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Bu calismada sigan siyatik sinirinden izole edilen neonatal sinir hiicrelerinin farkl
membranlar iizerindeki davraniglar1 izlendi. Bunun i¢in doner kaplama yontemi ile
hazirlanmis kollajen (Tip-I), kitosan, kitosan-kollajen, alginat, elastin, elastin-kollajen,
poli(e-kaprolakton) (PCL), PCL-C60 (fulleren-60), PCL-TDKNT (tek duvarli karbon
nanotiip) polimer film membranlar ve ayrica PCL, PCL-C60, PCL-TDKNT
nanokompozitlerinin elektroegirme yontemi ile hazirlanmis lifli yapidaki membranlari
kullanildi. Hazirlanan polimer ylizeylere, hiicre ekimi yapilarak 1, 7, 14 ve 21.
giinlerdeki hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5
difenil tetrazolyum bromiir] testi ile mitokondriyel aktiviteleri oOl¢iildii. Ayrica
membranlarin ylizeyi fotograflanarak, hiicre membran iligkisi, sinir hiicrelerinin
cogalmasi ve yayilmalart incelendi. 570 nm’de yapilan absorbans Olglimlerine gore
hiicre ¢ogalmasinin ve canlilifinin en ¢ok artig gosterdigi polimer yilizeyinin
elektroegirme yontemiyle hazirlanan PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT yiizeyler oldugu
tespit edildi. Elektroegirme yontemi ile hazirlanan polimerler arasinda ise PCL-TDKNT

polimer ylizeyin siyatik sinir hiicresi ¢cogalmasini daha fazla destekledigi goriilmektedir.

Ocak 2011, sayfa 51
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ABSTRACT

Masters Thesis

PROLIFERATION OF RAT NEONATAL SCIATIC NEURONS ON DIFFERENT
POLYMER MEMBRANE SURFACES

Neslihan CELIK

Ankara University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

The aim of this study was to evaluate a variety of surfaces in vitro as cell subtrate for
neonatal rat sciatic neurons for a period of 3 weeks. Collagen, -chitosan,
collagen/chitosan, alginate, elastin, elastin/collagen, poly(e-caprolactone) (PCL),
PCL/fullerene (C60) and PCL/SWCNT membranes were fabricated via a computer
controlled spin-coating setup. Additionally, PCL, PCL/C60 and PCL/SWCNT
composite nanofiber based membranes were fabricated by the electrospinning
technique. Metabolic cell viability was assessed at 1,7,14 and 21. days using the
mitochondrial metabolic activity assay (MTT). All membranes seeded with cells were
routinely investigated by inverted microscope for evaluation of typical neuronal
phenotype. Absorbance measurements taken at 570 nm revealed that surfaces, prepared
by electrospinning were better substrates for cell adhesion, migration and proliferation,
related to the fibrous structure of polymer substrate. The best results, in terms of cell
viablity and proliferation was obtained with the PCL/SWCNT-ES surfaces fabricated by

electrospinning.

January 2011, 51 pages
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1. GIRIS

Insanin tiim zihinsel ve fiziksel aktivitelerinin ydnlendiricisi olan merkezi sinir sistemi,
tim viicuda ¢ok genis bir periferik sinir sistemi agi ile baghdir. Erigkin sinir
hiicrelerinin ¢ogalma ve kendilerini yenileme kapasiteleri sinirlt oldugu i¢in meydana
gelen sinir hasariin tamiri giictlir. Buna bagli olarak zarar gérmiis bir sinirin ilgili
oldugu organlar da is goremez hale gelir ve yeniden iyilesmesi de olduk¢a zorlagir (Kim

vd. 2008).

Merkezi sinir sisteminin yapisi periferal sinir sistemine gore daha karmagiktir ve hasarli
sinirlerin iyilesmesi daha zordur. Sinir dokusu hasarlarinda 6zellikle aksonal biiylimenin
altinda yatan mekanizmalar konusundaki bilgi eksikligimiz, sinir onarimina gergekgi
yaklasimlar sunmamizi engeller. Ancak son yillarda edinilen bilgilerin artmasi, sinir
yenilenmesinde yeni cerrahi tekniklerinin ve doku miihendisligi malzemelerinin

gelistirilmesine olanak saglamistir (Huang ve Huang 2006a).

Sinir hasarmin tamirinde sinir yapisinin ve rejenerasyon mekanizmasiin agikliga
kavusmasi, zedelenen siniri tamir etmede bize yol gdosterici olacaktir. Sinir doku
mihendisligi caligmalarinda genel uygulama sinir yapisina uygun destek malzemeler
iiretmektir. Uretilen malzemeler hem sekil itibariyle hem de igerisinde bulunan
kimyasal maddelerle aksonal yenilenmeyi tetikleyici, yonlendirici ve tamamlayici

olmalidir.

Bu c¢alismada, simdiye kadar periferik sinir hasarinda destek olarak siklikla kullanilan
polimer malzemelerin, aksonal gelismeyi desteklemesi yoniinden yeni gelistirilen
polimerlerle karsilagtirilmalart esas alinmistir. Ayrica elektroegirme yontemiyle
olusturulan nanolifli yapidaki membran sekillerinin ne Slgiide sinir yonlenmesine ve

yenilenmesine katkis1 oldugu da gozlemlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Sinir Sistemi ve Periferal Sinir Sisteminin Yapisi

Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak iizere ikiye ayrilir.
Merkezi sinir sistemi beyin ve omurilikten meydana gelmektedir. i¢ ve dis etkilerle
olusan sinirsel uyarilar periferik sinir sistemi yardimi ile merkezi sinir sistemine iletilir.
Merkezi  sinir  sisteminde, c¢evreden gelen sinyallerin  diizenlenmesinde,
tanimlanmasinda, yeni sinyal {iretiminde ve sinyallerin c¢ogaltilip yayilmasinda rol
oynayan noronlar, astroglia, mikroglia ve oligodentrositler gibi ¢cok fazla sayida hiicre
vardir. Periferik sinir sistemi ise motor noronlar, duyu ndronlar1 ve glia hiicrelerinden
olusur. Noronlarin pek cok farkli tipi olmasina ragmen en yaygin olani ¢ok kutuplu
sekilde olandir. Genel olarak hiicre govdesi, dentrit ve aksondan olusur (Sekil 2.1).
Periferik sinir sisteminde noronlarin etrafin1 sararak destek gorevi yapan glia
hiicrelerine schwann hiicreleri denir. Bu hiicreler ayn1 zamanda miyelin kilif olusturarak
noronlarin dis ¢evreden izole olmasi ve daha iyi iletim yapmalarin1 saglarlar (Seal vd.

2001).

Schwann hiicreleri, tutunma ve destek i¢in kollajen ve laminin gibi hiicre dis1 matriks
(HDM) molekiilleri, bunun yaninda L-1 (Sinirsel aktivitelerde rol oynayan hiicre
adhezyon molekiilii), N-kadherin (Noral kadherin), gamma-1-integrin (Hiicre dis1
haberlesme proteini) ve N-CAM (Noral hiicre adhezyon molekiilii) gibi hiicre adhezyon
molekiilleri ve reseptorleri iiretir. Ayrica NGF (Sinir biiyiime faktorii), BDNF (Beyin
kokenli norotrofik faktor) ve CNTF (Siliar norotrofik faktor) gibi ndrotrofik molekiil
karigtmint  sentezler. Schwann hiicreleri periferik  aksonlarin  dizilimi ve

bicimlenmesinde kritik rol oynar (Huang ve Huang 2006b).
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Sekil 2.1 Cok kutuplu sinirin genel yapisi (Seal vd. 2001)

2.2 Periferal Sinir Hasan

Acik yarali periferik sinir hasarlarinin %5°1 spor, yol kazalar1 gibi olaylarin sonucunda
uzuvlarin zarar gormesiyle meydana gelir. Cogu zor dogumda da yine uzuvlarin
stindiirme ve ¢gekme gibi hareketler sonrasi zarar gérmesi ile periferik sinir hasar1 ortaya
cikar. Dogumlarin %0,12’sinde bu tiir durumlarla karsilasilmaktadir ve pek ¢ok insan
hayatin1 bu ve benzeri olaylar yiiziinden kaliteli bir sekilde siirdiiremez (Huang ve

Huang 2006a).



