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Vii
OZET

Mekanik Germe Altinda Merkezi Sinir Sistemi Noronlarinin
Incelenmesi ve in vitro Bir Travmatik Beyin Hasar1 Modeli

Duman, Osman Mert
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Aylin SENDEMIR URKMEZ,
Haziran 2014, 65 sayfa

Cok yakin zamanda mekanik yiiklerin merkezi sinir sistemi (MSS)
hiicrelerinin gelisimi ve norit uzamasi {izerinde etkileri dikkat c¢ekmeye
baslamistir. Gelisim siirecinde mekanik gerilmenin akson uzamasini tetikledigi
bulunmus, ancak gerilmenin hangi diizeye kadar olumlu, hangi diizeyden sonra
dejeneratif ve/veya apoptotik etki yarattigi bilinmemektedir. Olayr daha da
kompleks hale getiren, MSS’nin ¢ok degisik tip hiicrelerden olusmasi ve tiim bu
hiicre tiplerinin mekanik uyarilara dayaniklilik ve yanitlarinin farkli olmasidir.
Dolayisiyla MSS rahatsizliklarinin tedavisine yonelik terapétik arastirmalarda
kullanilmak tizere, MSS hiicrelerinin mekanik uyar1 ve yiiklere kars:1 tepkilerini
ayr1 ayr1 inceleyebilen, bu sayede hem hiicre gelisimi ve norit uzamasinin, hem de
farkli gerilme diizeylerinin hiicrede yaratacagi dejeneratif etkilerin kontrolli

olarak incelenebilecegi in vitro bir modele siddetle ihtiyag¢ vardir.

Bu tez calismasi kapsaminda doku iskelesi olarak elektroegirme ile
tiretilmis PCL iskeleler ve MSS B35 hiicre hatt1 kullanilamustir. Hiicreler tizerinde
farkli diizeylerde mekanik gerilmenin hiicre morfolojisi, ndrit uzamasi ve sito-
iskelet tizerinde etkileri incelenerek, dejeneratif etkilerin goriilmeye basladig: esik
yik diizeyi tespit edilmis ve esik diizeyden sonra artan gerilme miktarlarinin
hiicre i¢inde olusturdugu apoptotik etkiler morfolojik ve molekiiler diizeyde

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: mekanik yiik, merkezi sinir sistemi, B35, apoptoz






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM NEURONS
UNDER MECHANICAL STRAIN: AN in vitro TRAUMATIC BRAIN
INJURY MODEL

Duman, Osman Mert

MSc in Bioengineering
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Aylin SENDEMIR URKMEZ,
June 2014, 65 pages

Effects of mechanical loading on development of central nervous system
(CNS) cells and neurite extension have been recognized recently. Effects of
loading are very complicated since until a threshold, tension plays a positive role
while after the threshold value, it is degenerative. The situation gets more
complicated since CNS is made up of several different cell types that respond to
various loads differently. There are some mechanical trauma models in the
literature, but they usually employ hard and two dimensional culture substrates,
which fail to mimic the natural nische of the cells. The aim of this project is to
create an experimental model that can mimic the physiological habitat and normal

loading conditions on CNS cells.

Electrospun PCL scaffolds and B35 central nervous system neuron cell
line were used as tissue engineering scaffolds. Effects of mechanical strain on
cell morphology, neurite extension and cytoskeleton, and after the threshold

value, on apoptosis have been examined in molecular level.

Keywords: Mechanical strain, central nervous system, B35, apoptosis
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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemi (MSS) hasarlari, 6zellikle gelismis tlilkelerde beklenen
insan Omriinlin uzamasiyla artan Alzheimer, Parkinson, ALS gibi ndrodejeneretif
hastaliklar dolayisiyla en onemli saglik sorunlar1 arasina girmistir. Cok yakin
zamanda mekanik yiiklerin MSS hiicrelerinin gelisimi ve norit uzamasi iizerinde
etkileri dikkat cekmeye baslamistir. Gelisim siirecinde mekanik gerilmenin akson
uzamasini tetikledigi bulunmus, ancak gerilmenin hangi diizeye kadar olumlu,
hangi diizeyden sonra dejeneratif ve/veya apoptotik etki yarattigi
bilinmemektedir. Olay1 daha da kompleks hale getiren, MSSnin ¢ok degisik tip
noronlar (duysal, motor, ara, kolinerjik, dopaminerjik, ...) ve bu noronlara destek
olarak farkli tip glial hiicreler (astrosit, oligodentrosit, mikroglia, ependimal,
radyal, ...), ayrica immiin sistem ve vaskiiler sistem hiicrelerinden meydana
gelmesi ve tiim bu hiicre tiplerinin mekanik uyarilara dayaniklilik ve yanitlarinin
farkli olmasidir. Dolayisiyla MSS rahatsizliklarinin tedavisine yonelik terapdtik
aragtirmalarda kullanilmak {izere, MSS hiicrelerinin mekanik uyar1 ve yiiklere
kars1 tepkilerini ayr1 ayri inceleyebilen, bu sayede hem hiicre gelisimi ve norit
uzamasinin, hem de farkli gerilme diizeylerinin hiicrede yaratacagi dejeneratif
etkilerin kontrollii olarak incelenebilecegi in vitro bir modele siddetle ihtiyag
vardir.  Literatiirde benzer yaklasimlarda olusturulmus smirli sayida model
bulunmakla beraber, bu modellerin biiylik ¢ogunlugunda hiicre kiiltivasyonu icin
sert ve iki boyutlu kiiltlir substratlar1 kullanilmaktadir ve bu sartlar hiicrelerin

dogal nislerini mimik etmekten ¢ok uzaktir.

Bu tez ¢alismasinda, bu ihtiyaca yonelik in vitro bir hiicre kiiltiir diizenegi
uretildi ve ¢ boyutlu, MSS hiicrelerinin dogal nislerini, fizyolojik olarak
karsilastiklari mekanik yiikleri simule eden bir model olusturuldu. Tez
kapsaminda doku iskelesi olarak elektroegrime ile tiretilmis PCL ve MSS hiicresi

olarak B35 hiicre hatt1 kullanildi.



2. ONCEKI CALISMALAR

Sinir doku miihendisligi, son yillarda ¢ok hizli gelismelerin gerceklestigi,
biyoloji ve miihendislik bilimini birlestiren ¢ok disiplinli bir bilim dalidir. Bu
alanda yapilan ¢aligmalar sinir sisteminin detayli incelenmesi ve sinir sistemi
rahatsizliklarina kars1 tedavilerin gelistirilmesi iizerinedir. Miihendislik ve
biyolojinin birlikte ¢alismasinin sonucu olarak sayisal hesaplamalar, deneyimsel
caligmalar, klinik noroloji ¢alismalari, elektrik miihendisligi, sinir doku
miihendisligi ve malzeme bilimleri sinir bilim kapsamina giren calismalardir.
(Durand et al., 2007) Sinir doku miihendisligi kapsaminda son yillardaki en dikkat
ceken c¢alismalar merkezi sinir sistemi sinir hiicrelerinin rejenerasyonu lizerine
yapilan caligmalardir. Calismalar genel olarak doku iskeleleri ve hiicre

transplantasyonlari tizerine yogunlasmistir. (Orive et al., 2009)

Doku iskeleleri, beyindeki hasarli bolgeye implante edilerek c¢evresindeki
dokuya yapisal destek saglarlar ve bu sayede tekrarlamasi muhtemel yeni hiicresel
dejenerasyonlarin da engellenmesini saglarlar. Doku iskeleleri ile hastaya ait
hiicrelerin birlikte implante edilmesiyle de lokal rejenerasyonun olumlu yonde
etkilendigi de bilinmektedir. (Reichert, 2008) Doku iskeleleri, hiicre tagimanin
yaninda ilag¢ taginmasini da saglayarak sinir rejenerasyonunu desteklemektedirler.
Doku iskeleleri hiicre dist matrisi (ECM) taklit ederek {izerinde bulunan sinir
hiicrelerinin ortamla ve ortamda bulunan sinir hiicreleriyle uyumlu bir sekilde
bulunmasini saglarlar. Bu ac¢idan bakildigt zaman sinir doku miihendisligi
iskelelerinin 6nemli baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. (Flanagan et al.,
2002) Baslica gerekli 6zellikler;

 Noron hiicrelerinin tutanabilecegi yapida olmali,

* Norit (sinir hiicresinden ¢ikan uzantilar) gelisimine elverisli olmali ve bu

gelisimi desteklemeli,
» Gozenekli olmaly, kiitle transferi ve hiicre gogiine izin vermeli,
* Mekanik 6zellikleri uygulanacak bolgeyle uyusmali,

* Biyobozunurluk siiresi dokunun rejenerasyon hizina uygun olmali.



Doku miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilan doku iskeleleri bu alanin en
onemli arastirma konularindan biridir. Doku iskeleleri ECM’yi taklit edebilecek
bicimde tasarlanan yapilardir. Yapay olarak ECM’yi taklit ederek hiicrelere
tutunabilecekleri ve c¢ogalabilecekleri bir ylizey olustururlar. Bunun yani sira
iskeleler her ne kadar tam olarak ECM gorevini tamamen istlenemese de

hiicrelere mekanik dayanim saglar ve cevre ile iletisim saglamalarini destekler.

