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OZET

Sinir Hasarinda Kullanilmak Uzere Biyoaktif Molekiiller
Iceren Biyomalzemelerin Gelistirilmesi Ve Etkinliginin

Incelenmesi

Asli Pinar ZORBA YILDIZ

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Do¢.Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Sinir sistemi, merkezi ve periferik sinir sistemi olarak iki boliime ayrilan,
organizmanin i¢ yapisiyla cevresel degisiklikler arasinda koprii olusturan
mekanizmadir. Periferik sinir sistemi hasarlar1 cesitli travmalar, dogumlarda
goriilen brachial pleksus yaralanmasi, enjeksiyon hatalari, anatomik anomaliler,
timorler, otoimmiin yetmezlik, atesli silahla yaralanmalar ya da kazalar ve
metabolik hastaliklar gibi farkli nedenlerden olusabilir. Diinya genelinde 6nemli
bir is glici kaybina neden olan periferik sinir hasarlarinin, pleksus ve kok
yaralanmalar1 da dahil edildiginde travma merkezine basvuran hastalarin
%5’inde goriildiigli bildirilmistir. Periferik sinir rejenerasyonunda yasanan
mevcut problemlerin giderilmesi i¢in, sinir yenilenmesinin optimize edilmesi,

gerekli biliyiime faktorleri eksikliginin uygun mikrocevresi ile birlikte

XV



olusturulmasini ve kas atropisinin azaltilmasini saglayacak teknolojiler
gerekmektedir. Son yillarda literatiirde farkli kaynaklardan izole edilen kok
hiicrelerin cesitli biyomalzemeler ile bir araya getirilerek kullanildigi doku
miithendisligine dayali yaklasimlar periferik sinir hasar1 modellerinde siklikla
incelenmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda, Wharton jeli kaynakli MKH’ler ve
ayni hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin ve toksik olmayan
konsantrasyondaki grafen ile 3B biyoyazici araciligiyla bioink yapisinin
olusturulmasi; elektroyazici ile tiretilmis PCL iskele ile kompozit biyomalzeme
olarak noral konduit gseklinde birlestirilmesi gerceklestirilmistir. Bu
biyomalzemenin karakterizasyonu FTIR ve SEM ile yapilmustir. Uretilen néral
konduitin icerdigi grafenin, hem biyomalzeme i¢indeki GFP isaretli kok hiicreler
ile hem de biyomalzeme {izerine sferoidal formda ekilmis kok hiicrelerle
etkilesimi Time-Lapse goriintiileme ile incelenmistir. Daha sonraki asamada
biyomalzeme iizerindeki kok hiicre sferoidlerinin eksozom ve farklilasma
soliisyonu kullanilarak sinir hiicrelerine farklilasmasi yani kombinasyon terapisi
yapilmistir. Farklilasma etkinligi hem immiin boyama ile hem de gen ekspresyon
seviyesinde 2B ve 3B ortamda test edilmistir. Buna gore iiretilen bu kompozit
biyomalzemenin periferal néoromiihendislikte 6zgiin bir noral konduit yapisinda
oldugu, icerdigi kok hiicre, eksozom ve grafen ile sinir hiicre farklilasmasini
destekledigi ve gelecekte sinir hasarlarinda kullanilmak {izere potansiyel bir

biyomalzeme aday1 oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sinir Doku Miihendisligi, Bioink, Grafen, Eksozom,3B

Biyoyazici, Periferal Néromiihendislik

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development and Effectiveness of Biomaterials Containing

Bioactive Molecules for Use in Nerve Damage

Asli Pinar ZORBA YILDIZ

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

The nervous system is the mechanism that is divided into two parts; the central
and peripheral nervous system and it forms a bridge between the internal
structure of the organism and environmental changes.Peripheral nervous system
damage can occur from different causes such as various traumas, brachial plexus
injury at birth, injection errors, anatomical anomalies,tumors,autoimmune
failure,gunshot wounds or accidents,and metabolic diseases.In order to eliminate
the existing problems in peripheral nerve regeneration, technologies are required
to optimize nerve regeneration, create the necessary growth factors deficiency
together with the appropriate microenvironment, and reduce muscle atrophy.In
recent years, tissue engineering-based approaches in which stem cells isolated
from different sources are combined with various biomaterials have been
frequently studied in peripheral nerve injury models. Within the scope of this

thesis, the creation of Wharton gel-derived MSCs and exosomes obtained from

xvii



the same cell line and the bioink structure by 3D bioprinter with graphene in
non-toxic concentration;As a composite biomaterial, it was combined with the
PCL scaffold produced with an electrowriting in the form of a neural conduit.
Characterization of this biomaterial was done by FTIR and SEM. The interaction
of the graphene contained in the produced neural conduit with both the GFP-
labeled stem cells in the biomaterial and the stem cells planted in spheroid form
on the biomaterial was investigated by Time-Lapse imaging.At the next stage,
the stem cell spheroids on the biomaterial were differentiated into nerve cells
using exosome and differentiation solution, that is, combination
therapy.Differentiation efficiency was tested both by immunostaining and at the
gene expression level in 2D and 3D environments.Accordingly,it has been seen
that this composite biomaterial produced has a unique neural conduit structure
in peripheral neuroengineering,supports nerve cell differentiation with its stem
cells,exosomes and graphene,and is a potential biomaterial candidate to be used

in nerve injuries in the future.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Sinir sistemi, merkezi ve periferik sinir sistemi olarak iki boliime ayrilan,
organizmanin i¢ yapisiyla cevresel degisiklikler arasinda koprii olusturan
mekanizmadir. Noron adi verilen sinir hiicreleri parenkimal hiicre olup; hiicre
govdesi ve uzantilariyla impuls iletiminde gorevlidir [1]. Duyusal, otonomik ve
motor sinir liflerini iceren , néromiiskiiler sistemin temel bileseni olan periferik
sinirler, fiziksel hareket ve biligsel cevaplar araciligiyla merkezi sinir sisteminin
tepki verici-algilayic1 yapilaridir [1],[2]. Periferik sinir sistemine ait ilk
calismalar M.S 2.YY’da Gallen tarafindan sinir kopmalarinin yenilenmesinin
miimkiin olmadig1 yoniinde uzun siire benimsenecek bir goriisiin ortaya
atilmasiyla devam etmistir [3]. Modern sinir cerrahisinin temelleri, 1948 yilinda
Seddon tarafindan sinir rejenerasyon siiresi, hizi, iskemi ile periferik sinir sistemi
arasindaki baglanti1 ve greftle onarim teknikleri gibi konular iizerine atilarak,
yapilan ¢alismalarda sinir ucu birlestirmelerinde fibrin dikis kullanilmistir. Es
zamanl olarak Sunderland’ ile birlikte gelistirdigi sinir onarim teknikleri ve
periferik sinirin internal topografisi iizerine 6nemli bilgiler elde etmislerdir [4],
[5]. Genel cerrah olan Jacobson periferik sinir ucu birlestirmelerinde
mikroskobun kullanilabilirligini 1963 yilinda ortaya atarken [6], Milessi'nin
1960’larin basinda uc¢ uca anastozumun yerine interfasikiiler anastomuzu
tanimlamaksiyla beraber bir cok klinikte bu yontem uygulanmis; ayni zamanda

greft gerginligi {izerine de 6nemli katkilar sunmustur [7].

Periferik sinir sistemi hasarlari cesitli travmalar, dogumlarda goriilen brachial
pleksus yaralanmasi, enjeksiyon hatalari, anatomik anomaliler, tiimoérler,
otoimmiin yetmezlik, atesli silahla yaralanmalar ya da kazalar ve metabolik
hastaliklar gibi farkli nedenlerden olusabilir [8]. Diinya genelinde 6nemli bir is

giicii kaybina neden olan periferik sinir hasarlarinin, pleksus ve kok
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yaralanmalari da dahil edildiginde travma merkezine basvuran hastalarin
%5’inde goriildiigi rapor edilmistir[9]. Bu hastaliktan yakinan hastalar, agridan
duyu kaybina, hareket kisithigindan soguga tahammiilsiizliige kadar bir cok
zorlukla karsilasirlar [10]. Periferik noropatiler genellikle aksonal, zaman zaman
da demiyelinizan olarak hasar gorebilir. Baz1 hasarlar ise her ikisinden de
ozellikler tasiyabilir. Waller dejenerasyon, aksonal dejenerasyon ve segmental
demiyelinizasyon olmak iizere baglica ii¢ zararlanma modeli bulunur[1].
Periferik noropatiler secici duyusal veya motor hasarina ya da ikisini birden
icermesine gore farkli anatomik paternlere ayrilmaktadir. Bunlar, basit
noropatiler, Karpal Tiiner Sendromu’ndaki gibi tek bir siniri iceren travmatik
zararlanma iken; polinoropatilerde simetrik ve uzunluga bagli olarak yayilan
duyu kaybi olarak smniflandirilabilir. Periferik noropatiler metabolik ve
notrisyonel (Diabetis mellitus, liremi), toksik (kolsisin vb. ilaclar), inflamatuar
(Guillain-Barré sendrom vb.), enfeksiyonlar (lepra, HIV vb.), kalitimsal
(PMP22’de cift mutasyon vb. ), baz1 lokodistrofiler ve vaskiilopatik (vaskiilit vb.)
durumlardan dolay1 gelisir. Sinir yaralanmalar1 sinir yapisinin fizyopatolojisine
gore tam kesi ve kismi yaralanmalar olarak da siniflandirilir. Kismi de motor
noronlarda zayiflik s6z konusu iken; tam kesilerde moto ve duyusal fonksiyonlar
tamamen kaybolmaktadir. Travmatik periferik sinir yaralanmalarinda, periferik
sinir lifleri icindeki tiim lifler tam kesi gibi bir durumda hepsi ayni hasari
gorebilecekken; farkli siddetlerde zarar alan sinir yaralanmalar1 da olabilir[2].
Ozellikle tam kesi sinir hasar1 olarak gériilen néromeziste sempatik, duyusal ve
motor sinir, ayn1 zamanda endonéryum, epinéryum ve perindéryumda da agir
hasar goriiliir. Rejenerasyon cok zayif oldugundan mutlaka cerrahi gerektirir.
Cerrahide kullanilan biyouyumlu ve biyobozunur greftler veya noral konduitler,
hasarlanmay1 giderecek yeni dokularin olusumunu saglayacak hiicre hatlar
ozellikle kok hiicreler ve biyosinyal molekiilleri, hepsini icinde barindiran doku

miithendisligi prensipleri ile gelistirilmis biyomalzemeler oldukca 6nemlidir.

Periferik sinir rejenerasyonunda yasanan mevcut problemlerin giderilmesi icin,
sinir yenilenmesinin optimize edilmesi, gerekli biiylime faktorleri eksikliginin

uygun mikrogevresi ile birlikte olusturulmasini [11] ve kas atropisinin

20



azaltilmasini [12] saglayacak teknolojiler gerekmektedir. Son yillarda literatiirde
farkli kaynaklardan izole edilen kok hiicrelerin cesitli biyomalzemeler ile bir
araya getirilerek kullanildigi doku miihendisligine dayali yaklasimlar periferik

sinir hasar1 modellerinde siklikla incelenmektedir.

Normal sartlar altinda kok hiicreler, boyut ve fonksiyonlar1 azalmamis,
ozellesmemis, kendi popiilasyonlarini koruyan, uzun siire boyunca béliinerek
kendini yenileyebilen ve farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Cogalarak
yeterli miktarda hiicre olusturabilmeleri, genetik potansiyellerine uygun olarak
istenilen hiicre tipine farklilagmalari, donér ile nakil sonrast uyum saglamalari
nedeniyle kok hiicreler, temel ve klinik arastirmalar acisindan oldukca
onemlidirler [14]. Kordon matriks, osteoblast, adiposit, kondrosit, hepatosit, dis
pulpa, olfaktor, kardiyomiyosit ve pankreatik vb. kaynakli organlarda yer alan,
bulundugu yere gore isimlendirilen multipotent stromal hiicrelere mezenkimal
kok hiicreler denir. Insan Wharton Jelinden kékenlenen mezenkimal kék
hiicreler (WJ-MKH), 1656’da kesfedildigi andan itibaren giintimiize kadar
rejeneratif tip ve doku miihendisliginin, essiz yenilenme ve farklilasma
kapasitelerinden otiirii vazgecilmez hiicreleri haline gelmistir.Glinlimiizde
rejeneratif tip uygulamalarinin baslica kaynagi olarak kullanihirlar. Insan gébek
kordonundan elde edilen WJ-MKH’leri {ic germ tabakasindan elde edilen bir¢cok
hiicre hattina farklilasabilme potansiyeli tasir. Endodermden kokenlenen
hepatosit, pankreatik adacik benzeri hiicrelere; mezodermden kokenlenen
osteoblast, kondrosit, adiposit, kardiyomiyosit, iskelet kasi, endotelyal hiicrelere
; ektodermden kokenlenen de noronlara farklilasabilme yetenegindedir [15]. Bu
bilgiler 1s181nda WJ-MSC'leri, 6zellikle edinme protokollerinin optimizasyonu,
c¢ogalma yetenekleri ve farklilasma kapasiteleri goz Oniine alindiginda doku
miithendisligi ve sinir rejenerasyonu lizerine yapilan calismalarda uygun bir aday
hiicre dizisi gibi goriinmektedir [16]. Kok hiicre hipotezine gore, kok hiicre
sistemi, Onemli bir bileseni olan mikrogevrenin etkisi altindadir. Kok hiicrelerin
korunumu ve farklilasmasi, bu mikrogevrenin varligi olmadan diisiiniilemez
[17]. Kok hiicre nisi adi verilen mikrocevre, kok hiicrelerin sayilarim

arttirmasinda, kararlanma, farklilasma ve onarim siireclerinde etkilidir. Nis
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yapisi, kok hiicreler ile birlikte ona eslik eden destek hiicreleri ve hiicre
iskelelerinden olusur[18]. Mikrocevrenin zarar gormesi viicudun farkh
bolgelerinde ortaya c¢ikan hasarlarin rejenerasyonunda biiyiik bir engel
olusturmaktadir. Bununla birlikte nis yapisi giiniimiizde doku miihendisligi
prensipleri dikkate alinarak laboratuvar kosullarinda sentetik olarak
olusturulabilmektedir. Hem mihendislik hem de biyoloji ilkelerinin
multidisipliner olarak kullanilmasi ile canli dokularinin yerine gececek, bu
dokularin yenilenmesinde, olusan hasarin giderilmesinde ve fonksiyonlarinin
yeniden kazandirilmasinda kullanilabilecek yapay dokular in witro kosullar
altinda sentezlenebilir [19]. Doku iskelesi, hiicreler ve biyosinyal molekiilleri
doku miihendisliginin {i¢c temel tasini olusturur. Doku miihendisliginin {i¢ temel
tasindan biri olan doku iskeleleri, dogal ve sentetik maddelerden farkl
yontemlerle {iretilmektedir [20]. Uc boyutlu (3B) baski olarak da adlandirilan
katki iretim teknolojileri (AMT) kullanilarak iskele imalati, doku
miithendisliginde kusurlu dokular1 geri yiiklemek, degistirmek veya yenilemek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. 3B Biyobaski (3D Bioprinting, Biyoyazici)
genellikle ‘biyomiirekkep (bioink)’ olarak adlandirilan, biyomalzemeler ile
hiicrelerin ayni anda basildig1 bir katki tiretim teknigidir[21]. 2004 yilindaki
kesfinden bu yana esnek elektronik, superkapasitor, piller, yazdirilabilir
miirekkepler, optik, elektrokimyasal sensorler ve enerji depolama gibi 6zelliklere
sahip olan grafen, doku miihendisligi alaninda siklikla tercih edilen bir
biyomalzeme olmustur. Grafen hasarli dokularin, organlarin cogalmasi ve
yenilenmesi calismalarinda kullanilmaktadir [22]. Ozellikle biyomalzeme olarak
tercih edilmesinin baslica nedenleri arasinda biyouyumluluk, gozenekliligi,
yliksek 0zgiil ylizey alani, disiik sitotoksisitesi, antibakteriyel 6zellik, yiiksek
mekanik mukavemet gibi 0zellikler yer almaktadir [23]. Grafenin 2B’lu sisteme
kiyasla 3B’lu sistemde hiicre-hiicre etkilesiminin sinirlarinin ortadan kalktigi, kok
hiicre farklilasmasini daha hizli gerceklestirdigi, bu farklilasmanin osteojenik ,
adipojenik, miyojenik ve norojenik oldugu gosterilmistir [24]. Grafenin sinir
iletimi lizerinde biyomateryal olarak kullanildig: cesitli calismalar da mevcuttur

[25], [26].
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Grafen temelli nanomalzemeler {istiin kimyasal kararlilik ve biyouyumlulugun
yani sira esneklik ile birlesen yiiksek bir spesifik yiizey alani ile kok hiicrelerin
uygun mikrocevresini olusturma, proliferasyon ve farklilasmada rejeneratif
biyolojiye katk:i saglayan essiz bir biyomalzeme aday: haline gelmektedir [27],
[28], [29].

Biyomalzemelerin en cok arzu edilen ozelliklerinden biri biyolojik olarak
parcalanabilirliktir [30]. Tek basina grafen nanotiipler yerine grafen iceren
kompozit biyomalzemelerin biyobozunurluk seviyeleri birbirinden farklidir.
Kompozit malzemelerde istenilen bu 6zelligin elde edilmesi daha kolaydir

[31],[32], [33], [34].

Polikaprolakton (PCL) biyolojik sistem icerisinde yavas degredasyona ugrar ve
bu sebeple kemik, kikirdak ve cesitli mukavemet gerektiren doku
miihendisliginde tercih edilme nedenidir [35]. Periferal noromiihendislikte sinir
dokusuna uzun vadeli destek saglayabilmesi agisindan uygun bir iskele yapisi
olusturur[36]. Elektro egirme yontemiyle iiretilmis PCL lifler bir cam substrat
tizerinde GO ile kompozit olusturulmus, kontrol olarak da nanoliflerin yer
almadigi1 cam slatylara GO kaplanmistir. Buna gore PCL-GO cam yiizeyin nanolif
yer almayan kontrol grubuna gore, hiicreler acisindan daha yiiksek bir afiniteye
sahip oldugu, oligodendrosit farklilasmasini daha iyi etkiledigi goriilmiistiir.
Yiiksek konsantrasyonda GO-PCL nanolif birlikteligi noral rejenerasyonu ve
noronal kok hiicrelerin sinerjik etkilesimi acisindan birbirini tamamlayabilen

kompozit malzeme oldugunu gostermistir [37].

Glincel bagka bir calismada gelisen periferik sinir hasarinda porlu bir yapiya
sahip Poli(laktik-ko-kaprolakton) (PLCL) malzemesi ile 3B baski yontemi ile
olusturulan ici kollajen kapli PCLC sinir kanali malzemelerinin etkinlikleri
karsilastirilmistir. Bu calismada kollajen kapli malzemenin hem sinir yenilenmesi
tizerindeki etkinliginin yiiksek olmasi, hem de esnek yapisi sayesinde cerrahi
olarak uygulanabilirliginin  kolaylig1 nedeniyle sadece PLCL iceren
biyomalzemeye kiyasla kullanimlarinin daha avantajli oldugu sonucuna

varilmistir [26]. Bu baglamda polikaprolakton (PCL) da sinir doku
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miithendisliginde yiliksek mukavemet, biyobozunur ve biyouyumlu yapisindan
otiirii, grafenin ise sinir farklilsamasi ve sinir iletimi {izerine etkileri bu
malzemeleri uygun birer biyomalzeme aday: haline getirmektedir. Ozellikle
homojen biyomalzemelere kiyasla kompozit malzemeler, iki sinir ucunu
birlestirmede biyouyumlu, biyobozunur, uygun mukavemete sahip bir sinir
kanali olusturabilme potansiyeli acisindan sinir hasarlarinda kullanilmak icin

daha fazla umut vaat etmektedir.

Doku miihendisligini olusturan diger bir etken ise hiicrelerin farklilagmasini
saglayan biyosinyal molekiilleridir. Bu baglamda, tiim viicut sivilar1 ve bitki
ekstratlarindan elde edilebilen hiicreler arasi sinyal iletimi, genetik malzeme
aktarimi ve bagisiksal yanitin diizenlenmesi gibi gorevler {istlenen nano
keseciklere eksozom adi verilir. Eksozomlarin biyodagiliminin ve kararliliginin
yliksek olmasi, onlar1 tedavi uygulamalarinda uygun bir aday haline getirmistir.
MKH eksozomlar1 DNA, RNA, miRNA, siRNA, ve ilaclar gibi cesitli bilesenleri
aktarmak icin bir nanokargo gorevi gorebilir [38]. Sinir calismalarinda
eksozomlarin beyindeki sinaptik plastisite, noronal stres yaniti, hiicre-hiicre
iletisimi ve norogenez gibi siireclerde rol aldig1 gosterilmistir [36], [39]. Olfaktor
hiicreleri ile insan WJ-MKH’lerinden elde edilen eksozomlarin sinerjik bir iliski
icerisinde Schwann hiicrelerinin ve aksonlarin hayatta kalmasini destekledigi,
aym1 zamanda periferik sinir hasarindan biri olan siyatigin rejenerasyonunu
tesvik ettigi gosteren calismalar bulunmaktadir [40]. Sinir rejenerasyonunda
kullanilan hiicresel terapileri ve bunlardan {iiretilen eksozomlar1 [40], [41] klinik
arastirmalara tasiyan calismalar sinirli olmasina ragmen; hiicrelerin giivenli ve
verimli oldugunu gostermektedir [42]. Rejeneratif tibba yonelik uygulamalarda
kavite bolgesine enjekte edilen hiicresel terapilerin ya da eksozomal biyoaktif
molekiillerin etkinligi, sinir doku miihendisligindeki iskele-hiicre-biyosinyal
molekiili iiclii yapisina kiyasla yetersiz kalmaktadir. Buna gore de, ozellikle tam
kesi sinir hasarlarinda noral konduit sistemlerde fiiretilen biyomalzemeler
icerdigi veya enjekte edilebilen hiicreler ve biyosinyal molekiilleri ile sinir
rejenerasyonunda daha etkindir. Ornegin; poliglikolik asit tabanli nérotiip

kanalinin periferik sinir hasarlarindan biri olan fasial sinir hasarina ugratilmis
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sicanlara implante edilmesi ve isaretlenmis olfaktor kok hiicrelerinin konduitten
iceri verilerek anastomozu sonucu yiiz felci rejenerasyonunun basariyla
gerceklestigini gosteren calismalar da literatiirde yer almaktadir [43],[44].Bir
bagka calismada insan normal dermal fibroblastlar1 kullanilarak gelistirilen ¢oklu
hiicresel sferoidlerden elde edilen 3B yapi ile literatiirde inert 0zelligi nedeniyle
siklikla kullanilan silikon sinir kanalinin siyatik sinir hasari rejenerasyonundaki
etkinlikleri karsilastirllmistir. Bu calismanin sonucunda sferoid temelli 3B
yapinin siyatik hasar olusturulan hayvan modellerinde doku rejenerasyonunu
anlamli bir bicimde arttirdig1 [45] tespit edilse de; literatiirde siklikla kullanilan
silikon temelli sinir tiiplerinin yiiksek enfeksiyon riski ve diisiik biyouyumluluk
gibi bazi 6nemli dezavantajlar1 oldugu da bilinmektedir [46],[47].Diger yandan
yapilan baska bir calismada kitin/kitosan tabanli yapay sinir greftinin, kesilen
siyatik sican hayvan modelinde iki sinir ucunu birlestirme gorevini stlendigi,
ayni zamanda bu yapinin biyouyumlu, biyobozunur, uygun mukavete sahip bir
sinir kanal1 olusturabilme potansiyelinin sinir hasarlarinda kullanilmak icin umut
vaat ettigi belirtilmistir [48]. Baska bir calismada ise polyakrilamid, grafen oksit,
jelatin, and sodyum aljinatin = (PAM/GO/Gel/SA,PGGS) iki farkl
konsantrasyonundan olusan kompozit sinir kanali biyomalzemelerinin siyatik

sinir hasarinda onarimini etkili bir sekilde tesvik ettigi gosterilmistir [49].