Periferal sinir hasarinin en ¢ok kullanilan iki siniflandirma sistemi Sunderland ve
Seddon’a aittir. Sunderland’in siniflandirmas1 daha karmasik olmasmna ragmen
operatorler tarafindan en benimsenen siniflandirma sistemidir. Pek ¢ok periferal sinir
hasari, zorlama, basing ve batma gibi olaylar sonrasi olusan kesilme ve ezilmelere
baghdir. Bu olaylar sonucu sinir govdesi ya da aksonlarin anatomik yapist bozulur

(Campbell 2009).

1947°de Seddon’un yaptig1 siniflandirmaya gore sinir hasar1 az hasarlidan ¢ok hasarliya
dogru sirastyla Noropraksia, Aksonotmezis ve Norotmezis olarak 3 sinifta incelenir.
Noropraksiada sinir lizerinde olusan hafif hasarin sonucunda bu bolgedeki aksonlarda
miyelin kayb1 gorilir ve lokalize olmus iletim blogu meydana gelir. Sinir
zedelenmesinde ortaya c¢ikan akson hasarinin hasasiyeti, motor ndronlardan duyu
noronlara, genis bolgelerden daha kii¢lik bolgelere, yani yiizeyselden daha derine dogru
artar. Akson ¢evresinde sinir kilifi olmasi sinirin daha az zarar goérmesini saglar.
Insanlarda, kemirgenlere oranla daha fazla sinir kilifi vardir. ikinci diizey sinir hasar
olan Aksonotmezis ise daha siddetli bir ezilme sonucu aksonun kendisinde meydana
gelir. Aksonun kopan ucu Wallerian dejenerasyonu gecirir. Bu kisim sinir govdesinden
uzakta kaldig1 i¢in yenilenme orani giinde 1-2 mm gibi olduk¢a az bir degerdir. Sonugta
baz1 noronlar sinir hasar1 nedeniyle kaybedilebilir. Sinir gdvdesine uzak olan bu
kisimda daha az sinir hiicresi 6liimii goriilmesine ragmen yenilenme i¢in gerekli olan
transkripsiyon molekiillerinin ekpresyonunun azaldigi goriiliir. Sinir hasarinin tigiinci
ve son tipi ise Norotmezis olarak adlandirilir. Burada ise endondriyum, perindriyum ve
epindriyumdan olusan bag dokusu bilesenlerinin hasar gormesi s6z konusudur. Bu
nedenle Sunderland sinir hasarini 5 sinifta incelenmesini 6nermistir. Bu hasar sinirin
tamamen kopmasi sonucu olusur ve hasarli bolge cerrahi girisim ile birlestirilerek tamir
edilir. Buradaki ana problem aksonlarin uyumsuz bir sekilde birlesip fonksiyonel
ozelliklerini yitirmeleridir. Bu ylizden ayrilmis aksonlardaki sinir tamiri daha yavas
ilerler. Eger hasarli bolgenin sinir yenilenmesi, bir yildan uzun siirerse fonksiyonel bir

tamirden umut kesilebilir (Kern 2008).



2.3 Periferal Sinir Yenilenmesi

Sinirin kesilen ucundaki parcanin dejenere olmasi ile bunun fonksiyonunu yerine
getirecek yeni bir sinir ucu, govde tarafindan olusturulur. Bu adimlar Sekil 2.2°de
strastyla gosterilmistir. Sekil 2.2.a’da sinir fiberinin, hedef hiicre ile normal bir sekilde
sinaptik iletisimini siirdiirdiigii, sekil 2.2.b’de fiberin enine kesilmesi sonucu aksonun ve
miyelin kilifin kesilen u¢ kisminin par¢alanmasi ve bu pargalanan materyallerin
makrofajlar ve schwann hiicreleri tarafindan fogositoz yoluyla ortamdan
uzaklastirilmasi, bu sirada néron govdesindeki kromatolizis sonucu dentritlerin dalli
uzantilarin igeri dogru ¢ekilmesi, sekil 2.2.c’de ise govdeye yakin kisimdaki kesikten
aksonal bir filizlenme meydana gelmesi ve Biingner bandi boyunca schwann hiicre
cogalmasi ile bu filizlenmenin devam etmesi ve son olarak sekil 2.2.d’de ise sinir
fiberinin olgunlagmasimni tamamlaylp hedef hiicre ile yeniden iletisime ge¢mesi
goriilmektedir. Yenilenen aksonun normale gore daha kiigiik bogumlarimin oldugu ve
yeteneklerinin etkisinin daha az siirdiigii goriiliir. Noron normal iletim fenotipine doner.
Sinirin kesilmesi sirasinda hedef hiicrede ise fenotipik degisiklikler ve korelmeler

olusabilir (Navarro vd. 2007).

Sinir yaralanmalarinda uygulanan sinir yamalarinin basarili bir sekilde sinir hasarini
onarmasi o bolgede optimal kosullarin olusturulmasma baglidir. Hedeflenen basari,
endondriyum ve Schwann hiicrelerinin duyarli hale gelip Wallerian dejenerasyonu
sonras1 nakledilen sinir yamasinin %100 basar1 gdstermesidir. Ancak bircok faktor

nedeni ile basar1 oran1 sinirlidir (Stang vd. 2009).



Sekil 2.2 Periferal sinir hasar1 sonrasi dejenerasyon ve yenilenme adimlar1 (Navarro vd.

2007)

2.4 Sinir Doku Miihendislig¢inde Kullanilan Biyomalzemeler

Doku miihendisligi uygulamalarindaki temel prensip zarar gérmiis bolgedeki yapiya
uygun biyomalzemeler gelistirmektir. Sinir doku miihendisliginde de bu prensibe
dayanarak, sinir dokusunu en iyl sekilde taklit edecek yap1 olusturulmaya

calisilmaktadir.

Sinir doku miihendisliginde karsilagilan immiin-ret ve doku uyumu problemlerinin
onlenmesi ile umut verici sonuglar elde edilebilir. {lk olarak sinir doku greftleri hiicre-
dostu olacak sekilde modifiye edilmelidir. Yapay malzemeler fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri bakimindan kolayca sekillenebilir, iletken, gdzenekli, biyouyumlu,
biyobozunur ve mekanik olarak dayanikli malzemeler olmalidir. Bununla birlikte

yaptya modifiye edilen substratlar ve Schwann hiicreleri gibi destek hiicrelerinin



kullanilmast da sinir hasarinin tamiri i¢in 6nemli faktorlerdir. Bu ozellikler aksonal
cogalma ve biiylime yetenegini O6nemli Olglide degistirir. Sinir doku miihendisligi
uygulamalarinda laminin, kollajen ve fibronektin gibi HDM molekiilleri; alginat, agaroz
ve kitosan gibi kolayca polipeptid iskeleleri olusturabilen dogal polimerler
kullanilmaktadir. Ayrica biyobozunur ve biyouyumlu olan poli-glikolik asit (PGA),
poli-laktik asit (PLA), poli(L-laktid-ko-kaprolakton) gibi poliesterler ve tiirevleri yapay
sinir dokusu uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir (Huang ve Huang 2006b).

2.4.1 Kollajen

Hayvanlarda ve insanlardaki bag dokunun temel proteini kollajendir. Saglam demetler
halindeki kollajenler, kollajen lifi olarak adlandirilir. Bu kollajen lifler, dokularin seklini
koruyan ve destek saglayan HDM temel bilesenidir. Kollajen biiyilk bir gerilim
kuvvetine sahiptir. Literatiirde 28 tipten daha fazla kollajen tiirii tanimlanmistir.
Bunlardan tip I, II, III ve IV viicutta bulunan kollajenin %90’1n1 olusturur. Tip I kollajen
periferik sinir sistemindeki en baskin kollajen olmakla birlikte Tip III kollajenle beraber
sinirleri olusturan proteinlerin %49’unu meydana getirirler. Kollajen dogal bir malzeme
oldugu icin toksik olmayan, yiiksek biyoabsorblama kapasitesine sahip ve biyouyumu

miikemmel bir malzemedir (Stang vd. 2009).

