metakrilik anhidrit (MAA) baglandiginda, normalde lizin
aminoasit gruplarinin bulundugu bolgelerde GelMA i¢in sinyal azalmasi (diistiik pik)
gozlemlenir (2,75 — 3,25 ppm araliginda). Bu durum, MAA gruplarmin jelatine
baglanmasin1 ve GeIMA’nin fonksiyonellestirilme derecesini gosterir. Ayn1 zamanda,
aromatik amino asitlerin pikleri de yiikselmistir, bu da fonksiyonellestirilmenin bir

gostergesidir (7 — 7,5 ppm araliginda) [124].

Tiim bu bulgular g6z oniinde bulunduruldugunda ve literatiir verileriyle kiyaslandiginda,
NMR analiz sonuglarina dayanarak GelMA’nin basarili bir sekilde sentezlendigi

sonucuna varilabilir.

4.1.4 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopilerinin Karsilastirilmasi

Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, molekiiler diizeyde malzeme
karakterizasyonu ve kimyasal analiz i¢in gii¢lii ve ¢ok yonlii bir aractir. Bu ¢alismada,
FTIR spektroskopisi kullanilarak tez kapsaminda ele alinan jelatin, jelatin metakrilat
(GelMA), polikaprolakton (PCL), indirgenmis grafen oksit (rGO) ve grafen oksit (GO)

numunelerinin yapisal ve kimyasal analizleri basariyla gergeklestirilmistir.

Bu analizler kapsaminda yapilan ¢aligmalar sunlardir:

e Jelatin ve GelMA spektrumlar1 karsilastirilarak  GelMA’nin  kimyasal
modifikasyon basaris1 degerlendirilmistir.

e PCL spektrumu incelenerek, malzemenin dogrulugu ve kimyasal yapisi hakkinda
bilgi edinilmistir.

e GO ve rGO spektrumlar: analiz edilmis, indirgeme islemi sonrasinda ortaya ¢ikan
yapisal farklar ve kimyasal gruplar karsilagtirilarak indirgeme isleminin basarisi

degerlendirilmistir.
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Jelatin ve GelMA’nin FTIR spektrumlari, amid I ve amid II bantlar1 gibi karakteristik
emilim piklerini tipik olarak igerir. Amid I bandi, jelatin ve GelMA’nin protein
yapisindan kaynaklanan C=0 baglarinin emilim piklerini gosterir. Amid II bandi ise N-
H baglarinin biikiilme titresimlerinden kaynaklanan emilim piklerini icerir [125]. Bu
pikler, GeIMA’nin sentezinin basarisini ve jelatinin yapisal biitiinliigiinii dogrulamada
kullanilir. Bu amacla, FTIR ham verileri kullanilarak jelatin ve GeIMA i¢in spektrum

grafigi olusturulup analiz edilmistir (Sekil 4.4).

Analiz sonuglarina gore, amid I bandi kapsaminda 1650 cm”-1 dalga numarasinda
GelMA ’nin protein yapisindan kaynaklanan C=0 baglarinin emilim piki tespit edilmistir.
Bu pik, proteinlerin karboksil gruplarinin amid baglarina doniisiimiiniic ve GelMA
sentezinin basarisini gosterir. Ayrica, amid II bandi1 kapsaminda yaklasik 1550 cm”-1
dalga numarasinda, N-H baglariin biikiilme titresimlerinden kaynaklanan emilim piki
gbzlemlenmistir, bu da GelMA ’nin protein formasyonunun korundugunu isaret eder. Son
olarak, C-O-C grubuna denk gelen yaklagik 1090 cm”-1 dalga numarasinda, metakrilat
grubuna 6zgli ve epoksi halkalarindan kaynaklanan emilim piki saptanmistir [126]. FTIR
analizleri yoniinden jelatinin, metakrilat ile basarili bir sekilde modifiye edildigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.4. Jelatin ve GelMA’nin fourier donisiimlii kizilotesi spektroskopilerinin