Doku iskelesi liretirken malzeme se¢imi ¢ok onemlidir. Segilen malzeme
biyouyumlu ve biyobozunur olmalidir. Malzeme bozunurken biyouyumlulugunu
kaybetmeden bozunmalidir. Aksi takdirde pargalanma sirasinda ortaya ¢ikabilecek
ve toksik etki yaratabilecek kimyasallar hiicre g¢ogalmasini negatif yonde
etkileyecektir. Doku iskelesi liretim yontemleri iki ana baslik altinda incelenebilir;
makro/mikro fabrikasyon teknikleriyle iiretilenler ve nanofabrikasyonla iiretilenler

olarak. (Glimiisderelioglu et al., 2007)

Makro ve mikro fabrikasyon teknikleri eski, ama hala kullanilan
yontemlerdir. Faz ayrimi, ¢oziicii dokiim-pargacik uzaklastirma, gaz
kopiiklendirme, dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemleri klasik
yontemlerdir. Bu klasik yontemlerde eksik kalan kisimlar genelde go6zenek
boyutunun ve dagilimimin kontrollii yapilamamasidir. Bu nedenle de hizh
prototipleme denilen (RP) bilgisayar destekli teknikler gelistirilmistir. Hizlh
prototipleme tekniginde tiretilmek istenen dokulara ait ii¢c boyutlu yap1 bilgisayar
destekli tasarim programlar1 kullanilarak sanal ortamda goriintiilenir. Doku
iskelesi i¢in secilen malzemeyle birlikte bilgisayardan gelen bilgiler
dogrultusunda iskele olusturulmaya baslanir. Gozenek yapist ve iskelenin {iretimi
sirasindaki tabakalarin nerelerde birlesecegi bilgisayar araciligiyla belirlenir. Bu
teknik; ii¢c-boyutlu baski (3DP) teknigi, stereolitografi (SLA), eriterek birikim
modellemesi (fused deposition modelling, FDM) ve lazerle kaliplama (selective
laser sintering, SLS) tekniklerini igerir. (Hutmacher, 2001) Ama bu tekniklerin
yiiksek sicaklik kullanarak calismasi biiyiik bir dezavantajdir. Bu dezavantaj
kaldirmak i¢in fdretilen teknik de ¢ boyutlu baski teknigi olarak
adlandirilmaktadir. Baska bir teknik olan cell printing (hiicre yazdirma)
tekniginde c¢ok hiicreli sistemleri olugturmak {izere hiicreler tabakalar halinde iist
iiste dizilir. Ancak, bu islem heniiz ¢ok yeni olup optimizasyonu i¢in ¢aligmalar

her gecen giin literatiirdeki yerini almaktadir. Makro ve mikro fabrikasyon



tekniklerinin ~ yan1  sira  nanofabrikasyonla  da  iskele  {iretimleri
gerceklestirilmektedir. Bu teknikte ECM’yi daha iyi taklit edebilecek nano yapili
iskelelerin iretimi yapilmaktadir. Bu iiretim tekniklerinde yukaridan asagiya (top-
down) ve asagidan yukatiya (bottom-up) olarak iki farkli yaklasim
bulunmaktadir. Bottom-up yaklasimlarda kisa peptid molekiilleri kendiliginden
diizenlenerek iskele olustururlar. Hidrojel tarzi iskeleler bu yaklasimla iiretilen
iskelelere ornek olarak gosterilmektedir. (Dillon et al., 1998; Koutsopoulos et al.,
2009) Top-down yontemlerde ise sentetik polimerlerden nanoboyutlu fiberler
iiretilmektedir. Bu konuda en c¢ok calisilan iiretim yoOntemi elektroegirme
yontemidir. Nano fabrikasyon tekniklerinin en 6nemli avantajt ECM’yi daha iyi
taklit edebilecek nano yapili doku iskelelerinin iiretimine olanak sagliyor
Olmalaridir. Bu teknikle ECM’nin kollajen iplikgiklerine benzer yapilara sahip
doku iskeleleri iiretilebilmektedir. (Matthews et al., 2002; Boland et al.,2004; Rho
et al., 2006) Elektrostatik egirme (electrospinning) yontemi, iizerinde en ¢ok

caligilanidir. (Duman, 2012)

Elektroegirme ilk olarak 1897°de Rayleigh tarafindan bulunan ve daha sonra
1914°’de Zeleyn tarafindan elektro piiskiirtme denemeleri sirasinda daha da
gelistirilen eski bir yontemdir. Tescillenmesi ise 1934 yilinda Formhals tarafindan
yapilmistir. Elektroegirme yontemiyle birbiri ile baglantili gozenekli sentetik
biyopolimer malzemeler iiretilir. Bu yontemde rastgele lifler yiiksek oranda ylizey
alan1 olusturarak hiicre ¢ogalmasi ve tutunmasini destekler. (Inang vd, 2009)
Elektroegirme yonteminde ¢ozelti kuvvetli bir elektrik alana maruz kalir ve
cozelti molekiilleri art1 ve eksi olarak zit yiiklerle yliklenerek birbirlerini itmeye
baslarlar. Kuruyan c¢ozelti kesintisiz ipliksi fiberler halinde birikir. Yiiksek
performansli bu metotla 20-400 nm c¢apli porlara sahip nanofiber yapilar
olusturmak miimkiindiir. Olusturulan nanofibroz yap1 yiik yogunlugu, uygulanan
voltaj gibi parametrelere bagli olmakla beraber kullanilan polimerin tipi ve
konsantrasyonu, elektrolit tipi ve konsantrasyonu, viskozite, yiizey gerilimi,
polimerin ¢ikis noktasina olan uzaklik, polimer soliisyonunun akis hizi, i¢ ¢ap gibi
parametrelerle de degisiklik gosterir. Elektroegirme yontemi; egrilmek istenen
polimer c¢ozeltisinin siringaya yiiklenmesi ve bu siringa ucuna yiiksek voltaj
uygulamasi ile lif olusumunu saglayan bir yontemdir. Siringanin bagli oldugu

pompadan sisteme ¢ozelti beslenir. Igneden ¢ikan damlacik yiiksek voltaj



sayesinde karsida bulunan toplayici iizerine toplanir. Cozelti toplayiciya gidene
kadar ¢oziicli buharlasir ve polimer toplayici iizerinde lifler halinde toplanmis
olur. Bu sayede caplar1 farkli lifler olusturulmus olur. (Panseri et al., 2008)
Elektroegirme yontemi farkli yontemlerle de birlestirilerek farkli yapilarda
iiretimler yapilmaktadir. Ornegin sol-jel teknolojisi ile kullanildiginda ¢dzeltiden

nanotiip ve dolgulu nanofiber tiretimleri saglanmaktadir. (Li et al., 2006)

Elektroegirme (electrospinning) yontemi ile fiziksel degiskenler optimize
edilerek farkli kalinliklarda, ¢ok homojen lif yapilan tiretebilmektedir. (Chew et
al.,, 2008) Memeli dokularindaki kolajen liflere benzeyen yapi ve kalinlikta
tiretilmis farkli polimer lifler {izerinde basarili doku miihendisligi calismalar
bulunmaktadir. (Demirci vd., 2009; Chew et al., 2008; Huang et al., 2003) Bu
teknikte, kisaca, bir yiiksek DC voltaj iireteci ile yliksek viskoziteli bir polimer
sollisyonunun sivi jet olusturmasi saglanir. Bir enjektér pompa yardimiyla
sollisyonun sabit hizla akmasi saglanir. Yiizey yliklerinin birbirini itmesi ve
solventin buharlasmasi sonucu polimer soliisyonu siirekli gerilerek incelir.
Incelen ve fiberler halinde kuruyan polimer iletken bir yiizey iizerinde toplanir.
Sinir hiicrelerinin saglikli biiyiimelerine katki saglayan diizenli yonlendirilmis
lifleri de bu teknikte yapilan bir modifikasyon ile tiretmek miimkiindiir. (Xu et al.,

2004; Li et al., 2004)

Dogal materyaller yumusak dokularin 6zelliklerine benzerlik (mekanik
kuvvet, fiziksel ozellikler ve biyomolekiiler ozellikler, vb.) gosterdikleri igin
onlarin yerlerine kullanilabilirler. (Willerth et al., 2007). Kollajen, jelatin, laminin,
kitosan ve aljinat gibi dogal materyaller sinir yapilanmasinda en ¢ok kullanilan

dogal materyallere 6rnektir. (Matthews et al., 2002; Ohkawa et al., 2004)

Kitosan fiziksel olarak kolaylikla manipiile edilerek farkli gozenek
yapilarinda iskele {iretilebilen dogal bir malzemedir. Ayrica igerdigi reaktif amino
ve hidroksil gruplarimin  modifiye edilebilirligi de doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmasi agisindan yiiksek potansiyele sahiptir. (Wang et al.,
2003). Kitinin kismi deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan lineer bir amino
polisakkarittir. (Suh et al., 2000; Wise et al., 2000). Kitosanla hazirlanan
membran ve liflerin in vitro ortamda Schwann hiicreleri ile yapilan ¢alismasinda,

MTT sonuglarma gore kitosanin hiicre biiyiimesine sitotoksik etkisinin olmadig1



goriilmiistiir. Kitosan lifler ve polilizin kapli coverslipler karsilastirildiginda,
schwann hiicrelerinin kitosan membranla uyumu nispeten daha yiiksektir.
Deneysel sonuglara gére schwann hiicreleri kitosan malzeme iizerinde kiiresel ve
oval olmak iizere iki sekilde uzanirlar. Oval sekildeki hiicreler sekil itibariyle de
lif yapisindaki kitosani kusatmaya daha egimlidirler. Buna gore hiicrelerin kitosan
lif yapis1 iizerindeki gog¢li ve uzanimi membran yapisindakinden daha hizlidir.

(Yuan et al., 2004)

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

hiicrelerinin go¢iinii destekledigi gozlenmistir (Tabesh vd. 2009).

Elektroegirme teknigi kullanilarak iiretilen PCL nanoliflerin, Schwann
hiicrelerinin boliinmesi ve birbirleri ile etkilesimleri i¢in bir¢ok fonksiyonel yiizey
alani olusturdugu gosterilmistir. Bu sebeple sinir dokusu onarimi i¢in bu teknikle
hazirlanan ¢apt 1\m’den kiigiik olan lifler diger yontemlerle hazirlanan

malzemelere gore birgok avantaja sahiptir (Tabesh vd. 2008).

Yapilan bir ¢alismada, farkli oranlarda kitosan-PEO (polietilen oksit)
cozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden elektroegirme yontemi ile ¢ap1 birkag
mikrondan ~40 nm’ye kadar olan kitosan fiberler elde edilmistir. (Bhattarai et al.,
2005) Elde edilen bu polimerik nanofiberler, 6zellikle ECM’yi yap1 ve fonksiyon

bakimindan taklit etmeleri ac¢isindan oldukca énemlidir.