Kollajen tiplerinin hepsi yapisal olarak {i¢lii sarmal zincirden olusmustur. Kollajen
fibrilleri genellikle tip L, IL, III, V ve XI agirlikli olarak farkli dokularda farkli oranlarda
birarada bulunurlar. Tip I kollajen uzunlugu 50 nm olan 2 adet al zinciri, 1 adet de o2
zincirinden olusmustur. En ¢ok deri, kemik, kikirdak, dentin, kan damari, kornea ve
tendonlarda bulunur. Tip III ise en ¢ok deri, kan damar1 ve i¢ organlarda goriiliir. Lif
uzunlugu 30 ile 130 nm arasinda degisir ve yapisinda 3 adet al zinciri vardir. En 6nemli
ozelligi kan damarlarina esneklik kazandirmasi ve yara iyilesmelerine katkida
bulunmasidir. Tip IV kollajen bazal laminanin ve membranlarin temel bilesenidir.
Yapisi digerleri gibi sade lifsi sekilde degildir. Polimer diizeni mikrolifler ve bunlarin

arasinda bulunan ags1 yapilardan olusmustur (Sell vd. 2009).



Kollajen hiicre adhezyonu g6z oOniine alindiginda, noral hiicre benzeri PC-12
hiicrelerinin yonlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Ayrica implantlarin yiizey
kaplamalarinda kullanilarak hiicrelerin yiizeye tutunmasinin yanisira implantin viicutla

uyumunu artiric1 6zellik gosterir (Straley ve Heilshorn 2009).

Kollajen, sentetik bir malzeme ile karsilastirildiginda daha gecirgen ve dogal bir
polimer olmasindan kaynaklanan bir¢ok avantaja sahiptir. 5 ve 10 mm’lik siyatik siniri
hasarinda kollajen ve silikon yapay sinir tiipleri ile yapilan caligmada, kollajenin silikon
ile karsilastirildiginda aksonal yenilenme, Schwann hiicresi ile uyumu ve dokuda
damarlasma gibi O6zellikleri géz Oniine alindiginda daha iyi bir malzeme oldugu

gortilmektedir (Kemp vd. 2009).

2.4.2 Kitosan

Kitosan, anti-tiimor, antibakteriyel, biyobozunur ve biyouyum 6zelliklerinden dolay1
sinir yenilenmesinde kullanilabilecek materyaller arasinda uygun bir adaydir. Jianchun
ve arkadaglarinin da rapor ettigi gibi kitosan membran iizerinde kiiltiire edilen
ndronlarin ¢ok iyi gelistikleri ve periferal sinir sistemi uygulamalarinda kullanilan

kitosan tiiplerin sinir tamirini destekledigi goriilmiistiir (Kim vd. 2008).

Kitosanla hazirlanan membran ve liflerin in vitro ortamda Schwann hiicreleri ile yapilan
calismasinda, MTT sonuglarina gore kitosanin hiicre biiylimesine sitotoksik etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. Kitosan lifler ve polilizin kapli coverslipler karsilastirildiginda,
schwann hiicrelerinin kitosan membranla uyumu nispeten daha yiiksektir. Deneysel
sonuglara gore schwann hiicreleri kitosan malzeme {izerinde kiiresel ve oval olmak
tizere iki sekilde uzanirlar. Oval sekildeki hiicreler sekil itibariyle de lif yapisindaki
kitosan1 kusatmaya daha egimlidirler. Buna gore hiicrelerin kitosan lif yapisi tizerindeki

gb¢ili ve uzanimi membran yapisindakinden daha hizlidir (Yuan vd. 2004).



2.4.3 Alginat

Alginat suyosunundan ekstrakte edilen B-D-mannuronik asit ve a-L-glukonik asitten
olusan 1yi diizenlenmis ve biyobozunur 6zellikteki bir kopolimerdir. Alginatin in vitro
ortamda hiicre yayilmasini engelleyici hic¢bir etkisinin olmadigi ve ayrica in vivo
ortamda alginatin yerlestirildigi dokuda ¢ok az viicut reaksiyonuna sebep oldugu
gorilmistiir. Alginat, schwann hiicre gogiinde oldugu gibi sinir hiicresi yenilenmesi ve
yayllmasinda da uygun ortamin olusmasimi saglamaktadir. Hashimoto ve arkadaslar
alginat jelde periferal hiicre yenilenmesinin erken ve ge¢ donem analizlerinde, alginatin
akson yenilenmesinde kollajen ve fibrinden daha etkili oldugunu gostermislerdir

(Hashimoto vd. 2002).

2.4.4 Elastin

Elastin temelli materyaller doku miihendisligi uygulamalarinda gittik¢e daha da popiiler
hale gelmektedir. Bu ilgi elastinin dikkat ¢ekici Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Elastin organ ve dokulara elastiklik 6zelligi kazandiran HDM proteinidir. Bu yiizden
elastikiyetin ¢cok 6nemli oldugu, hayat boyunca milyarlarca kez gerilme ve gevseme
hareketi yapan damarlar, akcigerler ya da deri gibi organ ve dokularda olduk¢a bol
miktarda elastin lifler bulunur. Elastin ve benzeri biyomalzemeler deri nakilleri, damar
greftleri, kalp kapakciklar1 ve elastik kikirdak gibi ¢ok cesitli doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Dameen vd. 2007).

Yapilan bir¢cok calisma dokuya yabanci malzemenin ylizeyi HDM proteinleri ile
kaplandiginda hiicrelerin adhezyonun ve gelisiminin olumlu yonde etkilendigini
gostermektedir. Straley ve Heilshorn’un yaptigi ¢alisma da HDM proteinlerinin
dizilerinindeki fonksiyonel gruplardan olusan protein dizileri iiretirken elastinin protein
dizileri kullanilmistir. Elastin yapisinin noral hiicre karakterini etkilememesi yani inert
olmast ve nanoboyutta yiizey kaplama tekniginde kullanilacak biyofonksiyonel
gruplarin tutturulmasi i¢in uygun tekrarlanabilir protein dizileri olusturmasi elastinin bu

calisma icin se¢ilmesini saglamistir (Straley ve Heilshorn 2009).



2.4.5 PCL

Poli-L-kaprolakton (PCL), genellikle farmasotik iiriinler ve yara Ortiileri yapiminda
kullanilan, biyouyumlu ve biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Su, yag, diger kimyasal
coziiciiler ve klora kars1 iyi direng gosterir. Fizyolojik sartlarda (insan viicudu gibi) ester
baglarinin hidrolizi ile bozunur. Bu 6zellikleri ile nakillerde kullanilan biyomalzeme
olarakta biiyiik ilgi goriir. Schnell ve arkadaslarinin, elektroegirme ile yonlenmis
nanolifli sinir kanali seklindeki PCL ve PCL/kollajen yapilarini, dorsal kok ganglia’dan
elde edilen sinir hiicreleri ile kiiltiire ettikleri ¢alismada her iki lifli yapinin da sinir

ilerlemesini ve glia hiicrelerinin go¢iinii destekledigi gdzlenmistir (Tabesh vd. 2009).

2.4.6 Fulleren (C60)

1985’te kesfedilen fulleren yapisi, yalnizca karbon atomlarmmin bir araya gelerek
olusturdugu c¢okgen yapilardir. C60°da 60 adet karbon atomu altigen besgen gibi
geometrik sekillerde birbirine tutunarak bir futbol topu sekline benzer yap1

olusturmaktadir (Kaladhar ve Sharma 2007).

C60 literatiirde nanomalzeme ve molekiil olarak tanimlanmaktadir. C60’1n yapisina
baktigimizda kristal yapidadir. Boyutlar1 kiiciik oldugundan bu nanopartikiillerin
biyolojik olarak aktif olma ve normal hiicre isleyisini etkileme potansiyelleri vardir.
Uzun siireli maruz kalma durumlar1t hakkinda gilinlimiizde rapor edilmis bilgiler
bulunmamaktadir. Kisa siireli maruz kalma durumlarinda ise memeli akcigerlerinde

kiiciik hava yollarin1 tikayabilecegi belirtilmistir (Sayes vd. 2005).