Her gecen giin mevcut tedavilerin yetersizligi ile artan periferik sinir hasar1 gibi
cesitli norodejeneratif hastaliklara karsi gelistirebilecek doku miihendisligine
dayali hiicresel tabanl terapotik yaklasimlar ile biyomalzemelerin iiretilmesi bu
tez calismasinin 6nemini vurgulamaktadir. Tiim bu bilgilen 1s18inda bu tez
calismasi kapsaminda, Wharton jeli kaynakli kok hiicreler ve aymi hiicre
hattindan elde edilen eksozomlarin ve toksik olmayan konsantrasyondaki grafen
ile 3B biyoyazici aracilifiyla bioink yapisinin olusturulmasi; elektroyazici ile
tiretilmis PCL iskele ile kompozit biyomalzeme olarak noral konduit seklinde
birlestirilmesi gerceklestirilmistir. Bu biyomalzemenin karakterizasyonu FTIR ve
SEM ile yapilmustir. Uretilen néral konduitin icerdigi grafenin, hem biyomalzeme
icindeki GFP isaretli kok hiicreler ile hem de biyomalzeme iizerine sferoidal

formda ekilmis kok hiicrelerle etkilesimi Time-Lapse goriintiileme ile
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incelenmistir. Daha sonraki asamada biyomalzeme {izerindeki kok hiicre
sferoidlerinin eksozom ve farklilasma soliisyonu kullanilarak sinir hiicrelerine
farklilasmasi1 gerceklestirilmis ve bu farklilasma hem immiinboyama ile hem de
gen ekspresyon seviyesinde kanitlanmistir. Buna gore iretilen bu kompozit
biyomalzemenin periferal néromiihendislikte 6zgiin bir noral konduit yapisinda
oldugu, icerdigi kok hiicre, eksozom ve grafen ile sinir hiicre farklilasmasini
destekledigi ve gelecekte sinir hasarlarinda kullanilmak {izere potansiyel bir

biyomalzeme aday1 oldugu goriilmiistiir.
1.2 Tezin Amaci

Her gecen giin mevcut tedavilerin yetersizligi ile artan periferik sinir hasarina
karsi hiicresel, eksozomal ya da cesitli iskele tasarimlarini barindiran calismalar
artmaktadir. Bu doktora tez calismasinin amaci, doku miihendisligi prensipleri
dikkate alinarak; sinir hiicrelerine farklilasma potansiyelleri olan WJ-MKH’leri ve
aymi hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin, grafen iceren aljinat/jelatin
tabanli GrafinK olarak isimlendirilmis bioinki ile mukavemeti yiliksek yeni
jenerasyon eriyik elektroyazma ile oiiretilmis PCL  iskele ile periferal
noromiihendislikte etkin olabilecek sinir kanali tiretimi ve kok hiicresel-
eksozomal kombine terapisinin sinir rejenerasyonu iizerine etkinliginin

incelenmesidir.
Bu baglamda,

e WJ-MKH kaynakli eksozomun iiretilmesi, NTA ve Zeta-potansiyel ol¢timii
ile karakterizasyonu,

e Grafenin toksik olmayan dozunun 2B sistemde belirlenmesi,

e Kok hiicrelerle zenginlestirilmis grafen iceren ve icermeyen bioinkin 3B
biyoyazic1 ile basimi ve FTIR, SEM ve Time-Lapse goriintilleme ile
karakterizasyonu,

e Grafen iceren bioinklerin GFP isaretli hiicrelerle birlikte 3B biyoyazici
araciligryla basimi ve hiicre-biyomalzeme etkilesiminin incelenmesi,

o Uretilen bioink ile kompozit bir sinir kanali olusturmak icin mukavemeti

yiiksek PCL iskelenin eriyik elektoyazici yontemi ile sinir tiipii seklinde
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basimi, bioinklerin bu sinir tiipii icerisine 3B biyoyazici araciligiyla
aktarilmasi,

e WIJ-MKH’lerinin bioink icerisinde veya {stiinte sferoid formda sinir
hiicrelerine farklilasmasinin iki farkli yolla incelenmesi ve en uygun hiicre
ekleme metodunun belirlenmesi,

o Sferoid formda hiicrelerin sinir kanali kesitine eklenmesinin ve
farklilastirma asamasinda eksozomal kombinasyon terapisinin yapilmasi
ve diger gruplar ile mikroskobik olarak sferoid formlar {izerindeki
etkinliginin gortintiilenmesi,

e Olusturulmus gruplarin icerdigi kok hiicrelerin farkli metodlarla sinir
hiicrelerine farklilastirilmasinin immiin boyama ve gen ekspresyon
seviyesinde incelenmesi ve 2B sistemdeki gruplar ile karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir.

1.3 Hipotez

Glinlimiize kadar doku miithendisligi prensipleri kullanilarak iiretilen ve preklinik
calismalarda etkinligi incelenen yapay sinir kanallarinin ayni anda hem doku
iskelesi, hem kok hiicre, hem de biyosinyal molekiillerini icermedigi ve doku
rejenerasyonunda smirli  bir basar1 gosterdigi goriilmektedir. Yapilan
calismalarda {iretilen biyomalzemelerin, sadece kok hiicre ya da eksozom
icermesi, cogu zaman kok hiicre farklilasmasini saglayacak biyoaktif molekiiliin
yer almamasi, kullanilan biyomalzemenin biyouyumlulugunun olmamasi, doku
nisinde yer alacak hiicrelerin proliferasyonuna etkisinin diisiik olmasi, tam kesi
hasarlarda kesilmemis hale gore iyilesme oraninin eski halini alabilecek basariya
ulasamamasi, sinir iletiminin tam olarak gerceklesmemesi gibi cesitli
problemlerle karsi karsiya kalinmistir. Mevcut sorunlar g6z Oniinde
bulundurularak; doku iskelesini, sinyal molekiillerini ve kok hiicreleri ayn1 anda
iceriginde bulunduracak kombinasyon terapisini olusturan iskele-hiicre-
biyosinyal molekiilii temelli sinir kanallarinin {retilmesinin ve sinir
rejenerasyonda kullanilmasinin daha basarii sonuglar dogrurabilecegi

diistintilmektedir.
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Ozellikle WJ-MKH’lerinin farklilasma potansiyellerinin yiiksek olmasi ve bu
hiicrelerden elde edilecek eksozomlarin sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu,
hiicre migrasyonu ve hiicre farklilasmasi agisindan gosterdikleri yetkinlik kok
hiicre-eksozom kombinasyonlarinin sinir hasarinin tedavisi i¢in uygun bir
yaklasimi olusturabilir. Diger yandan doku iskelesi olarak diisiiniilen PCLnin
mukavemet giicii, elastisitesi, biyobozunur ve biyouyumlu yapisi, grafenin ise
sinir iletimi konusunda gosterdigi essiz Ozellikler dikkate alindiginda, kompozit
biyomalzeme kullaniminin sinir dokusunu taklit etme acisindan basarili bir
uygulama oldugu sonucu da ortaya cikmaktadir. Tiim bu bilgiler mevcut doktora

tezinin hipotezini ortaya koymaktadir.
Bu hipotez dogrultusunda ;

e Toksik olmayan konsantrasyonu belirlenen grafenin 3B biyoyazici

araciligiyla aljinat-jelatin tabanli bioink seklinde basimz,

e Elektroyazici ile PCL membran iskelesinin bu bioinkin etrafinda porlu bir
yapr olusturacak seklide basimi ve bioink ile noral konduit seklinde

kompozit bir biyomalzeme olarak ilk kez olusturulmasi,
e Biyoaktif molekiil olarak WJ-MKH’lerinden iiretilmis eksozomlarin eldesi,

e Grafen iceren bioinkin, transdiiksiyon yontemi ile {iretilmis GFP isaretli

WJ-MKH’leri ile etkilesiminin Time-Lapse goriintiilemede incelenmesi,
e Uretilen bioinklerin FTIR ve SEM analizleri ile karakterizasyonu,

e Uretilen PCL-Grafen bioink kompozit biyomalzeme aday: ile saglanacak
kombinasyon tedavisinin modelinin olusturulmasi ve hiicrelerin hem
bioink icerisinde hem de sferoid formda malzeme ile etkilesiminin

incelenmesi,

e Sferoid formdaki kok hiicrelerin uygun mikrocevrenin olusturuldugu
biyomalzeme iizerinde sinir hiicrelerine farklilastirilmasi ve bu
farklilasmanin hem immiin boyama hem de gen ekspresyon seviyesinde

incelenmesi,
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e Es zamanl olarak kombinasyon terapisi seklinde farklilasma soliisyonu ile
birlikte verilen eksozomlarin verilmesi ve literatiirde yer alan sinir
farklilasmasi1 {lizerindeki etkinligi bilinen resveratrol ajani ile

karsilastirilmast,

o Sferoidal formda farklilastirilmis hiicrelerin farklilasma etkinliginin hem
immiin boyama hem de gen ekspresyon seviyesinde incelenmesi ve 2B

ortam ile kiyaslanmasi gerceklestirilmistir.

Boylelikle sinir hasarinda kullanilmak tizere biyouyumlu, biyobozunur, kompozit
prototip sinir kanali biyomalzeme aday1 ve aktif biyomolekiiller ve kok hiicreler
ile zenginlestirilmis kombinasyon terapisinin ile sinir rejenerasyonunda etkinligi

test edilmistir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Sinir Sistemi

Sinir sistemi ve hastaliklart M.O 3-40007li yillarina kadar uzandigi Misir
papiriislerinde yer almaktadir. O giinlerden bugiine gelisen sinirbilimin temelini
sinir sisteminin siniflandirilmasi olusturmaktadir. Sinir sistemi, merkezi ve
periferik sinir sistemi olarak iki boliime ayrilan, organizmanin i¢ yapisiyla
cevresel degisiklikler arasinda koprii olusturan mekanizmadir. Néron adi verilen
sinir hiicreleri parenkimal hiicre olup; hiicre govdesi ve uzantilariyla impuls
iletiminde gorevlidir.  Dendrit adi verilen bu wuzantilar bir sinir hiicresi
govdesinde birden fazla olabilir. Her sinir hiicresinde tek bir yapidan olusan
aksonlar, milimetreden yaklasik bir metreyi gecen uzunluk araliginda bir boya
sahip olabilir. Dendritler impulslar1 hiicre govdesine dogru saglarken, akson ise
govdeden perifere dogru bu iletimi gerceklestirir. Noronlarin disinda, merkezi
sinir sisteminde glia ve noroglia hiicreleri de bulunur ki; astrositler,

oligodendrositler ve mikroglialarda bu siniflandirmada yer alirlar [1].

Evrimsel siirecte kordalilarda bulunan mezodermden kokenlenen notokord,
mezenkimal kok hiicrelerin primitif ¢izgi boyunca gocii ve zamanla mezodermal
ozellik kazanmasiyla olusur. Primitif diigtim ve cukurun kraniyale dogru orta
cizgide olusturdugu notokord uzantisi bu diigiimden gocen hiicrelerle
olusturulur, zamanla limene ve kanala doniisiir. = Notokord uzantis1 ile
mezodermi orten embriyonik ektodermin merkezi sinir sisteminin primordiyumu
olan noral plag1 olusturur ve 3. hafta sonunda tamamen olusan notokorddan
sonraki silire¢te omurgalilarin sinir, kas ve iskelet sisteminin olusumunu saglar.
Embriyonik donemde 3-4. Haftalarda noral plak ve noral kivrimlarin olugmasi ile
birlikte giderek bu yapilarin birlesmesi nérulasyonu yani néral kanal olusumunu
saglar. Noral plagin ektoderminden kokenlenen yapiya noroektoderm adi da

verilir. Norulasyon sirasinda ektoderm yapisinin birlesmesi ile olusan ici bos
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noral tilip, ileride beyin ve omurilige gelisir. Bu noral tiip yapisindan gelisen
noral krest hiicreleri go¢ eden hiicreler olarak bilinir ve bu hiicreler uzaga goc
ederek sinir sistemi yapilarina farklilagirlar. 4. Haftada tamamlanan noriilasyon
olayinda olusan noral krest hiicreleri ikiye ayrilarak noral tiipiin dorsolateraline
yerleserek spinal ve kraniyal sinirlerin duyusal gangliyonlarinin kokenlerini
olustururlar. Bu farklilasma ve goc olayi cesitli genlerin kontrolii altindadir. Or;
FoxD3, Snail2, Sox9, Sox10 gibi. Noral krest hiicreleri, otonom sinir sisteminin
ve spinal sinirlerin gangliyonlari ile ayn1 zamanda periferik sinirlerin nérolemma
kilifim1 olustururlar. Bunlarin disinda araknoid mater , pia mater, pigment
hiicreleri, adrenal medulla ve kafa boélgesi bag dokusundaki cogu hiicrenin

yapisina katilirlar[50].

Periferik ve otonom olarak temelde ikiye ayrilan sinir sisteminde, periferik sinir
sistemi cogunlukla noral krest hiicrelerinden geliserek, kraniyal, spinal ve
otonomik gangliyonlar olarak tice ayrilir. Otonom sinir sisteminin ise biiyiik bir
boliimii ile adrenal bezin medullasi yine aym hiicrelerden gelisir. Otonom sinir
sistemi, sempatik ve parasempatik olarak ikiye ayrilir. Aksonlarin miyelin
kiliflarin1 olusturan Schwann hiicreleri, medulla spinalis disinda, noral krestten
kokenlenir. Noral tiipii duvarinda yer alan epitelyal hiicrelerden ise merkezi sinir
sistemindeki biitiin hiicreler ve makrogliyal hiicreler gelisirken; mikrogliyal
hiicreler ise, merkezi sinir sistemindeki kan damarlarindan giren mezenkimal

hiicrelerden gelisir[50].
2.1.1 Periferik Sinir Sistemi

Duyusal, otonomik ve motor sinir liflerini iceren , néromiiskiiler sistemin temel
bileseni olan periferik sinirler, fiziksel hareket ve bilissel cevaplar araciligiyla
merkezi sinir sisteminin tepki verici-algilayici yapilaridir [1],[2]. Omurilik 6n
boynuzunu terk eden ikinci motor noronlarin aksonlar1 periferik motor sinir
liflerini olusturur. Periferik sinir icerisinde duyusal noron periferik uzantilari,
arka kok yoluyla santral uzantilar omurilige konuslanir. Otuz bir cift olan spinal
siniri, on ve arka kokler omurilik disinda birleserek olusturur. Spinal sinirin 6n

dallar1 boyun ve ekstremitede servikal, lumbasakral pleksus ve brakiyal; gogiiste
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interkostal sinirleri olusturur. Omurgadaki cildin duyusunu saglayan ise spinal
sinirin arka dallaridir. Spinal sinirin kasta i¢ ice gectigi yapiya miyotom
denirken; duyu alanindan sorumlu deri kismina dermatom denilmektedir.
Komsu dermatomlar: birbirleriyle ortiisiirken, kas spinal sistemden birden fazla
miyotom alir. Boylelikle alinan bir hasar ile hem kas kismi felce ugrayabilir, hem

de ilgili cevre etkilenir [1].

Yar1 gecirgen zara sahip olan sinir hiicresi, membran potansiyel farkina gore iyon
dengesini saglar. Bu dengede akson zarinda sodyum iyonu yalnizca
sodyum/potasyum pompasi ile aktif tasinim yoluyla saglanir. Hiicre iginde
potasyum (K") yiiksekken, sodyum (Na®) ve klor (Cl' ) diisiik yogunluktadir.
Aksiyon potansiyelinin ortaya cikisi, denge halindeki -70mV’luk sinirin uyarimi
ile Na® gecirgenliginin artmasi sonucu zar potansiyelinin +30mV’a ulasmasi
sonucu olur ve tiim sinir boyunca yayilir. Miyelinli sinir liflerinde kesintili iletim
Ranvier bogumlarindan dolay1 gerceklesirken sicrama tipi iletim goriiliir ve

hizlidir; miyelinsiz sinir listelerinde ise iletim kesintisiz devam eder.
Kalinlik ve ileti hiz1 acisindan sinir lifleri tice ayrilir:

1. Kalin Miyelinli En Hizli iletim Sinir Lifleri: Deri duyusal aferentleri, kas
aferentleri ve omurilik 6n boynuzundan kaslara giden eferent liflerde
iletim oldukca hizlidir. En kalin miyelin cap1 20 um’dir

2. Ince Miyelinli Sinir Lifleri: Preganglionik otonomik eferent liflerdir.

3. Miyelinsiz Lifler: Kiiciik liflerdir. Genellikle caplar1 1.5 um

kalinligindadir. Somatik ve otonom sinir lifleri bu gruba girer.

Periferik motor ve duyusal lifleri iceren bir sinirin enine kesiti incelendiginde,
siniri Orten bir epinoryum , altinda fastikiillerin yer aldigi akson grubunu
perindryum cevrelerken, fasikiil icinde yer alan aksonlarin bag dokusu ise
epinéryumdur. Ayrica kan tasinimini saglayan ve siniri besleyen vasa nervorum
adi verilen kapiller damar sistemi bulunur. Akson boyunca bulunan Schwann
hiicrelerinin kivrim yapmasi ile miyelin kilif olusur ve kivrimin her bir araligina
Ranvier bogumu denir. Bu nodlar arasindaki mesafe akson capina baghdir ve

akson capi arttikca nodlar arasindaki mesafe artig gosterir.
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2.1.2 Periferik Sinir Sistemi Yaralanmalar1 Tarihcesi

Hipokrat ile baslayan sinir calismalar1 [51], M.O 3. Yiizyilda (YY) Herophilus'un
tendon ile sinir arasindaki farkin yani sira omurilik sinir baglantilarini
gostermesi ile sekillenmistir [52]. Periferik sinir sistemine ait ilk ¢alismalar M.S
2.YY’'da Gallen tarafindan sinir kopmalarinin yenilenmesinin miimkiin olmadigi
yoniinde uzun siire benimsenecek bir goriisiin ortaya atilmasiyla devam etmistir
[3]. Bu yaygin goriis 14. YY'da ilk sinir onariminin Guy de Chaulic tarafindan
yapilmas1 bu goriisii sekteye ugratsa da 20. YY’a kadar stirmiistiir. 17.YY’da
Glisson sinirlerin uyaribilirligini gosterirken; Von Purkinje ve Schwann noron-
akson baglantisini  ve fonksiyonlarin1 19.YY’da tanimlayarak tarihe
kazandirmistir. Ayn1 yiizyillar arasinda Gabriele Ferrara kesilen sinir uclarinin
siitirasyonunu tarif ederken; iki sinir ucunu dikenler Philipeaux ve Vulpian
olmustur. Ilk otogreftlerin kullanimu tarihsel siirecte képeklerin hypoglossal ve

lingual sinirlerinin tamirinde gerceklestirilmistir [51].

Modern sinir cerrahisinin temelleri, 1948 yilinda Seddon tarafindan sinir
rejenerasyon siiresi, hizi, iskemi ile periferik sinir sistemi arasindaki baglant1 ve
greftle onarim teknikleri gibi konular iizerine atilarak, yapilan calismalarda sinir
ucu birlestirmelerinde fibrin dikis kullanilmistir. Es zamanl olarak Sunderland’
ile birlikte gelistirdigi sinir onarim teknikleri ve periferik sinirin internal
topografisi iizerine 6nemli bilgiler elde etmislerdir [4],[5],[53]. Genel cerrah
olan Jacobson periferik sinir ucu birlestirmelerinde = mikroskobun
kullanilabilirligini 1963 yilinda ortaya atarken [54], Kurze, fasiyo-hipoglossal
anastamoz geceklestirdigi 49 hastas1 olan bir klinik calismada mikroskop ile
periferik sinir tamiri yapan ilk beyin cerrahi olmustur [55]. Dr. Milessi'nin
1960’larin basinda uc¢ uca anastozumun yerine interfasikiiler anastomuzu
tanimlamaksiyla beraber bir ¢ok klinikte bu yontem uygulanmis; ayni zamanda

greft gerginligi tizerine de 6nemli katkilar sunmustur [51], [56].

Ulkemizde periferik sinir cerrahisi iizerine ilk yaklasimlar Serefeddin
Sabuncuglunun “Cerrahiyetul Haniye” isimli eserinde 15. Yy’da yer bulmustur.

Modern cerrahinin iilkemizdeki gelisimi cumhuriyet donemine denk gelmekte
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olup; yaptig1 girisimsel calismalar ve azalttigi mortalite-morbidite oranlariyla
Prof. Dr. Cemil Topuzlu kurucusu olarak kabul edilmektedir. Prof. Dr. Mazhar
Osman’la birlikte tlkemizde ilk norolojik bilimlerin kurulmasi bu alandaki
calismalara hiz kazandirmistir. Prof. Dr. Mazhar Osman periferik sinir hasari
onariminda yapilan calismalarin derlenmesi ve mikroskobik biiyiitmenin
katkilar1  iizerinde oldukca durmustur. Ulkemizde nérosiirji  bilmini
kurumsallastiran Prof. Dr. Hami Dilek, Fransa’da 6grendigi yontemleri iilkemizde
gerceklestirmis, ayni zamanda ameliyat defterine cizdigi peronoal ve siyatik

anastomozlari ile yontemlerini kalici halde gelecek nesillere birakmastir [57].
2.1.3 Periferik Sinir Hasarlarinin Siniflandirilmasi

Periferik sinir sistemi hasarlar1 cesitli travmalar, dogumlarda goriilen brachial
pleksus yaralanmasi, Ozellikle siyatik sinirini etkileyebilen enjeksiyon hatalari,
anatomik anomaliler, timorler, otoimmiin yetmezlik, atesli silahla yaralanmalar
ya da kazalar ve metabolik hastaliklar gibi farkli nedenlerden olusabilir [8].
Diinya genelinde oOnemli bir is giicii kaybina neden olan periferik sinir
hasarlarinin, pleksus ve kok yaralanmalari da dahil edildiginde travma
merkezine basvuran hastalarin %5’inde goriildigi rapor edilmistir[9]. Bu
hastaliktan yakinan hastalar, agridan duyu kaybina, hareket kisitligindan soguga
tahammiilsiizliige kadar bir ¢ok zorlukla karsilasirlar [10]. Periferik sinirlerin
onemli iki unsuru vardir bunlar; Schwann hiicreleri tarafindan yapilan miyelin
kiliflar ve aksonal uzantilardir. Akson kalinlig1 arttikca ileti hiz1 artarken, ince ve
miyelinsiz aksonlarla yavas ileti olusturulur [2]. Periferik noropatiler genellikle
aksonal, zaman zaman da demiyelinizan olarak hasar gorebilir. Baz1 hasarlar ise
her ikisinden de 6zellikler tasiyabilir. Waller dejenerasyon, aksonal dejenerasyon
ve segmental demiyelinizasyon olmak iizere baslica ii¢ zararlanma modeli
bulunur. Wallerian Dejenerasyonu, cesitli yaralanmala, siddetli baski, infaktiis,
travma gibi herhangi bir nedene bagli olarak aksondaki sinir lifinin kesilmesi ve
biitiinliiglin bozulmasi sonucu makrofajlarin bolgede etkinligi ile dejenere olan
miyelin kilifin fagositozu gerceklesir. Periferik sinir saglam kalirken, akson
kesintiye ugrar. Buna Wallerian dejenerasyonu denmektedir. Uzun siireli olan
rejenerasyon siresi 4 ile 11 giin arasi degiskenlik gosterir. Aksonal
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Dejenerasyon, toksik ya da metabolik nedenlerden olay1 periferik sinir hiicresinin
aksonunda veya govdesinde meydana gelen hasardir. Periferik sinir hiicresinin
biitiinliigli bozulmadiysa akson yavas bir rejenerasyon ile; eger bozulduysa aylar-
haftalar arasinda fonksiyonunu saglayabilir. Ancak periferik sinir hiicresinin
canliligini kaybetme gibi bir durum s6z konusu olursa yeniden yapilanma
saglanamaz. Bu dejenerasyonda akson yogunlugunda ve yeniden gelisen
miyelinizasyonda elektrofizyolojik sinir impulslarinin siddetinin azalmasi
goriiliir. Segmental Demiyelinizasyon, bu hasarlanmada aksonda herhangi bir
yap1 bozulmasi goriinmezken, miyelinli sinir liflerinde Schwann hiicresinde veya
miyelin kilifta tiim sinir boyunca veya belirli bir bolgesinde hasar s6z konusudur.
Miyelinin yenilenebilme 6zelligi dolayisiyla siirec gecicidir. Sebep olan nedenler
ortadan kalktiginda demiyelinizasyon , ardindan da 15 giin ile 6 ay arasinda
remiyelinizasyon devam eder [1]. Ancak remiyelinizasyonu gerceklestigi bolgede

daha ince bir miyelin kilif, kisa internodlar [2] olusur ve ileti hiz1 yavaslar.