karsilastirilmasi

PCL’nin FTIR spektrumlari, ester gruplarinin C=0 baglarinin biikiilme titresimlerinden
kaynaklanan oldukca keskin bir pik gosterir. Bu pik, PCL’nin FTIR spektrumunda en
belirgin piklerden biri olarak dikkat ¢eker. Ayrica, C-H baglarinin gerilme titresimlerine
karsilik gelen pikler de mevcuttur, bu pikler PCL’deki karakteristik metilen gruplarinin
varligini isaret eder. O-H baglarinin gerilme titresimlerine karsilik gelen genis bir bant da
gozlemlenir; bu bant PCL’deki hidroksil gruplarinin varligini gosterir. Bu veriler 15181nda,
PCL’nin yapisal biitiinliigli ve kimlik dogrulamasi gerceklestirilebilir [127]. Bu
calismada, kullanilan PCL i¢in FTIR ham verileri elde edilmis ve bu verilerden spektrum

grafigi olusturularak detayl bir analiz yapilmistir (Sekil 4.5).

Analiz sonuglarina gére, yaklasik olarak 1725¢cm™' dalga numarasi civarinda, ester
gruplarinin C=0 baglarinin gerilme titresimlerine karsilik gelen oldukga keskin ve giiglii

bir pik dikkat cekmektedir. Ayrica, yaklasik olarak 2922cm™! dalga numarasi civarinda
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simetrik metilen gruplarinin gerilme titresimlerine karsilik gelen giiclii ve belirgin bir pik
gbzlemlenmistir. Yaninda, yaklasik olarak 2853cm™! dalga numarasi civarinda asimetrik
metilen gruplarinin gerilme titresimlerine karsilik gelen daha zayif fakat PCL ile
karakterize edilen bir pik bulunmaktadir. 3500-3400cm ™! dalga numaras1 araliginda ise
O-H baglarinin gerilme titresimlerine karsilik gelen genis bir bant gozlenmistir. Bu bant,

PCL’deki hidroksil gruplarinin varligin1 gosteren karakteristik bir 6zelliktir.

Tiim bu bulgular, tez ¢alismasinda kullanilan PCL’nin kimligini ve islevselligini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.5. PCL’nin fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi

Bu tez caligmasinda, daha oOnceki asamalarda belirtildigi gibi, grafen oksitin
biyouyumlulugunu ve elektriksel Ozelliklerini iyilestirmek amaciyla grafen oksit

indirgeme islemlerine tabi tutulmustur.
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Indirgenmis grafen oksitin basarili bir sekilde sentezlenip sentezlenmedigini belirlemek
icin FTIR, etkili ve kolay yontemlerden biridir. Indirgeme yontemlerine (kimyasal,
elektrokimyasal, termal, 1s1nlama) gore bazi farklar olmakla birlikte, tiim yontemlerde
grafen oksit (GO), indirgenmis grafen oksite (rGO) doniistiiriildiiglinde FTIR
spektrumlarinda bazi tipik degisiklikler gézlemlenir. Bu degisiklikler, indirgeme sonucu
oksijen iceren gruplarin azalmasina baghdir. Dolayisiyla, grafen oksite 6zgii olan bazi
kimyasal gruplarda, indirgeme islemiyle birlikte piklerde azalma veya kaybolma
gozlenmesi beklenir [128]. Piklerdeki azalma ve kaybolmalar; C-O gerilme kisimlarina
uyan ve yaklasik 1060 cm™ dalga numarasima denk gelen alanda, C-O-C biikiilmeleri ile
karakterize edilen ve yaklagik 1280 cm™ dalga numarasina denk gelen alanda, karbonil
gruplari ile iliskili olan C=0 gerilmelerinde ve yaklasik 1720 cm™' dalga numarasina denk
gelen alanda, ve hidroksil gruplar ile iliskili olan ve yaklasik 3400 cm™! dalga numarasina

denk gelen alanda meydana gelmektedir [129].

Bu baglamda, tez c¢alismasi i¢in iretilen GO ve rGO Orneklerindeki, belirtilen
indirgenmeye 6zgii farkliliklar1 belirlemek amaciyla dlgiimler yapilmis ve elde edilen

verilerle karsilastirmali spektrum grafigi olusturularak analiz edilmistir (Sekil 4.6).