2.4.7 Tek Duvarh Karbon Nanotiip (TDKNT)

1991°de yapilan uzunlugu 1-3 p ve c¢apr 1-3 nm olan karbon iplikler, sik kullanilan
adiyla karbon nanotiipler, siradis1 6zellikleri sayesinde, karbon arastirmalarinda yeni bir

cigir agmustir. Kan ile uyumlu karbon nanotiipler, ilag salinimi ve doku miihendisligi

uygulamalarinda sinirsiz firsatlar ortaya koymustur (Kaladhar ve Sharma 2007).
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Bugiin nanoteknolojide kullanilan ve diger malzemelere gore daha etkili olan pek ¢ok
materyaller gibi karbon nanotiiplerde mekanik, elektronik ve diger énemli 6zellikleri
bakimindan umut vericidir. Mekanik ve elektronik ag¢idan bakilinca nanofiber kompozit
malzemede kullanilan dagimmik ya da sirali KNT yapilarmin gelecek vaadettigi
diistiniilmektedir. Genis a¢1 degeri, kiigiik boyut, yiiksek dayaniklilik, diisiik yogunluk,
yiiksek iletkenlik, yiliksek elastikiyet ve esneklik oOzellikleri egme, biikiilme ve
sikistirmalara kars1 dayaniklilik saglar. Bu bakimdan KNT’ler nanokompozit malzeme

olusturmak i¢in ideal birer adaydir (Chronakis 2005).

2.5 Doner Kaplama Yontemi

Doner kaplama yontemi ile cihazin donme hizindan yararlanilarak membranin hem daha
homojen hem de daha ince olmasi saglanir. Bu yontem 4 asamada incelenebilir (Sekil
2.3). Cokme, hizlanma, kaplama ve buharlasma asamalar1 sirasiyla gerceklesir. Bu
asamalarda donme hiz1 giderek arttirilarak, ¢6zeltinin bulundugu yiizeyi ince bir film
seklinde kaplamasi saglanir. Son agsamada ise ylizeyi kaplayan maddenin ig¢indeki
¢Oziiclinlin buharlagmasi saglanir. Olusan membran ne kadar ince olursa buharlagsma o

kadar kolay olacaktir (Luurtsema 1997).

HIZLANMA
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Sekil 2.3 Doner kaplama yonteminin agamalar1 (Luurtsema 1997)
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2.6 Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme yontemi, ilk olarak 1897’de Rayleigh tarafindan, detayli olarak da
1914°de Zeleny tarafindan elektropiiskiirtme caligmalar1 ile ortaya ¢ikmis eski bir
yontemdir. 1934°de ise Formhals tarafindan tescillenmistir. Elektroegirme kelimesi
elektrostatik egirmeden tiiremis ve gilinimiizde (1994’den beri) bu sekli ile
benimsenmis bir kelimedir. Formhals elektrostatik gii¢ kullanilarak iiretilmis polimer
liflerin deney diizenegi ile ilgili birgok patent yayinlamistir. Elektroegirme yonteminde
elektrostatik ¢cokelme ve piiskiirtme gibi ¢esitli tekniklere benzer islemler uygulanir.
Temel prensip ¢ift tarafli giiclii gerilim olusturularak yiiklii polimer damlacigin yilizey
gerilimini yenmektir. Yontem oda sicakliginda ve atmosfer kosullarinda ylriitiiliir.
Genellikle dikey ve yatay olmak iizere iki standart -elektroegirme yontemi
kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Temelde sistem ii¢ ana bilesenden olusur. Bunlar; yiiksek
voltajl gii¢c kaynagi, diize (kiit enjektdr ucu ya da pipet ucu) ve toplama plakasi (metal
plaka ya da doner mil). Gelisen teknoloji ile birlikte bircok arastirma grubu karmasik
nanolifli yapilar1 daha kontrollii ve etkili bir sekilde olusturabilen ileri sistemler

gelistirmislerdir (Bhardwaj ve Kundu 2010).

Elektroegirme yontemi, genellikle birbiri ile baglantili gbzenekli sentetik biyopolimer
malzemeler iiretmek i¢in kullanilir. Bu yontemde rastgele yonlenmis nanolifler, yiliksek
oranda yiizey alanini olusturarak, hiicre ¢ogalmasi ve kiiltiir ortaminin gegisi i¢in uygun

ortami saglarlar (Inang vd. 2009).
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Sekil 2.4 Elektroegirme diizeneginin iki farkli bigimi (Bhardwaj ve Kundu 2010)
a) Dikey elektroegirme diizenegi
b) Yatay elektroegirme diizenegi
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Bu ¢alismada polimer membranlarin hazirlanmasinda sican kuyrugundan izole edilen
Tip-I kollajen, kitosan (Medium Molecular Weight/ 400.000-FLUKA, St. Louis, MO,
ABD), alginik asitin sodyum tuzu (Sigma, St.Louis, MO, ABD) ve sigir boynu bag
dokusundan izole edilmis elastin (Sigma, St.Louis, MO, ABD) kullanilmistir.

Capraz baglayict olarak da EDC (1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil)karbodiimid.
Hidrokloriir), MES (2-(N-Morfolin)ethanesiilfonik asit) ve NHS(N-Hidroksisiiksinimid)
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Hiicre canlilig1 icin MTT [3-(4,5-
dimetildiyazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir] Testi kitleri (Sigma, St.Louis, MO,
ABD) kullanilmistir.

Deney siiresince hiicreler Heraus marka (Hera Cell 240, Almanya) inkiibator igerisinde
kiiltiire edilmistir. Ayrica laminer kabin Nuaire ( NU-425-400E, ABD), petriler (Orange
Scientific, Belgika), 24 kuyucuklu plakalar (Orange Scientific, Belgika), hiicre kiiltiir
kaplar1 (T-25 ve T-75, Corning, ABD) ve goriintiileme i¢in Nikon ( TS-100, Japonya)
marka mikroskop kullanilmigtir. Polimer membranlarin  hazirlanmasinda ise
laboratuarimizda tasarlanan elektroegirme cihazi, giic kaynagi olarak DC high voltage
power supply FC60PO2 (Glassman, ABD) ve spincoating i¢in SSE (Almanya) marka
cihazlar kullanilmistir. Absorbans degerleri ise Biotrak II Plate reader (Amersham,

Ingiltere) ile belirlenmistir.

3.2 Doner Kaplama Yontemi ile Polimer Membranlarin Hazirlanmasi

3.2.1 Kollajen membran

Kollajen membranlarin hazirlanmasinda ¢apraz baglayici olarak EDC (1-Etil-3-(3-

dimetilaminopropil)karbodiimid.Hidrokloriir) ~ kullanildi. Capraz  baglayicinin

hazirlanmasinda Pietrucha ve Marzec’in (2005) kullandig1 yontemden yararlanildi.
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%0,8’lik kollajen ¢ozeltisi (sican kuyrugundan izole edilmis Tip-I kollajen) teflon kalip
icerisine dokiilerek doner kaplama cihazina yerlestirildi. 4 dakika 250-750 rpm arasinda
dondiirme yapildi. Cihazdan ¢ikarilan membran 24 saatlik kurumaya birakildi. Sonra 25
mL 50 mM MES (2-(N-Morfolin)etansiilfonik asit) i¢erisinde 216 mg EDC ve 160 mg
NHS (N-Hidroksisiiksinimid) ¢oziilerek pH 5.5’e ayarlandi. Hazirlanan ¢apraz baglama
cozeltisi, kollajenin iizerine dokiilerek membranin her tarafinin ¢apraz baglayici ile
temasi1 saglandi. Sonra ¢ozelti membran ilizerinden ¢ekilip 3’er kez PBS (pH=7.4) ve

distile su ile yikama yapildi. Kurutulan membran UV’de steril edilip kullanima hazir

halde saklandu.

3.2.2 Kitosan membran

Kitosan membran hazirlamak icin 6nce %?2’lik asetik asitte ¢oziilmiis %1°lik kitosan
cozeltisi hazirlandi. Teflon plaka iizerine dokiilerek bu plaka doner kaplama cihazina
yerlestirildi yine 4 dk’lik dondiirme yapilarak plaka cihazdan alindi. 50°C’de kurutulup
ardindan 0,5 M NaOH ile 30 dk muamele edildi. Sonra 10 kez distile su ve 3 kezde
etanolle yikandi. UV ile steril edilip kullanima hazir halde saklandi (Elgin vd. 1998).