Periferik noropatiler secici duyusal veya motor hasarina ya da ikisini birden
icermesine gore farkli anatomik paternlere ayrilmaktadir. Bunlar, basit
noropatiler, Karpal Tiiner Sendromu’'ndaki gibi tek bir siniri iceren travmatik
zararlanma iken; polinoropatilerde simetrik ve uzunluga bagli olarak yayilan
duyu kaybi olarak smiflandirilabilir. Periferik noropatiler metabolik ve
notrisyonel (Diabetis mellitus, iremi), toksik (kolsisin vb. ilaclar), inflamatuar
(Guillain-Barré sendrom vb.), enfeksiyonlar (lepra, HIV vb.), kalitimsal
(PMP22’de cift mutasyon vb. ), bazi 16kodistrofiler ve vaskiilopatik (vaskiilit vb.)
durumlardan dolay1 gelisir. Travmatik periferik sinir yaralanmalarinda, periferik
sinir lifleri icindeki tiim lifler tam kesi gibi bir durumda hepsi ayni hasari
gorebilecekken; farkli siddetlerde zarar alan sinir yaralanmalar1 da olabilir [2].
Sinir yaralanmalar1 sinir yapisinin fizyopatolojisine gore tam kesi ve kismi
yaralanmalar olarak da simniflandirilir. Kismi de motor noronlarda zayiflik s6z
konusu iken; tam kesilerde moto ve duyusal fonksiyonlar tamamen
kaybolmaktadir. Asagida yer alan sinir yaralanmalarinin siddetine gére Seddon

ve Sunderland’in siniflandirma tablosu goriilmektedir:

35



Tablo 2.1 Seddon ve Sunderland Periferik Sinir Hasar1 Tablosu

Sunderland Seddon Patoloji Semptomlar fyilesme Yaygin
Goriilme
Yerleri
1. Noroplaksi Miyelin kilif hasari, Agn yoktur, Hafta-ay bazli Brachial
D bolgesel iletim uyusukluk, duyu eskiye yakin pleksus felci
erece blogu azalmasi mevcut iyilesme
Aksonomezis | Akson kaybi, destek | Agri vardir, kismi Destek doku Atesli silah
dokunun farkli duyu ve motor korunumu ve ve trafik
derecelerde hasari kaybi, ayrica bazi kas ile kazasi
kas gruplarinda mesafesine yaralanmalar
atrofi goriliir bagli olarak
iyilesme
2. Akson Kas mesafesine
Derece kaybl,ep({onoryurn, bagh 1ylle§me
perinéryum derecesi
saglamdir
3. Akson kaybz, Akson yonii
Derece endon.orlyum hasarls, hatali ve
epindryum ve Cerrahi
perinoryum gerektiren
saglamdir durum ve
olabilir.
4. Derece Akson Kaybz, Cerrahi
endondryum ve goriilme siklig1
perindryum hasarli, fazla, akson
epinéryum yonelmesi
saglamdir hatali olabilir.
5. Derece Norotmezis Akson kayb1 Cerrahi Tam sinir
epinoryum, gereklidir. kopmasti
endondryum,perindr
yumda agir hasar
6. Karigik
Derece zararlanmaya bagh
akson kaybi ve ileti
blogunun oldugu
yaygin zararlanma
sekli

Sunderland tablosu, Seddon tablosuna gore daha gelismistir.
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e Noroplaksi: Basi ile ortaya cikan hasarlanmadir, dejenerasyon goriilmez.
Akson devamlilig1 saglanir, Schwann hiicreleri saglamdir. Kismi duyu
kayb1 goriilse de basi ortadan kalktiginda hafta-ay bazl iyilesme siiresi
bulunur.

e Aksonotmezis: Schwann hiicresi, endonéryum ve perinéryum saglamken,
Wallerian dejenerasyonu goriiliir ve akson ile miyelin kilif hasarhidir.
Motor ve duyu hasar1 vardir. Bu doku nisi iyilesirse tam iyilesme saglanir.

e Norotmezis: Tam kesi sinir hasari1 olusur. Boylelikle sempatik, duyusal ve
motor sinir, ayn1 zamanda endondryum, epinéryum ve perindryumda da
agir hasar goriiliir. Rejenerasyon cok zayif oldugundan mutlaka cerrahi

gerektirir.

2.1.4 Periferik Sinir Sistemi Paralizinin Degerlendirilmesinde Kullanilan

Norodiagnostik Testler

Polinoropatilerde periferik sinirlerin hepsi ayni nedene baglh olarak ayni anda
hastalanmasiyla olusurken; bu neden hiicre govdesine etki ediyorsa néronopati,
akson hasar1 gerceklestiriyorsa aksonopati ve miyelin kilifi direkt hasara
ugratiyorsa miyelinopati olarak ayrilabilir. Mononoropati multiplekste, hastalik

farkli periferik sinirlerde farkli zamanlarda etkilenir.

Polinoropatilerde klinik tani, hasta Oykiisiinde yer alan belirtilere ve laboratuvar
test sonuglarina gore degerlendirilir. Bu belirtiler, metabolik bozukluklar, immiin
bozukluklar, enfeksiyonlar, kanser ve lenfoproliferatif bozukluklar, ilaclar,
toksinlere bagl olarak edinsel; motor noron hastaligi, nadir periferik noropatiler,
herediter basinca duyarlilik néropatisi, herediter motor-duyusal noropati gibi
kalitsal nedenli olabilir. Polindropatilerde laboratuvar testleri olarak
elektrofizyolojik testler, sinir biyopsileri [58], deri biyopsileri, kantitatif duyusal
testler, tam kan sayimlari, eritrosit sedimentasyonu, kan biyokimya testleri
(ozellikle aclik-tokluk kan sekeri, kreatinin,glikozil hemoglobin testleri), TSH ve
T4 hormon testleri, vitamin B12 diizeyi, anti-niikleer antikor, romatoid faktor ve

ozellikle 60 yas tistii hastalarda rastlanma olasilig1 yiiksek olan monoklonal
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gamopati nedeniyle monoklonal proteinlerin arastirilmasi ve immiinelektroforezi

onemlidir.

Elektrofizyolojik testler, oOzellikle igne elektromiyografisi[44], aksonal ve
demiyelinizan noropatilerin ayriminda siklikla tercih edilir. Demiyelinizan
polinoropatilerde sinir iletimi oldukc¢a yavaslamisken, aksonal polindropatilerde
sinir iletim hizlar1 normal veya normale gore hafif yavas, ayni zamanda kas
aksiyon potansiyeli diisiiktiir. Bu testler herediter yani kalitsal ve edinsel

polindropati ayrimina da yardimci olur.

Sinir lifi ayirma yontemi olan “teasing” yontemi ile ozellikle enfeksiyona bagh
orneklerde uygulanabilir (Or; leprada aside direncli mikroorganizlar sinir
biyopsisinde tespit edilebilir). Isik ve elektron mikroskobi ile incelemeler
gerceklestirilir. Intraepidermal sinir lifleri icin ise deri biyopsi 6rnekleri 6zellikle
gelisen cagda cesitli noropeptidler ile boyanarak konfokal mikroskobi ile

incelenebilir.

Gesitli bilgisayar algoritmalari kullamilarak uyaranlar (Or;sicak-soguk) ile
birlikte duyum esiklerinin sayisallastirilmasi kantitatif duyusal testler (QST)
araciligryla gerceklestirilir. Hem tani hem tedavinin seyrinin incelenmesinde

sonu¢ odakli yontemlerdir.

Kan, idrar ve ¢esitli doku sivilarinin ileri laboratuvar incelemeleri noropatiler ile
ilgili olabilecek muhtemel etyoloji hakkinda o6zellikle biyokimyasal bir cevap
olusturabilir. Bunun icin cesitli horman testlerininin, vitamin eksikliklerinin, tam
kan sayimlarinin ve immiinolojik cesitli faktorlerin arastirilmasi gerekmektedir.
Bazen de sinir koklerinde tutulmanin oldugu vakalarda ya da cesitli karsinom
durumlarinda (Or; meningeal karsinomatozis) BOS protein aranabilir. Bunun

icin de “Lomber Ponksiyon” testi uygulanir.

Herediter noropatiler 6zellikle molekiiler biyolojinin ileri tani1 tekniklerinden
yararlanir. Elektrofizyolojik, histopatolojik ve klinik incelemelere gerek
kalmaksizin genetik tani ile daha etkili ve duyarh sonuclar daha kisa siirede elde

edilebilir [59]. Ozellikle herediter noéropatilerde, hiicre icerisindeki “protein
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trafficking” adini alan protein islevleri ve gelisen mutasyonlarin tespitiyle taniya

ulagmak giintimiiz teknolojisiyle miimkiin hale gelmistir.
2.2 Kok Hiicreler

Normal sartlar altinda kok hiicreler, boyut ve fonksiyonlar1 azalmamis,
ozellesmemis, kendi popiilasyonlarini koruyan, uzun siire boyunca bdliinerek
kendini yenileyebilen ve farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Cogalarak
yeterli miktarda hiicre olusturabilmeleri, genetik potansiyellerine uygun olarak
istenilen hiicre tipine farklilasmalari, donor ile nakil sonrast uyum saglamalari
nedeniyle kok hiicreler, temel ve klinik arastirmalar acisindan oldukca
onemlidirler [14].Kok hiicre hipotezine gore, kok hiicre sistemi, onemli bir
bileseni olan mikrocevrenin etkisi altindadir. Kok hiicrelerin korunumu ve
farklilagsmasi, bu mikrocevrenin varligi olmadan disiiniilemez [17]. Kok hiicre
nisi adi1 verilen mikrogevre, kok hiicrelerin sayilarini arttirmasinda, kararlanma,
farklilasma ve onarim siireclerinde etkilidir. Nis yapisi, kok hiicreler ile birlikte
ona eslik eden destek hiicreleri ve hiicre iskelelerinden olusur [18].
Mikrogevrenin zarar gormesi viicudun farkli bolgelerinde ortaya ¢ikan hasarlarin
rejenerasyonunda biiyiik bir engel olusturmaktadir. Bununla birlikte nis yapisi
giinimiizde doku mihendisligi prensipleri dikkate alinarak laboratuvar
kosullarinda sentetik olarak olusturulabilmektedir. Kok hiicreler elde edildigi
kaynaklar fark etmeksizin kendilerine 0zgii en Oonemli dort ozelligi tasirlar.
Bunlar ; kendini yenileyebilme, uzun siire cogalabilme, farklilasmadan kalabilme
ve gerekli sinyaller altinda farklililasabilmedir. Bu sinyaller hiicre ici
kararlanmasi ya da hiicre dis1 sinyaller araciligiyla olusabilir. Kaynaklarina gore
farkli kararlanma ve farklilasma potansiyeline sahip olan kok hiicrelerin ,
embriyonik donemde ilk dort giin icerisinde bir canli organizmayi
olusturabilecek yetenekte olanlara ‘totipotent kok hiicreler’ denirken; embriyonik
donemin 5.-6. Giinii icerisinden blastosist evresinin inner cell mass ad1 verilen i¢
hiicre kitlesinden elde edilen ‘pluripotent kok hiicreler’ yaklasik 200 cesit hiicre
tipine farklilasabilme potansiyeli tasirlar. Dokularda bulunan farkli tip kok

hiicrelerin farklilasma potansiyelleri gittikce azalir. ‘Multipotent kok hiicreler’
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yakin akraba oldugu bir miktar hiicre tipine farklilasirken; ‘oligopotent kok
hiicreler’ lenfoid ve myeloid gibi birkag hiicre tipine farklilagsma potansiyeli tasir.
‘Unipotent kok hiicreler’ ise yalnizca bulundugu yerin hiicre tipine farklilasma

potansiyeli tasiyan hiicredir.

2.2.1 Kok Hiicrelerin Elde Edildigi Kaynaklar
2.2.1.1 Embriyonik K6k Hiicreler

Embriyo olustuktan 4-5 giin sonra meydana gelen blastosist evresinin i¢i hiicre
kiitlesi yaklasik 50-150 hiicreden olusmaktadir ve bu ic kiitlenin 7n vitro ortamda
kiiltiirlenmesi ile embriyonik kok hiicreler elde edilir. Bu hiicreler pluripotent
ozellik tasirlar ve her biri in vitroda dollenmis yumurtalardan elde edilirler.
Insan embriyonik kék hiicresi 220’den fazla hiicre tipine doniisebilen, ektoderm,
endoderm ve mezoderm tabakasinin her iiciine farklilagsabilme yeteneginde olan

hiicrelerdir[60].

Bazi etiksel problemler insan embriyonik kok hiicrelerinin kullanimini
sinirlandirmistir. Genellikle fare embriyonik kok hiicreleri {izerine caligmalar
yogunlagsmakla beraber; farkli hiicre tiplerine farklilasma potansiyellerinin ¢ok
yliksek olmasindan dolayi, gilinlimiizde tedavileri tam olarak bulunamayan
ozellikle norodejeneratif ve diyabet gibi cesitli hastaliklarin terapilerinde umut
vermektedir. Oct-4 transkripsiyon faktoriiniin varlhig: tipik olarak farklilasmamis

embriyonik kok hiicre belirtecidir [14], [61].
2.2.1.2 FErigkin Kok Hiicreler

Viicudumuzdaki herhangi bir doku veya organda bulunan, farklilasmamis ancak
bulundugu niste uygun sinyaller aldiginda o mikrocevredeki hiicre tiplerine
farklilasma potansiyeline sahip somatik kok hiicrelerdir. Bir cok kan hiicresi
tiplerine doniisebilen kemik iliginde yer alan ‘hematopoietik kok hiicreler’, cesitli
doku ve organlarda yer alan ‘mezenkimal kok hiicreler’ ve in vitro ortamda
yeniden yapilanma yoluyla somatik hiicrelerin kok hiicreye doniistiiriilmesiyle
tiretilen ‘indiiklenmis pluripotent kok hiicreler’ olarak ii¢ farkli smifta
incelenebilir [61]. Eriskin kok hiicrelerin farkli dokularda bulunan hiicre
tiplerine doniisebilme, yani plastisisite 0zelligi vardir. Laboratuvar ortaminda
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cogaltilarak otojenik hiicre transplantasyonunda immiin reddin goriilmemesi

yoniinden biiyiik avantaj saglar [14].

Hematopoietik kok hiicreler ozellikle legen kemigi, uyluk kemigi ve gogiis
kemigi basta olmak iizere hematopoezin biiyiik cogunlugunun meydana geldigi
kemik iliginde, az miktarda da gobek kordonu ve periferal kanda bulunan, kan
hiicrelerinin lenfoid ve miyeloid soylarinin her ikisini meydana getirebilme

yetenegine sahip kok hiicrelerdir.

Glinliimiizde rejeneratif tip uygulamalarinin baslica kaynagi olarak kullanilan
mezenkimal kok hiicreler, kordon matriks, osteoblast, adiposit, kondrosit,
hepatosit, dis pulpa, olfaktor, kardiyomiyosit,akciger ve pankreatik vb. kaynakli
organlarda yer alan, bulundugu yere gore isimlendirilen multipotent stromal

hiicrelerdir[60].

Yeniden programlama yoluyla somatik hiicrelerin uyarilmasi ve hiicrelere kok
hiicre 0zelligi kazandirilarak indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (ipkh) elde
edilir. Bunun icin somatik hiicre cekirdegi nakli, hiicre fiizyonu , hiicre
ekstratlarinin kullanilmasi, dogrudan programlama yolu ile yapilabilir. Viral ya
da viral olmayan sistemler araciligiyla kok hiicre transkripsiyon faktorleri
somatik hiicrelere aktarilarak hiicrelerin yeniden porgramlanmasi saglanir ve
kok hiicrelerle aym fizyolojik 6zelliklere sahip olan IPHK’ler olusturulur. Ilk kez
olarak Dr. Shinya Yamanaka tarafindan somatik hiicrelerden pluripotent kok
hiicre eldesi gerceklestirilmis ve bu teknoloji Dr. Yamanaka’yt 2012 yilinda
Nobel 6diiliine gotlirmiistiir. Kullanilan transkripsiyon farktorleri arasinda Oct4,
Sox2, Kif4 ve c-Myc yer alir ve fare fibroblastlarina aktarilan bu transkripsiyon
faktorleri ile fibroblastlar embriyonik kok hiicrelere doniistiirilmiistiir [60].
Kisisellestirilmis tip kapsaminda genis bir kullanim alanina sahip olabilecek bu
teknoloji ile cesitli ilac gelistirme, kalitsal hastaliklarda gen terapileri, hastalik
modelleme, toksisite ¢alismalari gibi bir cok alanda faydanilabilmektedir. Ayrica
embriyonik kok hiicre kullanimindaki etiksel problemleri geride birakmaya
yardimc1 bir kaynak olarak kisiye 6zgii pluripotent bir kaynak olarak umut

vermektedir [14].
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2. 3 Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicresi

Insan Wharton Jelinden kokenlenen mezenkimal kok hiicreler (WJ-MKH)
giiniimiizde rejeneratif tip ve doku miihendisliginin, essiz yenilenme ve
farklilasma kapasitelerinden o6tiirii vazgecilmez hiicreleri haline gelmistir. Insan
gobek kordonu bebek ile anne arasindaki iletisimi saglayan, yaklasik 3m
boyunda, 1.5 cm capinda, 40 g agirliginda yapidir. Gobek kordunu histolojik
yapisinda yer alan gobek damarlarinin gomiilii oldugu mukoid tabakay: iceren
jel kisminin histolojik tanimini 1656 yilinda ilk kez olarak Thomas Wharton
yapmustir. Insanda sinir, kan ve lenf damarlarindan yoksun olan bu yapinmn
temelini basta hyoluronik asit olan glikozaminoglikanlar ve farkli tipte
kollajenler olusturur. Ayrica fibroblast benzeri bir bag doku hiicreleri ve az

miktarda mast hiicreleri olusturur [15].

Gobek kordonu veni (toplardamar)

Perivaskiiler Wharton Jeli Subamniyotik Wharton Jeli

Gibek kordonu astari

Ny

\

Gibek kordonu epiteli
intervaskiiler
‘Wharton Jeli
Gobek kordonu arterleri (atardamarlar)

Allantois

Sekil 2.1 Insan gébek kordonunun sematik kesiti ([15] no’lu kaynaktan
uyarlanmistir)

Wharton jeli hiicre dis1 matristen olusan, cogunlukla hyaluronik asit olmak {izere

glikozaminoglikanlarda, miyofibroblastlarda, kollajen liflerinde bol miktarda
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bulunan jelatinimsi bir bag dokusudur. Anne ve bebek arasindaki iki yonlii
baglant1 gebeligin 5. haftasinda plasentanin olusmasiyla kurulur. Bu gobek
kordonu iki arter bi ven igerir. Gobek kordonunun endotel ve subendotelinden
izole edilen kok hiicreler morfolojik olarak fibroblastoid yapidadir. Gobek
kordonu mezenkimal kok hiicreleri ven endotelyumu ve subendotelyumu
fibroblastoid seklindedir, uygun kosullar altinda adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik farklilasma gecirebilir. Bu MKH’ler, CD29 (Integrin beta 1), CD13,
CD44, CD49e (integrin alfa 5), CD54 (hiicreler arasi yapisma molekiilii 1), CD90
(Thy-1), HLA-sinif 1 (insan l6kosit antijeni sinif 1) gibi belirtecleri ifade ederken;
CD34, CD45, CD14, GLA (glikoforin A), HLA-DR (insan lokosit antijeni—DR
izotipi), CD51 (integrin alfa V),CD61 (integrin beta 3), CD106 (vaskiiler hiicre
yapisma proteini 1) ve CD49d (integrin alfa 4) markirlarini ifade edemez

[62],[63].

Insan gobek kordonundan elde edilen WJ-MKH’leri ii¢c germ tabakasindan elde
edilen bircok hiicre hattina farklilasabilme potansiyeli tasir. Endodermden
kokenlenen hepatosit, pankreatik adacik benzeri hiicrelere; mezodermden
kokenlenen osteoblast, kondrosit, adiposit, kardiyomiyosit, iskelet kasi,
endotelyal hiicrelere ; ektodermden kokenlenen de noronlara farklilasabilme

yetenegindedir [15].

Bu bilgiler 1s13g1nda WJ-MSClleri, 6zellikle edinme protokollerinin optimizasyonu,
cogalma yetenekleri ve farklilasma kapasiteleri goz oniine alindiginda doku
miihendisligi ve sinir rejenerasyonu iizerine yapilan ¢alismalarda uygun bir aday

hiicre dizisi gibi goriinmektedir [16].
2.4 Eksozomlar

Prokaryotik diinyadan cok hiicreli okaryotik diinyaya gecis diisiiniildiigiinde,
hiicreler arasi iletisim ve etkilesim oldukca &nemlidir. Ozellikle gelismis
organizmalarda bulunan milyarlarca hiicrenin birbirleriyle olan iletisimi hem
metabolik hem de immiinolojik agidan bir¢ok fonksiyonu igerisinde barindirir.

Hiicresel temelli olan bu iletisim hiicreler arasi mesafeyi esas alarak ikiye ayrilir:
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Birincisi ‘Yerel (lokal)Haberlesme’, norotransmitterler ve yerel regiilatorler
aracihigiyla kisa mesafeli uyarimdan sorumludur. ikincisi ise ‘Uzun Mesafeli

Haberlesme’, burada ekstraselliiler vezikiiller ve hormonlar goérev alir. [64].

Ekstraselliiler vezikiiller, sinyal iletimi, haberlesme, genetik materyal tasima ,
bagisiklig1 diizenleme gibi gorevleri olan, apoptozom, mikrovezikiil ve eksozom
olarak ti¢ farkli boyutta hiicre disina salinan vezikiillerdir. Ge¢miste hiicre atig1
olarak goriilen ve 6nemi son 20 yildir anlasilan bu vezikiiller farkli nanoboyutta

sahiptirler [65].

Apoptotik  Cisimler(Apoptozom) : Hiicrelerin apoptoz mekanizmalarinin
islevselligi sonucu olusan, boyut acgisindan en biiyiik, 1000-5000nm arasinda

vezikillerdir [65].

Mikrovezikiiller:  Sitoplazma zarindan kokenlenerek tomurcuklanan, 200-

1000nm boyutuna sahip vezikiillerdir [65].

Eksozomlar: Tim viicut sivilar1 ve bitki ekstratlarindan elde edilebilen hiicreler
arasi sinyal iletimi, genetik malzeme aktarimi ve bagisiksal yanitin diizenlenmesi
gibi gorevler {istlenen, en kiiciik boyuttaki, 10-200nm, nanokeselerdir [65].1lk
kez olarak 1981’de elektron mikroskobunda Tram ve arkadaslari tarafindan
farkedilen eksozomlarin izolasyonu tam 5 yil sonra Johnstone ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilmistir. Eksozomlar1 diger ekstraselliiler vezikiillerden
ayiran CD9, CD63 gibi membran proteinlerini vardir. Tim eksozomlarda
salinabilen sitoskeleton proteinleri, 1s1 sok proteinleri ya da tetraspanin
ailesindeki tiim proteinler gibi yapilar bulunurken; sadece kokenlendigi hiicreye
ait spesifik proteinlerde barindirabilir. Hiicre ¢opii olarak goriilen bu yapilarin
giin gectikce gen ifadesini diizenledigi, immiin yanitin regiilasyonununda gorev
aldigi, hiicreler arasi1 haberlesmeyi ve gocli sagladigi hatta farklilasma
mekanizmalarinda da aktif rol oynadigi goriilmiistir [66]. Eksozomlarin
biyodagiliminin ve kararliliginin yiiksek olmasi, onlar tedavi uygulamalarinda
uygun bir aday haline getirmistir. MKH eksozomlar1i DNA, RNA, miRNA, siRNA,
ve ilacglar gibi cesitli bilesenleri aktarmak icin bir nanokargo gorevi gorebilir

[38].
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2.4.1 Eksozom Biyogenezi ve Gorevleri

Eksozom olusumunun ilk basamag1 seramid tarafindan indiiklenen plazma zar1
ice dogru girinti yapmasi ile baslar. Bu asamada erken endozom olusur ve bu da
eksozomlarin kokenini olusturmaktadir. Enken endozom birden fazla girintiler
yaparak, ge¢ endozoma doniisiir. Ge¢ endozomdaki bu girintiler kapanarak
intraliiminal vezikilleri olusturur ve boylelikle bir cok intraliiminal vezikiil
iceren multivezikiiler cisimler olusur (66). Sonraki asamada iki farkli yol
izleyebilen multivezikiiler cisimler, lizozomla kaynasarak parcalanabilir ya da
plazma membramni ile kaynasarak eksozom olarak hiicre disina salimir [65]. Bu

olaya eksozom biyogenezi denir ve asagidaki Sekil.2.2 ‘de gosterilmistir.

Eksozom

Multivezikiiler Cisim

Gec endozom

Endositoz

Intraliiminal Vezikiil

Eksozom Ana Hiicresi

Sekil.2 2 Eksozom biyogenezi ve bunlarin bir ana hiicreden salinmasi ([67] no’lu
kaynaktan uyarlanmistir)

Eksozomlarin baslica gorevleri asagida siralanmistir :

o Hiicreler arasi haberlesmede etkindir. Bu haberlesme hem hiicre
farklilasmasini saglayabilir hem de bagisiklik uyarici immiinohomeastazi
diizenleyebilir. Enfeksiy6z ajanlara koruyucu bir immiin yanit

olusturmada énemli olabilecegi kesfeldilmistir[65]. Ornegin; Toxoplazma
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gondii paraziti enfekteli bir kisinin dendritik hiicrelerinden elde edilen
eksozomlarin cesitli proteazlari icermesi ile as1 yerine gecebilecek
koruyucu bir ajan iiretme fikri ortaya ¢ikmistir [68].

. Tasidig1 markirlar sayesinde kanser belirteci basta olmak iizere, icerdigi
DNA ya da RNA parcalarn ile kalitsal veya norodejeneratif hastaliklarin da
tan1 ve erken teshisinde kullanilabilir [66].

. Kargo gorevleri ile bagisikligi diizenleyici olarak tedavi da
kullanilabilirler. Ozellikle ila¢ yiiklii eksozomlar, farkli teknolojilerle
iretilmis genetik tabanl asilar ile hem koruyucu hem de teropatik etkinlik
barindirabilir. Hatta hiicre icersine giremeyen, kan beyin bariyerini
gecemeyen cesitli ajan veya ilaclarin kontrollii tasiniminda nanokesecik
yapilari sayesinde kullanilabilirler[65].

« Eksozomlarin sinir yenilenmesi, kok hiicre farklilasmasi ve noronal stres
tizerindeki rolleri sayesinde 3B doku miihendisligi alanindada biyoaktif
molekiil olarak ya da enjekte edilebilen sistemler ile hiicresel terapilerde

kendine rejeneratif tip alaninda yer agmaktadir.