Kollajen biiyiik bir gerilim kuvvetine sahip olan dogal bir malzeme oldugu
icin toksik olmayan, yiiksek biyoabsorblama kapasitesine sahip ve biyouyumu
mitkemmel bir malzemedir. (Stang et al., 2009) Literatiirde 28 tipten daha fazla
kollajen tiirli tanimlanmistir. Bunlardan tip I, II, III ve IV viicutta bulunan
kollajenin %90’ olusturur. Tip I kollajen periferik sinir sistemindeki en baskin

kollajen olmakla birlikte Tip III kollajenle beraber sinirleri olusturan proteinlerin



%49’unu meydana getirirler. Kollajen hiicre adhezyonu goz oniine alindiginda,
noral hiicre benzeri PC-12 hiicrelerinin yo6nlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilir. Sentetik bir malzeme ile karsilastirildiginda daha gegirgen ve dogal bir
polimer olmasindan kaynaklanan bir¢ok avantaja sahiptir. 5 ve 10 mm’lik siyatik
siniri hasarinda kollajen ve silikon yapay sinir tiipleri ile yapilan calismada,
kollajenin silikon ile karsilastirildiginda aksonal yenilenme, Schwann hiicresi ile
uyumu ve dokuda damarlasma gibi 6zellikleri géz oniline alindiginda daha iyi bir

malzeme oldugu goriilmektedir. (Kemp et al., 2009)

Biyosentetik materyaller dogal ve sentetik polimerlerin bir araya
getirilmesiyle olusan malzemelerdir. Dogal polimerlerin biyouyumlulugu ve
sentetik  polimerlerin  mekanik  6zelliklerinin  birlestirilmesiyle  kullanigh

malzemeler liretmektir amag.

Ahmed ve arkadaglarin1 yaptig1 bir ¢alismada, fibronektin tip III’lin, insan
tenascin CDS5 tekrarli D gruplart ile kovalent etkilesim ile yilizey modifiye
poliamid nano fiber yapilar elde etmis. Olusan bu peptid yapilarinin serebellar
noronlarin gelisim ve ¢ogalmasini tesvik etmektedir. Elektroegirme ile tiretilmis
poliamid yapilar ile bu yapilar karsilastirildiginda peptid yapi iizerine noron
tutunmast, norit olusumu ve ndrit uzamasinda énemli derecede fark goriilmiistiir.

(Ahmed | et al., 2006)

Ayni sekilde kollajen, metylmethacrylate (MMA) ve arylic asit (AA)
kopolimeri ile konjuge edilerek kollajen elektroegirilmis nanofiber yapilar
olusturulmus ve etkileri incelenmistir. (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008)

Elektroegirme ile iiretilmis fiberler ile kortikal noral kok hiicre denemeleri
yapilmistir. Denemelerde 2-4 giinliikk gézlem sonucu kollajen igerisine paralel
olarak, norit uzamalarinda belirgin artig gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda kollajen
miktar1 arttirildikga hiicrelerin sag kalim oranmin da belirgin bir sekilde arttigi

gozlemlenmistir. (Wensheng et al., 2008)

Sinir doku miihendisliginde basarinin saglanmasi i¢in en 6nemli noktalardan
birisi de materyal se¢imidir. Yapay malzemeler fiziksel ve kimyasal olarak cabuk
sekillenebilmeli, biyouyumlu, biyobozunur ve gozenekli olmalidir. Akson

yenilenmesini yonlendirmede ve gerekli destek dokunun saglanmasinda,



materyalin dokudaki yikim hizi ve mekanik 6zellikleri nemli parametrelerdir. Bu
malzeme Ozellikleri olusabilecek immun-ret yaniti en aza indirmede ve sinir
sitkismalarina engel olmada etkilidir. (Gunatillake et al., 2003) Sinir doku
miihendisligi uygulamalarinda mekanik ozellikler ve biyobozunma hizi gibi
ozelliklerinin iyi olmasit ve ayrica biyouyumlu olmalar1 bakimindan sentetik
materyallerin se¢cimi uygun goéziikmektedir. Genellikle kullanilan polimerler;
poly(glycolic acid) PGA, poly(L-lactic acid) PLLA, PCL, poly(3-
hydroxybutyrate) PHB gibi poliesterler ve bunlarin kopolimerleridir. Ozellikle bu
poliesterler ester baglarinin hidrolizi ile yikima ugrarlar ve metabolik yol izinde

kaybolarak en az seviyede toksisiteye neden olurlar. (Zeng, 2003)

PCL, genellikle farmasoétik tirtinler ve yara ortiileri yapiminda kullanilan,
biyouyumlu ve biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Su, yag, diger kimyasal
coziiciiler ve klora kars1 iyi direng gosterir. Fizyolojik sartlarda (insan viicudu
gibi) ester baglarinin hidrolizi ile bozunur. Bu 6zellikleri ile nakillerde kullanilan
biyomalzeme olarak da biiyiik ilgi goriir. Schnell ve arkadaslarinin, elektroegirme
ile yonlenmis nanolifli sinir kanali seklindeki PCL ve PCL/kollajen yapilarini,
dorsal kok ganglia’dan elde edilen sinir hiicreleri ile kiiltiire ettikleri caligmada her
iki lifli yapimin da sinir ilerlemesini ve glia hiicrelerinin gogiinii destekledigi
gbzlenmistir. (Sangsanoh et al., 2007) Sinir doku miihendisligi ¢aligmalarda PCL
hiicre tutunmasi ve lremesini destekledigi i¢in ¢ok Onemli bir yere sahiptir.
(Prabhakaran et al., 2008) PCL nanofiber iskeleler sinir hiicrelerindeki ndritlerin
uzamasina ve bir diger calismada da bu iskeleler {izerindeki sinir hiicrelerine
verilen elektriksel etkinin hiicre biliylime orami iizerinde %83 gibi yiiksek bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. (Xie et al., 2009) PCL’nin kitosanla kompozit
olarak kullanildig: caligmalarda da biyouyumlulugun, hiicre adhesyonunun, yasam
sliresinin ve aksonal uzamanin olumlu yonde etkilendigi goriilmustiir. (Schnell et
al., 2007; Cooper et al., 2011) Elektroegirme teknigi kullanilarak iiretilen PCL
nanoliflerin, Schwann hiicrelerinin boliinmesi ve birbirleri ile etkilesimleri i¢in
birgok fonksiyonel yiizey alan1 olusturdugu gosterilmistir. Bu sebeple sinir dokusu
onarimi i¢in bu teknikle hazirlanan ¢api 1\m’den kiiciik olan lifler diger
yontemlerle hazirlanan malzemelere gore bir¢ok avantaja sahiptir. (Sangsanoh et
al., 2007)



Biyosentetik materyallerin baska avantajlart da vardir. Patel ve
arkadaglarinin bir c¢alismasinda PLLA (polilaktik asit) fiberlerine laminin
immobilizasyonu yapilmis ve bu fiberler ilizerinde fare dorsal kok ganglia dokusu
kiiltiive edilmistir. 6 giinliik in vitro kiltiir sonrasinda laminin konjuge PLLA
fiberler tizerindeki néronlarda diiz PLLA fiberlerin iizerindekinden da fazla norit

uzamasi oldugu goriilmiistiir. (Patel et al., 2008)

Biyosentetik materyal iiretiminde bir baska teknik de dogal ve sentetik
materyalin bir solvent icerisinde birlikte ¢ozdiiriilerek ¢ozelti hazirlanmasidir. Bu
coOzeltilerden daha sonra elektroegirme ile fiber yapida doku iskeleleri tretilir.
Prabhakaran ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda PCL (polikaprolakton) ve kitosan
karigimindan elektroegirme yontemi ile iskeleler liretilmistir. Bu iskelelerin diiz
PCL isklelere oranla daha diisiik fiber gaplarina sahip oldugu ve daha yiiksek
hidrofilik 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir. (Prabhakaran et al.,, 2008)
Hidrofiliklik 6zelligi ile hiicre adhezyonu ve yayilim daha etkin ve hizli bir hale
gelmigtir. (Van Wachem et al., 1985) Ayrica, PCL/CS yapinin ¢ekme dayanimi ve
gerilme oraninin kitosan fiber yapiya oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Fare schwann hiicreleriyle yapilan bir diger ¢aligmada kullanilan PCL/CS fiberler,
PCL fiberleriyle karsilastirildiginda, hiicrelerin proliferasyon hizi énemli 6lciide

daha ytiksektir.

Farkl1 oranlarda karistirilan jelatin/PCL’den elektroegirme ile tiretilen doku
iskelelerinin jelatin oram1 artttkca PCL yapisinin  hidrofilikliginin  arttig1
goriilmiistiir. (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008) Jelatin /PCL elektroegirme
yontemiyle iiretilen fiberlerin mikroskop goriintiileri Sekil 2.1°de verilmistir.