3.2.3 Kitosan-kollajen membran

Daha 6nce hazirlanan %0,8’lik kollajen ve %]1°lik kitosan ¢ozeltileri 1:1(w/w) oraninda
karistirtlarak teflon plakaya dokiildii. Doner kaplama cihazinda 4 dakikalik dondiirme
yapildi ve 24 saat boyunca kurumaya birakildi. Ardindan capraz baglama ¢ozeltisi
(EDC-NHS-MES pH:5.5) ile ¢apraz baglam islemi gergeklestirildi. Daha sonra da PBS
(pH=7.4) ve distile su ile yikama yapildi. Kurutulduktan sonra UV ile steril edilip

kullanima hazir hale getirildi.

3.2.4.Sodyum alginat membran

Sodyum alginatin %2’lik ¢ozeltisi hazirlanarak teflon plakaya dokiildii. Doner kaplama

cihazinda 4 dakikalik dondiirme yapildi ve ardindan 24 saat boyunca kurutuldu.

Kuruyan membran 0,1 M CaCl, ile muamele edildikten sonra PBS ve distile su ile
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yikanarak kurutuldu. Ardindan UV’de steril edilip kullanilincaya kadar sakland: (Elgin
vd. 1998).

3.2.5 Elastin membran

Elastin membran hazirlanmasinda da capraz baglayici olarak EDC ¢ozeltisi kullanildi
(Daamen vd. 2005). Elastinin %1’lik ¢ozeltisi hazirlanarak Teflon plakaya dokiildii ve
doner kaplama cihazinda 4 dakikalik dondiirme yapildi. Cihazdan ¢ikarilan membran 24
saat kurutulduktan sonra ¢apraz baglama cozeltisi (EDC-NHS-MES pH:5.5) membran
tizerine dokiilerek elastinin ¢apraz baglanma islemi gerceklestirildi. Membran sirast ile

PBS (pH=7.4) ve distile su ile yikandi. UV ile steril edilip kullanima hazir hale getirildi.

3.2.6 Elastin-kollajen membran

Elastin (%1) ve kollajen (%0,8) ¢ozeltileri 1:1 (w/w) oraninda karistirilarak Teflon
plaka igine dokiildii. Doner kaplama cihazi ile 4 dakikalik dondirme islemi
uygulandiktan sonra membran 24 saat kurutuldu. Membran {izerine ¢apraz baglama
cozeltisi (EDC-NHS-MES pH:5.5) dokiilerek capraz baglama islemi gergeklestirildi.
Membran 6nce PBS (pH=7.4) sonra da distile su ile yikandi. UV ile steril edilip

kullanima hazir hale getirildi.

3.2.7 PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT membranlar

[lk olarak PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT cézeltileri hazirlandi. Bunun icin izlenen

adimlar;

1. PCL c¢ozeltisinin hazirlanisi
PCL’un, DCM:THF:DMF ¢oziicii sistemi igerisindeki %8’lik ¢ozeltisi hazirlandi.

2. PCL-C60(Fulleren) cozeltisinin hazirlamisi

DCM:THF:DMF c¢oziicii sistemine C60 karistirilarak iyice doygun hale getirildi. Sonra

PCL bu ¢oziicii sistem ile ¢ozerek %8’lik ¢ozelti hazirlandi.
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3. PCL-TDKNT cozeltisinin hazirlamisi
Bu c¢ozelti de Co60’lh ¢ozeltinin  hazirlanmasina benzer sekilde hazirlandi.
DCM:THF:DMF c¢oziicii sistemi TDKNT ile 1yice doygun hale getirilip ardindan PCL

bu ¢oziicii sistemle ¢oziilerek %8’lik ¢ozelti elde edilmis oldu.

Hazirlanan 3 ayr1 polimer ¢ozeltisi 3 ayri teflon plaka icerisine dokiildii. Hazirlanan
plakalar doner kaplama cihazina yerlestirilerek 4’er dakikalik dondiirme islemi
uygulandi. Cihazdan c¢ikarilan plaka icerisindeki homojen membranlar, plakadan
cikarilip ¢6ziiclisliniin ugmasi i¢in 5 dakika kurumaya birakildi. Bu sekilde hazirlanan 3
ayr1 polimer PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT distile su ile yikanip, UV’de steril

edilerek kullanima hazir hale getirildi.

3.3 Elektroegirme Yontemi ile Polimer Membranlarin Hazirlanmasi

PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT cozeltileri doner kaplama sistemi ic¢in hazirlandigi
bicimde PCL oran1 %8 olacak sekilde hazirlandi. Elektroegirme islemi ile kaplama
yapmadan 6nce deneysel olarak optimal degerler bulundu. ik olarak PCL ¢ozeltisi
elektroegirme cihazina yerlestirilir ve pompa akis hiz1 0,002 mL/dak olarak belirlendi
(Sekil 3.1). Cozeltinin basildigi siringanin ucunun i¢ ¢apt 26 G olacak sekilde
kiitlestirildi (Sekil 3.2). Gili¢ kaynag1 28 kV ayarlandi (Sekil 3.3) ve elektroegirme
islemine baslandi. Cihazin i¢ kismindaki lif toplama alanina aliiminyum plaka konuldu.
Onun iizerine de coverslip (poli-L-Lizin kapl yuvarlak plaka) yerlestirildi. Coverslip
yiizeyi istenilen sekilde kaplandiktan sonra membranlar yiizeyden kaldirilip UV’de
steril edilip ve kullanima hazir halde saklandi. PCL ile yapilan bu islem PCL-C60 ve
PCL-TDKNT kompozitleri ile de tekrarlandi.
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Sekil 3.1 Lif olusum kalitesinin pompa akis hiz1 ile degisimi (0— 1 pargacikli yapidan
tam lif yapisina dogru olusum)

1 "””’_,——
0.9

0.8
0.7 -
0.6
0.5
0.4

Lif Olusum Kalitesi

0.2
0.1
0 \ \ \ \ \ \

20 21 22 23 24 25 26

Siringa Ucu i¢ Capi (G)

Sekil 3.2 Lif olusum kalitesinin siringa ucu i¢ ¢api ile degisimi (0—1 pargacikli yapidan
tam lif yapisina dogru olusum)
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Sekil 3.3 Lif olusum kalitesinin uygulanan gerilime gore degisimi (0—1 pargacikli
yapidan tam lif yapisina dogru olusum)

3.4 Hiicre Karakterizasyonu

Laboratuvarimizda izole ettigimiz neonatal (1 giinliik) sican siyatik sinir hiicreleri %10
fotal sigir serumu, 2 mM L-glutamin, %1 ITS, %1 esansiyel olmayan amino asitler
iceren a-MEM igine alip kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen hiicrelerin karakterizasyonu
hematoksilin-eozin (H&E) hiicre boyama yontemi ile boyanarak belirlendi. 24
kuyucuklu plaka icerisine yerlestirilen 6nceden hazirlanmis polimer membranlar {izerine
hiicre ekimi gerceklestirildi. 24 kuyucuklu plaka %90 nem, %5 CO, ve 37°C
sartlarindaki inkiibator icinde 2-3 gilinde bir vasati degistirilerek kiiltiire edildi. Hiicre-
membran yapilarinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki takiplerine gore polimerlerle hiicrelerin
etkilesimi ve hiicre canlilig1 faz kontrast mikroskobu ve MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-

i1)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir] testi sonuglarina gére degerlendirildi.
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Sekil 3.4 Siyatik sinir hiicre kiiltiiriinlin goriintiisii

Sekil 3.5 Siyatik sinir hiicrelerinin H&E boyama sonrasi 151k mikroskobu goriintiisii




3.5 MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir| Testi

MTT testi, hiicrelerin hayatta kalmasi1 ve ¢ogalmalarini, mitokondriyel aktivitelerinin
kalorimetrik olarak 6l¢iilmesi ile takip edilebilir hale getiren bir ydéntemdir. Ilk olarak
Mosmann tarafindan bulunmus, Denizot ve Lang tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem,
hiicredeki solunum zinciri ve diger elektron tagima sistemlerinden ¢ikan elektronlarin,
ortama konulan MTT ya da diger tetrazolyum tuzlarimi indirgemesi ve suda
¢oziinmeyen mor rekli formazan kristalleri olusturmasi esasina dayanir. Bdylece

hiicrelerin canlilif1 ve ¢ogalmalar1 takip edilebilir (Freimoser vd. 1999).