Literatiirdeki ongoriilerin aksine, indirgenme sonucu azalmasi veya kaybolmasi beklenen
bazi pikler ve titresim degisiklikleri, bu ¢aligmada elde edilen rGO orneklerinde yeterli
seffaflik saglanamadigi igin belirgin olarak gozlemlenememis ve bu durum teknik bir
sinirlama olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, spektrumlar dikkatlice
incelendiginde, 1040-1060cm ™' dalga numarasi araliginda C-O gerilmesine bagl pikin
indirgenmeyle birlikte azaldig: tespit edilmistir. Yaklasik 1730cm™! dalga numarasinda
karbonil gruplarina ait bolgede, indirgenmeyle uyumlu bir sekilde pik azalmasi
gbzlenmistir. Son olarak, yaklasik 3400cm™! dalga numarasinda hidroksil gruplarma
karsilik gelen bolgede, genis pik araliginin daha da genisledigi ve pik yogunlugunun

azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksitin (rGO) fourier doniisiimlii

kiz1l6tesi spektroskopilerinin karsilastiriimasi

Indirgenme islemlerinde gozlenen ve indirgenmenin basarisini gosteren bulgular (Sekil
3.3, (C)) ve teknik limitasyon goz dniine alindiginda, FTIR sonug¢lart GO’nun indirgenme

basarisi aleyhine degerlendirilmemistir.

4.2. Malzeme ve Elektriksel Stimiilasyonun Temel Hiicre Etkilesimlerine EtKisinin

Incelenmesi

Bu tez calismasinda, karakterizasyon calismalarinin ardindan iiretilen hidrojel doku

iskelelerinin, bir konduit onciili olarak kullanilabilirligi  degerlendirilmistir.
GelMA/rGO/PCL kombinasyonunun yani sira, GeIMA ve GelMA/rGO’nun tek baslarina
canlilik ve proliferasyon iizerindeki temel hiicre etkilesimleri incelenmistir. Ayrica,
elektriksel stimiilasyonun (ES) hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri, iletken ve iletken

olmayan gruplar arasinda karsilagtirmali olarak arastirilmistir.
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Hiicre proliferasyon analizleri i¢in kullanilan hidrojel doku iskeleleri, 6-kuyucuklu
plakalarda kaliplanmis ve her bir kuyucugun taban ¢ap1 20mm olarak belirlenmistir. ES
uygulamasi i¢in kullanilan tekli petri kaplarmin taban c¢api ise 32mm’dir. Doku
iskelelerinin petri kaplara gore daha kiiciik olmasi, kap i¢inde asir1 mobilizasyona ve
dolayisiyla hiicrelerin malzemeye tutunma performansinda olasi kayiplara yol
acabilecegi diistiniilerek, ES icin kapasitif yontem tercih edilmistir. Kapasitif yontemle,
ylukiin her yere esit olarak dagilmasi saglanmistir [104]. Bu yontemle, petri kaplarinda
yer alan hidrojel ve hiicrelerin konumundan bagimsiz olarak, ES’nin uniform bir etki

gostermesi amaglanmstir.

Doku miihendisligi alaninda ES uygulamalarinda akim parametreleri, hiicre tipi,
uygulanan teknik ve deney metodolojisinin farkliliklarina bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bu tezde ele alinan akim parametrelerini belirlerken, kullanilan teknikler
ve literatiir taramas1 sonucunda ulasilan ¢alismalar dikkate alinmustir. Ornegin, 2013
yilinda gergeklestirilen bir hayvan caligmasinda, siyatik sinir kesimi sonrasi sinirin
proksimal ug bolgesine uygun bir elektrot yerlestirilmis ve bu elektrot araciligiyla 3V ve
20Hz frekansta, belirli araliklarla toplam 20 dakika siiresince akim uygulanmstir.
Calismanin sonucunda, ES uygulanan hayvan gruplarinda yapilan histolojik ve molekiiler
analizler, akson rejenerasyonunun daha i1yi oldugunu gosteren bulgular elde edilmistir
[130]. 2013 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, PC12 hiicreleri iizerine 100 mV/mm
degerinde elektriksel stimiilasyon (ES) uygulanmustir. 24 ve 48 saat sonrasinda yapilan
degerlendirmelerde, ES uygulanan gruplarda nérit uzamasi ile iligskilendirilen hiicre
sayisinda yiizdelik olarak anlamli bir artis gdzlemlenmistir [131]. M. Ju ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, PC12 hiicreleri lizerine kapasitif yontemle 100
mV/mm degerinde ES uygulanmistir [132]. ES uygulanan grupta, hiicrelerin biiylime
oraninin 2,88 kat arttig1 gozlemlenmistir. Ayn1 ¢alismada, 120 mV/mm’den daha yiiksek

akim uygulamasinin hiicrelere zarar verebilecegi ifade edilmistir.