(Zhang Y et al., 2004)
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Sekil 2.1 Jelatin/PCL Elektroegirme fiber morfolojisi a: optik mikroskop, b:SEM. ( Zhang
Y etal., 2004)

Schnell’e  gore PCL ve PCL/kollajen fiberler arasinda karsilastirma
yapildiginda aslinda iki tiirde ndrit uzamasina rastlanmig, malzemenin glial hiicre
gocleri i¢in uygun oldugu ancak schwann hiicrelerinin diizeninin, gog¢iiniin, norit
oryantasyonunun, fibroblastler ve bunlarin yonelme duyularinin PCL/kollajen

fiberlerde daha gelismis oldugu sonucuna varilmistir. (Schnell et al., 2007)

Koh’a gore asil incelenmesi gereken kisimlardan birisi ndral hiicre
davraniglarinin biyopolimerlerin kimyasindan ziyade {iretim yontemine gore nasil
degisiklik gosterecegidir. Ug¢ farkli iiretim yontemi kullanarak denemeler
yapmistir. Kovalent baglama, fiziksel adsorpsiyon ve elektroegirme. Bu ii¢ farkli
yontemle {retilmis iskelelere PC12 hiicrelerini ekerek ¢ogalma ve norit
uzamalarini incelemistir. Diger iki yonteme gore elektroegirme yontemi en etkili

yontem olarak tespit edildigini bildirmistir. (Koh et al., 2008)

Kalp kasi ve sinir dokusu gibi dokular, hiicreleri boyunca elektriksel
potansiyel olusturma konusunda Ozellesmislerdir. MacDonald ve arkadaslari

kollajen hidrojel yapisin1 dogal yumusak dokulardaki elektriksel iletkenligi 6rnek
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alarak tasarlamiglardir. Sonuglarina gore hiicre matriksinde ve yapisindaki
elektriksel ozellikler beklenenden daha yiiksek ¢ikmistir. Elektrigi ileten protein
kompozitler kalp kasi ve sinir dokusu gibi elektriksel iletimin 6nem tasidigi
dokular icin iskele olarak ya da hiicrelerin tutunup elektriksel uyar1 etkisi
olusturabilecegi substrat yiizeyleri gelistirmek gibi pek ¢ok alanda kullanilabilir.
(MacDonald et al., 2008)

Elektroegirme tekniginin bir bagka avantaji ise sinir tiiplerinin yapimi
asamasinda 1sitma ya da kimyasal tepkimeye ihtiya¢ duyulmamasidir. Boylece
diger yontemlerin aksine elektroegirme teknigi ile mikro ya da nano lifli
malzemeler kimyasal tepkimelerin ve 1si1l iglemlerin kullanilmasina gerek
kalmadan kararli hale getirilebilir. Olusturulan bu tiipler igerisine de kollajen,
fibrin ve peptid kalintilar1 gibi ¢esitli dolgu malzemeleri rahatlikla tutturularak
tiiplerin hiicre ¢ogalmasin1 daha fazla desteklemesi saglanabilir. Elektroegirme
teknigi ile iiretilen iskeleler lifli yapidadirlar ve sahip olduklar1 avantajlar sinir
doku miihendisligi alaninda gelecek vaad etmektedir. Lifli yapilarin beyin
hiicredist matrisine olan benzerlikleri bu avantaji getirmektedirler. Bu alanda
yapilan, embriyonik kok hiicrelerin fiber yapili iskeleler lizerine ekilmesi ile bu
hiicrelerin sinir hiicrelerine doniistiigiiniin gézlemlenmesi bunu ispatidir. Sadece
hiicresel farklilagmay1 degil ayrica norit uzamasini da olumlu yonde etkiledigi
goriilmistir. Embriyonik kok hiicrelerinin nanolif iizerine ekilmesi ile yapilan
calismada ekilen hiicrelerin, sinir hiicrelerine degisim gosterdigi goriilmiistiir.
Lifli yapinin sadece hiicre degisimini degil norit biiylimesini de etkiledigi yine
ayni calismada gozlenmistir. (Xie et al., 2009) Sekil 2.2°de embriyonik kok

hiicrelerinin sinir hiicrelerine doniisiimii goriilmektedir.
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Sekil 2.2 Embriyonik kok hiicrelerin sinir hiicresine doniigiim (Xie et al., 2009)

Insanlardan bakterilere tiim canlilar mekanosensitif 6zellik gosterirler.
Fiziksel kuvvetler baz1 fizyolojik proseslerin diizenlenmesinde rol alirlar. Fiziksel
etkilerin canlida biyokimyasal bazi etkilere yol agabilmektedir. Protein sentezinde
artig, hiicre gocii, hiicre sagkalim ve apoptozu, hiicre morfolojisinde degisiklikler
gibi etkileri siklikla goriilmektedir. Mekanotransdiiksiyon sayesinde hiicrelerin
sitoiskeletlerinde saglamlasma ve daha siki bir yapiya doniisme goriiliir.
Ozelillikle kalp yapis1 diisiiniildiigiinde kanin pompalanmasinin verdigi ve ayrica
bu pompalama sonucu olusan kayma gerilmesi hiicrelerin belirli bir sekilde
kalabilmelerini saglamaktadir. Ayni sekilde kemik diisiiniildiigliinde de iizerine
binen yiikiin verdigi mekanik stres kemik hiicrelerinin stabil olarak kalmalarina

destek saglamaktadir. (Orr et al., 2006; Duncan et al., 1995)

Viicudun pek c¢ok organinda oldugu gibi sinir sistemi de heniiz
embriyogenez sirasinda mekanik uyarilara maruz kalmakta ve aldigi mekanik
uyarilar dogrultusunda gelisimini siirdiirmektedir. Kemik, kas gibi hiicreler i¢in
mekanik uyart altinda in vitro kiltivasyonun oO6nemi uzun zamandir
vurgulanmaktadir. (Tabesh et al., 2009; Weinbaum et al., 1994; Burger et al.,
1998; Shimko et al., 2008; Mullender et al., 2004) Ancak sinir hiicrelerinin in
vitro kiiltiirii, 6zellikle de akson uzamasi iizerinde mekanik yiiklerin etkisi yeni
yeni dikkat ¢ekmeye baslamistir. (Sadoshima et al., 1997; Chetta et al., 2010)
Ozellikle yavas ve kontrollii olarak gerilmeye maruz birakilan aksonlarm 10

cm’ye kadar uzatilabildigini gosteren ve bu yontemin periferal sinir ve omurilik
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yenilenmesi amagli kullanimi iizerine yapilan g¢alismalar dikkat ¢ekmektedir.
(Bueno et al., 2008; Pfister et al., 2004; Pfister et al., 2007) Bu calismalarda 8
mm/giin hizina varan akson uzamasi elde edilmistir ki bu dogal akson
uzamasindan on kat daha hizhidir. (Iwata et al., 2006) Ancak bu caligmalar
mekanik gerilmeyi sadece aksona uygulamakta, néron somasinin mekanik yiik
altinda davranis1 konusunda bilgi vermemektedir. Ayrica merkezi sinir sistemi
(MSS) néronlarinda aksonlarin ¢gogunlukla mikrometre ve milimetre boyutlarinda
olmasindan dolay1 benzer bir terapdtik strateji olanagr bulunmamaktadir.
Norodejeneratif rahatsizliklarin  tedavisini amaglayan c¢alismalarda, doku
mihendisligi ve hiicre replasman arastirmalarinda mekanik yiikiin hiicre
gelisimini destekleyici bir etken olarak kullanilabilmesi i¢cin MSS néronlarinin
dogrudan hiicre biitiinli lizerine uygulanacak gerilmelere molekiiler diizeyde

verdikleri tepkilerinin belirlenmesi gereklidir.

Noronlar mekanik gerilmelere protein sentezini ve transportunu arttirarak
cevap vermektedirler (Gordon, 2010; Hengst et al., 2009; Lin et al., 2008) Germe
uygulamasi ve uzama cevabi arasinda heniiz bilinmeyen bazi hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 ile mekanotransdiiksiyon meydana gelmektedir. (O'Toole et al., 2011;
Janmey et al., 2011) Noronlardaki mekanotransdiiksiyonun mitokondriyal
hareketle (Vogel et al., 2006), talin (Lamoureux et al., 2010) filamin (del Rio et
al., 2009) ve bazi integrinlerle (Byfield et al., 2009; Friedland et al., 2009) ilgili
oldugu bulunmus olsa da mekanizmay: biitiiniiyle agiklayan bir model i¢in heniiz
cok az calisma mevcuttur. Ayrica farkli noronal hiicre tiplerinin birbirlerinden
cok degisik morfolojilere sahip oldugu ve sito-iskeletin gerilmeye yanitinin farklh

noronlarda zit sekillerde olabilecegi de gosterilmistir. (Roca-Cusachs et al., 2009)

Smirli diizeylerde ndronlar tizerinde gelisimi tetikleyici oldugu diisiiniilen
gerilme, daha yiiksek dozlara ¢iktiginda travmatik hasara sebebiyet vermektedir.
Merkezi sinir sisteminde bulunan ndronlar ve diger hiicre tipleri kafatasi ve
omurga i¢inde, omurilik sivist ve menenj destegiyle korumali olduklari igin
mekanik yiiklere karsi diger hiicre tiplerine gére daha hassastirlar. Dolayisiyla
diger hiicrelerin dayanabilecekleri kadar diisiik miktarda travma sonucu bile hasar
gorebilirler. Merkezi sinir sistemi hiicrelerinde olusan mekanik travma iki fazda
incelenebilir. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et al., 2010; Cullen et
al., 2007; Fujimoto et al., 2004; Poylishock et al., 2005)
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a. Primer (Birincil) veya akut hasar; dogrudan mekanik yiik altinda kopma,

yirtilma ve ezilmeler ve/veya hiicre zar1 hasar1 sonucu hiicre 6liimii

b. ikincil veya kronik hasar; mekanik travma sonucu olusan organel ve
molekiiler diizeyde stresleri takiben enflamasyon, hiicre sinyalizasyonu ve gen
ekspresyonlar1 gibi hiicresel metabolizmada olusan bozukluklara bagli olarak
gecikmeli hiicre oliimii ve/veya norodejenerasyon sonucu uzun siireli veya

tiimden duysal, motor ve/veya kognitif fonksiyonlarda kayip.