Ozellikle yapilan sinir calismalarinda eksozomlarin beyindeki sinaptik plastisite,
noronal stres yaniti, hiicre-hiicre iletisimi ve nérogenez gibi siireclerde rol aldigi
gosterilmistir [39], [69]. Olfaktor hiicreleri ile insan gobek kordonu mezenkimal
kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin sinerjik bir iliski icerisinde Schwann
hiicrelerinin ve aksonlarin hayatta kalmasini destekledigi, ayni zamanda
periferik sinir hasarindan biri olan siyatigin rejenerasyonunu tesvik ettigi

gosteren calismalar bulunmaktadir [40].
2.5 Biyomalzemeler

Son ylizyilin en cok gelisen bilimsel alanlarindan biri olan biyomalzemelere
tarihsel siirecte baktigimizda Misirlilara kadar uzandigini gorebiliriz. Misir
medeniyetinde burun, yapay goz, dis kalintilari; altinin dis hekimliginde
kullanim alani bulmasi, kemik protezlerinde bronz-bakir gibi metallerin tiim
olumsuzluklarina ragmen yer verilmis olmasi insanligin eksilen dokularinin

yerini tamamlama istegini bize gostermektedir [70]. MO’sineden 19. Yiizyilan
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kadar uzanan siirecte tiim olumsuz etkilerine ragmen bakir metali ve bronz
alasimi gibi malzemeler kemik protezlerinde kullanim alani bulmustur. Gelisen
malzeme bilimi ile hiicreler ve dokular ile uyumlu, 6zellikle hasarli dokularin
yerini alabilecek bir ara yiizey olusturan malzemelere biyomalzemeler denir
[70]. Biyomalzemelerin en onemli Ozelligi cevresindeki doku ve organlarin
islevlerini bozmadan entegrasyona uyum gosteren bir ortam yaratarak dokunun
gelismesini, biiytimesini, iyilesmesini ve onarilmasini saglayan
biyouyumluluktur. 1938 yilinda insan viicuunda kullanilmak {izere kemik
kiriklari icin vida ya da plaka seklinde gelistirilen metal olan “Vanadyum Celigi”
korozyona ugramasinin insan viicudu iizerindeki etkileri anlasilana kadar
yaklasik 30 yil boyunca kullanilmistir. Sonrasinda aliimina-zirkonyum gibi
seramiklerin kemik doku miihendisliginde kullanimi yayginlassa da inert ve doku
biitlinliiglinli saglayamayan yapisi nedeniyle biyomalzeme olarak kullanimi zayif
kalmistir [70].Buradaki olumsuzluk, 1960’larin sonralarinda 45S5-Bioglass®
olarak isimlendirilen biyocam ve hidroksiapatit gibi biyoaktif seramiklerin
zirkonyum ve aliiminadaki bu doku uyumsuzlugundaki baglanma sorununu
ortadan kaldiric1 bir hamle olarak Larry L. Hench tarafindan atilmasiyla ortadan
kalkmistir [71], [72]. 1950’lerde yapay kalp damar degisimlerinde kullanilan
poliliretan gibi esnek malzemelerin kullanimini, 1960’larda Polimetilmetakrilat
(PMMA) ve yiiksek molekiil agirlikli polietilen tiirevlerinin (UHMWPE) kalca
protezlerinde kullanimi izler. Polimer teknolojilerinin gelismesi ile ameliyat ipligi
olarak poliglikolojik asitin kullanimindan, dis hekimligide PMMA’'nin
kullanimina, rekonstriiktif cerrahide slikonun yer bulmasina, lens, kalp pili,
cesitli biyosensozler, dis teli, isitme cihazi, sinir konduitleri, kateter, yara
ortiileri, direnajlar, omurga fiksatorlerine kadar bir¢ok alanda biyomalzemelere
ihtiyac duyulmaktadir [70]. Nanobiyoteknolojinin de gelismesi ile sadece viicut
icerisindeki implantasyona tabi olan sistemlerde degil viicut ile entegre cesitli

cihazlarda da biyomalzemelere ihtiyac duyulmaktadir [73].
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2.5.1 Biyomalzemelerin Siniflandirilmasi

Biyomalzemeler temelde metalik ve metalik olmayan malzemeler olarak ikiye

ayrilir. Ayn1 zamanda metaller, seramikler, polimerler ve kompozitler olarak

dorde ayrilir.

Metalik Biyomalzemeler: Paslanmaz celikten, amalgama (AgSnCuZnHg),
titanyum ve titanyum alasimlarindan, altina, platine, giimiise, paslanmaz
celige, kobalta ve cesitli kadar bir ¢cok metal ve alasimlari, hatta hafizali
alasimlari, basta ortopedik uygulamalardan, yiiz-cene cerrahisine,
discilige, kalp kapake¢ig1 gibi bir cok medical cihaz teknolojisinde teshis ve
tan1 amach kullanilmaktadir.

Biyoseramikler: Yiiksek baski dayanimina sahip, inert, inorganic ve
polikristal yapida, estetik goriiniimlii olmalarinin yaninda elektriksel ve
termal yalitkanligi olan malzemelerdir. Dental uygulamalarda estetik
yapilar1 nedeniyle siklikla tercih edilirken, kemik vida ve plakalarda,
ozellikle femoral govde poroz kaplamalarda, kalca protezlerinde
kullanilirlar. Uretimlerinin zor olmasi, sert ve kirilgan olmalar
dezavantajlar1 arasindadir. Cam-seramik olarak literature kazandirilan
camin kontrollii olarak kristallendirilmesi ile biyoaktif seramikler elde
edilir ve bunlar osteoblast uyarimi, korozyona direng, yliksek dayanim ve
iyi biyobozunurluk sebebiyle kemik doku miihendisliginde tercih edilirler.
Polimerik Biyomalzemeler: Dogal ya da sentetik olarak elde edilebilen,
islenebilir, c¢ogunun biyobozunurluk 6zelligini tasidig, ylizey
modifikasyonlarini gerceklestirilebilirligi acisindan hiicre-yiizey
baglanmasi kapsaminda dental, oftalmik, ortopedik, kardiyovaskiiler,
implant ve doku miihendisliginin tiim alanlarinda genis bir kullanim alani
bulan, iyi gerilim kuvveti Ozelligi nedeniyle oOzellikle dikis ipligi gibi
cerrahi alanda ve uygun salim profiline baglh olarak ila¢ tasinim
sistemlerinde de siklikla tercih edilen malzemelerdir. Farkli tretim
yontemleri ile akilli polimerik biyomalzemeler elde edilerek biyosensor

gibi biyomedikal cihaz tasarimlar1 da yapilabilir. Dogal polimerler
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arasinda kollajen, jelatin, ipek, polisakkaritler, elastin vb. yapilar yer
alirken; en cok kullanilan sentetik polimerler arasinda silikon, polietilen
(PE), polietilen glikol (PEG), poliiiretan (PU), polivinil klorir (PVC),
polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), polikaprolakton (PCL),
polimetil metrakrilat (PMMA), politetrafloroetilen (Teflon- PTFE) vb.
polimerler vardir.

e Kompozit Biyomalzemeler: Birlesiminde yer alan tiim malzemelerin en iyi
ozelliklerini koruyarak yeni ve cok fazli olusan biyomalzemelere denir.
Homojen biyomalzemelere kiyasla kompozit malzemeleri avantaj
konumuna getiren yapisal uyumlulugun saglanmasi ve bilesen
malzemelerden tek basina sahip olmadigi 6zelliklere sahip olmasindan
otiiriidiir. Implant sistemlerde ve doku miihendisligi teknolojisinde

siklikla tercih edilmektedirler [70].

2.6 Biyomalzeme Olarak Grafen

2004 yilinda K. S. Novoselov ve arkadaslarini Nobel o6diiliine gotiiren ilk
nanokarbon biyomalzeme olan 2-Boyutlu grafenin kesfi ile kemik, kikirdak, sinir,
kalp, iskelet kasi ve deri doku miihendisligi icin siklikla tercih edilen bir
biyomalzeme aday1 haline gelmistir. Muhtesem fizikokimyasal 6zelliklere sahip
grafen, bir benzen halkasinin bagl oldugu altigen bir petek yapisinda, periyodik

olarak sikica paketlenmis karbon atomu tabakasindan olusur [74],[75].
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Sekil 2.3 Grafenin kimyasal yapis1 ([76] no’lu kaynaktan uyarlanmistir)

Mekanik siyirma, silisyum karbiir epitak kimyasal buhar biriktirme,
yonlendirilmis baglama, redoks gibi yontemlerle hazirlanarak, yiiksek mekanik,
optik, elektriksel 6zellik kazanan grsfen cesitli sensor sistemlerinde, enerji
malzemelerinin yapisinda, depolamada, saglik alaninda ise kemik, kalp, sinir,
kikirdak, iskelet kasi ve deri doku miihendisliginde tercih edilen bir malzemedir.
Ozellikle biyomalzeme olarak tercih edilmesinin baslica nedenleri arasinda
biyouyumluluk, gozenekliligi, yiiksek 6zgiil ylizey alani, diisiik sitotoksisitesi,
antibakteriyel 0zellik, yiiksek mekanik mukavemet gibi oOzellikler yer
almaktadir[40]. Grafen, hasarli doku ve organlarin ¢ogalmasi ve yenilenmesi
calismalarinda kullanilir [22]. Grafenin sinir iletimi {izerinde biyomateryal
olarak kullanildig: cesitli calismalar da mevcuttur [25],[26]. Ayrica grafenin en
ince ve en hafif malzeme olmasi saglik teknolojilerinde tercih edilmesini

artirmaktadir [30].

Biyomalzemelerin en cok arzu edilen ozelliklerinden biri biyolojik olarak
parcalanabilirliktir. Grafen ve tiirevlerinin biyolojik bozunmasini arastirmak i¢in
deneysel ve molekiiler simiilasyon teknolojileri uygulanmistir. Bu noktada, ylizey
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modifikasyonu-islevsellestirme veya kompozit biyomalzemeler formunda iiretim,
biiyiik Olciide katki maddelerinin o6zelliklerine bagli olarak biyobozunmay1

iyilestirebilir veya engelleyebilir.

Grafen tiirevlerinin biyodegradasyonu icin literatiirde MnP (manganez
peroksidaz), HRP (yaban turpu peroksidaz), MPO (miyeloperoksidaz) gibi cesitli
enzimler mevcuttur. Yabanci cisimlerin bulundugu bolgeye gelen ve fagositoz
yapan notrofillerden salinan bir peroksidaz olan MPO enzimi, 6zellikle insan
akcigerinde grafen biyodegradasyonu ile iligkilidir. Tek basina grafen nanotiipler
yerine grafen iceren kompozit biyomalzemelerin biyobozunurluk seviyeleri
birbirinden farklidir. Kompozit malzemelerde istenilen bu 6zelligin elde edilmesi
daha kolaydir. Ek olarak, grafenin toksik dozunun belirlenmesi, klinik olarak

uygulanabilir biyomalzemelerin kullanimina katkida bulunur [30].

Karbon bazli nanomalzemelerin kok hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasini
hizlandirdigin1 gosteren calismalar mevcuttur. Karbon nanobiyomalzemelerin
ozellikle viskoelastik davranis acisindan yumusak dokularda bulunan zarlarin
esnekligi ile benzerligi goriilmektedir. Bu durumda kok hiicrelerin daha hizh
proliferasyonunun gerceklesmektedir [77], [78]. Grafen temelli nanomalzemeler
tistiin kimyasal kararlilik ve biyouyumlulugun yani sira esneklik ile birlesen
yliksek bir spesifik ylizey alani ile kok hiicrelerin uygun mikrocevresini
olusturma, proliferasyon ve farklilasmada rejeneratif biyolojiye katki saglayan
essiz bir biyomalzeme aday1 haline gelmektedir [79],[80]. Yumusak
membranlar olarak 2B grafen ve grafenden tiiretilmis grafenoksit (GO) nano
tabakalari, kaplanabilir ve islenebilir 6zellikleri sayseinde cok tercih edilmektedir
[81]. Ustiin mekanik 6zellikler bir yana, grafen cok yénlii bir kimya sunar.
Benzersiz ylizey Ozelliklerini tamamen karbon ve aromatik agi nedeniyle
grafenin acik yiizeyinde diger biyomolekiillerle gerceklesen kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimlerle saglar. Bu da kolayca yiizeyin islenebilirligine,
kok hiicrelerle etkili bir etkilesime ve farklilasmanin yonlendirilmesine yarar.
Aynm1 zamanda bu etkilesim farkli biyomalzemelerle kompozit bir doku
olusturmay1 saglayarak biyomalzemenin etkinligini arttirir [82], [83], [84],
[85]. Fibroblast [86] ve kok hiicreler [82], [83],[87] ile grafenin 2B etkilesimi
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lizerine yapilan bir calismada hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilagsmasini
sagladig1 gosterilmistir. Ayrica grafen hasarli dokularin, organlarin ¢ogalmasi ve
yenilenmesi calismalarinda kullanilmaktadir [22]. Grafenin 2B’lu sisteme
kiyasla 3B’lu sistemde hiicre-hiicre etkilesiminin sinirlarinin ortadan kalktigi, kok
hiicre farklilasmasini daha hizli gerceklestirdigi, bu farklilasmanin osteojenik,
adipojenik, miyojenik ve nérojenik oldugu gosterilmistir [24]. Ozellikle kok
hiicre ile yapilan calismalarda homeostazi korumak ig¢in hiicre-mikrogevre
etkilesiminin 3B dinamik bir makromolekiil ag1 iizerinde gerceklesmesi
sinyalizasyon acisindan esastir [24]. Yapilan bir calismada in vitro kosullarda
gozenekli ve birbirine bagli 3B grafen foam seklinde hazirlanan iskelenin
tizerinde fare hipokampusundan elde edilen noronal kok hiicrelerin kiiltiire
edildigi calismada, TUJ1, O4, GFAP ve DAPI gibi cesitli immiinofloresan
belirteclerle boyanarak noronal kok hiicrelerin  sirasiyla  noronlar,
oligodendrositler, astrositlere farklilastigir goriilmistiir. 2B grafen ortaminda
nestin seviyesindeki diisiikliigiin 3B ortamda daha yiiksek ekspresyona ulastigi
yine ayni calisma ile gosterilmistir. Mikro Olgekli topografik ozellikler ve
iskeledeki gozeneklilik noronal kok hiicrelerde verimli iletisime, daha iyi besin
aligverisine, elektriksel anlamda da daha etkili uyarima olanak tanir[88]. Hasarli
alanlarda akson biiylimesini yonlendirmek, iyilesme verimliligini artirmak igin,
kilavuz kopriiler ve kanallar iiretilebilir. Bu kanallara néral konduit-kanal adi da
verilmektedir. Grafen nanopartikiilleri iceren yumusak malzemelerin, sertliginin
ve elektriksel iletkenliginin ayarlanmasi grafen konsantrasyonuna baghdir. Bu
konsantrasyondaki artis malzemenin kristalizasyon sicakligini, elektriksel
iletkenligini ve sertligini arttirir. Islenebilirligin konsantasyona bagl olmasi kanal
seklinde {iiretilen bu yapilar cerrahide imlante edilebilir boyuta tasir [22].
Ornegin; yapilan bir calismada polyakrilamid, grafen oksit, jelatin, and sodyum
aljinatin (PAM/GO/Gel/ SA, PGGS) iki farkli konsantrasyonundan olusan
kompozit sinir kanali biyomalzemelerinin siyatik sinir hasarinda onarimin etkili
bir sekilde tesvik ettigi gosterilmistir [49]. Baska bir calismada iletken polimer
olan polipirol ve polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) kullanilarak grafen ile

kompozit nanolifli yapi iskelesi iiretildi. Bu iskelenin hiicre baglanmasi icin
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yliksek bir yiizey alaninina sahip oldugu, ayrica elektrik stimiilasyonuna izin
vererek hiicre noritlerini hizalanmis fiber desenler boyunca yeniden iiretmeye
yonlendirdigi tespit edildi. Ayrica bu nanolif yapisi yaslanma calismalarinda da
kullanilmis ve elektroaktifligi sayesinde optik sinirler {izerinde de terdpatik
etkinlikte oldugu kesfedilmistir. Nanolif izerindeki retina gangliyon hiicrelerine
elektrik simiilasyonu uygulandiginda, sadece hiicrelere kiyasla daha uzun siire
saglikli kaldigi, morfolojik yapisinin daha ¢ok korundugu ve apoptoza daha az
ugradig1 goriilmistiir [89]. Yapilan baska bir calismada biyouyumlu ve diisiik
sertlik ozelligi sergileyen %10 jelatin metakrilamid (GelMA) hidrojel ile grafen
birlikteliginin olusturuldugu biyo-miirekkep tasarlandi ve icerdigi noral kok

hiicreler {izerinde proliferatif etkide oldugu gosterilmistir[90].
2.7 Biyomalzeme Olarak Polikaprolaktone

Alifatik polyesterdir Poli(e-kaprolakton) (PCL), e-kaprolaktonun halka acik
polimerizasyonu ile sentezlenen, biyouyumlu, biyobozunur, suya, c¢oziiciilere ve

yaga karsi iyi direng gosteren bir polimerdir [91].

PCL

Sekil 2.4 Poli(e-kaprolakton) (PCL) yapisi ([93] no’lu kaynaktan uyarlanmistir)

Dogrusal, alifatik ve yar kristal bir poliester Polikaprolakton, diisiik yogunlugu,
biyolojik olarak parcalanabilirligi ve diger plastiklerle karistirilabilme kolaylig1
ile kendine doku

mithendislig, gida ambalaj teknolojisi ve kontrollii ila¢ salinimlar1 gibi alanlarda
yer bulabilmektedir[94]. Uretim ydntemi acisindan diger plastiklere gére daha

maliyetlidir. Erime sicakligi ve camsi gecis sicakliginin diisiik olmasi sebebiyle
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mekanik oOzellik acgisindan zayif karakter gosterebilir[95]. Bu durum da
nanokompozit teknoloji ile ¢oziime kavusturulabilir [96]. Biyolojik sistem
icerisinde yavas degredasyona ugrar ve bu sebeple kemik, kikirdak ve cesitli
mukavemet gerektiren doku miihendisliginde tercih edilme nedenidir [97].
Literatiirde yapilan bir calismada, elektro egirme yontemiyle iiretilen PCL lifler
bir cam substrat iizerinde GO ile kompozit olusturulmus, kontrol olarak da
nanoliflerin yer almadigi cam slatylara GO kaplanmistir. Buna gére PCL-GO cam
ylizeyin nanolif yer almayan kontrol grubuna gore, hiicreler acisindan daha
yliksek bir afiniteye sahip oldugu, oligodendrosit farklilagsmasini daha iyi
etkiledigi goriilmiistiir. Yiiksek konsantrasyonda GO-PCL nanolif birlikteligi noral
rejenerasyonu ve noronal kok hiicrelerin sinerjik etkilesimi acisindan birbirini
tamamlayabilen kompozit malzeme oldugunu gostermistir [37].

PCL, periferik sinir hasarinda iki sinir ucunun anastomozunda konduit olarak da
kullanilan bir polimerdir. Periferal noromiihendislikte sinir dokusuna uzun
vadeli destek saglayabilmesi acisindan uygun bir iskele yapisi olusturur. Yapilan
bir calismada dopamin (DP) ve arginil glisil aspartik asit (AGAA) gibi sinir
hasarinda etkili ve yapismaya yardimci olan molekiillerle yiikli grafen
nanopartikiilleri ile PCL iskelesi noral konduit seklinde kompozit biyomalzeme
olarak olusturulmustur. Sinir uglarini birlestirmede uzun siireli implantasyona
izin verdigi, grafen nanopartikiillerinin makro goézenekli yapisiyla kontrollii
salim1 gerceklestirerek DP-AGAA’n1n salinabildigi ve ayni zamanda su ve oksijen
gecisini sagladigr gorlilmistiir. Bu konduit daha sonra Sprague Dawley
sicanlarinin siyatik sinirine implante edilerek kontrol grubu ile 12 hafta boyunca
fonksiyonel iyilesmesi karsilastirilmistir. Schwann hiicresi yiiklii nano-iskelelerde
siyatik sinirin iyilesmesinin, bilesenlerden biri olmayan diger iskelelere kiyasla
daha sinerjik iyilesme gostermesi, kullanilan malzemelerin uygun bir kompozit
materyal oldugunu gostermektedir [36]. Glincel baska bir calismada gelisen
periferik sinir hasarinda porlu bir yapiya sahip Poli(laktik-ko-kaprolakton)
(PLCL) malzemesi ile 3B bask:i yontemi ile olusturulan ici kollajen kapli PCLC
sinir kanali malzemelerinin etkinlikleri karsilastinlmistir. Bu ¢calismada kollajen

kapli malzemenin hem sinir yenilenmesi iizerindeki etkinliginin yiiksek olmasi,
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hem de esnek yapisi sayesinde cerrahi olarak uygulanabilirliginin kolayligi
nedeniyle sadece PLCL iceren biyomalzemeye kiyasla kullanimlarinin daha
avantajli oldugu sonucuna varilmistir [26].

Buna gore de PCL'nin mukavemet giicii, elastisitesi, biyobozunur ve biyouyumlu
yapisi, grafenin ise sinir iletimi konusunda gosterdigi essiz Ozellikler dikkate
alindiginda, periferal rejenerasyonda sinir dokusunu taklit etme acisindan

basarili bir kompozit biyomalzeme aday1 oldugunu gostermektedir.

2.8 Sinir Doku Miihendisliginde ‘Bioink’ Kavrami ve 3B Baski
Teknolojisi

Sinir hiicrelerinin aralarindaki iletisim, elektriksel etkilesim, migrasyon, sinir kok
hiicrelerinin farklilasmasi veya dokulagsma yoniindeki adimlari mikrocevresinin
kontrolii altinda gerceklesir. Hem miihendislik hem de biyoloji ilkelerinin
multidisipliner olarak kullanilmasiyla sinir rejenerasyonunda etkili, canli ve
hasarli dokularinin yerine gecebilecek, bu dokularin yenilenmesinde, olusan
hasarin giderilmesinde ve fonksiyonlarinin yeniden kazandirilmasinda
kullanilabilecek yapay dokular, in vitro kosullar altinda sentezlenebilir [19].
Doku iskelesi, hiicreler ve biyosinyal molekiilleri doku miihendisliginin {i¢ temel
tasin1 olusturur. Doku miihendisliginin ii¢ temel tasindan biri olan doku
iskeleleri, dogal ve sentetik maddelerden farkli yontemlerle iiretilmektedir [20].
Uc boyutlu (3B) baski olarak da adlandirilan katk: iiretim teknolojileri (AMT)
kullanilarak iskele imalati, doku mihendisliginde kusurlu dokular1 geri
yiiklemek, degistirmek veya yenilemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. 3B
biyobaski,  genellikle = ‘biyomiirekkep  (bioink)’ olarak adlandirilan,
biyomalzemeler ile hiicrelerin ayni anda basildigi bir katk:i iretim teknigidir
[21]. 3B baski teknolojileri piiskiirtmeli, lazer destekli ve ekstriizyon tabanl

olarak ayrilmaktadir [98], [99].
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Sekil 2.5 Biyobaski cesitleri ([100] no’lu kaynaktan uyarlanmistir)

Eriyik elektroyazma (Melt Elektrowriting, MEW) ise, elektroegirme ve
ekstriizyon bazli biyobaskiy1 birlestiren ve doku miihendisligi uygulamalar i¢in

bir iskele olusturmak icin kullanilan farkli bir tiretim teknigidir [101],[102].