Literatiir taramasi sonuglarina dayanarak, bu tez c¢alismasinda kapasitif yontemle
uygulanacak ES i¢in 3V ve 20Hz frekansinda akim kullanilmasinin uygun oldugu

Ongoriilmiistiir. Ancak, inkiibatér kosullarinda planlanan 20 dakikalik ES uygulamasi,

51



inkiibatoriin ES gereksinimlerini karsilayamamasindan kaynaklanan teknik bir sinirlama

nedeniyle, yalnizca 10 dakika siireyle laminar akis kabini icinde gerceklestirilebilmistir.

4.2.1 Hiicre Canhliklarinin Analizi

Bu tez calismasinda, SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmis
ve bu hiicreler, deney gruplarini olusturan ii¢ farkli malzemeye ekilerek analiz edilmistir.
Hiicre canliligi ve sitotoksisitesi Ol¢limleri i¢in MTT yontemi tercih edilmistir. Bu
yontem, hiicresel metabolik aktiviteyi kolorimetrik olarak degerlendirir ve hiicre kiiltiirii

caligmalari ile doku miihendisligi arastirmalarinda yaygin olarak kullanilir.

MTT boyama teknigi ile deney gruplarini olusturan hidrojel doku iskelelerinin
biyouyumlulugu ve sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Hiicrelerin iskelelere adaptasyonu
ve toksik etkiler, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan, 570 nm dalga boyunda
yapilan absorbans lgiimleri ile incelenmistir. Ug bagimsiz dl¢iim sonucunda elde edilen
verilerin ortalamasi alinmis, hiicre canlilik yiizdeleri hesaplanmis ve sonuglar grafiksel

olarak sunulmustur (Sekil 4.7).

Canhlik Grafigi
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40
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Sekil 4.7. SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinin yiizde canlilik grafigi.
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Grafiksel analiz sonuglarina gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresinde GelMA iskelesinin
SH-SYSY hiicreleri tizerinde hafif sitotoksik bir etki gosterdigi anlasilmaktadir; zira bu
grup, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik canlilik yiizdesine sahiptir. Buna karsin,
GeIMA/rGO ve GeIMA/rGO/PCL iskeleleri, kontrol grubuyla benzer veya daha ytiksek
canlilik yiizdeleri sergilemislerdir ki bu durum, séz konusu iskelelerin SH-SY5Y
hiicreleri i¢in sitotoksik olmadigina isaret etmektedir. 48 saatlik siirecte ise, tiim iskele
gruplarinin canlilik yiizdeleri kontrol grubunun altinda kalmistir; ancak bu oranlar 24

saatlik dl¢timlere gore hala yiiksektir.

Istatistiksel analizler tek faktorli ANOVA ile yapilmustir. 24 saat sonunda yapilan
Olctimlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamisken (EK —
1.1), 48 saatlik Ol¢iimlerde GelMA/rGO grubunda anlamli bir yukari sapma
gozlemlenmistir (p < 0,05). F ve F crit degerleri, p degerine dayal1 olarak belirlenen bu

sapmay1 desteklemektedir (EK — 1.2).

48 saatlik 6l¢giimlerde baz1 sapmalar gozlemlenmis olmasina ragmen, 24 saatlik 6lgtimlere
kiyasla her grupta canlilik oranlarinin artmis olmasi, doku iskelelerinin genel olarak

biyouyumlu oldugu yoniinde bir degerlendirme yapilmasini desteklemektedir.

4.2.2 Hiicre Cogalma Davramisinin Analizi

Bu tez calismasinda, SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmis
ve bu hiicreler, deney gruplarini olusturan {i¢ farkli malzemeye ekilmistir. Hiicre
proliferasyonu ol¢limleri i¢in Alamar Mavi yontemi tercih edilmistir. Bu yontem, MTT
ile benzer sekilde, hiicresel metabolik aktiviteyi dlgerek hiicre sagliginin bir gostergesi

olarak kullanilir.