Birincil tip hasarlar oniine gegilemez sonuglara yol agarken ikincil tip
hasarlar ilk anda tespit edilememek ve daha sonra ani dliimlere ya da norolojik
bozukluklara yol agmakla beraber, zamaninda ve dogru miidahale sonucu tedavi
edilebilme sansina sahiptirler. Ancak ikincil hasarlardaki kimyasal ve molekiiler
kaskadlar, hiicrelerin hasara ugradiklart mekanik yiik diizeyleri, hatta hangi tip
hiicrelerin hangi diizeyde etkilendikleri dahi bilinmedigi i¢in gliniimiizde ikincil
tip travma hasarlarinin tedavisinde heniiz ¢cok 6nemli yol kat edilememistir. (Chen
et al., 2009; LaPlaca et al., 2010; Cullen et al., 2007; Fujimoto et al., 2004;
Graham et al., 1995) Sigcan duysal sinirlerinde %10 luk bir gerilmenin fonksiyonel
hasara yol ag¢tig1 bulunmusken (Sadoshima et al., 1997), ger¢ek hayatta mekanik
travma sonucu beyin hiicrelerinin %40’lara varan diizeyde gerilmelere maruz
kaldig1 belirtilmektedir. (Shi et al., 2006) ikincil hasarlara yol agmasi olasi
hiicresel mekanizmalar arasinda en giiclii goriilen mekanizma hiicre zarmin farklh
iyonlara, ozellikle kalsiyuma olan gecirgenliginde degisimler sonucu hiicreler
icine yiiksek oranda kalsiyum akisinin gergeklesmesidir. (Engel et al., 2005;
LaPlaca et al., 1997; Cargill et al.,1996) Fizyolojik sartlarda noéronlarin
sitoplazmalarinda beklenen Ca2+ konsantrasyonu ~50-150 nM arasinda
degismektedir ve bu konsantrasyonun {stii hiicre icin toksik etkide bulunur.
(Cargill et al.,1996; Gennerelli et al., 1998; Choi, 1988) Etkin olabilecek diger
mekanizmalar i¢cinde enflamasyon, serbest radikaller sonucu olusabilecek hiicresel
stres ve farkli reseptorlerde olusabilecek fonksiyon bozukluklar1 (LaPlaca et al.,
1998) ve bunlar sonucu sinaptik baglantilarda olusabilecek kopukluklar (Davis,

2000) olarak gosterilmistir.

Sivil hayatta diigmeler, trafik kazalar1 gibi ani ¢carpmalarda, askeri alanda da

patlamalar ve atesli silahlar sonucu ¢ok sik yasanan travmatik beyin hasarlarinin
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tedavisine yonelik yeni yontemler gelistirebilmek i¢in dogru tip ve diizeyde
mekanik yiik ve sekil degistirmeleri hiicreler iizerinde mimik eden in vitro model

sistemlere biiyiik gereksinim vardir.

Travmatik beyin hasar1 (TBH) arastirmalarinda in vitro bir modelin in vivo
modellere goére en biiyiik avantaji, fizyolojik olarak ¢ok kompleks olan beyin
hasarinda farkli degiskenleri izole ederek sistematik bir yaklagimla tek tek hiicre
ve manipiilasyon tiplerinin davranis ve etkilerini inceleme olanagi saglamasidir.
Ayrica in vivo modellerde vaskiiler ve immiin sistem reaksiyonlar1 sonucunda
kanama ve 6dem meydana gelecek, noronlardan salinan hiicresel metabolitler
ortamdan uzaklastirilacak, kanama sonucu lipid peroksidasyonu olusacaktir.
Biitiin bu dogal reaksiyonlar noronlarda olusan metabolik degisimleri incelemeyi
giiclestirmektedir. MSS’nin 6nemli bir koruyucu 6zelligi olan kan beyin bariyeri
(KBB) de terapotik calismalarda néronlara biyoaktif ajanlarin ulastirilabilmesine
engel teskil etmektedir. In vitro bir model in vivo ortama gére daha kontrollii bir
mekanik uyarit verilebilmesine olanak tanidigir i¢in hiicresel mekanizmalarin
cozlimlenmesinde ve tahammiil kriterlerinin belirlenmesinde giiclii bir yaklagim
getirebilir. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et al., 2010) Model
¢coziimlendikge hiicre tiplerinin, dizilimlerinin ve uygulanan yiiklerin kompleksligi
arttirllarak in vivo gelisen olaylara sistematik olarak yaklasmak miimkiin

olacaktir.

Hiicrelerin lizerine mekanik ytikler farkli yontemlerle uygulanabilir. En sik
basvurulan yontem statik bir substrata tutunmus hiicreler iizerinden sivi akist
saglanarak, veya doner ya da perfiizyon tipi biyoreaktdrler yardimiyla hiicreler
tizerinde kayma gerilmeleri yaratmaktir. (Poylishock et al., 1992; Cioffi et al.,
2006; McCoy et al.,, 2010) Ancak ikincil tip MSS hasarlar1 diistiniildiigtinde
ndronlar travmatik gerilmelere yiizeylerinden ¢ok tutunduklar1 ekstraseliiler
matris araciliftyla maruz kalmaktadirlar.  Dolayisiyla akiskan araciligiyla
uygulanan kayma gerilmeleri incelenmek istenen travma modelini dogru olarak
karsilamamaktadir. Literatiirde hidrostatik basingla substrati sigirerek veya tek ya
da ¢ift eksenli gerilme uygulayan modeller de mevcuttur. (Sadoshima et al., 1997;
Chetta et al., 2010; Bueno et al., 2008; Pfister et al., 2004; Pfister et al., 2007,
Iwata et al., 2006; Gordon, 2010; Hengst et al., 2009; Lin et al., 2008; O'Toole et
al., 2011; Janmey et al., 2011; Vogel et al., 2006; Lamoureux et al., 2010; del rio
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et al., 2009; Byfield et al., 2009; Friedland et al., 2009; Roca-Cusachs et al., 2009;
Suter et al., 2011) Bu modellerin en 6nemli dezavantajlar1 ise substrat ylizeyinde
gerilmenin homojen olarak dagilmamasidir. Bu sebeple onerilen ¢calismada benzer
sekilde substratin gerilmesine dayanan, ancak gerilmeyi dairesel olarak biitiin
substrata esit olarak dagitacak bir germe diizenegin kullanilmasi diistiniilmiistir.
Benzer bir mekanik germe diizenegini daha onceden de gelistirmis ve esnek film
substratlar {izerinde gerilmenin homojen olarak dagildigin1 gosterilmistir.

(Blackman et al., 2000)

Sinir hiicrelerinin in vitro kiiltiir ortaminda nano lifli yiizey morfolojileri
izerinde daha diizenli biiylidiigli, bu morfolojide iiretilmis farkli polimer ylizeyler
ve doku miihendisligi iskeleleri tizerinde gosterilmistir. (Demirci vd., 2009; Yang
et al., 2005; Teng et al., 2002; Verdu et al., 2002) Bu tip yiizey morfolojilerinin
noronlarin dogal yapilarini taklit ederek baglanmalarini ve elektrik aktivitelerini

destekleyici rol oynadiklar diistiniilmektedir. (Chew et al., 2008)

Bu calismada hiicrelerin {izerinde kiiltiire edilecek liflerin iiretilecegi
polimer olarak PCL segilmistir. PCL sentetik bir polimer olup ¢esitli doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda PCL nanofiber
iskeleler elektroegirme yontemiyle de iiretilebilmektedir. Literatiir incelendiginde
sinir hiicreleriyle yapilan ¢aligmalara da rastlanmaktadir. Farkli sinir hiicrelerinin
biliylimelerinde, goglerinde ve birbirleriyle olan iletisimlerinde pozitif etkilere
sahip oldugu saptanmustir. (Tabesh, 2008 ;Tabesh et al., 2009; Prabhakaran et al.,
2008; Xie et al., 2009)

Laboratuvarimizda da daha oOnce sinir hiicrelerinin elektroegirme ile
dretilmis kitosan/poli-L-lizin iskeleler iizerinde biiyiiyebildigi gosterilmistir.

(sekil2.3)
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Sekil 2.3 Elektroegirme ile iiretilmis kitosan/poli-l-lizin nano fiberler (a) ve bu fiberler
tizerinde kiiltive edilmis PC12 hiicreleri (b) (Nesil vd., 2011)

Hiicreler iizerine uygulanabilecek mekanik gerilmelerin uygulanma sekli
diistintildiigiinde ¢ tip gerilme kullanilabilir; statik, eylemsizlik (inertial) ve
vurma (impact) sonucu olusan gerilmeler. Statik gerilmeler hiicre substratinin
devamli olarak ayni miktarda gerilmesiyle elde edilebilir. Substrat {izerine giiglii
bir sekilde tutunabilen biitiin hiicreler sito-iskelet organizasyonlar1 geregi bu tip
bir gerilmeye morfolojilerini adapte edecek ve adaptasyondan daha sonra devam
eden gerilme hiicre ilizerinde herhangi bir strese sebep olmayacaktir. Ayrica
gercek hayatta beyinde olusacak ezilmelere karsilik olarak diisiiniilebileceginden,
travmatik beyin hasarlarin1 temsil etmemektedir ve bu c¢alisma kapsaminda
incelenmeyecektir. (Senses et al., 2010; Gennarelli, 1997) Eylemsizlik sonucu
olusan gerilmeler ise travmatik bir kaza sonrasinda kafatasi i¢inde olusan yiiksek
momente ve ivmelenmeye bagli olarak meydana gelen basing farklarina ve
deformasyonlara denk gelmektedir ki bu tip deformasyonlar genel olarak primer
hasarlara yol agarak ani hiicre 6limi ile sonuglanirlar. (Senses et al., 2010;
Mclntosh et al., 1996) Bu ¢alisma kapsaminda incelenmesi planlanan ikincil tip
hasarlara yol agan gerilme tipi, beyin hiicreleri ve ekstraseliiler matrisinde kisa
siireli ve az miktarlarda gerilmelere yol acan, vurma seklindeki gerilmelerdir. Bu
gerilmeler beyin dokusunda yaklagik 50 milisaniyelik hareketlere yol acar.