Eriyik elektroyazma fiber tasarimlarina olanak saglayan, 6zellikle PCL gibi cesitli
polimerlerin islenmesine 6nemli katkilar sunar. Eriyik ekstriizyonda, CAM-CAD
gibi bilgisayar destekli tasarimdir ve iskele yapis1i katmanlar seklinde
biriktirilerek olusturulur. Desenli tasarimlara daha fazla izin veren bu sistem ile
hem farkli kalinliklarda hem de fiber capi kontrol edilerek tek adimda iiretilir
[103]. Doku miihendisliginin temel yap1 taslar iskeleler, hiicreler ve biyosinyal
molekiilleri olusturur[20]. Rejeneratif tibba yonelik uygulamalarda sinir
hiicreleri veya kok hiicreler siklikla tercih edilmektedirler. Sinir hasarina yonelik
tek basina hiicresel terapi calismalarindan Wharton Jeli ya da olfaktér kok
hiicrelerine ait calismalar bulunmaktadir. Literatiirde omurilik hasarina kars
kullanilmis insan olfaktér mukozasindan nazal biyopsi ile elde edilen hiicrelerle
gerceklestirilmis preklinik ve klinik birka¢ calismada, hiicresel enjeksiyondan 1
ile 3 yil sonrasi herhangi bir kist, siringomiyeli veya tiimor olusumu tespit
edilmedigi goriilmiistiir. Ayni calismanin sonucunda hiicresel giivenlik

degerlendirmeleri gerceklestirilmis ve buna bagli olarak uygulanabilirligini
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manyetik rezonans goriintiileme sistemi (MRI) ile kanitlamistir [104], [105].
2011 yilinda Li ve arkadaslarinin yaptig1 calismada omurilik hasarina karsi sican
hayvan modellerinde olfaktor bulbtan elde edilen olfaktor kilif hiicrelerinin
enfeksiyon sonrasi hayatta kaldigi, lezyondan kisa mesafeye goc edebildigi,
remiyelinizasyonu sagladig1 ve kavite boyunu azaltmasa da iyilesme goriildigii
gosterilmistir [106].Sinir rejenerasyonunda kullanilan hiicresel terapileri klinik
arastirmalara tasiyan calismalar sinirli olmasina ragmen; hiicrelerin giivenli ve
verimli oldugunu gostermektedir [42]. Ancak bu ¢calismalarin gosterdigi bir diger
unsur ise; tek basina hiicre ya da biyosinyal molekiillerinin kavite bolgesine
enjeksiyonu, sinir doku miihendisligindeki iskele-hiicre-biyosinyal molekiilii ticlii
yapitasina kiyasla daha yetersiz gelebilmektedir. Ornegin; poliglikolik asit
tabanli norotiip kanalinin periferik sinir hasarlarindan biri olan fasial sinir
hasarina ugratilmis sicanlara implante edilmesi ve isaretlenmis olfaktor kok
hiicrelerinin konduitten iceri verilerek anastomozu sonucu yiiz felci
rejenerasyonunun basariyla gerceklestigini gosteren calismalar da literatiirde yer
almaktadir[43], [44]. Bir baska calismada insan normal dermal fibroblastlar
kullanilarak gelistirilen coklu hiicresel sferoidlerden elde edilen 3B yap1 ile
literatiirde inert Ozelligi nedeniyle siklikla kullanilan silikon sinir kanalinin
siyatik sinir hasar1 rejenerasyonundaki etkinlikleri karsilastirilmistir. Bu
calismanin sonucunda sferoid temelli 3B yapinin siyatik hasar olusturulan
hayvan modellerinde doku rejenerasyonunu anlamli bir bicimde arttirdigi [45]
tespit edilse de; literatiirde siklikla kullanilan silikon temelli sinir tiiplerinin
yliksek enfeksiyon riski ve diisiik biyouyumluluk gibi bazi 6nemli dezavantajlari
oldugu da bilinmektedir [46], [47]. Diger yandan yapilan baska bir ¢alismada
kitin/kitosan tabanli yapay sinir greftinin, biyouyumlu ve aym1 zamanda
biyobozunur 6zelliginden dolay1 da kesilen siyatik sican hayvan modelinde iki
sinir ucunu birlestirmede umut vaat ettigi belirtilmistir [48]. Tim bu bilgiler
1s181inda 3B biyobask: yontemlerinden biyoyazicilarin ve eriyik elektroyazicilarin
ozellikle ileride sinir kanal gibi konduidal sistemlerde daha cok tercih edilecek

yeni jenerasyon baski teknikleri arasinda oldugu diisiintilmektedir[107].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Jelatin/Aljinat Bioink Toz (HD Bioink/ Baseink)

CacCl, capraz baglayici (HD Bioink)

Grafen , Industrial Graphen Nanoplates

Polikaprolakton, ESUN, Cin
3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiirn (MTT),
Invitrogen

Fetal sigir serumu (FBS), Sigma , ABD

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu, Sigma, ABD

Fosfat tuz tamponu (PBS) tablet, Gibco, ABD

DMEM/F-12 &L-Glutamin iceren Sigma, Almanya
DMEM/F-12&L-Glutamin iceren Capricorn, Almanya

Norojenik farklilastirma soliisyonu (Promocell Neurogenic Differantiation
Medium)

%0,25 Tripsin-2.21mM Etilen Diamin Tetraasetik Asit 4Na (Tripsin-
EDTA), Multicell

TrypLE™ Express Enzyme (1X-no phenol red), Gibco Thermo Fisher
Scientific

Dimetilsiilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

Paraformaldehit (PFA)-Sigma&Aldrich, Inc., Almanya

4',6-Diamidino -2-fenilindol dihidrokloriir (DAPI), Sigma

Tween-20, Sigma

Triton X-100, Biofroxx

RNA izolasyon kiti, Quick-RNA™ Miniprep Kit

cDNA kiti, Bioline

Etanol, Millipore
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Bovin serum albumin (BSA), Sigma, Almanya

Anikorlar: N-Cadherine-tavsan (Rabbit-mAb Cell Signaling Tecnology
13116); B-II tubulin-fare (Santa cruz Biotechnology; Purifield anti-
tubulin Beta Biolegend MMS-435P); a-SMA (Polycolonal Antibody
Abp52851 Abbline) ; Nestin (Santa cruz Biotechnology); Sox2-keci (Santa
cruz Biotechnology

Sekonder antikorlar: Anti-fare IgG-FTIC-tavsan; Anti-fare IgG-SC2781-
keci (Santa cruz Biotechnology)

Sybr Green Real-Time PCR, Bioline

25-75 ecm2 ’lik kiiltiir kabi1, TPP- Nest

6, 24 ve 48 kuyulu plakalar, Nest

15-50 ml steril falkon santrifiij tiipleri, Eppendorf , IsoLAB

Steril enjektor ucu filtre (0,22-0,45 w), Corning

Thoma lami, Bright-Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA

Kriyotiip, Corning

1-5- 10 ml'lik enjektorler, Set inject

10-100-1000 pl'lik pipet uclar, Isolab

3.1.2 Cihazlar

Hava akimli kabinler (Laminar flow — Thermo Scientific HERAsafe KS )
3B Bioyazic1 A3 Axolotl Biosystems, Tiirkiye

Eriyik Elektroyazic1 Axo MEW (Melt Electrowriting) Axolotl Biosystems,
Tirkiye

Otoklav, Niive, OT120M

Inverted Mikroskop ( Zeiss Primovert), Japonya

Floresans Mikroskobu, Zeiss Axio

Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii (CO, inkiibatorii), Panasonic

Buzdolabi, Panasonic

-80 °C Dondurucu , Panasonic

Mikroplaka Okuyucu, Spektrostar Nano

Mikropipet seti (10, 50, 100, 1000 ul'lik ),Thermo, Pippetman

pH Metre, Ohaus
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e Hassas Terazi, Kern ABJ-NM/ABS-N

e Santrifiij, Hitachi, Japonya

e Su banyosu, Senova

e FEtiliv, Nive FNO55

e Manyetik karistirici, Jeiotech

e Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR), JASCO 6600-Tetra

e Zeta Potansiyeli ve Partikiil Boyutu Olciim Cihazi, Zetasizer Agilent

Technologies
e Ultrasantrifiij Optima XPN-100, Beckman Coulter
e Taramali elektron mikroskobu (SEM) Cihazi, FEI QUANTA 450 FEG
ESEM SEM

e Isik mikroskobu ,Olympus

e -195°C azot tanki ve azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)

e Spectrostar-Nano-Spectrophotometry ,BMG LABTECH

e NTA Cihazi, Nanosight 300-NS300 ,Malvern Panalytical

e Nanodrop Olciim Cihazi ,Thermo Nanodrop ONE

e Thermal Cycler ,BIORAD T100

e Real Time PCR System ,Applied Biosystems Step One Plus

e Serolojik pipet tabancasi, Thermo
3.1.3 Deneylerde Kullanilan Besiyerleri, Tampon ve Kimyasallarin Hazirlanmasi
Dulbecco'nun Modifiye Eagle Nutrient Mixture-F12 medyumu icin; %10 fetal
sigir serum (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) ve %1 L-Glutamin
iceren DMEM/F-12 besiyeri hazirlamak i¢in; 50’lik falkona 45 ml %1 Penisilin-
Streptomisin (Pen-Strep) ve %1 L-Glutamin iceren DMEM/F-12besiyeri koyulup

ve 5ml steril siringa filtrasyonu ile siiziilmiis FBS ile eklendi.

PBS tamponu icin; 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,8 g Na2HP0O4.2H20 ve 2 g KClI
tartilip distile su eklenerek Ph metre ile pH o6lciildi ve pH1 7,4’e ayarlanacak
sekilde son hacim 1000 ml olacak sekilde soliisyon hacmi tamamlandi ve
siiziildii. Takibinde sterilizasyon amacli otoklavlama yapilarak kullanim icin
+4°C saklandi1. Hazir PBS tabletler i¢in ise 100ml’'de 2 tablet PBS ¢ozdiiriildii ve

otoklavla sterilizasyonu yapildi.
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MTT soliisyonuicin; 5 mg/ml MTT tuzu tartilarak PBS icerisinde c¢oziindiiriiliip
vortekslendi. Calisilacagi zaman taze olarak hazirlanmasi gereken MTT
soliisyonu 0,45 pl’ lik filtreden gegcirilerek steril edilmis oldu ve kullanim siiresine

kadar buzdolabinda bekletildi.

Dondurma soliisyonunu ic¢in; %10 dimetil siilfoksit (DMSO) soliisyonu
hazirlamak igin total 15 mllik falkona 13,5 ml FBS {iizerine 1,5 ml DMSO

eklenerek hazirlandi ve -20°C saklandi.

‘Baseink’ ve GrafinK bioinkleri icin; Liyofilize halde bulunan besiyeri ile
sulandirilabilen ‘Baseink’ (3:5 oraninda aljinat-jelatin) iirtinii 5 ml DMEM/F-12
besiyeri icerisinde c¢oziildi. GrafinK bioinkini hazirlamak icin ise; optimum
(%0.1) grafen konsantrasyonu iceren GrafinK elde etmek icin, 4955 ul
‘Baseink™’ kiiltiir ortamu icerisine 5ul (%1) stok grafen ¢ozeltisi eklenir. Her iki
grupta da tozlar tamamen ¢6ziiliip homojen bir jel icerigi olusana kadar serolojik
pipet ile karistirildi. UV ya da otoklavda sterilizasyonu yapilabilir. Ornekler 121
°C’'de 20 dk boyunca otoklavlandi ve sonrasinda olusan baloncuklar1 gidermek
icin 280 g x 2 dakika santrifiij edildi. Numuneler, hiicrelerle ayn1 1sida olmasi
icin 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Daha sonra kullanilmak tizere hazirlanan

jeller +4°C'de tutulabilir.

Norojenik farklilastirma soliisyonunun i¢in; Promocell nérojenik farklilastirma
kiti 90 ml'lik medyumu ve 10 ml'lik 6zel soliisyonu halinde kullanilmaktadir.
Buna gore 90 ml’'lik medyum 15’lik falkonlara 10’ar ml eklenerek alikodlanir ve
+4 °C’de muhafaza edilir. Kullanilacag1 zaman -20 °C’de muhafaza edilen 6zel
solisyondan alikodlanan medyuma 1ml eklenerek iyice siispanse edilir.
Boylelikle 151ik falkonda hazirlanan farklilastirma soliisyonu total hacmi 10 ml
olur. Hazirlanan bu soliisyon kullanilana kadar +4 °C’de muhafaza edilir.
Kullanim asamasinda 6’ik plakada her bir kuyuya 2 ml olacak sekilde

eklenmistir.

RNA izolasyon Kkiti soliisyonu i¢in; %100’liikk etonelden 96 ml, %95lik etanolden

104ml alinarak tizerine 24 ml konsantre RNA Yikama Tampon’undan eklenir.
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Liyofilize DNAaz DNAaz/RNAaz-icermeyen Su ile sulandirilarak (50 u/55ul

olacak sekilde) nazikge ters cevirerek karistirilir.
3.2 Yontemler

3.2.1 Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre Kiltiirti

Kriyobanktan cikarilan ATCC kaynakli pasaj 3’teki WJ-MKH'leri, %10 FBS, %1
Pen-Strep ve %1 L-Glutamin iceren DMEM/F-12 besiyeri ile kiiltiire edildi.
Kiltiiri devam eden hiicrelerin kriyoprezervasyonu icin %10'luk DMSO

kullanilarak kademeli dondurma islemi ile -80 °C’ye kaldirilmistir.
3.2.2 WJ-MKH’den Eksozom Uretimi

%80 doluluga ulasan ve pasaji gelen hiicreler fosfat iceren tuzlu su tampon olan
PBS ile yikanarak 75cm2’lik flask icin yaklasik 5 ml tripsin enzimi ile 37 °C'de 5
dakika bekletildi ve hiicreler taban yiizeyinden kalktiklarinda 15ml’lik falkon
tiiplere aktarilarak 1500 rpm’de (701 x g) santrifiijlendi ve siipernatant atilarak
hiicrelerin sayimi yapildi. Kademeli 6lcek biiyiitmesine uygun olarak bir biiyiik
boy flaska aktarildi. Yeterli miktarda eksozom iiretimi gerceklestirebilmek icin
hiicrelerin pasaji yaklasik 3 kez devam ettirildi. Yaklasik 180 ml siipernatanti
biriktirilen hiicrelerde kademeli-ultrasantrifiijleme ile eksozom elde etme

asamasina gegcildi.

Kiiltiirii devam ettirilen WJ-MKH’leri %80 yogunluga ulastiktan sonra serumlu
besiyeri ortamindan uzaklastirilacak, PBS ile yikandi. Daha sonra serumsuz
olarak hazirlanan %1 Pen-Strep DMEM/F-12 ile 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin {izerindeki besiyeri 50 ml falkon icerisinde
toplanarak biriktirildi. Biriktirilen besiyerleri santrifiij asamasina kadar -20 °C’'de
saklanir. Yaklasik 180 ml besiyeri biriktirildikten sonra izolasyon asamasina

gecildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 -20 C”de saklanan serumsuz besiyeri hiicre stipernatantlari

Once 300 g’de 10 dakika +4°C'de santrifiij edildi. Bunu takip eden ilk iic
asamada siipernatant ile devam edilerek pellet atilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatant yeni tliplere aktarilarak tekrar 2000 g'de 10 dakika +4°Cde
santrifiij edildi. Tekrar siipernatant dikkatlice yeni tiiplere aktarilmis ve pellet
atilmistir. Aktarimi yapilan siipernatant 70.000 g'de 30 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Bu asamada toplanan siipernatantlar ile ultrasantrifiij asamasina
gecilmistir ve 770.000 gde 130 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Bu
asamadan sonra santrifiij uzaklastirilarak elde edilen pelletler tek bir tiipte PBS
ile toplanmistir. PBS bu asamada ayrica ortamda herhangi bir hiicre kalintisi
varsa ytkama amacl da kullanilmaktadir. Yaklasik 1 ml PBS ile coziilerek
yikanan pellet vortekslendikten sonra tekrar 770.000 g'de 70 dakika +4°C'de
ultrasantrifiijleme yapildi. Son santrifiijleme sonrasi siipernatant dikkatlice
cekilerek elde edilen pelletin iizerine yaklasik 1 ml PBS eklenerek iyice pipetaji
gerceklestirildi [41]. Bu asamadan sonra NTA analizi ile elde edilen
eksozomlarin karakterizasyon asamasina gecildi. Sekil 3.2’de gosterilen
ultrasantrifiij ve NTA analizi asamalari Yeditepe Universitesi Eksozom

Laboratuvari’'nda gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2 Eksozomlarin ultrasantrifiij yontemiyle eldesi ve NTA analiz asamas;
(A),(B), Ultrasantrifiij hazirlik; (C), Ultrasantrifiij 110.000g’ de; (D),Elde edilen
PBS ile siispanse pellet; (E), NTA’da karakterizasyon

3.2.3 WJ-MKH’den Uretilen Eksozomlarin NTA Yontemi ile Analizi

Eksozom karakterizasyonu icin altin standart olarak belirlenen NTA analizi
yapilmistir. PBS ile seyreltilen eksozom 6rneginden 10 ul alinarak 100 kat PBS
ile seyreltildi. Tek kullanimlik enjektér ile NanoSight NS300 by Malvern

Panalytical cihazinda 6l¢tiim yapildi.
3.2.4 WJ-MKH’den Uretilen Eksozomlarin Zeta Potansiyel Olciimii

Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Béliimii'nde bulunan Malvern Nano
ZS cihazinda 20 pul ornek 980 ul PBS ile seyreltilerek ol¢ciim yapilmistir. Zeta

potansiyeli 6lciimii NTA analiz sonuclari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.2.5 Eksozomlarin Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Incelenmesi

Fibroblast hiicre kiltiirii Tripsin/EDTA ile kaldirilarak 96’lik plakalara yaklasik
her kuyuya 10.000 hiicre diisecek sekilde ekim yapildi ve %10’lik FBS iceren
DMEM/F-12 besiyerinde her kuyuda toplamda 100 ul olacak sekilde besiyeri
eklenerek 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiim besiyerleri
cekilerek yeni besiyeri koyuldu. Izolasyonu yapilmis ve karakterizasyonu
gerceklestirilmis PBS seyreltilmis eksozom orneginden (3x10° tanecik/ 5ml) 10
ul, 50 pl ve 100 ul her bir kuyuya koyulacak ve 5 tekrar yapilacak sekilde gruplar
olusturuldu. 10 wl icin kuyucuklardan 10 ul besiyeri atilarak yerine 10 ul
eksozom soliisyonundan; 50 ul icin 50 ul eksiltilerek 50 ul eksozom ve ayni

sekilde 100 ul i¢in bir kuyudaki tiim besiyeri ¢ekilerek yerine seyreltik eksozom
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soliisyonundan 100 ul konuldu (sadece eksozom iceren grup). Kontrol grubu
taze besiyerinde birakildi. Eksozom miktar/taneciklerinin hiicreler iizerindeki
IC50 degerleri MTT 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid)
yontemi ile belirlendi [108]. MTT cozeltisi +4 °C de saklanir, PBS (MTT 5 mg,
PBS 5 ml; 1,5 mg MTT, 1,5mlt PBS) ile ¢oziiliir ve ara stok cozelti hazirlanir.
Hazirlanan ara stok ¢ozelti 0,45 ul lik filtrelerden gecirilerek her bir yuvaya 10’ar
ul koyuldu ve 37°C de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan mikroskopta
kristallerin olusumu gozlendi. Hiicrelerde olusan formazon kristallerinin
coziinmesi icin MTT iizerine her bir kuyucuga pipetaj yaparak 100’er ul DMSO
eklendi ve 30 dakika karanlikta bekletildi. DMSO ile kristaller ¢oziildiikten sonra
ELISA’da 570 nm de okutuldu. Elde edilen MTT sonuclarinin GraphPad Prism

programinda One-Way Anova Tukey testi ile istatistigi yapildi.

3.2.6 Eriyik Elektroyazma (Melt Elektro-Writing, MEW) Yontemi ile PCL Sinir

Kanalinin Uretimi

Bu calismada polimer olarak PCL kullanilmis ve sinir kanali membraninin yapisal
cercevesi bir AxoMEW cihaz1 (Axolotl Biosystems Ltd., Tiirkiye) kullanilarak
basilmistir. AxoSuite yazilimi (Axolotl Biosystems Ltd., Tiirkiye) tarafindan
kontrol edilen bir x-y slayt sistemine dayanmaktadur. Ilk olarak, PCL malzemeleri
80°C'lik paslanmaz celik siringa 1sitma sicakligina yiiklendi ve doner kollektor

tizerinde 22 = 2°C'lik bir ortam sicakliginda 0,4 mm'lik bir uctan dagitildi.
3.2.7 Grafenin 2B Etkilesiminin Incelenmesi

Calismada kullanilan grafen Kirklareli Universitesi Makine Miihendisligi Boliim
Baskani Dr. Sencer S. Karabeyoglu tarafindan hediye edilmistir. “Industrial
Graphen Nanoplates” tiirtindeki grafenin teknik 6zellikleri; kalinlik 5-8 nm, ¢ap1
5 um, ylizey alani: 120-150 m?/g ‘dir. Alinan grafen 6rnekleri 1siya dayanikli
olduklarindan 121°Cde 20 dk stire ile otoklavlanarak steril edildi.
Sterilizasyonun ardindan biyolojik deneylerde kullanim icin %1 oraninda
besiyeri ile sulandirilip ara stok soliisyonu hazirlandi ve +4°C’de buzdolabinda

saklandi.
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3.2.8 Grafenin WJ-MKH’lerine Karg1 Toksik Olmayan Konsantrasyonunun MTT
Yontemi ile Belirlenmesi ve “Dikisleme” Yontemi ile Time-Lapse’de

Gorintiilenmesi

Grafenin toksik olmayan konsantrasyonunu belirleyebilmek icin farkli oranlarda
besiyeri-grafen karisimlar1 hazirlandi. Bu oranlar ilk diliisyon orani olan %1’e ek
olarak %0.1, %0.01, %0.001, %0.0001 grafen/besiyeri oranlaridir. Kontrol
grubunda ise sadece besiyeri kullanildi. Grafenin bu bes konsantrasyonu
seyreltme islemi Tablo 3.1’deki gibi gerceklestirildi. Grafen parcaciklar1 S5um’ye
kadar degisen caplarda plakalar seklinde oldugundan sabit bir molekiil

agirliklar1 bulunmamaktadir. Bu nedenle diliisyonlarimizda ve takip eden

deneylerde molarite yerine yilizde olarak agirlik/hacim yontemi (w/v)
kullanilmistir.
Tablo 3.1 Grafenin Kademeli Seyreltmesi
%1 %0,1 %0,01 %0,001 %0,0001 Kontrol (Grafen
yok)
100ug 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 10 ml DMEM/F-
Grafen/10ml | I.Ornekten; | IL.Ornekte | IIL.Ornekte | IV.Ornekte 12 besiyeri
DMEM/F-12 9ml n; 9ml n; 9ml n; 9ml
besiyeri besiyeri besiyeri besiyeri

Sekil 3.3 Seyreltilmis grafenli besiyeri goriintiisii; I. %1’lik, V. %0.00071’lik grafen
orani temsil etmektedir
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MTT icin WJ-MHK’leri 96’lik plakalara her bir kuyuda 10.000 hiicre olacak
sekilde 6 tekrarli ekimi yapildi. Grafen hiicrelerle muamele edilen belirli

oranlarda IC50 degerleri MTT yontemi ile belirlendi [108].

Ayrica 2B sistemde MTT oOncesi bu hiicrelerin grafenin farkli oranlan ile
etkilesimi Time-Lapse mikroskopta belirli araliklarla alinan goriintii 6rnekleriyle
olusturulmus “Stitch Imaging” olarak adlandirilan bu “Dikisleme Fotograf”
yontemi ile goriintiilendi. Bu goriintiileme yontemi, HD kalitede 4x5 coklu

fotografin birlestirilmesiyle olusturuldu.
3.2.9 ‘Baseink™’- GrafinK Bioinklerinin Uretimi

Galismada kullanilan ‘Baseink™’ Tiibitak 2209-B Sanayiye Yonelik Lisans
Arastirma Projeleri Destekleme Programi tarafindan kabul edilen “Mezenkimal
Kok Hiicrelerin Grafen Eklenmis Biyomiirekkeplerle 3B Biyoyazicilarda Basimi ve
Farklilagtirilmas1” isimli proje (Basvuru No: 1139B411802273) HD Bioink is
birligi ile bu tez calismasi1 kapsaminda gelistirildi. Calismanin diger bir grubu
olan yeni aday iriin ‘Baseink™’in grafen iceren halidir ve bu tez calismasi
kapsaminda GrafinK olarak adlandirilmistir. Calisma i¢in her grupta total hacim
5’er ml olacak sekilde besiyeri ile bioink tozlari (aljinat/jelatin 3:5 oraninda)
tartilip homojen bir jel icerigi olusana kadar serolojik pipet ile karistirildi.
GrafinK grubunun icine %1 oraninda grafen icerecek sekilde sulandirilmis stok
cozeltiden grafen eklendi. 20 dk otoklavlandi ve otoklav sonrasi olusan
baloncuklar1 gidermek icin 280 g x 2 dakika santrifiij edildi. Numuneler,
hiicrelerle aymi 1sida olmasi icin 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Daha sonra
kullanilmak iizere hazirlanan jeller 4°C'de tutulabilir. Bioink gruplarinin her

ikisine de hiicreler iki farkli yontemle eklenmistir:

1. Yontem Bioink Icerisinden Hiicreler: Hiicreler tripsin ile 2B kiiltiir
ortamindan kaldirilip santrifiij edildikten sonra sayimi gereklestirilmis ve
her bir grup tekrarinda 10° tane olacak sekilde otoklavlanmis ve santrifiij
edilmis bioinklerin icine eklenmistir. Total hacim 5ml olmasi
gerektiginden besiyeri ile toz karisim en basta hazirlanirken yaklasik

4.5ml besiyeri olacak sekilde hazirlanmis ve sayimi yapilan hiicre pelleti
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besiyeri ile 500 ulye tamamlanip pipetaj yapilarak bu 4.5 ml {izerine
eklenmis ve iyice karistirllmistir. Hiicreleri iceren bioink gruplarinin 3B
biyoyazicida basimi gerceklestirildi.

2. Yontem Sferoid Olusturma: En basta 5ml besiyeri bioink karisimi
hazirlanarak otoklavlanir ve santrifiij edilir. Hiicreler tripsin ile 2B kiiltiir
ortamindan kaldirilip santriif edildikten sonra yine ayni oran olan 10°
tane sekilde sayilarak basim asamasindan sonra plakalarda yer alan

bioink hidrojel desenlemeleri {izerine eklenir.
3.2.10 Hazirlanan Jellerin 3B Biyoyazicida Basimi

Baskida Axolotl A3 marka 3B biyoyazici kullanildi. Cihaz calisma oOncesinde
%70’lik etil alkolle silindi. Ardindan dahili UV sterilizasyon sistemi ile steril
edildi. Calisma sirasinda hava akisi sadece HEPA filtrelerden gerceklestirildi.
Baski icin daha Once bilgisayarda modellenmis standart 3B baski islemleri
uygulandi. Baski basinci olarak ortalama 7,5 psi basing, kartus tutacaginin

sicaklig1 37°C’de seklinde ayarlanda.