Deney kapsaminda, iiretilen hidrojel doku iskeleleri tizerindeki hiicre ¢ogalma davranisi
gbzlemlenmis ve elektriksel stimiilasyon (ES) altinda indirgenmis grafen oksit i¢eren
iletken hidrojel gruplarmin c¢ogalma {izerindeki etkisi incelenmistir. Inkiibasyona
birakilan ve ES uygulanan/uygulanmayan tiim gruplar i¢in 1., 3. ve 5. giinlerde 570 nm

dalga boyunda 6lgiimler yapilmistir. Ug bagimsiz deney sonucunda elde edilen verilerin
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ortalamasi alinarak proliferasyon degerleri hesaplanmis ve sonuglar grafiksel olarak

sunulmustur (Sekil 4.8).

Proliferasyon Grafigi
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21 ® GeMA-rGO-PCL-E0
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0

1. Giin 3. Gilin 5. Giin

Sekil 4.8. SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinin proliferasyon grafigi *

* EO: elektrik stimiilasyonu uygulanmayan, E1: elektrik stimiilasyonu uygulanan

Sonuglar incelendiginde, 1. ve 3. giinlerde, ES uygulanan ve indirgenmis grafen oksit
iceren gruplarda, ¢cogunlukla hiicre proliferasyonunun arttigina dair absorbans dl¢timleri
elde edilmigtir. 5. giin dlglimlerinde ise, ES uygulanan gruplarin, ES uygulanmayan
gruplara gore kontrol grubuna daha yakin oranlar sergiledigi gézlemlenmistir. Ancak,
PCL’in olumlu bir etkisi tespit edilmemistir. Ol¢iimler 5. giinde sonlandirilmis olup,
karakterizasyon asamalarinda PCL’in ilerleyen giinlerdeki potansiyel katkisini goz
onlinde bulundurarak, erken donemde PCL hakkinda bir degerlendirme yapilmasinin

uygun olmadigi sonucuna varilmistir.

Kesin sonuglara ulasabilmek adina, ES uygulanan (E1) ve uygulanmayan (EO) gruplarin
degerlerinin ortalamalar1 karsilastirilmis ve oranlart hesaplanmistir. Tek faktorlii

ANOVA vyapilarak, 5. giin sonunda, ES uygulanan tiim gruplarda, ES uygulanmayan
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gruba kiyasla anlamli bir artis oldugu gézlemlenmistir (p < 0.05) (EK — 1.5). 3. giin
verilerinde, E1/E0 oraninin tiim gruplarda yiiksek oldugu belirlenmistir. GelMA
grubunda ise, p degeri anlamlilik sinirina yakin bir sapma gostermistir (p = 0,053) (EK —
1.4). Bu kiicik sapma, GelMA-EI/E0 oraninin diger gruplarla tutarli oldugunu ve
proliferasyon acisindan degerlendirilebilecegini gdstermektedir. 1. giin verilerinde,
GelMA/rGO/PCL grubunda bir fark saptanmis, ancak bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p > 0.05) (EK — 1.3).

Bu sonuglar ve teknik limitasyonlar (10 dakikalik ES uygulamasi ve inkiibasyon
kosullariin ES sirasinda saglanamamasi) goz oniinde bulunduruldugunda, genel olarak
ES altinda elde edilen sonuglarin oldukca basarili oldugu sonucuna varilabilir. Ozellikle
5. gilin itibartyla, ES uygulanan ancak iletken olmayan GelMA grubunda da hiicre
proliferasyonunun arttig1 gdzlemlenmis ve bu durum, kapasitif yontemin etkin bir sekilde
uygulandigin1 gosteren istatistiksel bulgularla desteklenmistir. Ayni1 zamanda, 5. giinde
GelMA’nin rGO igeren gruplara kiyasla daha yiiksek absorbans degerleri sergilemesi,
rGO’nun bu siiregteki etkinligini sorgulamistir. Bu durum, malzemenin 5. giinden sonra
coziinmeye bagladigina ve rGO’nun hidrojellerden ayrilmaya basladigina isaret ediyor

olabilir.