(Adams et al., 1989)

Ayrica tezin ¢aligmalar1 sirasinda hiicre apoptozunun belirlenmesi amaciyla

substratlara uygulanacak gerilme miktarlar1 daha 6nce sonlu elemanlar teknigiyle
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ve hayvan modelleriyle belirlenmis travmatik germe miktarlar1 esas alinarak
belirlenecektir . (LaPlaca et al., 1997; Stailhammar et al., 1990; Gennarelli et al.,
1982; Margulies et al., 1990)

Travmatik beyin hasar1 g¢esitli norokimyasal mekanizmalar ve hiicre igi
sinyal yolaklarinin tetiklendigi kompleks norodejeneratif bir siirectir. Travmatik
aksonal hasar, noronal ve glial hiicre 6limii ile olusturulan deney modelleri
travmatik beyin hasarina benzer patolojileri gostermektedir. Hasara bagli olarak
gelisen hiicre Oliimii; hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki artis, kalpainlerin ve
caspaselarin aktivasyonu, proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri
arasindaki dengenin bozulmasi, mitojenle aktive olan protein kinazlarin
diizeylerindeki degisiklikler ve DNA hasar1t gibi ¢esitli mekanizmalari
icermektedir. Kafa travmasi sonucu gelisen veya deneysel olarak olusturulan
beyin hasar1 modellerinde ndronlarda gézlemlenen hiicre 6limil apoptotik veya

nekrotik bir form gosterir. (Galbraith et al., 1993)

Nekrozun aksine apoptoz; RNA ve protein sentezi ile yeni enzimlerin
aktivitelerini gerektiren aktif bir hiicre o6lim seklidir. Oksidatif stres,
mitokondriden sitokrom ¢ salinimi, caspaselarin ve endoniikleazlarin aktivasyonu
gibi molekiiler olaylar ve dis uyaranlar apoptozu baslatabilmektedir. Caspaselar
ve Bcl-2 protein ailesi hiicrede apoptozun diizenlenmesinde Onemli roller
uistlenmektedir. (Pike et al., 2000) Sisteinil aspartat proteazlardan olan caspaselar;
baslaticilar ve efektorler olarak iki ana gruba ayrilirlar. Efektor caspaselardan olan
caspase-3’lin aktivasyonu DNA tamir enzimleri ve hiicre iskeleti proteinlerinin
yikimina yol agarak apoptozda goézlemlenen morfolojik degisimlere ve DNA
hasarina neden olmaktadir. Deneysel beyin hasart olusturulmus si¢anlarda
serebral kortekste gelisen caspase-3 aktivasyonu hasari takiben saatler iginde
gozlenebilmekte ve sonraki giinlerde dahi tespit edilebilmektedir. (Wennersten et
al.,2003; Clark et al., 2000) Proapoptotik (Bid, Bad, Bak, Bax, Noxa, Puma) ve
antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-x1, Mcll) proteinlerden olusan Bcl-2 ailesi proteinleri
caspase aktivasyonunu diizenleyerek apoptozu uyarmakta veya inhibe etmektedir.
Mitokondri dis membraninda bulunan Bcl-2; mitokondriden sitokrom ¢
salimmasimi1 ve buna bagli olarak gelisen efektdr caspaselarin aktivasyonunu
onleyerek antiapoptotik etki gosterir. Sitozolde bulunan ve uygun bir uyar1 sonrasi

yapisal degisiklige ugrayarak mitokondri membranina giden Bax; sitokrom c
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salinmasina neden olarak apoptozu uyarmaktadir. Norotoksik ajan veya iskemi
ile indiiklenen norodejeneratif modellerde Bax mRNA ve protein diizeylerinin
artarken Bcl-2 ekspresyon diizeylerinin azalmasinin hiicreyi apoptotik hiicre
Oliimiine gotiirdiigii gosterilmistir. Deneysel beyin hasari olusturulmus siganlarda
canliligmi kaybetmemis nd&ronlarin artmis Bcl-2 ekspresyonu gosterirken,
apoptotik hiicrelerde ise Bax’in mitokondri membranina transloke oldugu

gozlemlenmistir. (Pike et al., 2000; Wang, 2000; Chen et al., 1995)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Elektroegirme cihazinin kurulmasi ve calisma prensibi

Elektroegirme cihazi i¢in yiiksek gerilim saglayan gii¢ kaynagi alindi ve
mevcut olan sisteme dahil edildi. Elektroegirme sisteminde dogrusal akim (DC)
yiiksek gerilim iireteci topraklandi ve gerilimin diger ucu metal igneli bir
siringaya bagland1. Siringa bir enjektdr pompaya monte edildi. Igne ucundan 30
cm’ye kadar ¢ekilebilen iletken bir metal yerlestirildi. Egirilen polimer bu iletken
metal {lizerinde toplanmaktadir. Voltaj farkinin uygulanmasi sonucu polimer
sollisyonu ince lifler halinde iletken yiizey iizerini doldurmaktadir. Ayrica cihazin
calisma prensibinin iyice anlasilmast ve PCL polimer c¢ozeltisinin egirilme
parametrelerinin optimizasyonu icin bir seri denemeler yapildi. Bu denemelerde
iletken metalin siringa ucuna uzakligi, enjektor pompanin debisi, yiiksek gerilim

degeri ve tekrarlanabilirligi test edildi.

\

Sekil 3.1 Elektroegirme sistemi

3.2 Mekanik Germe Cihaz1 Uretimi

Tasarlanan mekanik kiiltivasyon sistemi hareketli géz tutucusu ve sabit
germe tabani olmak iizere iki ana kisimdan olusur. Mekanik kiiltivasyon
sisteminin hareketli géz tutucusu ve sabit germe tabami sekil 3.2°deki gibidir.
Diizenek germe islemlerinin tamamu kiiltiir besiyerinin igerisinde kalacak sekilde
hazneli pleksiglas bir alt tabaka icerisinde gergeklestirildi. Ayrica iskelelerin

sabitlenecegi ve 12 gozlii hiicre kiiltiirii pleytlerinin igerisine tam oturabilen baska
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bir pleksiglas tabaka daha tasarland: ve iiretildi. iskeleler bu tabakaya silikon o-

ring’ler yardimiyla sabitlendi.

Sekil 3.2 Mekanik Germe sistemi

3.3 Doku iskelesi Uretimi

Dikolorometan (DCM) ve Dimetilformamid (DMF) (1:1) igerisinde %12
oraninda polikaprolakton (wt/v) ¢ozdiiriildii. Elde edilen ¢6zelti bir gece boyunca
manyetik karistirict lizerinde birakildi. Cozelti enjektor yardimiyla alinarak
enjektor pompaya baglandi ve enjektdor pompa araciligiyla da elektro-egirme
cihazina yiiklendi. Elektro-egirme yontemi ile polimer lifler {i¢ boyutlu olarak
elde edildi. Bu yontem ile iskele iiretimine devam edildi. Cizelge 1°de

optimizasyon i¢in denenmis degerler goriilmektedir.

Voltaj (kV) Uzakhk (cm) Debi (ml/saat)
25 1
20 1
0,8
15 1
10 1
1 25 1
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20 1
15 1
10 1
25 1
20 1
1,2
15 1
10 1
25 1
20 1
1,5
15 1
10 1
25 1
20 1
1,57
15 1
10 1
25 1
20 1
1,7
15 1
10 1

Cizelge 1 Elektroegirme optimizasyon degerleri

3.4 Stok B35 MSS Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

1. -196°C’ de stoklanmis olan kriyo tiip gikartildi.

2. 37°C’ deki su banyosunda bekletildi.

3. Tiip igerigi %10 FBS (Fotal sigir serumu, S0115, Biochrom AG, Almanya), %
0.1 gentamisin (50 mg/ml) (SV30080, HyClone, USA) ve iceren a-DMEM (
Gibco) besi ortami ile bir santrifiij tiipiine (Grenier Bio-One, Almanya)
toplandi.

4. Toplanan hiicreler 1000 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika santrifiijlendi (5810 R,
Eppendorf, Almanya).

5. Siipernatant uzaklastirildi.

6. Hiicre pelleti hafifce tiipe vurularak yiizeyden kaldirildi ve besi ortami ile

stispanse edildi.
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7. Sispanse haldeki hiicreler uygun olgtideki flaska (Grenier Bio-One, Almanya)
alindi.
8. Flask 37°C’ de %5 CO, igeren inkiibatorde (HERA Cell, Heraeus, Almanya)

inkiibasyona birakildi.

3.5 B35 MSS Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1. Hiicrelerin iizerinde bulunan kullanilmis besi ortami ¢ekildi.

2. Hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg* icermeyen PBS (L1825, Biochrom
AG, Almanya) ile yikandi.

3. Hiicrelerin tizerine tripsin (% 0,05)-EDTA soliisyonu (SH30236.01, HyClone,
USA) eklendi, yiizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’ deki inkiibatorde bekletildi.

4. Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktigi gozlendiginde %10
FBSigeren besi ortami ile hiicreler bir santrifiij tiipiine toplandi.

5. Hiicreler 1000 rppm 4°C’de 5 dakika santrifiijlendi.

6. Santrifligasyon sonrasi, siipernatant dokiildii.

7. Santrifiij tlipliniin dibindeki hiicreler hafifge vurarak ylizeyden kaldirildi ve
vasat ile slispanse edildi.

8. Hiicre siispansiyonu 1:10 oraninda yeni bir flaska alindi ve {izerine taze besi

ortam1 koyularak kiiltiire devam edildi.

3.6 B35 MSS Hiicrelerinin Dondurulmasi

1. Hiicrelerin iizerinde bulunan kullanilmig ortam ¢ekildi.

2. Hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg+2’ icermeyen PBS ile yikand.

3. 3. PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicrelerin {izerine tripsin (% 0,05)-EDTA
soliisyonu eklendi, yiizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’ dekiinkiibatorde
bekletildi.

4. Mikroskop ile tiim hiicrelerin ylizeyden kalktig1 gézlendiginde serumlu vasat
ile hiicreler bir santrifiij tiipline toplandu.

5. Hiicreler 1000 rppm 4°C’de 5 dakika santrifiijlendi.

6. Siipernatant dokiildii.
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Santrifiij tiiplinlin dibindeki hiicreler hafif¢e vurarak yilizeyden kaldirildi ve
dondurma ortami (%90 FBS + %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) (1.1-33- 30215,
CryoSure-DMSO, Wak-Chemie Mesdical GmbH, Almanya) ile homojenize
edildikten sonra dondurma tiipiine (kriyo tiip) (123278, Greiner Bio-one,
Almanya) aktarildi.