Hazirlanan jeller steril kabin igerisinde 3B Biyoyaziciya uygun 3 ml'lik kartuslara
dolduruldu (Sekil 3.4). Doldurma sirasinda olusan hava kabarciklarindan
kurtulmak icin kartuslar yeniden santrifiijlendi. Ardindan 37°C’ye ayarlanan
biyoyazicinin kartus haznelerine yerlestirilen 6rnekler ile baski asamasina
gecildi. Baski islemi biyoyazicinin kapaklari kapali iken gerceklestirildi. Baskidan
sonra plakalarin kapaklar1 kapatilarak laminar kabine geri tasindi. Bioinklerin
ylizeyini kaplayacak kadar taze %10’luk FBS iceren DMEM/F-12 besiyeri eklendi.
Sferoid grubu icin hiicresiz basilan jellerin {izerine ise her bir kuyuya 1 ml de 10°

hiicre olacak sekilde sayilmis bioinklerin tizerine ekilmistir.
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Sekil 3.4 Grafen-Bioink hidrojel desenlemesinin 3B biyoyazici ile basim
asamalari; (A), Grafen eklenmis hidrojellerin goriintiisii (GrafinK); Solda grafen
iceren, sagda ise icermeyen bioinkler 3B biyoyazici kartusu icerisinde goriiliiyor;

(B), 3B biyoyazici ile hidrojellerin basim agsamasi
3.2.11 Uretilen ‘Baseink™’ ve GrafinK Bioinklerinin Fourier Déniisiimlii Kiziltesi

Spektroskopisi (FTIR) ile Karakterizasyonu

Uretilen ve 3B biyoyazic1 araciligiyla hidrojel desenlemesi yapilan malzemelerin
karakterizasyon isleminde FTIR ve SEM goriintiileme teknikleri yapilmistir. Her
iki yontem de Arel Universitesi POTKAM Arastirma Merkezi'nde
gerceklestirilmistir. Malzeme karakterizasyonunda sik tercih edilen “Fourier
Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi” (FTIR), 1s1g1n infrared yogunluguna karsi
dalga sayisini O0lcen matematiksel Fourier doniisiimiine dayali kimyasal analitik
bir yontemdir. Bu yontem ile kati, sivi ve gaz formlarinda organik bilesiklerin
icerdigi fonksiyonel gruplarin belirlenmesi, iki farkli grubunun molekiiler bag
karakterizasyonu, baglanma yapilarinin karsilastirilmasina olanak saglar. Hem
‘Baseink™ hem de GrafinK bioinklerinin hiicresiz formlarinin FTIR
karakterizasyonu yapilmis ve her iki bioink icerigi kimyasal acidan

karsilastirilmigtir.

3.2.12 Uretilen ‘Baseink™’ ve GrafinK Bioinklerinin Taramali Elektron
Mikroskobu ile Karakterizasyonu

Kalan bioinklerin icerisine yaklasik 3 milyon Wharton Jeli kaynakli MKH
eklenerek karistirilmis ve yaklasik 1 saat kadar 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi pipet ucu damlatma yéntemi (Sekil 3.5) ile énce CaCl,

capraz baglayici icerisine daha sonra oradan dikkatlice alinarak PBS iceren 6’lik
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plakalardaki kuyucuklara koyuldu. Boylelikle tuzlardan arindirilmak icin
yikanmis, sonrasinda damlaciklar dikkatli bir sekilde pens yardimiyla %571ik

paraformaldehit iceren ependorf tiiplere alinmistir.

Sekil 3.5 Bioinklerin damlatma yontemi ile aktarimi; (A),Bioink toplarinin fikse
olmus genel goriiniimii; (B),GrafinK bioink topu goriiniimii (C),‘Baseink™’
bioink topu goriiniimii
Ependorflara alinan damla bioinklerden bistiiri yardimai ile ince kesitler alinarak
Au kaplama yapilarak (Sekil 3.6. B-C) FEI QUANTA 450 FEG ESEM marka
Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM) cihazinda
(Sekil 3.6.A) hem yilizeyden hem de hidrojel desenlemenin i¢ kismindan

gortintiiler alinmistur.

Sekil 3.6 SEM goriintiileme ve hazirlik asamasi; (A) SEM cihazi; (B) Bioink
kesitleri kaplama Oncesi hazirlik; (C) Kaplama cihazi

SEM analizi ile elde ettigimiz bioinklerimizin yiizeysel morfolojisini, i¢c yapisini,
hiicre dagilimlar1 ve bioink-hiicre etkilesimleri farkli um boyutlarda

incelenmistir.
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3.2.13 GFP Isaretli Mezenkimal Kok Hiicrelerin GrafinK Bioinki Icerisine

Eklenmesi ve Time-Lapse Goriintiilerinin Alinmasi

Tez calismasinin bu asamasinda Virostem firmasi tarafindan {iretilerek hibe
edilmis olan transdiiksiyon yontemi ile lentiviriis araciligiyla GFP geni (Yesil
Florasan Protein-Green Fluorescent Protein) WJ-MKHne aktarilarak kok
hiicreler isaretlenmis yaklasik her bir kuyucuga yaklasik 2 milyon hiicre gelecek
sekilde 6’lik plakalar icerisindeki bioinklere eklendi. Bioink icerisinde dagilmasi
icin pipetaj yapildi. Seyreltik CaCl, capraz baglayici ile 1-2 sn bekletilerek
baglandiktan sonra jelin icerisinden capraz baglayici cekildi. Daha sonra 37°C’ye

ayarlanan Time-Lapse Goriintiileme’ye yaklasik 16 saat boyunca birakildi.

3.2.14 WJ-MKH’lerinin Sinir Hiicrelerine Farklilasma Oncesi Deney Gruplarinin

Olusturulmasi

2B ve 3B sistemlerde grafenin kok hiicrelerin canliliginina ve farklilasmasina
karsi etkinligi hiicrelerin ekim yontemine gore 6zellikle 3B sistemlerde iki farkl
sekilde incelendi. Ilk incelemede hiicreler 2B sistemde grafen-kék hcre
etkilesiminin farklilasmasi incelenmesinin yani1 sira; 3B sistemde de bioink
gruplarinin icine WJ-MKH’leri gomiilerek 3B basimi basimi birlikte yapilmistir.
Ik asama icin farklilastirma ajan1 olarak resveratrol kullanildi ve hem
mikroskobik hem de immiin boyama ile bu farklilasma etkinligi incelendi. Ikinci
asamada tez calismasinin da hipotezini olusturan kombinasyon tedavisi
kapsaminda, hiicreler sferoid formda biyomalzemelerin {izerine eklerek sinir
farklilasma soliisyonu ve eksozomun belirlenen dozu araciligiyla noéranal
hiicrelere farklilasmasi incelendi. Bu inceleme de mikroskobik, immiin boyama
ve gen ekspresyon seviyelerinin ol¢iilmesi ile iligskilendirildi. Buna gore kurulan

deney gruplar1 asagidaki Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2 Deney Gruplari

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6. Grup 7.Grup
(3B- (3B-Bioink (3B- (3B-GrafinK (2B- (2B- (2B-Negatif
Bioink Grubu) GrafinK Grubu) Grafen Pozitif Kontrol)
Grubu) Grubu) Grubu) Kontrol)
‘Baseink ‘Baseink™’ GrafinK GrafinK (%0.1 | 2B WJ-MK WJ-MK WJ-MK
™ + (9%0.1 Grafen) +
Grafen) +
Eksozom % 0.1
kombinasyon Eksozom Grafen
terapisi kombinasyon
terapisi
Farklilastirma var Farklilastirma var Farklilastirma
yok

Gruplarin belirlenmesi ile iki farkli sekilde sinir farklilastirilmasi yapildi.

3.2.15 WJ-MKH’lerinin Bioinkler ile Birlikte Basimi Sonrasi Resveratrol ile

Farklilasma Etkinliginin Incelenmesi

Bu asamada hem resveraltroliin hem de grafenin kok hiicreler {izerindeki sinir
hiicrelerine doniisimii mikroskobik ve immiin boyama ile incelendi. Bu sebeple
calismanin ilk asamasinda grafennin hem 2B sistemde WJ-MKH’lerin, hem de
bioink ile beraber basilan kok hiicrelerin 3B sistemde farklilasma etkinligi
incelendi. Bunun icin 6’lik plakalara hem WJ-MKH’lerinden grafen iceren ve
icermeyen 2B kiiltiir, hem de ‘Baseink™’ ve GrafinK iceren bioink hidrojel
desenleme gruplarn olusturuldu. Tim gruplar 14 giin boyunca bu plakalarda
DMEM/F-12 besiyeri ile kiiltiire edildi. Farklilasma prosediiriinde 6zel bir
solisyon kullanilmadi. Her gruptan bir 6rnegin ortamina besiyeri degisim
giintinde medium icerisine 5uM [109] resveratrol uygulandi. Literatiirde
resveratroliin mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu ve noronal farklilasma

tizerinde etkilerinin oldugu bilinmektedir [110], [111].
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14 gilinlin sonunda hiicrelerin grafen ile etkilesimi Time-Lapse goriintiileme ile

fotograflandi. Sonrasinda farklilasma etkinliginin Olctimi igin plakalarin

fiksasyonu ve ikili immiin boyanmasi gergeklestirildi.

Ilk asamada immiin boyama prosediirii asagidaki gibi uygulanmistir:

Fiksasyon islemi plakalar icerisinde gerceklestirildi. Bunun icin %4’lik
paraformaldehit kullanildi. Fiksasyon sonrasi +4 °C’ye kaldirilan plakalar
calisilacag1 zamana kadar burada bekletildi.

Boyama yapilacagi zaman +4 °Cden c¢ikarilan plakalardan fiksatifi
uzaklastirabilmek icin ii¢ kez 5’er dk PBS ile yikand.

Antikorun permeabilizasyonunu saglamak icin 6rneklerin iizerine %1’lik
PBS-Tween-20 cozeltisi eklenerek 10 dk beklendi.

Cozelti yeniden PBS ile yikandi.

Bloklama icin %1’lik bovine serum albiimin (BSA), PBS’te hazirlanarak
orneklerle 30 dk inkiibe edildi.

Isaretleme icin farkli boya kokteylleri hazirlandi. Antikor konsantrasyonu
1:100 olarak diliie edildi. Her kuyuya 100 wul primer antikor karigimi
eklendi.

Ornekler primer antikorlarla bir gece +4°C buzdolabinda bekletildi.

Ertesi giin oda 1sisinda 2 saat bekletilen 6rnekler 3 kez PBS ile yikandi.
Bundan sonraki islemler karanlikta gerceklestirildi.

Orneklerin iizerine ilgili sekonder antikor eklendi ve 30 dk beklendi.
Ornekler PBS ile son kez yikandi.

PBS cekilerek cekirdek boyasi olarak DAPI (Fluoroshield™) eklenerek
boyama tamamlandi.

Boyanan oOrnekler Zeiss Axio Observer.Z1 florasan mikroskopta

gortintilendi.

. Boya kokteyli: N-cadherin-tavsan + Nestin; proliferasyonu en iyi secili 4

kuyu calismak icin her bir boyadan 4 ul alinarak 392 ul Antibody Diluent
Reagent Solution icerisine konulur. Her kuyuya 100 ul diisecek sekilde

hesaplandigindan total hacim 400 ul olur.
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2. Boya kokteyli: B-III Tubulin + a-SMA; ayni sekilde total hacim 400 ul
olacak sekilde boyalardan 4’er ul Antibody Diluent Reagent Solution’dan
392 ul eklendi.

3.2.16 WJ-MKH’lerinin Bioinklerin Uzerinde Sferoid Form Olusturulmas: ve

Kombinasyon Terapisi ile Sinir Hiicrelerine Farklilasmasimn incelenmesi

Bu asamada 6’lik plakalara basimi gerceklestirilmis bioink gruplar1 {izerine
yaklasik yaklasik 250 bin WJ-MKH’leri ekilerek 24 saat sonra sferoid olusumlari
gozlemlendi. Daha sonra, kuyucuk basina 2 ml olacak sekilde norojenik
farklilasma ortami (Promocell Neurogenic Differantiation Medium) eklendi ve 2
giinde bir yenilendi. Kombinasyon terapisi yapilan gruplara 10 ul eksozom da
farklilasma soliisyonu ile birlikte eklendi. Noral farklilasmanin indiiklenmesi i¢in
hiicreler 7 giin boyunca takip edildi. 7. Gilinde gruplardan birer kuyu icindeki

sferoidler baska plakaya aktarilarak immiin boyama i¢in kullanildi.

Sferoidler capraz bagl hidrojellerle yar1 adezyon saglayan bir sekilde birliktelik
halindedirler. Immiin boyamanin yapilabilmesi icin sferoidleri belirli bir yiizeye
sabitleme gerekmektedir. Parafine gommek veya doku kesiti almak yerine daha
kolay bir yontemle, kiire formlarini bozmadan, toplanip yeni plakalara ekilip 1
giin inkiibasyona birakilarak boyama asamasina gecilebilmektedir. Bunun igin 7.
Giin sonunda Once yeni bir 48’lik plaka 20 mL Onceden otoklavlanmis %0.1
jelatin soliisyonu ile kaplandi ve en az 10 dakika inkiibasyonda bekletildi.
Burada, jelatin ile kaplama nedeni, jelatinin hafifce siserek toplanan sferoidlerin

baglanmasi icin daha uygun bir ortam olusturmasina olanak tanir [112].

Kuyucuklarda yer alan sferoidlerin yapisini bozmadan besiyeri ya da PBS ile
yikayarak topland: ve jelatin kaph inkiibe edilmis plakaya ekildi. Uzerine taze
besiyeri koyularak 24 saat boyunca inkiibe edildi. Sferoidleri sayarak dagitmak
oldukca zor oldugundan, tek bir tiipte tiim kuyular toplanmis ve toplam hacim

kuyulara esit olarak dagitilmistur.

Daha sonra sferoidlerin immiin boyama asamasina geg¢ilmistir. Bu asamalar

asagida maddelendirilmistir:
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e Medyum ortamdan yavasca cekilmis ve sferoidler iistte oldugundan dolay1
hiicreleri toplayabilmek icin PBS ile yavasca yikanmistir.

e 2 saat boyunca %4 paraformaldehitle sabitlenmistir.

e Numuneler tekrar PBS ile yikanmis ve 30 dakika boyunca yaklasik 10 mL
%2 BSA ve %0.1 TritonX ile bloke edilmistir. Daha sonra PBS 3x ile
yikanmistir.

e Secilen primer antikorlari (N-Cadherine-tavsan ve [-III tubulin-fare)
1:100 oraninda antikor seyreltici reaktif soliisyonu ile seyreltilmistir.
Numunelerin her birine 100 pL antikor ¢ozeltisi eklemis ve gece boyunca
4 °C'de inkiibe edilmistir.

e Numuneler PBS ile 3x yikanmistir. B-III Tubulin icin Anti-fare IgG-FTIC-
tavsan, oda sicakliginda 30 dakika boyunca 1:200'e seyreltilmis N-Cad
icin Anti-fare 1gG-SC2781-keci ikincil antikoru ile inkiibe edilmistir. Tim
islemler karanlikta gerceklestirilmistir. Burada oOnemli bir nokta, cift
boyamalarda birincil antikor olarak hangi tiir (6rnegin fare) kullanilirsa
kullanilsin, ikincil antikor icin farkli bir sus (6rnegin keci veya tavsan)
kullanilmalidir.

e Tekli boyamada Sox2 (keci) ve [-tubulin (fare) antikorlar1 1:100
sulandirilarak hazirlanmistir. Sox icin anti-goat FTIC (yesil); B-III tubulin
icin ise anti-mouse FITC (yesil) sekonder antikor kullanilmistir.

e Ikincil antikor PBS 3x ile yikanmis ve ardindan DAPI soliisyonu(1:1)
numunelerin her birine damlatilmistir. 15-20 dk beklendikten sonra
kuyulardaki ikili ve tekli boyamalar Zeiss floresans mikroskobi ile

fotograflar cekildi.
3.2.17 Gen Ekspresyon Seviyesinde Sinir Farklilagmasinin Karakterizasyonu

7. Gin oOrneklerinden 1’er kuyu ayrilarak RNA izolasyonuna gidildi. Kit
(Zymogen RNA) ile gerceklestirilen RNA izolasyonu sonrasi cDNA’ya (Bioline)

cevrim saglandi ve -80°C’ ye ornekler koyuldu.

Tim RNA izolasyon asamalari oda sicakliginda steril kabin igerisinde

gerceklestirildi. 3B’lu ortamdan PBS ile yiizeyden toplanan sferoidler yeni bir
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plakaya alinip 24 saat adezyonu beklendi. TrypLE™ Express enzimi ile ortamdan

daha az zararla kaldirilan hiicreler 7500 rpmde 5 dk cevrildi ve pellet

olusturuldu. Ayrica tiim 2B’lu hiicreler de ayni enzimle kaldirilip santrifiij edildi.

RNA izolasyonu asagidaki protokole gore gerceklestirildi:

Hiicre icerigi (<5x10° hiicre icerigi- >300ul) {izerine RNA lizis soliisyonu
eklenerek iyice siispanse edildi ve sar filtreli kit 6zel ependorf kolonuna
alindi.

Daha sonra 500 x g'de 1 dk cevrilen tiiplin icinde kalan hiicre iceriginin
lizerine %95’lik etanol 1:1 oraninda eklendi ve iyice karistirildi.

Karisim yesil filtreli 6zel ependorf kolonuna alinarak tekrar santrifiij
edildi. Siipernatant atilarak yesil filtreli kolonla yeni bir ependorfa
koyuldu ve {izerine yaklasik 400 ul “RNA Yikama Tamponu” eklendi ve
tekrar santrifiij edildi. Stipernatant atilarak tekrar yesil filtreli kolon temiz
bir ependorfa alindi.

Alinan ependorf niikleazdan yoksun olan 6zel tiiplerdir. Kolona 75 ul
“DNA Sindirim Tamponu” ve 5 ul DNAaz I eklendi.

Daha sonra kolon oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

Ardindan 400 ul “RNA Hazirlik Tamponu” kolona eklendi ve santrifiij
edildi. Siipernatant atildi.

700 ul “RNA Yikama Tamponu” kolona eklendi ve santrifiij edildi.
Siipernatant atild1.

Tekrar 400 ul “RNA Yikama Tamponu” kolona eklendi ve 1 dk boyunca
santrifiij edildi.

Kolonu niikleaz icermeyen bir tiipe aktardiktan sonra 100 ul
“DNAaz/RNAaz Icermeyen Su” ile direkt kolon matriksine eklendi v

santrifiij edildi.

Boylelikle elde edilen RNA oOrnegi niikleaz icermeyen tiipe son santrifiijle

aktarilmis oldu. RNA 6rnegi elde edildikten sonra soguk ortama ¢abuk gecilmesi

gerekir. -80 °C’de cDNA’ya cevrilene kadar yaklasik 1 ay bekletilebilir. Ancak en

yliksek verimi elde etmek icin islemlerin art arda yapilmasi énemlidir. Bunun

icin oncelikle elimizde olan 6rneklerin Nanodrop ile 6l¢iimii alindi. Nanodrop ile
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Olciim alinirken program RNA’ya ayarlandi. Daha sonra o6lciim yerine once
DNAaz/RNAaz icermeyen RNA izolasyonunda da kullandigimiz soliisyondan 1 ul
koyulup korti alindi. Sistem sifirandiktan sonra buz igerisindeki RNA
orneklerinden sirasiyla birer ul eklenerek 6l¢iim yapildi. Her 6rnek sonrasi 6l¢iim

yeri kuru bi bezle silindi.

Daha sonra cDNA’ya ¢evirme asamasina gecildi. Bunun i¢in kullanilan kite gore
once DNAaz/RNAaz icermeyen su, sonra 5X tampon coOzelti, sonra olc¢iimii
alinmis ve ona gore hesaplanmis RNA, en son ise Revers Transkiptaz enzimi
soguk ortamda buz icerisinde eklenir. Buna gore Orneklerin cDNA’ya

cevrilmeden Onceki hesaplamalar1 asagidaki Tablo 3.3’de verilmistir:

Tablo 3.3 Orneklerin cDNA’ya cevrime asamasindaki hesaplar

NK PK GrafinK Baseink
RNA: 4,8 ul RNA: 2,9 ul RNA: 5,5 ul RNA: 3,5 ul
5XTampon: 4 ul 5XTampon: 4 ul 5XTampon:4 ul 5XTampon: 4 ul
RT enzimi: 1 ul RT enzimi: 1 ul RT enzimi: 1 ul RT enzimi: 1 ul
DNAaz/RNAaz Su: DNAaz/RNAaz DNAaz/RNAaz Su: DNAaz/RNAaz Su:
10.2 ul Su:12,1 ul 9,5 ul 11,5 ul
Total hacim 20 ul Total hacim 20 ul Total hacim 20 ul Total hacim 20 ul

Ornekler total hacim 20 ul olacak sekilde hazirlandiktan sonra spin cihaz ile

dondiiriilerek Termocycle cihazina yiiklenir. Programdaki akis asagidaki gibidir:

e 25°Cde 10 dk,

e 42°Cde 15 dk,

e 48°Cde 15 dk,

e 85°Cde 5 dk,

e 4 °Cde alinana kadar durabilecek sekilde programlandi. Yaklasik 45 dk

sonra ornekler alinarak -20 °C’ye kaldirildi.

Daha sonra Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR;RT-

PCR)asamasina gecildi. Gen ekspresyon analizi icin housekeeping gen olarak
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GAPDH, karsilastirilacak genler olarak da NESTIN, Sox2, Tubulin 3’e ait revers

ve forward primerleri toplam karisim icin hesaplandi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4 RT-PCR hesaplamalari

1 Ornek icin

Tim 6rnekler icin

+Hazirlanan ‘Toplam

‘Toplam Kangim’ Kansim’
SYBR Green 10 ul 90 ul 100 ul
Revers-Forward 0.8 ul- 0.8 ul 7.2ul-7.2pul 8 ul
H,0 7.4 ul 66.6 ul 74 ul
Toplam 171,4 ul 190 ul

190 ul hazirlanan toplam karisimdan her bir stripte 19 ul koyuldu. Uzerine her

bir o6rnegin cDNA’sindan 1 wul eklendi.

Tim deney buz kiiveti icinde

gerceklestirildi. 4 Ornek icin 2 tekrar yapilarak 8 toplam 6rnek sayis1 X 4 gen

sayisindan 36 kuyu calisildi. Her stripte son kuyu negatif kontrol olarak

calisilmis ve cDNA eklenmedi.
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4

DENEYSEL CALISMALARIN SONUCLARI

4.1 Wj-MKH’den Ultrasantrifiij Yontemi ile Uretilen Eksozomlarin
Karakterizasyonu
Pasaj 3’te kiiltiirtine baslanan WJ-MKH’lerinin kriyoprezervasyon sonrasi ve

eksozom eldesi icin serumsuz besiyerine gecis Oncesi gorintiileri Sekil.4.1’de

verilmistir.

Sekil 4.1 Wharton Jeli Kaynakli MKH goriintiileri (10X).; (A) Pasaj 3 goriintiisi,
(B) Serumsuz besiyerine gecis 6ncesi %80 lizerinde MKH’lerin yiizeyi kaplama
goruntiisu

4.1.1 NTA Analizi ile Eksozom Karakterizasyonu

WJ-MKH’lerden elde edilen ve ultrasantrifiij yontemi ile {iretilen eksozomlardan
10 wl alinarak 100 kat PBS seyreltilmis ve NTA cihazina enjektor ile aktarilmistir.
Buna gore Sekil 4.2’deki grafikler ve sonuclar elde edilmistir.
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Stats: Merged Data
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Sekil 4.2 NTA ile eksozom karakterizasyonu sonuclari

Bu sonuclara gore 1 ml PBS icerisinde yer alan eksozom miktar1 yaklasik 10°
tanecik/ml olarak hesaplanmistir. Ayrica eksozomlarin ortalama boyutu 98 nm
civarinda cikmistir. Eksozom dagilimmma bakildiginda eksozom boyutunun
homojenlige yakin bir oranda oldugu goriilmiis ve eksozomlarin hareketlerini
gosteren videolar cekilmistir. Bu videolardan cekilen fotografin yer aldigi

goriintli Sekil 4.3’ de yer almaktadir.

Sekil 4.3 Wharton-Jeli’den elde edilen kok hiicrelerden iiretilen eksozomlarin
NTA gortintusu

4.1.2 Zeta Potansiyel Olciimii ile Eksozom Karakterizasyonu

20 ul eksozom 6rnegi 980 ul PBS ile seyreltilerek 6l¢ctim yapilmistir. Buna gore

Sekil 4.4’te Zeta-Sizer o6l¢ciim sonuclar: verilmistir.

80



Size Distribution by Number

30T - - R SRR R R R R .
ié‘ : : Zﬂ . .
e20_ ................ R R R R R R R SRR :
o . . . .

a

E .

-E . . . .

:10_ ................ e R R R R AR R :
0 t Jli H———————1+ J
01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
Sekil 4.4 Zeta-Sizer'da eksozomlarin karakterizasyonu

Buna 6l¢iime gore eksozom boyutlar1 100 nm civarinda ¢ikmis olup, NTA analizi
ile birbirini dogrulamaktadir. Ayrica zeta-potensiyel Ol¢iimii (-15.7mV=1.1)

olarak hesaplanmustir.

Karakterize edilen eksozomlardan 300 x10° /5 ml olacak sekilde o6rnekler
hazirlanmis ve deneylerde kullanilana kadar -20°C’'de muhafaza edilmistir. Fazla

iretilen eksozomlar ise ependorflara béliinerek -80 °C’ye kaldirilmistir.