~
. MitD@ﬂdﬁyﬁl
;J—N Reduktaz

MTT Formazan

Sekil 3.6 MTT testi ile formazan kristallerinin olusumu

MTT testi, farkl1 polimer membranlar ile kiiltiire edilmis siyatik sinir hiicrelerinin 1, 7,
14 ve 21. giinlerdeki hiicre aktivitelerinin Ol¢iilmesi i¢in uygulandi. 24 kuyucuklu
plakalarda bulunan hiicre-polimer 6rneklerinin {izerine herbir 6rnek i¢in 150 pL MTT
¢ozeltisi eklenip 4 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicrelerin iizerinde
olusan formazan kristallerinin faz kontrast mikroskobu ile goriintiilerine bakildi.
Absorbans degerlerinin Olciilebilmesi i¢in ornekler iizerine 300 pL. MTT ¢oziiciisi
eklendi. Bu ¢o6ziicli ile olusturulan formazan kristalleri 30 dk boyunca beklenerek
¢oziildii ve Ornekler iizerinden ¢ozelti alinarak UV spektrometreye yerlestirildi. 570
nm’de Ornekler lizerinde olusan formazan kristallerinin absorbans degerlerine bakildi.
Uygulama sonunda Ornek sonuglarmin ortalama degerleri alinarak gilinler i¢indeki

degisimi grafige geg¢irildi.
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4. DENEY BULGULARI

4.1 MTT Sonuclar: ve Goriintiileri

4.1.1 Kollajen membran

Kollajen membran iizerinde 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki MTT testi sonrasi olusan

formazan kristallerinin faz kontrast goriintiilerine bakilarak membran yilizeyinde

formazan kristallerinin gruplar olusturarak genellikle homojen dagilim gosterdigi

gbzlemlenmistir. Kristallerin en yogun olustugu giinler statik kiiltiiriin bas1 ve sonu olan

1. ve 21. giinlerdir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin kollajen
polimer membran {izerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT
testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii
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Sekil 4.2 Kollajen membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

Kollajen membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri ilk giine goére 7. ve 14.
giinlerde giderek azalmistir. 21. giinde ise azalma tersine donmiis ve en yiiksek aktivite

degerine ulasmistir (Sekil 4.2).

4.1.2 Kitosan membran

Kitosan membran lizerinde 1, 7, 14 ve 21. gilinlerdeki MTT testi sonrasi olusan
formazan kristallerinin  goriintiilerine bakilarak membran yilizeyinde, formazan

kristallerinin nokta nokta daginik halde bulunduklar1 gériilmektedir (Sekil 4.3).

Kitosan membran tizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri &lgiilmiistiir. Olciilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri 14. giin en yliksek

degerindedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin kitosan polimer
membran lizerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT testi
sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisti
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Sekil 4.4 Kitosan membran statik hiicre kiiltiirtiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢iimlerinin degisimi
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4.1.3 Kitosan-kollajen membran

Kitosan-kollajen membran iizerinde MTT testi sonrasi olusan formazan kristallerinin 1,

7, 14 ve 21. giinlerdeki goriintiilerine bakilarak formazan kristallerinin bazi1 bolgelerde

gruplar halinde bazi bolgelerde ise daginik olarak dagilim gosterdigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin kitosan-kollajen
polimer membran lizerindeki a. 1, b. 7, ¢. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT
testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii

Kitosan-kollajen membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri
¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri olciilmiistiir. Olgiilen
degerlere gore neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri ilk giin en
yiiksek olmak {izere, ilk giine gore 7. ve 14. giinlerde azalmis, 21. giinde ise en diisiik

degerine ulagsmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Kitosan-kollajen membran statik hiicre kiiltiiriniin MTT testi sonucu 570
nm’de absorbans 6l¢iimlerinin degisimi

4.1.4 Sodyum alginat membran

Alginat membran fiizerinde 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki MTT testi sonrasi olusan
formazan kristallerinin  goriintiilerine bakilarak membran yiizeyinde formazan

kristallerinin deney giinleri boyunca farkli dagilimlar gosterdigi sdylenebilir (Sekil 4.7).

Alginat membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri ilk giin en yiiksek olmak

izere giderek azalmistir. 21. giinde ise en diisiik seviyesine inmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin alginat polimer
membran lizerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT testi
sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii
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Sekil 4.8 Alginat membran statik hiicre kiiltiiriintin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢iimlerinin degisimi
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4.1.5 Elastin membran

Elastin membran iizerinde 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki MTT testi sonrasi olusan formazan

kristallerinin goriintlilerine bakilarak membran ylizeyinde formazan kristallerinin

daginik olarak dagilim gosterdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin Elastin polimer
membran lizerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT testi
sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisti

Elastin membran {izerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri 7. giin en yiiksek olmak

lizere zamanla azalmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Elastin membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

4.1.6 Elastin-kollajen membran

Elastin-kollajen membran iizerinde 1, 7, 14 ve 21. glinlerdeki MTT testi sonrasi olusan
formazan kristallerinin goriintiilerine bakilarak membran yiizeyinde formazan
kristallerinin baz1 yerlerde gruplar olusturarak bazi yerlerde dagimik seklinde dagilim
gosterdigi gozlemlenmistir. Kristallerin en yogun olustugu giinler statik kiiltiiriin basi
olan 1. giindiir. Daha sonra gittikce danik yerlesmis kristal yapilar olusmustur (Sekil

4.11).

Elastin-kollajen membran {izerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri
¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri olciilmiistiir. Olgiilen
degerlere gore neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri ilk giin en
yiiksek olmak tizere kiiltiir siiresi boyunca giderek azalmig, 21. giinde ise en diisiik

degerine ulasmustir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin
elastin-kollajen polimer membran iizerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21.
giinlerde yapilan MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii
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Sekil 4.12 Elastin-kollajen membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570
nm’de absorbans dl¢iimlerinin degigimi
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4.1.7 PCL membran

PCL membran iizerinin 6bek Obek dairesel yapilardan olustugu, 1, 7, 14 ve 21.

giinlerdeki MTT testi sonrasi olusan formazan kristallerinin de bu yapilarin ig

kisimlarinda ve yapilarin aralarinda olustugu gézlenmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Statik olarak yiirtitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin PCL polimer
membran lizerindeki a. 1, b. 7, ¢. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT testi
sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisti

PCL membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri dlgiilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri zamanla giderek daha da

azalmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 PCL membran statik hiicre kiiltliriiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

4.1.8 PCL-C60 membran

PCL-C60 membran iizerinin de 6bek dbek dairesel yapilardan olustugu, 1, 7, 14 ve 21.
giinlerdeki MTT testi sonras1 olusan formazan kristallerinin de yine bu yapilarin i¢

kisimlarinda ve yapilarin aralarinda ¢ok az miktarda olustugu goézlenmistir (Sekil 4.15).

PCL-C60 membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan Kkristalleri ¢oziilerek
UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri dlciilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin 7. giin mitokondriyel aktiviteleri 1. giine gore artmis

ve diger giinler giderek azalan bir grafik izlemistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin PCL-C60

polimer membran {izerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT

testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

1. GUn

PCL-C60/F

7. GUn 14. GUn

Zaman

21. Gun

O PCL-C60/F

Sekil 4.16 PCL-C60 membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans 6l¢iimlerinin degisimi
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4.1.9 PCL-TDKNT membran

PCL-TDKNT membran yapisinin 1, 7, 14 ve 21. glinlerdeki mikroskop incelemeleri ve
fotograflamalar1 yapilmasina ragmen kayda deger higbir goriintii elde edilememistir.
Bunun icin yalnizca MTT Testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570 nm’de absorbans Ol¢limlerine bakilmistir. Bu 6l¢glim degerlerine
gore neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri 7. giin en yliksek
degerde olmak tlizere 7 ve 14. giinler 1. gline oranla yaklasik iki kat1 artmis 21. giin ise

1. giiniin yaklasik yaris1 kadar diisiis gostermistir (Sekil 4.17).