Kriyo tiip -86°C” de kopiik kutu igerisine kaldirildi.

-86°C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyo tiip, -196°C’ deki siv1 azot

igeren tanka kaldirildi.

3.7 Fiber iskelelerin Sterilizasyonu ve Hiicre Kiiltivasyonu

Iskele yerlestirilmeden dnce germe cihazinin pleksiglas tabakalar1 otoklavda

sterilize edildi

Iskeleler germe verilmesi igin pleksiglas yapilar iizerine yerlestirildi.

Tim iskeleler 45 dakika boyunca ultraviyole (UV) 1s1k altinda sterilizasyona

birakildi.

Daha sonra iskeleler biyogiivenlik kabin igerisine alinip 45 dakika boyunca

%70 etanol igerisinde bekletildi.

Daha sonra iskeleler 12 gozlii pleytlere alinarak kurumaya birakildi.

Kuruyan yiizeyler 1 gece boyunca 37 °C’ de, %5 CO,’ li inkiibatérde yiizey
sartlandirilmasi i¢in besiyeri iginde birakildi.

Sartlandirma sonras1 yiizeyler iizerindeki ortam c¢ekildi ve 5000 hiicre/cm2
konsantrasyonda hiicre, yavas bir sekilde iskele yiizeyine damlatildi.

Hiicreler, 37 °C’ de, %5 CO>’ li inkiibatorde kiiltivasyona birakildi.

3.8 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Uygulamalar 1. basamaktan 4. basamaga kadar +4°C’de (buz iistiinde), 5.

basamaktan 11. basamaga kadar ise oda sicakliginda yapildi.

1.
2.

Ornekler 30 saniye serum fizyolojik ile yikandi.

Serum fizyolojik ile yikanan ornekler 30 dakika tampon A’da [0.1 M
sodyumkakodilat (C-0250, Sigma, USA) igerisinde hazirlanan gluteraldehit
(%5) (8.20603.1000, Merck, Almanya) ¢ozeltisinde] bekletildi.
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Bagka bir soliisyon ile yikama yapilmadan ornekler tampon B’ye [1 M
sodyumkakodilat igerisinde hazirlanan sukroz (%7) (1.07651.1000, Merck,
Almanya) ¢ozeltisinde] alinarak 30 dakika bekletildi.

Bagka bir soliisyon ile yikama yapilmadan tampon C’ye [1 M
sodyumkakodilat i¢inde % 2 ozmiyum tetroksit (19100, Electron Microscopy
Sciences,)] alinarak 30 dakika bekletildi.

Tampon C asamasindan sonra drnekler 5 dakika distile suda yikandi ve bu
basamak 2 kez tekrarlandu.

Omnekler distile su ile ytkamadan sonra artan derecelerdeki alkol serilerinde
5’er dakika bekletilerek susuzlastirildi. Sirasiyla etanol (1.00983.2500, Merck,
Almanya) serileri; %35, %50, %70, %85, %95, %100, %100 etanol seklinde

hazirlandi.

. Alkol serileri tamamlaninca Ornekler heksametildisilazan (HMDS,

8.4324.250, Merck, Almanya) soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

Uzerlerinden HMDS c¢ekildikten sonra, ornekler kurumalari igin oda
sicakliginda 30 dakika tutuldu.

Kuruma tamamlandiktan sonra ornekler SEM incelemesine kadar desikator
icerisinde bekletildi.

SEM inceleme oncesi, ornekler piring tasiyicilar iizerine yerlestirildi ve 200 A

kalinliginda altin ile kaplanarak taramali1 elektron mikroskobunda incelendi.

Sabitlenen doku iskeleleri iizerinde hiicre morfolojileri goriintiilendi. Hiicrelerin

SEM goriintiilemesi Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma

Merkezi SEM mikroskopu (FEI, Quanta 250FEG) ile yapild:.

3.9 Fibréz Yiizeylerin immiinositokimyasal isaretlemesi (Alexa Fluor
488 Phalloidin (A12379) Boyama)

1.

Hiicrelerin iizerindeki kullanilmis besi ortami c¢ekildi ve hiicreler Ca, Mg
iceren PBS ile iki kez yikandi.

+4°C’de bulunan soguk %4’liik PFA (paraformaldehit, USB 19943) yiizeyler
tizerine eklendi ve 300 rpm’ deki ¢alkalayicida galkalanarak, oda sicakliginda,

15 dakika fiksasyon yapildi.



26

Fiksasyon basamaginin ardindan PFA ¢ekildi ve ylizeyler tekrar Ca, Mg
iceren PBS ile iki kez yikandi.

Yiizeyler lizerine 50 mM NH4Cl soliisyonu eklendi ve 300 rpm’ deki
calkalayicida ¢alkalanarak, oda sicakliginda, 7 dakika inkiibe edildi. Bu
basamak ile paraformaldehitten gelen aldehitler uzaklastirildi. (quenching).
Yiizeyler %0.2° lik PBS-Triton X-100 ile iki kez 5 er dakika, 300 rpm’ deki
calkalayicida calkalanarak oda sicakliginda yikandi. Bu basamak
permeabilizasyon basamagi olarak adlandirilir.

Yiizeyler Ca, Mg icermeyen PBS ile bir kez yikandi.

. Nemli odacik hazirlandi (1slak pegete, parafilm, petri). Parafilm 1slak pegete
iizerine diizglin bir sekilde yayildi. Boyamanin ilerleyen asamalarinda,
hiicreleri ve antikorlar1 karigtirmamak i¢in parafilm iizerine, planlanan boyama

sablonuna uygun sekilde numaralandirma yapildi. (Sekil 3.3)

Antikor s Iusyonu,

604p.l
‘ Islak Pecete
Parafilm

Sekil 3.3 Nemli odacik hazirlama

Kullanilacak olan antikor soliisyonu hazirlandi. Hazirlanacak antikor
sollisyonu i¢in asagidaki oranlar kullanildi:

e 1:1000 DAPI

e 1:100 ve 1:200 Alexa Fluor 488 Phalloidin

e %] BSA igeren Ca, Mg icermeyen PBS
Parafilm iizerine her bir ylizey i¢in antikor soliisyonundan 60 pl damlatildi ve

iizerlerine, ince bir pens yardimi ile PBS igerisinden alinan yiizeyler, dnce
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pecete lizerinde slizdiiriilerek hiicreli taraf antikorla yiizlesecek sekilde
yerlestirildi.

Yiizeyler hazirlanan nemli odacik igerisinde, karanlikta ve oda sicakliginda 40
dakika inkiibe edildi.

Antikor soliisyonu ile inkiibasyondan sonra, 48 gozlii pleytin her goziine Ca,
Mg icermeyen PBS eklendi. Yiizeyler nemli odacik igerisinden, ince uglu pens
yardimu ile dikkatlice alinip, dnce pegete tizerinde siizdiirtilerek, hiicreli yilizey
iiste gelecek sekilde, i¢erisinde PBS bulunan pleyte yerlestirildi.

Pleyte yerlestirilen ylizeyler Ca, Mg icermeyen PBS ile 3 kez 10’ ar dakika
300 rpm’ deki ¢alkalayicida ¢alkalanarak, oda sicakliginda yikandi.

Uzerine 10 ul Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck; 475904) damlatilan lamlar
lizerine ylizeyler, hiicreli yiiz Mowiol ile ylizlesecek sekilde kapatildi.
Preparatlar bir gece boyunca oda sicakliginda kurumasi icin bekletildi.
Preparatlar kuruduktan sonra 4°C’ye kaldirildi.

Ornekler floresan mikroskopta incelendi.

Hiicrelerde akson ve dentrit (ndrit) olusumu ve olusan aksonlarin uzunluklari

NIH Scion ImagelJ goriintii analiz programi yardimiyla degerlendirildi.

3.10 Hiicreler Uzerine Germe Uygulanmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak olan doku iskeleleri iist silindirin tabanina
tutturuldu ve o-ring yardimiyla sabitlendi.

GOz tutucu, iki piston yardimi ile ylizeyine temas halindeki doku iskelelerini
hareket ettirmektedir. Bu sayede doku iskeleleri germe tabanindaki silindirler
yardimu ile gerilerek hiicrelere germe yiikleri uygulanmis oldu.

Bu hareketin yer degistirme miktar1 (deplasmani) ve frekansi bilgisayar
kontrollii yapildi.

Germe islemi bu iskeleler uygulama boyunca kiiltiir besiyeri i¢inde kalacak
sekilde bir hazne icinde gerceklestirildi.

Iskeleler iizerine % 0, 10, 25, 50 germe uygulamalar1 denendi.
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Temel Pozisyon Germe Pozisyonu Temel Pozisyon

2 g g
9

Sekil 3.4 Mekanik germe simiilasyon gosterimi

3.11 MTT Testi

MTT testi, malzemenin hiicre canlilik ve iireme orani hakkinda bilgi
edinmek amaciyla kullanilan, kolorimetrik esasa dayanan bir testtir. Ana maddesi
olan MTT’nin (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid)
formazana indirgenmesiyle saridan mora dogru renk degisikligi gozlenir. Bu renk
degisikligi sadece canli hiicrelerde gozlendigi i¢in spektrofotometre ile yapilan
Ol¢iim hiicre canlilik oranlar1 hakkinda bilgi verir. Bu ¢alismada, MTT testi ile
iskeleler tiizerine ekilmis hiicrelerin metabolizmasi ve proliferasyonu

degerlendirilmistir.

1. Iskele iizerindeki hiicrelerin kullanilmis besiyerleri cekildi.

2. Hiicreli yiizeyler iizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) igeren
besiyeri eklendi.

3. Hiicreler karanlikta kalacak sekilde 37°C’de, %5 CO?li inkiibatérde 3 saat
boyunca inkiibe edildi.

4. 3 saat sonunda MTT igeren ortam ¢ekildi.