4.1.3 Eksozomlarin Fibroblast ve WJ-MKH’leri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Incelenmesi

300 x10° /5 ml olan stok eksozom o6rneginden farkli oranlarda seyreltmeler
yapilarak fibroblast hiicreleri {izerindeki toksik etki MTT yontemi ile
incelenmigtir. Buna gore hiicreler tizerinde % canlilik oranlar1 One-Way ANOVA

Tukey testi ile istatistiki olarak incelenmis ve Sekil ‘deki grafik elde edilmistir.
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Hiicre-Eksozom MTT Testi (one-way Anova)
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Sekil 4.5 Eksozomlarin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT yontemi ile
incelenmesi grafigi; Buna gore kontrol grubu ile 10, 50, 100 ul eksozom gruplari
arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski bulunamamaistir
Sonraki biyomalzeme calismalari icin 10 ul konsantrasyon orani eksozom
secilerek caligmalara devam edilmistir. 5 ml'de 3x10° tanecik iceren stok
soliisyondan 10 ul alindiginda 600.000 eksozom tanecik alinmistir. Literatiirde
biyomalzeme icerigine genellikle 10 ug eksozom/10 ml [113] eksozomlarin ul’de
ne kadar tanecik icerdigi verilmemektedir. Bu da ml basina diisen eksozom
tanecik sayisinin bilinmedigi icin ug acisindan belli bir standardizasyonun
izlenmedigini gostermektedir. Ancak bu calismada kullanilan NTA analizi ile
tanecik/ ul orani hesaplanarak tiretilen dokudaki hiicrelerin ne kadar eksozoma
maruz birakildig1 tam olarak belirlenmistir. Bu da eksozoman calismalarda

literatiire tanecik hesabi acgisindan farkli bir boyut kattigini gostermektedir.
4.2. Biyomalzemelerin Uretimi

4.2.1 Eriyik Elektro-Yazma Yontemi ile PCL Sinir Kanalinin Uretimi

Eriyik Elektro-Yazma yontemi ile {iretilen PCL noral kanalinin en iyi
coziiniirliigl, doner kollektor iizerinde 7 mm mesafeden 50 mm/s basing hizinda
9 Psi basing araliginda ve 3 kV voltajda elde edilmistir. Eriyik Elektro-Yazma
olarak da adlandirilan bu yontem ile iiretilen PCL iskele, Sekil 4.6’daki gibi 6 cm

boyunda- 3mm capinda sinir kondiiti sekilde tretilmistir. Stk dokunmus ama
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gozenekli bir yapiya sahiptir. Bu da icine 3B biyoyazici ile basilacak olan aljinat-
jelatin tabanli grafen iceren bioinkin mukavemetini yiikseltici ayn1 zamanda da

doku entegrasyonuna izin veren bir yapi halindedir.

@CSUN

WWw.esunchina.net

Sekil 4.6 Eriyik Elektro-Yazma yontemi ile iiretilmis PCL noral kanal

4.2.2. Grafenin WJ-MKH’leri Uzerinde Toksik Olmayan Konsantrasyonunun MTT

Yontemi ile Belirlenmesi ve “Dikisleme” Yontemi ile Goriintiilenmesi

WJ-MKH’leri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan % grafen oranlan ile kiiltiire
edilmis ve bu konsantrasyonlarin hiicrelerin proliferasyonuna etkisi MTT
yontemi ile belirlenmistir. Cikan sonuclarin istatistigi icin GraphPad Prism One-
Way ANOVA Tukey testi yapilmistir. Hata cubuklar1 standart sapmay: temsil
eder. Buna gore asagidaki Sekil 4.7 ‘de yer alan grafik elde edilmistir.
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Grafen Toksisite Testi

*k

0.10-

0.06-

OD 0.04-

0.02- p<0.01

0.00 T

% Grafen Konsantrasyonlari

Sekil 4.7 % grafen konsantrasyonlarinin WJ-MKH’leri {izerindeki proliferasyon
etkisinin incelenmesi
Buna gore kontrol ile sadece %0.001 grafen konsantrasyonu arasinda anlamli bir
azalma (**p<0.01; n=6) bulunmus; diger gruplar ile istatistiki olarak anlaml

bir etki bulunamamaistir (p>0.05; n=06).

MTT sonuclar1 sonrasi farkli grafen oranlarinin WJ-MKH’ler ile etkilesimi “Stitch
Imaging” adi verilen dikisleme teknigi ile Time-Lapse araciligiyla cekilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 “Dikisleme” ile Time-Lapse’te HD kalitede 4x5 coklu fotografin
birlestirilmesiyle elde edilmistir; A.Kontrol, B.%0.0001, C. %0.001, D. %0.01, E.
%0.1, F.%1 grafen konsantrasyonu
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MTT ve dikisleme teknigi ile cekilen goriintiilerin sonuglari bize gostermektedir
ki; 2B kiiltiirde hiicreler grafenin yiiksek konsantrasyonlarini bile tolere eder ve
hiicre canliligini korumay: siirdliriir. Ayrica hiicreler grafen parcaciklarini
endositozla hiicre icine almislardir. Hiicre igindeki grafen parcaciklarinin
sitoplazma boyunca hareket ettigi gozlemlenmistir. Biyomalzeme c¢alismalarina

MTT ve goriintiiler dikkate alinarak %0.1 grafen konsantrasyonu ile devam

edilmistir.
4.2.3 ‘Baseink™’ - GrafinK Bioinklerinin FTIR ile Karakterizasyonu

Arel Universitesi POTKAM Arastirma Merkezi'nde hem ‘Baseink™ hem de
GrafinK ‘Baseink™’ bioinklerinin hiicresiz formlarinin FTIR karakterizasyonu
yapilmis ve her iki bioink icerigi kimyasal acidan karsilastirilmistir. Bu analiz

verilerine gore asagidaki Sekil 4.9’da verilen grafikler elde edilmistir.

% Gegirgenlik (T)

Dalga Sayisi (cm™)

% Gegcirgenlik (T)

Dalga Sayisi (em™)

Sekil 4.9 ‘Baseink™’ ve GrafinK FTIR o6l¢iimleri; (A) Baseink™ bioink; (B)
GrafinK bioink
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Literatiirde aljinat/jelatin bazli hidrojel calismalarinda 1633,41 cm™, 1552,42
cm™ ve 1033 cm™ gibi pikler bulunmustur [21]. Ayrica 1335,46 cm™ pik, grafen

biyomalzeme calismalarinda [114] goriilen piklere benzerdir.

Result - M.jws

110 [Detailed Information]

Creation date 6/24/2021 11:59 AM
Data array type Linear data array
Horizontal axis Wavenumber [cm-1]
Vertical axis %T
Start 399.193 cm-1
End 4000.6 cm-1
Data interval 0964233 cm-1
Data points 3736
[Measurement Information]
Model Name FT/IR-6600typeA
Serial Number A021361790
) ) ) Accessory ATR PRO ONE
20 ! ! ! ! Accessory S/N B039361800
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber [em-1] Incident angle 45 deg
Measurement Date 6/24/2021 11:55 AM
M.ws.
Ejws Light Source Standard
Detector TGS
[Comparison of data] A aton e
Algorithm Correlation Coefficient Zero Filling on
gange 3999.640 - 400.157cm-1 ‘Apodization Cosine
ample E .
Score 0.998 Gain Auto (8)
. Aperture Auto (7.1 mm)
Scanning Speed Auto (2 mmisec)
Filter Auto (10000 Hz)

Sekil 4.10 ‘Baseink™’ ve GrafinK Korelasyon Benzerlik Katsayis1 Ol¢iimii

Bu analize gore, ‘Baseink™’ bioinkinin aljinat-jelatin tabanli olmas literatiirde
benzer calismalar ile karsilastirildiginda en belirgin pikler O-H germe titresimine
karsilik gelen 3300 cm™de karakteristik bir tepe goriintimiidiir [21]. 1633.41 cm’
! karboksilatin (COO) asimetrik gerilme titresiminin karbonil (C=0) grubuna
[115], 1552.42 cm'deki bant ise karakteristik zirve olarak aljinattaki COO
grubunun negatif yiikii ile jelatin icindeki bir amin grubunun (NH+) pozitif
yiikii arasindaki elektrostatik etkilesim yoluyla polielektrolit (CONH2) kompleksi
olusumuna atanmis ve benzer olan iki farkli calismada sirasiyla 1637 [115], ve
1560 cm™ ‘de [21] bant goriilmiistiir. Diger goriilen 1033 cm™ civarindaki pik
ise aljinat-jelatin bioinkinin guluronik birimlerinin CO grubu C-O grubu ile ilgili

oldugu ve benzer calismada ayni pike rastlandig1 goriilmiistiir [21].

GrafinK bioinkinde ise farkl olarak goriilen 1335.46 cm™"deki pik literatiirde yer

alan bir calismada benzer olarak 1399 cm ™' ‘da goriilmustiir [114].
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Her iki bioinke ait karsilastirilmali korelasyon katsay1 grafigine gore, aljinat-
jelatin tabanli bioinkin iceriginin grafene oranla baskin oldugu, grafenin

yogunlugunun jel icerisinde diisiik oldugu goriilmektedir.
4.2.4 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

‘Baseink™’ ve GrafinK’in SEM goriintiileri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 ‘de verilmistir.
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Sekil 4.11 ‘Baseink™’ SEM goriintiileri; (A) ‘Baseink™’ i¢ ve dis yapisi birlikte

goriintlisii (200um); (B)Bioinkin dis girintili ¢ikintili ylizey yapist yapisi (200

um); (C) ic yiizeye baglanmus bilesik hiicre yapis1 goriintiisii (20 um); (D) I¢
ylizeydeolciilmiis hiicre yapisi (10 um); (E) Bioink ic ylizeyine baglanmis MKH

gortuntisi (5 um); (F)Hicre y1gin1 gortintiisi (5 wm)
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Sekil 4.12 GrafinK SEM gériintiileri, (A), I¢ ve dis yiizey kesit alaninin birlikte
goriintiisii (200 um); (B), Ic yiizey hiicre-bioink adezyon gériintiisii (10 wm);
(Q), I¢ yiizeyindeki 4.099 um 6lciimiinde hiicre ve grafen parcacik yiginlarinin
birlikte goriintiisii (5 um); (D), Bioink- hiicre etkilesimi, hiicre boyutu 2.899 um
olarak olciilmiistiir (1 wm) ; (E), Grafen parcaciklarinin bioink icerisindeki
tabakalasmis goriintiisii (1 um) ; (F), En kiiciik biiyiitmede bioink i¢ ylizeyde
hiicre etkilesimi, hiicre boyutu 1.884 um olarak dlctilmiistiir (1 um)
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SEM sonuclarindan elde edilen sonuclar asagida yer almaktadir:

e Bioink hiicre etkilesimleri hem yiizeysel hem de i¢ kissmda gosterilmistir.
Her iki bioinktede hiicre biyomalzeme etkilesimi bulunmaktadir.

e Hiicreler morfolojik olarak yuvarlak tiptedir.

e Sekil A'da yer alan GrafinK bioinki i¢c ve dis yiizey goriintiisiine
bakildiginda st kisimda koseli yapilar yer almaktadir. Bunlar tuz kristali
olup SEM analizi Oncesi daha ¢ok PBS veya steril deiyonize su ile
yikanmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Sekil C ve E ‘de 6zellikle yiginlar
halinde goriilen yapinin literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda

grafene ait oldugu tespit edilmistir [114].

4.3 GFP isaretli Mezenkimal Kok Hiicrelerin GrafinK Bioinki icerisine

Eklenmesi ve Time-Lapse Goriintiilerinin Alinmasi

Transdiiksiyon yontemi ile GFP isaretlenmis WJ-MKH’lerinin GrafinK bioinki ile

40 sn boyunca etkilesimi Time-Lapse goriintiilemede incelenmistir (Sekil 4.13).

B |

Sekil 4.13 40 sn’lik Time-Lapse Goriintiileme videosu icerisinde alinan fotograf
ornekleri; (A) ve (C) , 8 sn’de farkli filtrelerde alinan goriintiiler. (B) ve (D) 38.
sn’de alinan goriintiiler; Buna gore Sekil (A) ve (B) ’de hiicrelerin GrafinK
icerisinde yonelimi ve sagkalimi goriilmektedir; Sekil (C)ve (D)’deki 6rneklerde
grafen parcaciklar secilebilir durumdadir ve hiicrelerle grafen parcaciklarinin
etkilesimi gerceklesmektedir
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Time-Lapse 3B GFP isaretli WJ-MKH- Bioink etkilesiminden elde edilen sonuglar
asagidaki gibidir:

e Hiicrelerin grafen nanotaneciklerine dogru yoneldigi,

e Grafenin hiicreler iizerinde toksik bir etkisinin goriilmedigi,

e 2B boyutunda aldigimiz Time-Lapse goriintiileriyle karsilastirildiginda 3B
ortam icerisinde de ayni etkinlik ve etkilesime sahip oldugu goriildii.

e Ayrica GFP isaretli hiicreler hiicre oOlimi  goriildigiinde
sontimlenmektedir. Burada 16. saate kadar hiicrelerin 3B grafenli
ortamda o6lmedigi canliliklarini ve GFP parlakligini stirdiirdiigii tespit

edildi.
4.4 Biyomalzeme Gruplarinda Yer Alan WJ-MKH’lerin Sinir

Farklilastirilmasinin incelenmesi

WJ-MKH’lerinin sinir hiicrelerine farklilagtirilmast hem 2B hem de 3B olarak
farkli teknikler kullanilarak gerceklestirilmistir. Liretatiirde siklikla basvurulan
resveratrole kiyasla farklilastirma soliisyonu ve eksozomal kombinasyon terapisi
ile sinir hiicrelerine farklilagtirilmasi mikroskobik inceleme ve immiin boyama
yapilarak birbiriyle karsilastirilmistir. Ayrica biyomalzeme hiicre etkilesimi
farklilasmay1 da etkileyecegi icin hiicreler iki farkl sekilde eklenmistir. Ilk olarak
biyomalzeme icerisine WJ-MKH’leri basim 6ncesi eklenerek biyoyazicida birlikte
basilmistir. Bu sekilde olusturulan gruba 14 giin boyunca resveratrol
uygulanmistir ve 2B sistemle 3B sistem sinir hiicrelerine farklilagsmasi acisindan
test edilmistir. 2. Yontemde ise WJ-MKH’leri biyomalzeme {izerine sferoid
formda olusturacak sekilde eklenmistir. Bu grupta yer alan kok hiicrelerin
noronlara farklilagsmasi i¢cin 7 giin boyunca hazir farklilastirma soliisyonu

kullanilmstir.

4.4.1 WJ-MKH’lerinin Bioinkler ile Birlikte Basimi Sonrasi Resveratrol ile

Néronal Farkhlastirilmasimin incelenmesi Sonuglar

Oncelikle farklhilastirma prosediirii éncesi grafenin ile hiicre etkilesimi hem 2B

hem de 3B olarak 151k mikroskobunda incelenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Morfolojik Inceleme (A), Grafen-hiicre etkilesiminin Time-Lapse
goriintiilemede 2B goriintiisi ; (B), 3B ‘Baseink™’ biyomalzemede 151k
mikroskobu ile ylizey goriintiisii; (C), Mavi, yesil ve kirmizi kanallarina ek
olarak goriiniir 151k da verilerek seffaflastirilan GrafinK bioinki goriintiisii

Sekil 4.14‘de goriildiigii gibi grafenin 2B kiiltiirde sitoplama icerisine endositoz
ile tasindig1 goriilmektedir. Sekil 4.14.B’de de gorildiugi gibi yiizeye yakin
hiicreler jelin icerisinde gomiilii ve 3B ortamin etkisiyle kiiresel sekilde
goriilmektedir. Sekil 4.14.C’'de ise grafen tanecikleri jel icerisinde siyah renkte

goriilmektedir.

Galismanin ilk asamasinda yer alan morfolojik incelemeler sonuclarina gore

asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1. Grafenin hiicreler tarafindan absorbe edilerek hiicre icine girmesi ve
hiicrelerde bir toksik etki olusturmamustir.

2. Aymni sekilde grafenin jel yapida da hiicreler tarafindan tolere edilebildigi ve
hiicrelerin 14 giin sonunda da halen canli oldugu saptanmuistir.

3. Bioink icerisine ekilen hiicrelerin etkinligini ve farklilasmasini incelemek
hiicrelerin izolasyonu acisindan zordur bu sebeple farklilastirilmak istenen

hiicreler biyomalzemeye sferoid formda ekilmistir.

Galismanin sonraki asamasinda 2B ve 3B sistemde grafenin bioink icerisinde yer
alan kok hiicrelerin farklilasmasindaki roliinti belirlemek amaciyla 14. Giiniin

sonunda immiin boyamalar yapilmaistir.

Yapilan immiin boyamalar sonucu Sekil 4.15’ deki goriintiiler elde edilmistir.
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Sekil 4.15 Noronal belirtecler icin yapilan immiin boyamalardan 6rnekler; (A),
N-Cadherin (yesil) ve Nestin (kirmiz1); (B), a-SMA (yesil) ve B-tubulin (kirmizi)
boyamalari goriilmektedir

Calismanin bu asamasi incelendiginde asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Yapilan cift boyamalarda noronal belirteclerde ekspresyonun cok disiik
oranda oldugu yorumuna varilmaistir.

2. Resveratroliin 2B ve 3B sistemde WJ-MKH’leri iizerinde 14. Giinde
noronal farklilasma i¢in yeterli olmadig1 gozlenmistir.

3. Ayn1 zamanda grafenin kok  hiicreler {izerinde farklilastirma

potansiyelinin de 14 giinde gerceklesmedigi sonucuna varilmistir.
4.4.2 Sferoid Formda WJ-MKH'lerinin Noronal Farklilagtirilmasimin incelenmesi

Sferoid formda biyomalzeme gruplarina eklenen hiicreler 7. Giin
boyuncafarklilastirma soliisyonu ve 10 ul eksozom ile kombinasyon terapisi
seklinde farklilastirma prosediirii gerceklestirilmistir. Buna gore 7. Giin
farklilastirma sonrasi oncelikle Time-Lapse goriintiileme ile sferoidler

goriintiilenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 7 giinliik farklilagsma sonrasi goriintiiler (A), Caplar1 160 ve 200 um
olan ‘Baseink™’ bioink grubundan kiirenin boyutu ; (B), Konvansiyonel 2D
yontemiyle kiiltiirlenmis kontrol hiicreleri ‘Baseink™’ bioink grubundan (C) ve
GrafinK grubundan (D),sferoidler (D)'deki siyah goriintiiler; sferoidlerle entegre
grafen molekiilleridir

Sekil 4.17°'deki goriintiilerde ise 3B gruplarda sadece farklilastirma soliisyonu
veya kombine terapi ile farklilastirma soliisyonuyla birlikte eksozom verilen

sferoid gruplarinin goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4.17 Sadece norojenik farklilastirma yapilan bioink grubu sferoid 6rnekleri
ile kombinasyon terapisi ile farklilastirma soliisyonu verilen bioink grubu sferoid
ornekleri; (A) ve (B), Yalnizca farklilagtirma soliisyonu ile nérojenik
farklilagsmas: gerceklestirilen Baseink sferoidleri; (C) ve (D), Kombinasyon
terapisi ile farklilastirilan Baseink sferoidleri; (E) ve (F) Yalnizca farklilastirma
soliisyonu ile norojenik farklilasmasi gerceklestirilen GrafinK sferoidleri; (G) ve
(H) Kombinasyon terapisi ile farklilastirilan GrafinK sferoidleri

Elde edilen gorintiiler 1s1§inda hem 2B hem de 3B Kkiiltiirlerde hiicrelerin
canliigini korudugu goriilmektedir. Her iki gruptaki sferoid hiicrelerin
sinirlarinin seffaf ve canli oldugu, grafen grubundaki sferoidlerin nispeten daha

biiyiik oldugu ve grafeni hiicre icinde hapsettigi goriilmiistr.
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Farklilasma ayrica immiin boyama ile test edildi. Burada yine kullanilan cift
boyama ile hiicrelerin 2B noéronal dontisiimdeki aktiviteleri 3B kiiltiir ile

karsilastirilmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18 7 giin kiiltiirlenmis hiicrelerin immiinofloresan gortntiileri; (A ve B)
grafen olmadan bioinkin stiinde kiiltiirlenmis sferoid , (C) ve (D), grafen iceren
bioinki {izerinde kiiltiirlenen sferoidlerdir; grafen zamanla ¢6ziiliir ve biiyiiyen
hiicre katmanlarina entegre olur; (E), 2B WJ-MKH- pozitif kontrol, (F), 2B WJ-
MKH- negatif kontrol
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Buna gore, 7 giin boyunca farklilastirilan 2B ve 3B orneklerde kullanilan N-Cad
(vesil); sinyal mekanizmalar1 ve noéronlarin gelisiminde 6nemli rol oynar. A, B,
C, D ve E yer alan bu yesil goriintii noéranal farklilasmanin basladigini temsil
eder. Sinif III B-tubulin, insan genomunda noron belirtecleri olarak bilinen 7
izotipten biridir. Bu calismada kullanilan WJ-MSC'lerin noron benzeri yapilar
olusturmaya basladigini gostermektedir. Burada Sinif III -tubulin ile Teksas Red
sekonder antikoru boyanarak kirmizi olmasi istenmistir. Goriintiilerde ozellikle
sferoidlerin i¢ kisimlarinda kirmiziliklar goriilse de istenen yogunlukta degildir.
Burada sekonder antikorun calismadigi ya da 1:200 seyreltilerek eklenen
antikorun yetersizligi goriisiine varilabilir. Bu nedenle sekonder antikor
degistirilerek ve seyreltme orani 1:100 yapilarak B-tubulin bu kez tekli sekilde
boyanmistir. Bunun disinda bu goriintii 6rnekleri bize 3B sistemlerin, hiicrelerin
canliliklarim1 siirdiirmeleri ve farklilasmalar1 i¢cin daha uygun bir mikrocevre
olusturdugunu da gostermektedir. Pozitif kontrol ve negatif kontrol diger 3B
sferoid Ornekleri ile karsilastirildiginda boyanma miktari1 acisindan bu sonuca

varilmistir.

Tekli B-tubulin immiin boyamasinda, konjuge FITC (yesil) sekonder antikoru
(1:100) baglanmistir. Buna gore de tubulin ekspresyonu yesil olarak

goriintiilenmistir. DAPI koyu mavi-mavi olarak goriinmektedir (Sekil 4.19).
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A. Pozitif Kontrol (2B) B-Tubulin 10X B. Pozitif Kontrol (3B) B-Tubulin 20X

C. GrafinK f-Tub 10X D. GrafinK+Eksozom B-Tub 10X

Sekil 4.19 B-tubulin ekspresyonunun immiin boyama ile 2B ve 3B gruplarda
incelenmesi; (A), 2B pozitif kontrol; (B), 3B pozitif kontrol (Baseink bioink);
(C), GrafinK; (D), GrafinK+Eksozom
Sekil 4.19’daki goriintiilere gore 2B pozitif kontrol grubu, 3B Baseink bioink
grubu (3B pozitif kontrol), GrafinK ve kombinasyon terapisi grunu olan

GrakinK+Eksozom gruplarinin hepsinde farklilasmanin gergeklestigini, noronal

hiicrelerde goriilen B-tubulin ekspresyonunun varligi tespit edilmistir.

Bir baska tekli boyama ise Sox2 ile yapildi. Sox2 belirteci embriyonik kok
hiicrelerde, noron kok hiicrelerinde, noron progenitorlerinde ve noronal
farklilagmanin ilk evrelerinde eksprese edilir. Bu nedenle FITC sekonder antikor
(1:100) ile konjuge edilerek yesil boyanmasi istenen Sox2 hem 2B hem de 3B

gruplardaki ekspresyonu immiin boyama ile belirlenmistir (Sekil 4.20).
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A. Pozitif kontrol (2B) Sox2 B. Pozitif kontrol Baseink (3B) Sox2

C. GrafinK Sox2 10X D. GrafinK Sox2 20X

E. GrafinK+Eksozom Sox2 10X F. GrafinK+Eksozom Sox2 10X

Sekil 4.20 Sox2 ekspresyonunun immiin boyama ile 2B ve 3B gruplarda
incelenmesi; (A), 2B Pozitif Kontrol; (B), 3B Pozitif Kontrol (Baseink bioink) ;
(©), Grafink 10X ; (D), GrafinK 20X; (E), Grafink+ Eksozom 10X ; (F),
Grafink+Eksozom 10X
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Sekil 4.21 Noron benzeri hiicre yapisi mikroskobik goriintiisii (GrafinK
grubundan) 20X; (A), Siyah-Beyaz 1sikta ¢ekilmistir; (B), Sox2 ile FITC konjuge
antikoru immiin boyali florans 1sikta cekilmis goriintii

Buna gore farklilastirma yapilan gruplarin néron benzeri hiicre yapisinda oldugu
da goriinttilenmistir.
4.5 Gen Ekspresyon Seviyesinde Sinir Farklilasmasinin

Karakterizasyonu

RNA ‘nin izolasyonu sonrasi Nanodrop ile miktarinin ng/ ul cinsinden 6lciim

sonuclar1 asagidaki tabloda verilmistir:

Tablo 4.1 RNA miktar tayini

ng/ ul (RNA (A260/A280)
miktar1)
1. Ornek: Negatif Kontrol 21.3 2.13
(2B farklilastirma yapilmamig
WJ-MKH)
2. Ornek: Pozitif Kontrol 35.4 1.98
(2B farklilagtirma yapilmis WJ-
MKH)
3. Ornek: Grafink 18.7 2.48
(3B farklilagtirilmis WJ-MKH)
4. Ornek: Baseink 28.3 2.18
(3B farklilagtirilmis WJ-MKH)
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Burada (A260/A280) ile verilen deger tipik olarak protein kontaminasyonunu
temsil eder ve bu oran tamponlu ¢ozeltilerde saf dsSDNA'nin A260/A280'i 1.85-
1.88'dir ve saf RNA'nin orani 2.1 civarindadir. Daha sonra cDNA’ya cevrilen
orneklerle Real-Time PCR yapilmis ve 2B ve 3B sistemdeki hiicrelerin Sox2,
Nestin ve Tubulin 3 gen ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve referans gen olarak
GAPDH kullanilmistir. Buna gore Real-Time PCR sonucunda Sekil 4.22’deki
amplifikasyon grafigi elde edilmistir.