55



5. YORUM

Kayipli periferik sinir yaralanmalarinda, eger kayip segment belirli bir uzunlugun
altindaysa, kesik sinir uglarini birbirine baglayarak tiibiilerizasyonu saglayan ‘konduit’
ad1 verilen iiriinler kullanilir. Ideal bir konduit, biyobozunur 6zellikte olmali ve sinir
rejenerasyonunu takiben dokudan tamamen yok olmalidir. Yine ideal bir konduit,
rejenere aksona klavuzluk yapmali, akson filizlerinin 3 boyutlu diizlemde hedefe
ulagmasini saglamali, tercihen elektriksel iletkenlik o6zelligi olmali, anjiyogenezis
tamamlanincaya kadar canliligl saglamak adina diffiizyon icin pordéz yapida olmali,
seklini koruyabilmeli, ihtiya¢ duyuldugu kadar esnek olmali, proksimal ve distal u¢lardan
stiture edilecegi icin dikis islemlerine uygun olmalidir. Giinlimiizde, teknolojik
gelismelere ragmen tanimlanmis ve olusturulmus, tiim bu 6zellikleri barindiran “ideal bir
konduit” mevcut degildir. Diinyada, bu amacla bircok merkez tarafindan ideal sinir
konduiti caligmalar1 yapilmakta ve yeni bir ticari iirline ulasilmak i¢in c¢aba sarf
edilmektedir. Bu tez ¢calismasinda kapsaminda, literatiirde daha 6nceden incelenmis olan
rGO, GelMA ve PCL malzemelerinin kombinasyonlar1 kullanilarak, konduit benzeri

iletken hidrojel doku iskeleleri, farkli bir metodoloji ile gelistirilmistir.

e Doku iskelelerinin gelistirilmesi sirasinda, GeIMA’nin ¢apraz baglanarak hidrojel
formuna donistiiriilmesi icin UV 1smmlama yontemi tercih edilmistir. rGO

yiikleme miktari, literatiir ile paralel bir sekilde kiitlece %0,25 olarak secilmistir.

e Genel uygulamalardan farkli olarak, PCL elektro egirme yerine 1slak egirme
yontemi ile sarmal bir yapiya doniistiiriilmiis ve GelMA igerisine entegre
edilmigtir.  Ardindan, bu  bilesenlerin  ¢apraz  baglanmasi  iglemi

gerceklestirilmistir.

e Sisme testi sonuglarina gore, tiim gruplarin sisme oranlar1 tatmin edici
bulunmustur. Ozellikle rGO iceren gruplarda, ilk ve iigiincii dakikalar arasinda
sisme miktarinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu durum, rGO igeren gruplarin sisme
hizinin yiiksek oldugunu gostermektedir ve rGO’nun sisme hiz1 ve miktarina olan

olumlu etkisi literatiirdeki bilgilerle desteklenmistir.
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Bozunma testlerinde, iyonik 6zellikteki PBS ve enzimatik ozellikteki lizozim
olmak iizere iki farkli ¢dzelti kullanilmistir. Iyonik ¢oziicii olmasi nedeniyle

PBS’de hidrojellerin daha hizli bozuldugu gézlemlenmistir.

Hidrojeller i¢in gelistirilen GelMA’nin basarili sentezi, jelatin ile karsilagtirmali
olarak yapilan NMR ve FTIR spektroskopik analizleriyle dogrulanmistir; her iki
analizde de GelMA’ya 6zgii pik degerleri tespit edilmistir. Ayrica, hidrojellerde
kullanilan PCL’nin FTIR spektroskopik analizi sonucunda, PCL’yi karakterize
eden pikler belirlenerek malzemenin dogrulugu onaylanmistir. rGO’nun
indirgenmis formunun dogrulanmasi i¢in yapilan FTIR spektroskopik analizlerde,
151k gegirgenligi sorunu nedeniyle bulgular tam olarak secilemese de, kismen
gosterilebilmis ve literatiirle karsilagtirilmistir. Bu analizler, sentezlenen

malzemelerin beklenen 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.

SH-SYS5Y hiicreleri ile yapilan MTT sonuglarina gore 48 saat dl¢iimlerinde, 24
saate kiyasla tiim gruplarda canlilik seviyelerinde bir artis gézlemlenmistir. Elde
edilen sonuglar, tez kapsaminda {iretilen malzemelerin sitotoksik olmadigini

gostermistir.