PCL-TDKNT/F

0.18
0.16
0.14 |
0.12

0.1 @ PCL-TDKNT/F
0.08
0.06 |
0.04
0.02

Absorbans

1. Gln 7. GlUn 14. Giln 21. Gln

Zaman

Sekil 4.17 PCL-TDKNT membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

4.1.10 Elektroegirme yontemi ile hazirlanan PCL membran

Elektroegirme yontemi kullanilarak hazirlanmis PCL membranlar {izerinde MTT testi
sonrasi olusan formazan kristallerinin 1, 7, 14 ve 21. gilinlerdeki goriintiilerine bakilarak
lifsi yapiya uygun olarak dagilim gosterdigi gozlemlenmistir. Buradaki lifler boyunca

sik bir sekilde formazan kristalleri olusmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin Elektroegirme
yontemi ile hazirlanan PCL polimer membran iizerindeki a. 1, b. 7, c. 14 ve
d. 21. giinlerde yapilan MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin
goruntusu

PCL/EE membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV
spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerlere gore
neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri diizenli bir artig

gostermistir. En yiiksek deger ise 21. glinde 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 PCL/EE membran statik hiicre kiiltiirtiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

4.1.11 Elektroegirme yontemi ile hazirlanan PCL-C60 membran

Yine Elektroegirme yontemi kullanilarak hazirlanmis PCL-C60 membranlar iizerinde
MTT testi sonrasi olusan formazan kristallerinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki
goriintiilerine bakildiginda da hiicrelerin lifsi yapiya uygun olarak dagilim gosterdigi
gozlemlenmistir. Burada da liflerin yonlenme dogrultularinda, siklikla formazan

kristallerinin olustugu goriilmektedir (Sekil 4.20).

PCL-C60/EE membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri
¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri olciilmiistiir. Olgiilen
degerlere gore neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri diizenli bir

artis gostermistir. En yiiksek deger ise 21. giinde 6lctilmiistiir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin Elektroegirme
yontemi ile hazirlanan PCL-C60 polimer membran {izerindeki a. 1, b. 7, c.
14 ve d. 21. giinlerde yapilan MTT testi sonucu olusan formazan
kristallerinin goriintiisi
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Sekil 4.21 PCL-C60/ES membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans 6l¢iimlerinin degisimi
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4.1.12 Elektroegirme yontemi ile hazirlanmis PCL-TDKNT membran

Elektroegirme yontemi kullanilarak hazirlanan 3. membran olan PCL-TDKNT iizerinde
MTT testi sonrast olusan formazan kristallerinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki
goriintiilerine bakildiginda ise yine hiicrelerin dagiliminin lifsi yapinin yonlendigi

dogrultuda oldugu gozlemlenmistir. Burada da liflerin etrafinda siklikla formazan

kristallerinin olustugu goriilmektedir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22 Statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre kiiltiiriiniin Elektroegirme
yontemi ile hazirlanan PCL-TDKNT polimer membran iizerindeki a. 1, b. 7,
c. 14 ve d. 21. gilinlerde yapilan MTT testi sonucu olusan formazan
kristallerinin goriintiisii

PCL-TDKNT/EE membran iizerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri
¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen

degerlere gore neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel aktiviteleri gittikce daha
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fazla artig gostermistir. En yiiksek deger ise bu polimer iginde 21. glinde Ol¢iilmiistiir

(Sekil 4.23).

PCL-TDKNT/EE
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Sekil 4.23 PCL-TDKNT/EE membran statik hiicre kiiltiiriiniin MTT testi sonucu 570
nm’de absorbans Ol¢iimlerinin degisimi

4.1.13 Poli-L-Lizin

Yapilan deneyde hiicrelerin tutunmasina ve ¢ogalmasina uygun ortam olan poli-I-lizin
(+) kontrol amagli kullanilmistir. Poli-I-lizin kapli plakada MTT testi sonrasi olusan
formazan kristallerinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki goriintiilerine bakildiginda hiicrelerin

yiizey iizerindeki dagilimimin homojen bir sekilde oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.24 ).

Poli-l-lizin kapli yiizeyde neonatal siyatik sinir hiicreleri ile yapilan deney serisinde
MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de
absorbans degerleri olciilmustiir. 1, 7, 14 ve 21. gilinlerde 6lgiilen degerlere gore sinir

hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri giderek azalmistir (Sekil 4.25).

39



Sekil 4.24 Pozitif kontrol i¢in statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre
kiltiiriiniin poli-L-lizin kaph ylizeydeki a. 1, b. 7, ¢. 14 ve d. 21. giinlerde
yapilan MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii

Poli-L-lizin
0.35
0.3
0.25
0.15
= I [
0.05
(0]
1. Gun 7. Glun 14. Gun 21. Gun
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Sekil 4.25 Pozitif kontrol statik hiicre kiiltiiriintin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢iimlerinin degisimi
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4.1.14 TCP

Yapilan deneyde hiicrelerin ekildigi polistirenden iiretilen 24 kuyucuklu plaka ylizeyi
(TCP) ise (-) kontrol amacl kullanilmigtir. TCP iizerindeki MTT testi sonrast olusan

formazan kristallerinin 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki goriintiilerine bakildiginda hiicrelerin

dagiliminin seyrek ve daginik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26 Negatif kontrol i¢in statik olarak yiiriitiilen neonatal siyatik sinir hiicre
kiltiiriiniin doku kiiltiirii kabinda (TCP) a. 1, b. 7, ¢. 14 ve d. 21. giinlerde
yapilan MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin goriintiisii
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Sekil 4.27 Negatif kontrol grubu statik hiicre kiiltliriiniin MTT testi sonucu 570 nm’de
absorbans Ol¢limlerinin degisimi

Plaka yiizeyinde, neonatal siyatik sinir hiicreleri ile yapilan deney serisinde MTT testi
sonucu olusan formazan kristalleri ¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. 1, 7, 14 ve 21. giinlerde 6lcililen degerlere gore sinir hiicrelerinin

mitokondriyel aktiviteleri burada da zamanla azalmistir (Sekil 4.27).

4.1.15 MTT testi sonuclarinin genel olarak incelenmesi

Deney serisindeki membranlar {izerinde MTT testi sonucu olusan formazan kristalleri
HCI ile ¢oziilerek UV spektrometrede 570 nm’de absorbans degerleri teker teker
dlgiilmiistiir. Olgiilen degerlere gére neonatal siyatik sinir hiicrelerinin mitokondriyel
aktiviteleri tiim degerlerin bir arada bulundugu bir grafige gecirilmistir. Olusturulan
grafik {izerinde membranlarin hiicrelerle etkilesiminin karsilagtirmali tayini i¢in aktivite

oranlar1 degerlendirilmistir.

Elde edilen grafige gore elektroegirme yontemi ile hazirlanmis PCL, PCL-C60 ve PCL-
TDKNT memranlarin, daha once sinir doku miihendisliginde kullanilan membranlara
oranla mitokandriyel aktivitelerinin olduk¢a fazla oldugu gorilmiistiir. Ayrica deney

siiresi boyunca diger polimerlerdeki genel egilim aktivitenin azalmasi olurken,
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elektroegirme yontemiyle hazirlanan ii¢ polimer membrandaki egilim aktivitenin

giderek artmasidir (Sekil 4.28).

Absorbans

3 .
2,5 @ 1.gin
2 | B 7.gi

.giin
15 |
1 0 14.gun
05 021.gln
0 IR e e
RSP R N ~IRRX S R\ SRR SRR\ I N TN VS SIS
o ¥ S S LFFE S
W O TG F R E P SN
< & O vV QT QYD
2 & NEOAR S
&° <® Q L
Zaman

Sekil 4.28 Tiim polimerlerin statik siyatik sinir hiicresi kiiltiirtiniin MTT testi sonucu

570 nm’de absorbans dl¢limlerinin zamanla degisimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda giderek gelisen doku miihendisligi teknikleri, tibbi tedaviler i¢in dnemli bir
yaklasimdir. Bu teknikler kullanilarak gelistirilen fonksiyonel biyomalzemeler
sayesinde, hasarl1 bolgelerin tedavisinde umut verici sonuglar elde edilmeye
baslanmistir. Bu paralellikte sinir doku miihendisligi ile sinir hiicrelerinin onariminin

gergeklestirilebilecegi ortamlarin tasarlanmasi amaglanmaktadir.