Amplifikasyon grafigi

Sekil 4.22 2B ve 3B deney gruplarinda, Sox2, Nestin ve Tubulin 3 gen
ekspresyonlarina ait amplifikasyon grafigi
Daha sonra tiim gruplarin ACt degeri hesaplanmis ve hi¢ farklilastirma
yapilmamis 2B negatif kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Buna gore asagidaki
Tablo 4.2’de ilgili gen ekspresyon seviyelerine ait ortalama Ct ve ACt degerleri

verilmistir.

Tablo 4.2 Sox2, Nestin ve Tubulin 3 genlerinin ortalama Ct ve ACt degerleri

GAPDH Sox2 Nestin Tubulin 3
2B Negatif Ort. Ort. Ct=28,0174 | Ort.Ct=29,8480 Ort.Ct=31,46
fsrtrve: M el [ SEXC ACt=5,699 | ACt=7,3204
2B Pozitif Kontrol Ort. Ort. Ct=28,0563 | Ort.Ct=25,2425 Ort.Ct=32,58
(PK) grubu Ct=23,2289 | \ce= 47273 ACt= 2,0136 ACt= 9,35
hiicreleri
3B Baseink bioink Ort. Ort. Ct=26,695 Ort.Ct=26,7027 Ort.Ct=30,75
grubu sferoidleri | Ct=21.8275 |\ _ 4 5677 ACt= 48751 | ACt= 8,9275
3B GrafinK bioink Ort. Ort. Ct=26,3133 | Ort.Ct=24,4699 Ort.Ct=28,68
grubu sferoidleri | Ct=20,6016 |, _ 5977 ACt= 3,8683 ACt= 8,079
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Sox2 geni kokliliik (stemness) geni olarak da bilinmektedir ve kok hiicre
pluripotensisinin korunumunu saglar [116]. ACt oranlarina bakilacak olursa
Sox2 gen ekspresyonu 3B sistemlerde cok daha gec ortaya cikarken, 2B negatif
kontrol olan farklilastirma yapilmamis kok hiicre grubunda en erken eksprese
edilmistir. Bir ara filament olan Nestin , embriyonik giinden itibaren ifade edilen
ozellikle de merkezi sinir sistemi progenitor hiicreleri icin bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir [117]. Bu tez calismasinda Nestin gen ekspresyonuna ait
sonuclar 2B farklilasmis hiicrelerde daha kisa siirede ekprese edildigi ancak 3B’lu
sistemdeki farklilasmis hiicrelerde de ekspresyonun goriildiigiidiir. Negatif
kontrolde ise en gec ekspresyon seviyesine ulagsmistir.  Tubulin 3 gen
ekspresyonu 6zellikle norojenik farklilasma belirteci olarak kullanilir [118]. Gen
ekspresyonlarina ait ortalamasi alinan diisiik Ct degerlerinin niikleik asit miktari
test orantili oldugundan dolayr Tubulin 3 gen ekspresyonu incelendiginde 3B
gruplarda en yiiksek niikleik asit seviyesinde oldugu goriiliir. Bu da noéranal

farklilasmay1 vermektedir.
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S

SONUGC VE ONERILER

Periferal noéromiihendisligin temelinde iskele tasarimi, uygun hiicre hatti secimi
ve hem iletimde hem de rejenerasyonda etkin biyoaktif molekiillerin bir arada
tasarlandigr 3B yaklasimlar gelmektedir. Literatiirde var olan calismalar
genellikle bu iiclii yapinin tekini ya da ikisini icinde barindirmaktadir. Ornegin;
2016 yilinda Oztel tarafindan yapilan bir calismada, poliglikolik asit bazli bir
noral kanalinin fasiyal periferik sinire anastomozu gerceklestirilmis ve etiketli
olfaktor mezenkimal kok hiicreleri bu kanala implantasyon sirasinda basariyla
aktarilmistir [43]. Periferik cerrahide iskele ile birlikte verilen kok hiicrelerin
tercih edilme nedeni {istiin proliferasyon yetenekleridir. Baska bir calismada
dermal fibroblastlarin1 sferoid formda iceren, silikon tabanli bir noéral kanalin
etkinligi siyatik sinir hasar1 deney hayvan modelinde incelenmistir [45]. Yalnizca
u¢ uca sinir baglama ile karsilastirilan 3B silikon tabanli bu yaklasim ile birlikte
uygulanab hiicresel terapi, doku rejenerasyonda hem 3B yapinin 6nemini, hem
de hiicresel terapiyle birlikte daha etkin sonuglar verdigini ortaya koymaktadir.
Tek basina hiicresel terapiler Li ve ark.’da gosterdigi gibi, hiicrelerin lezyondan
kisa mesafeye go¢ edebilmesi ve hasarlanmis bolgede kavite boyunu uzatabilecek
3B iskele yapisinin yoksunlugundan dolay1 yetersiz kalmasina ragmen;
giiniimiizde remiyelinizasyondaki iyilesmeye etkisi acisindan hala tercih
edilmektedir [107]. Hiicresel terapilerin Kklinikteki yiiziinde WJ-MKH'leri
farklilasma yetenekleri acisindan genis yer bulmaktadir. Ayrica sinir doku
miithendisligi i¢cinde uygun bir aday hiicre dizisi olmaksina ragmen, 6zellikle
edinme icin protokollerin optimizasyonu, cogalmalar1 yetenegi ve farklilasma

proseslerinin iyi belirlenmesi gerekmektedir [29].

Periferal noromiihendislikteki en onemli durumlardan biri tasarlanan yap1
iskelesinin biyouyumlu ve zaman icerisindeki biyobozunur yapi olma 6zelligini
gostermesidir. Silikon tabanl iskeleler periferal cerrahide kullanim alan1 bulsa

da, enfeksiyon riski ve diisiik biyouyumluluk gibi bazi 6énemli dezavantajlara
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sahiptir  [45],[46],[47]. Diger onemli bir o0zellik biyolojik olarak
parcalanabilirliktir ~ [30].  Homojen  malzemelere kiyasla  kompozit
biyomalzemelerde bu 6zellige daha iyi ulasilir [31],[32], [33], [34]. Literatiirde
yapilan c¢alismalarda genellikle elektro egirme ile {retilen PCLun
mukavemetinin yiliksek olmasi ve yavas degredasyonu sebebiyle kemik ve
kikirdak rejenerasyonunda tercih edildigini gostermektedir [35]. Uygun
kosullarin saglanmasi ve PCL iskeleye uygun seklin verilmesi acisindan 3B
biyoyazici ile basiminin zorlugu farkli teknolojilerin kullanimina malzeme
bilimcileri yonlendirmistir. Yeni bir teknoloji olan Eriyik Elektroyazma Teknigi
ile bu polimerden sinir kanali {iretimi daha uygun olabilir [101],[102]. [103].
Bu tez calismasi kapsaminda PCL sinir konduit dis katman yapisi Eriyik
Elektroyazma yontemiyle {iretilerek lifli yapi icerisinde ekskiizyon baski ile
hidrojel dolgu maldesi eklenmis ve kompozit bir yapi olusturulmustur. Eriyik
Elektroyazma oOzellikle erime sicakligi yiiksek polimer tabanli malzemelerde
uygun seklin verilmesinde oldukca verimli bir yontemdir [120]. PCL lifler
tizerinde desenli ylizeyler yaratarak i¢c dolgu malzemesi olarak kullanilan
GrafinK ve Baseink bioinklerinin ve hiicrelerin iskele dis katmanina daha iyi
oryantasyonunun saglandigi goriilmiistiir. Literatiirde yapilan bir c¢alismada
porlu bir yapiya sahip sadece Poli(laktik-ko-kaprolakton) (PLCL) malzemesi ile
3B baski yontemi ile i¢i kollajen kaplanmigs PCLC sinir kanali malzemelerinin
etkinligi periferik sinir hasarinda karsilastirilmistir. Bu calismada kollajen kaplh
malzemenin hem sinir yenilenmesi iizerindeki etkinliginin yiiksek olmasi, hem
de esnek yapisi sayesinde cerrahi olarak uygulanabilirliginin kolaylig1 nedeniyle,
sadece PLCL iceren biyomalzemeye kiyasla kullanimlarinin daha avantajli oldugu
sonucuna varilmistir [26]. Bu da elde ettigimiz dis katman PCL iskele i¢ katman

hidrojel yapisindaki sinir konduit prototipimizin etkinligini dogrular niteliktedir.

Bu calismada iiretilen sinir kanalinin i¢ katmanini olusturan hidrojel desenlemesi
icerisinde yer alan grafen nanoparcaciklarinin sinir yenilenmesi ve etkilesimi
iretine etkinligi ayrintili olarak incelenmistir. En ince ve en hafif malzemelerden
biri olan grafen, {stiin kimyasal kararlilik, biyouyumluluk, esneklik gibi

ozellikleri ile hiicrelere uygun bir mikrocevre olusturur. Ayrica MPO enzimi gibi
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cesitli enzimler ve fagositik yanitlar ile biyobozunur o6zelligi ile rejeneratif
biyolojiye essiz bir katki saglamaktadir [27], [28], [29]. Yapilan bir calismada
polyakrilamid, grafen oksit, jelatin, and sodyum aljinatin (PAM/GO/Gel/
SA, PGGS) iki farkli konsantrasyonundan olusan kompozit sinir kanal
biyomalzemelerinin siyatik sinir hasarinda onarimini etkili bir sekilde tesvik
ettigi gosterilmistir [49]. Baska bir calismada biyouyumlu ve diisiik sertlik
ozelligi sergileyen %10 jelatin metakrilamid (GelMA) hidrojel ile grafen
birlikteliginin olusturuldugu biyomiirekkep tasarlanmis ve icerdigi noral kok
hiicreler iizerinde proliferatif etkisi incelenmistir [90]. Bu baglamda PCL'nun
sinir doku miihendisliginde tercih edilmesi yiiksek mukavemet, biyobozunur ve
biyouyumlu yapisindan o6tiirii olmakla birlikte, grafenin sinir farklilasmasi ve
sinir iletimi {izerine etkileri bu malzemeleri uygun birer biyomalzeme aday1

haline getirmektedir.

Bu nedenle bu calisma kapsaminda, eriyik elektroyazma teknolojisi ile
olusturulan PCL iskele icerisine 3B biyoyazici araciligiyla toksik olmayan %0.1
konsantrasyonda grafen iceren aljinat/jelatin tabanli bioink hidrojel desenlemesi
ilk kez olarak sinir kanali seklinde 6zgiin bir kompozit prototip biyomalzeme
gelistirilmistir. Grafenin toksik dozunun belirlenmesi, biyomalzemelerin klinik
olarak uygulanabilirligine katki saglamaktadir. Buna gore de bu calisma
kapsaminda grafenin toksik dozu 2B ortamda WJ-MKH’leri iizerinde tespit
edilmis ve hem 2B’lu ve hem de iki farkli grup olarak {iiretilen 3B’lu bioinkte
hiicrelerle etkilesimi incelenmistir. Ayrica literatiirde ilk kez olarak GFP isaretli
MKH’ler ile 3B biyobaski yontemi ile {iretilmis grafen iceren bioink icerisinde yer
alan grafen nanoplakalar1 ile etkilesimi Time-Lapse goriintiileme ile

goriintiilenmistir.

Uretilen biyomalzemenin karakterizasyonu SEM ve FTIR ile yapilarak literatiirde
yapilan calismalarla karsilastirilmistir. ‘Baseink™’ bioinkinin aljinat-jelatin
tabanli olmasi literatiirde benzer ¢alismalar ile karsilastirildiginda en belirgin
pikler O-H germe titresimine karsilik gelen 3300 cm™de karakteristik bir tepe

goriiniimiidiir [21]. 1633.41 cm’ Kkarboksilatin (COO) asimetrik gerilme
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titresiminin karbonil (C=0) grubuna [115], 1552.42 cm™deki bant ise
karakteristik zirve olarak aljinattaki COO grubunun negatif yiikii ile jelatin
icindeki bir amin grubunun (NH+) pozitif yiikii arasindaki elektrostatik
etkilesim yoluyla polielektrolit (CONH2) kompleksi olusumuna atanmis ve
benzer olan iki farkli ¢calismada sirasiyla 1637 [115], ve 1560 cm™ ‘de [21] bant
goriilmiistiir.  Diger goriilen 1033 cm™ civarindaki pik ise aljinat-jelatin
bioinkinin guluronik birimlerinin CO grubu C-O grubu ile ilgili oldugu ve benzer
calismada ayni pike rastlandigi goriilmiistiir [21]. GrafinK bioinkinde ise farkl
olarak goriilen 1335.46 cm ™ "deki pik literatiirde yer alan bir calismada benzer
olarak 1399 cm™' ‘da goriilmiistiir [114]. Ayrica yapilan SEM analizleri daha
once grafenli iretilmis hidrojeller ile karsilastiriildiginda elde edilen
goriintiilerdeki yiginlar halinde goriilen yapinin grafene ait oldugu

gostermektedir [114].

Doku miihendisligini olusturan diger bir etken ise hiicrelerin farklilagmasi,
gocilinii, proliferasyonunu saglayan biyosinyal molekiilleridir. Eksozomlarin
beyindeki sinaptik plastisite, noronal stres yaniti, hiicre-hiicre iletisimi ve
norogenez gibi stireclerde rol almasi [36], [39], sinir rejenerasyonuna yonelik
terapilerde biyoaktif molekiil olarak kullanimini giindeme getirmektedir [40],
[41].Eksozomlari klinik arastirmalara tasiyan calismalar sinirli olmasina ragmen;
hiicrelerin giivenli ve verimli oldugunu gostermektedir [42].Rejeneratif tibba
yonelik uygulamalarda kavite bolgesine enjekte edilen hiicresel terapilerin ya da
eksozomal biyoaktif molekiillerin etkinligi, sinir doku miihendisligindeki iskele-
hiicre-biyosinyal molekiilii {iclii yapisina kiyasla yetersiz kalmaktadir. Buna gore,
ozellikle tam kesi sinir hasarlarina karsi gelistirilen noral konduit
biyomalzemeler icerdigi veya enjekte edilebilen hiicreler ve/veya biyosinyal
molekiilleri ile sinir rejenerasyonunda daha etkindir. Eksozomlarin elde edilme
yontemlerinin optimizasyonu ve karakterizasyonu oldukca oOnemlidir. NTA
karakterizasyon acisindan altin standar olarak kabul edilen bir yontem olarak
goriilmektedir. NTA ile eksozomlarin boyut ve parcacik sayis1 belirlenmektedir.
Literatiirde yer alan eksozomal terapi ¢alismalarindaki en biiyiik sorun ml basina

diisen eksozom sayist yerine protein miktarinin BCA yOontemiyle belirlenerek ul
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oranlarinin yer almasidir. Bu noktada optimizasyon yetersiz kalmaktadir. Ancak
gerceklestirigimiz bu tez calismasi kapsaminda WJ-MKH’lerinden elde edilen
eksozomlarin karakterizasyonu icin hem NTA hem de Zeta-Sizer analizleri
yapilmis ve birbirleriyle tutarli sonuclar elde edilmistir. Buna gore eksozom
boyutu yaklasik 98 nm yogunlukta bulunmus ve ml’deki orani 10 milyar partikiil
olarak belirlenmistir. Bu da kullanilacak oranin ml/partikiil acisinda seffafligini

ortaya koymaktadir.

Bu calisma kapsaminda, 3B’lu ortamda iki farkli formda hiicreler-bioink
etkilesimleri incelendi. Her iki formda da hiicrelerin sinir hiicresine
farklilastirilmasi ve bu farklilasmanin analizi gerceklestirildi. Hidrojeller sahip
olduklan yiiksek kapasitede sivi tutma yetenekleri ve ekstraselliiler matriks
fonksiyonlarini1 taklit eden mikrogevre olusturmalarina ragmen; ozellikle
aljinat/jelatin tabanli hidrojellerde fiziko-kimyasal modifikasyonlarin hiicrelerin
adezyon yeteneklerini etkiledigini gosteren calismalar literatiirde yer almaktadir
[121]. Bu baglamda literatiirde ilk kez olarak firetilen PCL-Grafen (%0.1)-
Bioink hidrojel desenlemesinin, hem iistiinde sferoid form olusturulan grubunda
hem de hem de bioink icine lokalize halde basilan hiicrelerin malzeme ile
uyumlulugu gorilmiistiir. GFP isaretli kok hiicrelerin, 3:5 oraninindaki bu
aljinat/jelatin  grafen  hidrojel desenlemesi icerisindeki etkilesiminin
gosterilmesini saglamistir. Ayrica sferoid formdaki hiicrelerin farklilastirilmasi ile
norosfer olusumu da gosterilmistir. Bioink icinde lokalize hiicrelerin 14 giin
boyunca farklilagsmasi1 gerceklestirilemese de sferoid formda olusturulan

hiicrelerin norosfere doniisiimleri 7 giinde gerceklesmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda {iretilen 3B yap1 ve icerdigi hiicrelerin sinir
farklilasmasi, 2B’'lu ortamla kiyash olarak iki farkli farklilastirma yontemi ile
karsilastirilmistir. Bunun icin ilk yontem olarak segilen resveratroliin literatiirde
yapilan calismaya [110] benzer olarak norit gelisiminde tek basina etkili
olmadigt hem 2B hem de 3B ortamda gosterilmistir. Diger farklilastirma
yonteminde ise 2B ve 3B iiretilen ortamda hem sinir farklilastirma soliisyonu
hem de bu calisma kapsaminda iiretilmis olan eksozomlarin kombinasyon
terapisi seklinde kok hiicreler tizerinde etkisi ilk kez olarak incelenmistir.
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Olusan noron benzeri hiicrelerin immiin boyama yontemiyle farklilagmalari
gosterilmistir. Yapilan ikili boyamalara kiyasla tekli boyamalarda daha yiiksek
basar1 saglanmis ve Ozellikle sinir hiicrelerinde eksprese edilen B-III Tubulin
eskpresyonunun farklilastirilan tiim gruplarda yiiksek seviyede oldugu
goriilmiistiir. 2015 yilinda WJ-MKH’lerinin aljinat tabanli 3B ortamda sinir
hiicrelerine farklilastirilmis gerceklestirilmis ve bu farklilasma B-III Tubulin ile
immiinfloresans boyama ile gosterilmistir. Buna goére 3B ortamda sinir
hiicrelerine doniisen kok hiicrelerin 2B ortama kiyasla daha yiiksek seviyede (-II1
Tubulin ifade ettigi goriilmiistiir [122]. Buna gore de bu tez calismasi
kapsaminda da kullanilan aljinatin hiicre farklilagsmasi icin uygun bir platform
oldugu, aym1 zamanda 3B yapimin noéronal farklilasmada B-III Tubulin
ekspresyonu acgisindan daha yiiksek oldugu sonucu elde ettigimiz sonuclari
literatiire gore tutarhi kilmaktadir. B-tubulin isotiplerinden B-I, B-II ve B-III'te
farklilastirma oncesi fark olmadigi ancak farklilastirma sonrasinda (-II'nin
noritlerde, B-I ve B-III'iin ise hem norit hem de hiicre govdesinde gorildigi
literatiirde yapilan gen ekspresyon calismalarinda belirtilmistir[123]. 2010
yilinda Guo ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢alismada siRNA’lar kullanilarak B-III
Tubulinin gen ifadesi susturulmus ve oOzellikle bu genin noéronlarda serbest
radikallere karsi koruyucu 6zelligi oldugu farklilastirilmig SK-N-SH néroblastoma
hiicrelerinde gosterilmistir [123]. Erken norit biiytimesinde ilk faktér olmayan §3-
III Tubulinin norit uzamasinda etkilidir [124]. Bu tez kapsaminda elde edilen
sonuclara gore B-III Tubulin ekpsresyonun tiim gruplarda goriildiigii 3B gruplar
arasinda ACt oranlar1 acisinda fazla fark olmadigi ve pozitif kontrole gére daha
fazla eksprese edildigi gorilmiistiir. B-III Tubulin interfaz evresindeki
mikrotiibiillerde ve mitotik ig igliklerinde de ekprese edildigi icin [123], bu
calisma kapsaminda negatif kontrol olarak kullanilan 2B farklilastirilmamis WJ-
MKH’lerindeki yiiksek ekspresyon seviyesi hiicrelerin gen¢ ve proliferatif

olmasina baglanabilir.

Sox2 kokliuligi ifade eden bir belirtec olarak kok hiicre farklilastirma
calismalarinda literatiirde siklikla yer almaktadir [116]. Bu tez calismasi

kapsaminda Sox2 immiin boyama sonuglari, farklilastirilan gruplardaki diisiik
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ekspresyonu gostermistir. Kok hiicre pluripotensisinin korunumunu saglayan ve
literatiirde kok hiicre karakterizasyonunda da kullanilan [116] Sox2 gen
ekspresyon ACt oranlar1 3B sistemlerde daha gec ortaya cikarken, 2B negatif
kontrol olan farklilastirma yapilmamis kok hiicre grubunda literatiire uygun

olarak en erken eksprese edilmistir.

Merkezi sinir sistemi progenitor hiicreleri icin literatiirde [117] belirte¢ olarak
kullanilan Nestin, bu calismada hem 2B farklilasmis hiicrelerde hem de 3B
ortamdaki hiicrelerde eksprese edilmistir. Farklilastirma yapilmamis negatif
kontrolde noron-benzeri hiicre ekspresyonlarina gore daha gec ekspresyon

seviyesine ulagmistir.

Bu doktora tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuclar cergevesinde asagida

yer alan maddeler onerilmektedir:

v' WJ-MKHlerinin rejeneratif noéromiihendislikte hem 2B hem de 3B
ortamda kullaniminin uygun oldugu gorilmiistiir.

v Aljinat/Jelatin oraninin 3:5 kullaniminin kok hiicrelerin farklilagsmasi icin
uygun oldugu goriilmiistiir.

v %0.1 grafen oraninin hem 2B hem de 3B hidrojel desenlemesindeki
hiicreler iizerinde toksik olmadigi ve bundan sonra yapilacak farklh
icerikteki hidrojel kompozit biyomalzeme calismalarinda bu oranin
kullanilabilecegi 6nerilmistir.

v' PCL iskelenin ektriizyon 3B yazici baski ya da elektro egirme yontemi
yerine, Eriyik elektroyazma islemi ile istenilen 6zellikte ve formasyonda
basilabilecegi goriilmiis ve olusturdugu lif icerisindeki desenlemelerden
otiirii i¢ dolgu maddeleri ve hiicresel etkilesime daha fazla olanak
saglamasi yoniinden Onerilmektedir.

v" WJ-MKH'lerinin noronal farklilasmasindaki etkisinin yan1 sira
noroprotaktif etkisi nedeniyle 6zellikle konduidal ya da enjekte edilebilir
sistemlerde kullanimi etkili olabilir.

v' Gen ekspresyon seviyeleri farklilastirllmis ve farklilastirilmamis

hiicrelerde oOlctiliirken; kontrol olarak insan vb. kaynaktan elde edilip
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noron etkinligi kanitlanmis hiicrelerin ekspresyon seviyeleriyle
karsilastirilmast ACt degerlerinin yorumlanmasi acisindan daha saglikhi

olabilir.

Son olarak siyatik veya fasial sinir gibi cesitli periferik sinirlerde meydana
gelebilecek tam kesi sinir hasarlarinda, klinige uyarlanabilir, sinir kanali
seklindeki 3B sistemlerin ve kombinasyon terapilerinin gelistirmesi periferal
noromiihendislikte olduk¢a oOnemlidir. Bu nedenle, in vivo'ya giden yolda
biyomalzemelerin ve iiretilen biyoaktif molekiillerin biyolojik 6zelliklerinin in
vitro’da test edilmesi, bu tarz ¢alismalarin niteligini artttkmaktadir. Klinik alana
uygulanabilirlik kosullari, biyomalzeme tasarimindan hiicresel siireclerin
liretimine ve kombinasyon terapilerinin uygulanabilir boyuta tasinmasina kadar
Iyi  Uretim Uygulamalar’ olarak adlandirilan GMP  standartlarinda
gerceklestirilmelidir. Bu calismada {iretilen 6zgiin biyomalzeme ve kombinasyon
terapisi, enjekte edilebilir veya cerrahi sinir baglama kiti seklinde kullanim alani

bulabilecek bir prototip olarak tasarlanmuistir.
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