SH-SYS5Y hiicreleri ile yapilan Alamar mavisi testi sonuglarina gore, 1. giinden
itibaren ES uygulanan ve rGO igeren gruplarda hiicre proliferasyon seviyelerinde
bir artis gozlemlenmis, 5. giin itibartyla ise ES uygulanan tiim gruplarda
proliferasyon seviyeleri artmis ve kontrol grubuna yakin degerler sergiledigi
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar, 6zellikle rGO igeren gruplarda olmak iizere,

ES’nin hiicre proliferasyon seviyelerinde artiga yol agtigin1 gdstermistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi, sinir doku miihendisligi kapsaminda GelMA/rGO/PCL
kombinasyonunun bir araya geldigi, SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin kullanildigi ve
kapasitif yolla ES uygulanarak sonuclarin degerlendirildigi 6zgiin bir ¢alismadir. Bu
calisma, gelecekte metodolojik olarak genisletilebilir. Ornegin; farkli ES ydntemleri, ayn1
malzemeler kullanilarak uygulanabilir, sonuclar karsilagtirilabilir ve yontemsel diizeyde
daha kapsamli bir analiz gerceklestirilebilir. Hiicre diizeyinde ise, hiicre hizalanmasini

gosteren detayli mikroskobik analizler yapilarak, norotrofik faktorler tayin edilerek ve
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sito-iskeletsel proteinlerin analizi yapilarak ES’nin etkileri daha iyi ve kapsamli bir

sekilde gosterilebilir.

Son olarak, in-vivo basamagimin eksikligi bu c¢alismanin zayif ydnlerindendir.
Oniimiizdeki siiregte, GeIMA/rGO/PCL kombinasyonu ile sinir konduiti olusturulacak ve
in-vivo g¢alismada elektrofizyolojik parametreler de dahil edilerek test edilecektir.
Yapilacak in-vivo c¢alisma sonuglar1 ile bu g¢alismada elde edilen veriler
karsilagtirilacaktir. Ayrica, kullanilan ES uygulama teknikleri de in-vivo kosullar igin
optimize edilecektir. Boylelikle, ileride klinik uygulamalarda kullanilabilecek ve kayiplh
periferik sinir tedavisinde yeni bir yontem olarak degerlendirilebilecek bir tedavi stratejisi

gelistirilebilir.
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EKLER

EK 1 — Tek Faktorlii ANOVA Sonuclari

EK 1.1 - MTT 24 Saat Canhlik i¢in Tek Faktorli ANOVA Sonuclar

Deney Gruplari (24 Saat) F P F Crit
GelMA 0,538581088 0,470770881 4,300949502
GelMA/rGO 0,001120597 0,973597415 4,300949502
GelMA/rGO/PCL 0,102950944 0,751344769 4,300949502

EK 1.2 - MTT 48 Saat Canhlik i¢cin Tek Faktorlii ANOVA Sonuclar

Deney Gruplari (48 Saat) F P F Crit
GelMA 7,330203356 0,012862108 4,300949502
GelMA/rGO 0,720772247 0,405034455 4,300949502
GelMA/rGO/PCL 6,637654519 0,017222652 4,300949502

EK 1.3 — 1. Giin I¢cin ES Uygulanan ve Uygulanmayan Orneklerin Proliferasyon
Degerlerinin Oranminin (E1/E0) Tek Faktorlii ANOVA Sonuglari

Deney Gruplari (1. giin) F P F Crit
GelMA 8,01418472 0, 007739336 4,130017746
GelMA/rGO 8,12176783 0,007378044 4,130017746
GelMA/rGO/PCL 1,254096346 0,270620294 4,130017746
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EK 1.4 — 3. Giin Icin ES Uygulanan ve Uygulanmayan Orneklerin Proliferasyon
Degerlerinin Oranminin (E1/E0) Tek Faktorlii ANOVA Sonuglari

Deney Gruplari (3. giin) F P F Crit
GelMA 3,989984352 0,053823829 4,130017746
GelMA/rGO 512,8922862 4,33471E-22 4,130017746
GelMA/rGO/PCL 172,1770506 7,29196E-15 4,130017746

EK 1.5 — 5. Giin I¢cin ES Uygulanan ve Uygulanmayan Orneklerin Proliferasyon
Degerlerinin Oranminin (E1/E0) Tek Faktorlii ANOVA Sonuglari

Deney Gruplari (5. giin) F P F Crit
GelMA 341,2860738 2,65104E-19 4,130017746
GelMA/rGO 350,6386724 1,74254E-19 4,130017746
GelMA/rGO/PCL 34,3135428 1,31762E-06 4,130017746
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