Sinir dokusunu olusturan kanallara benzer yapilarin olusturulmasi i¢in biiylime
faktorlerinin salgilanabilecegi, hiicre c¢ogalmasini, filizlenmesini ve elektriksel
aktivitelerini gerceklestirebilecegi biyobozunur ve gozenekli bir duvar yapisi

olusturmak gerekir (Huang ve Huang 2006a).

Bir ¢ok alanda yarar saglayan elektroegirme teknigi ile genis ylizey alanina sahip 3
boyutlu nanolifler elde etmek miimkiindiir. Bu teknigin biyomedikal alandaki kullanimi
genellikle malzemelerin kaplanmasi, elektriksel ve optiksel 6zelliklere sahip malzeme
tiretimi ve biyosensor yapimi gibi uygulamalardir. Doku miihendisligi uygulamalarin da
ise biyouyumlu, biyobozunur ve hiicre tutunmasini saglayacak iskele malzemelerin
olusturulmasinda  elektroegirme tekniginden yararlanilmaktadir.  Nanoboyutlu
malzemelerin gozenekli yapilar1 sayesinde proteinler malzeme igerisine kolayca
emilebilir ve hiicre membran reseptorleri ¢cok sayida baglanma bolgesinden iskeleye
tutunabilir. Bu sayede hiicrelerin rahatca g¢ogalabilecegi kendi 6zgiin dokularinin

mimarisine benzer yapilar olusturulabilir (Agarwal vd. 2008).

Doku miihendisligi malzemelerinin yapisinin  gézenekli olmasi i¢in gaz ile
kopiiklendirme, dondurma-kurutma, faz ayirma ve liflerin c¢apraz baglanmasi gibi
geleneksel yontemlerin yanisira elektroegirme tekniginden de yararlanilmaktadir.
Elektroegirme teknigi kullanilarak tretilen PCL nanoliflerin, Schwann hiicrelerinin
boliinmesi ve birbirleri ile etkilesimleri i¢in bir¢ok fonksiyonel yiizey alani olusturdugu
gosterilmistir. Bu sebeple sinir dokusu onarimi i¢in bu teknikle hazirlanan ¢ap1
lum’den kiiciik olan lifler diger yontemlerle hazirlanan malzemelere gore bircok

avantaja sahiptir (Tabesh vd. 2008).
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Elektroegirme yontemi ile hazirlanmis PCL nanolifler {izerindeki sinir uzanmu
Schwann hiicre goc¢linden daha hizli olmaktadir. Bu da yonlenmis nanoliflerin tekbasina
bile sinir hiicresi ilerlemesine katki sagladigin1 ortaya koyar. PCL ile aksonlarin
biyokimyasal etkilesimine dair bir bulgu olmasa da topografik bulgular yonlenmis
liflerin sinir yenilenmesinde ve ilerlemesinde PCL’nun muhtemelen etkili oldugunu
gosterir. Miktar1 belirlenemesede PCL nanolif iizerinde gelisen sinir demetlerinin
yogunlugu ve tutunmasi kollajen/PCL nanolife gore daha fazladir. Birgok calisma
Schwann hiicre kiiltiirlerinin sentetik sinir tiipleri igerisinde ilerleyip periferal sinir
yenilenmesini arttirdigin1 ortaya koymustur. Elektroegirme teknigi ile hazirlanmis PCL
ve kollajen/PCL nanolifler de Schwann hiicre goclini ve aksonal yenilenmeyi

destekledikleri i¢in sinir tamirine uygun birer adaydir (Schnell vd. 2007).

Malzeme se¢imi, sinir doku miihendisliginde hayati 6nem tasir. Uygun bir malzemenin
bozunma oran1 ve mekanik O6zellikleri dokuda olusacak bagisiklik tepkisini en aza
indirmelidir. Ayrica akson yenilenmesinde yol gosterici ve destek saglayici olmalidir.
Elektroegirme teknigi ile tiim bunlar1 saglayacak, sinir dokusuna benzer, yonlenmis
nanoboyutlu malzemelerin tasarlanmasi miimkiindiir. Biyofonksiyonel nanolifli
iskeleler sayesinde sinir hiicrelerinin canli dokuya nakilleri de miimkiin olabilir (Cao

vd. 2009)

Elektroegirme tekniginin bir diger avantaji1 ise sinir tiiplerinin yapimi agsamasinda 1sitma
ya da kimyasal tepkimeye ihtiya¢ duyulmamasidir. Boylece diger yontemlerin aksine
elektroegirme teknigi ile mikro ya da nanolifli malzemeler kimyasal tepkimelerin ve 1s1l
islemlerin kullanilmasina gerek kalmadan kararli hale getirilebilir. Olusturulan bu tiipler
igerisine de kollajen, fibrin ve peptid kalintilar1 gibi ¢esitli dolgu malzemeleri rahatlikla
tutturularak tiiplerin hiicre ¢cogalmasini daha fazla desteklemesi saglanabilir (Panseri vd.

2008).

Giliniimiizde oldukca dikkat ¢eken nanotiipler iletken ya da yarn iletken yapida
tasarlanabilirler. Fizyolojik sartlara uyumlu KNT’ler elektriksel ve mekaniksel
Ozellikleri sayesinde doku miihendisligi uygulamalarinda yeni firsatlar ortaya

koymustur (Kaladhar ve Sharma 2007).
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Kalp kasi ve sinir dokusu gibi dokular, hiicreleri boyunca elektriksel potansiyel
olusturma konusunda uzmanlagmislardir. MacDonald ve arkadaslari kollajen-TDKNT
hidrojel yapisin1 dogal yumusak dokulardaki elektriksel iletkenligi Ornek alarak
tasarlamiglardir. Sonuglarma gore hiicre matriksinde ve yapisindaki elektriksel
Ozellikler beklenenden daha yiiksek c¢ikmistir. Elektrigi ileten protein-TDKNT
kompozitler kalp kas1 ve sinir dokusu gibi elektriksel iletimin dnem tasidigi dokular igin
iskele olarak ya da hiicrelerin tutunup elektriksel uyar1 etkisi olusturabilecegi substrat
yiizeyleri gelistirmek gibi pek cok alanda kullanilabilir. Ayrica bu kompozitler ile
biyosensor ya da iletken kablolar olusturulabilir (MacDonald vd. 2008).

Yaptigimiz calismada neonatal sigan siyatik sinir hiicrelerinin in vitro ortamda farkli
polimer membran ylizeyleri lizerindeki davraniglar1 incelenerek sinir hiicrelerinin
yasayabilirligini arttiran ortamlar gelistirmeye c¢alisilmistir. Doner kaplama yontemiyle
hazirlanmis kollajen, kitosan, kollajen/ kitosan, alginat, elastin, kollajen/elastin, PCL,
PCL-C60 ve PCL-TDKNT film yiizeylerinde 3 haftalik siirecte sinir hiicresi canlilik
degerlerleri giderek azalmistir. Buna karsin elektroegirme yontemi kullanilarak
hazirlanmis PCL, PCL-C60 ve PCL-TDKNT nanolifli yapidaki membran yiizeylerinin
diger polimer yiizeylere gore sinir hiicresi c¢ogalmasini daha fazla destekledigi
goriilmiistiir. Elektroegirme yontemindeki iic polimer yiizey i¢inde de en iyi sonug

PCL-TDKNT yiizeyde elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore elektroegirme yontemi ile hazirlanan genis ylizey alani ve
yonlenmis tutunma bdlgeleri olan nanolifli yapilarin sinir hiicrelerinin ¢ogalmasi igin
uygun ortamin olusturulmasina katki sagladigi savunulabilir. Ayrica TDKNT ilaveli
yapinin diger yapilara gore daha iyi sonug¢ vermesi sinir hiicrelerinin uzanim sekline
daha uygun nanotiip yapinin olusturulmas: ve polimere iletkenlik 6zelligi kazandirmasi

ile aciklanabilir.

Bu calisma ile sinir doku miihendisligine yaklagsimda iletken ve nanolifli yapilarin
kullaniminin sinir dokusunu daha 1iyi taklit edecek yapilar olusturmak agisindan uygun
bir yontem oldugu sdylenebilir. Hazirlanan bu ylizeyler in vivo denemelerle de

desteklendiginde farkli uygulamalar agisindan 6nemli bir adim atilmis olacaktir.
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