5. Yiizeyler lizerine DMSO eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢dziilmesi
saglandi.

6. Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’de ¢alkalayicida c¢alkalanarak

kristallerin 1yice ¢oziilmesi saglandi.
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UV Spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, USA) 570-690
nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

3.12 Hiicre Apoptozisinin Belirlenmesi

Doku iskeleleri Caspase-3 kiti ile boyandi ve deney sonuglari

spektrofotometre ile incelendi. Caspase-3 kiti apoptotik caspase yolaginin aktive

olup olmadigini test etmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.

1.

10.

11.

5x10° konsantrasyonunda ekilmis olan hiicre iskeleleri iizerine %10, %25 ve
%50 miktarlarinda germe verildi.

Germe sonras1 6. ve 24. saat sonunda kit uygulandi.

Siispanse edilen hiicreler 50 pl Cell Lysis Buffer i¢inde 10 dakika boyunca
buz igerisinde inkiibe edildi. Hiicrelerin siispansiyonu tripsin yardimiyla
hiicreler ylizeyden kaldirilarak yapildi.

Ornekler 1 dakika boyunca microsantrifiij icerisinde santrifiij edilir. (10,000x
9)

Supernatant (cytosolic extract) yeni tiiplere alindi1 ve diger isleme kadar buz
icerisinde bekletildi. (Eger hemen teste baslanmayacaksa supernatant —
80°C’de saklanabilir)

Her bir assay i¢in 50-200 pg protein 50 pl Cell Lysis Buffer uygulanir.

Her bir 6rnege stok soliisyonundan (2X reaction buffer-10 mM DTT) 50 ul
eklendi.

4 mM DEVD-pNA substratindan (200 uM final konsantrasyonu) 5 pl
eklenerek 37 °C’de 1-2 saat inkiibe edildi.

Ornekler 405 nm’de okutuldu.

Kontrol grubu olarak iskeleler iizerinde, ama germe verilmemis hiicreler
kullanildi.

Cell lizatindan ve bufferdan alinan absorbans degerleri apoptoza giren

hiicrelerden ve kontrol hiicrelerinden ¢ikarilarak hesaplama yapildi.

3.13 istatistiksel Analiz

1.

Biitiin deney gruplarindan en az iiger 6rnek test edildi. (n=3).
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Deneyler en az iki tekrarli yapildi.

Sayisal degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar rapor
edildi.

Deney gruplar arasindaki istatistiksel farklar ANOVA (analysis of variance)
yontemi ile, %95 giiven aralifinda degerlendirilerek, gruplar arasinda ikili

iliskiler Tukey’s post-hoc yontemiyle saptandi.
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4. BULGULAR

4.1 Doku Iskelesi Karakterizasyonu

In vitro galismalara baslamadan 6nce hiicre davraniglarini etkileyecek
porozite, fiber ¢api, yiizey temast agis1 ve kimyasal iskele 6zelliklerinin

karakterizasyonu yapilmistir.

4.2 Doku Iskelesi Uretim Optimizasyonu

Alt1 farkli kV degerinde dort farkli uzaklikta denemeler yapilarak en iyi
degere ulasilmis ve bu degerler kalan tiim ¢alismalarda kullanilmistir. En iyi
egirme 1,57 kV, 15 cm ve 1 ml/saat debide elde edildi. Egrildikten sonra mekanik
germe cihazinda yapilacak testlere uyumluluklarinin iyi oldugu mekanik germenin
iskelelerde yirtilma, biiziilme, vb hasarlara yol agmadig1 goriildii. Iskelelerin
morfolojileri SEM (taramali elektron mikroskop) teknigi kullanilarak incelendi.
Doku iskelesi iiretimi yapilan PCL ¢ozeltisinin viskozitesi ayarlandiktan sonra
egirme islemleri gerceklestirildi. Alt1 farkli kV degerinde dort farkli uzaklikta
denemeler yapilarak en iyi degere ulasilmistir. Ve bu degerler tiim ¢alismada

kullanilmistir.

4.3 Doku iskelesi SEM Analizleri

Elektroegirme yontemi ile iiretilen fiberlerin morfolojileri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM goriintiileri incelendiginde
egirme prosesinin optimize edilmis olmasi nedeniyle boncuk yap1

gozlemlenmemistir. (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1 Elektroegirme ile iiretilmis PCL doku iskelelerinin farkli biiyiitmelerde SEM goériintiileri

Iskelelerin porozite ve fiber ¢aplari ImageJ goriintii isleme programi
kullanilarak hesaplandi. Elektroegirme ile iiretilmis PCL doku iskelelerinin
porozitesi 84 + 4% olarak bulundu. Fiber ¢aplari ise 367+115nm olarak bulundu
ve en kiiciik fiber ¢ap1 252nm en biiyiik fiber cap1 ise 482nm olarak olgiildii.
(Sekil 4.2)



33

HV [spot|mag O] WD |[det| pressure | ————— 4 ym ———
500kV |25 [25000x%(11.3 mm|ETD | 4.16e-5 mbar IYTEMAM

Sekil 4.2 Elektroegirme ile tiretilmis PCL doku iskelelerinin fiber ¢capi dlgimi

Elektroegirme islemi iskelelerin incelenmesini kolaylastirmak agisindan

sekil 4.3’deki gibi cam lameller iizerine yapilmistir.

Sekil 4.3 SEM ve ylizey temas agisi 6l¢iimu igin hazirlanan PCL doku iskeleleri
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4.4 Yiizey Temas Acis1 Ol¢iimii

Uretilen yiizeylerin statik temas agilar1 Sessile drop yontemi ile
kullanilarak tespit edildi. Olgiimler sonrasi ortalama yiizey temas agis1 136.32°+4

olarak bulundu.

Sekil 4.4 PCL doku iskelesi ylizey temas agisi 6l¢imi

4.5 Hiicre Kiiltiri Cahismalan

B35 hiicre kiiltiirtinden alinan optik mikroskop goriintiileri sekil 4.5’ de
verilmistir. Bu goriintiilerden B35 hiicrelerinin sinir hiicre morfolojisi ve ndrit
uzantilari net olarak goriilmektedir. Ayrica hiicrelerin saglikli olduklar1 da

goriilmektedir.
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Sekil 4.5 B35 merkezi sinir sistemi hiicreleri optik mikroskop gorintileri

4.6 Hiicreli Iskelelerin SEM Analizleri

Doku iskeleleri tizerine ekimi yapilmis B35 merkezi sinir sistemi
hiicrelerinin iskeleler iizerindeki 3 giinliik kiiltivasyonu sonrasinda SEM
goriintiileri sekil 4.6°daki gibidir. Hiicrelerin miltipolar yapilari noritleri net olarak

secilmektedir. (Sekil 4.6)

Sekil 4.6 PCL doku iskeleleri iizerindeki B35 hiicrelerinin SEM goriintiileri (kirmiz1 oklar soma,

beyaz oklar noritleri gdstermektedir)
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4.7 Floresan Mikroskop Analizleri

Doku iskeleleri tizerine ekimi yapilmis B35 merkezi sinir sistemi
hiicrelerinin iskeleler tizerindeki 3 giinliik kiiltivasyonu sonrasinda floresan
mikroskop goriintiileri sekil 4.7 deki gibidir. Kirmiz1 okla gosterilmis olan

kisimlar noritler olup PCL doku iskeleleri tizerinde B35 merkezi sinir sistemi

hiicrelerinin akson organizasyonunu gostermektedir.

Sekil 4.7 PCL doku iskeleleri Gizerindeki B35 hiicrelerinin Floresan mikroskop goérintileri (kirmizi

oklar noritleri gostermektedir)

4.8 Hiicre Canlilik Testleri

Ug farkli germe oraninda (%0, 10, 25, 50) ¢alisildiktan sonra mekanik
stres uygulanan iskeleler lizerinde 24 ve 48. Saatlerde hiicre canlilik analizi

yapildu.

%10 germe uygulanan iskelelerde hiicrelerin 48 saat sonra 24 saate oranla

daha fazla tiredigi gorildii.



0- 1 0- Fekdkk
0.08+
0.06+

0.04-

Absorbans

0.02-

0.00-
1.gun 2.gun

Sekil 4.8 %10 germe 1. ve 2. Giin MTT sonuglar1

Ayrica sekil 4.9’dan goriilecegi iizere germe verildikten 2 giin sonra
incelenen hiicrelerde, iskeleler {izerine ekilmis, ancak germe verilmemis olan

kontrol grubuna gore canlilik oran1 daha fazladir.

0.10- **I**

0.08-

0.06-

0.04-

Absorbans

0.02-

0.00-

Sekil 4.9 %10 germe 1. ve 2. Giin ve kontrol MTT sonuglar1

%?25 germe uygulanan iskelelerde hiicrelerin 48 saat sonra 24 saate oranla

hiicre 6liimiiniin arttig1 goriildii.
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0.15+

L

Absorbans

0.00-
1.gun 2.gun

Sekil 4.10 %25 germe 1. ve 2. Giin MTT sonuglari

0.15-

EE

0.10-

Absorbans

0.05-

0.00-

Sekil 4.11 %25 germe 1. ve 2. Giin ve kontrol MTT sonuglari

Ayrica %25 germe verilmis hiicrelerin 2. giin sonunda kontrol grubuna

oranla da daha az canlilik oran1 gosterdigi tespit edildi. (Sekil 4.11)

%50 germe uygulanan iskelelerde de %25 germede oldugu gibi hiicrelerin

48 saat sonra 24 saate oranla hiicre 6liimiiniin arttig1 goriildii.



0.06+

Absorbans

0.00-
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2.gun

Sekil 4.12 %50 germe 1. ve 2. Giin MTT sonuglari

0.08- v

P e e K

0.06-

0.04-

Absorbans

0.02-

0.00-

o

Sekil 4.13 %50 germe 1. ve 2. Giin ve kontrol MTT sonuglari

Ayrica %50 germe verilmis hiicrelerin 2. giin sonunda kontrol grubuna

oranla da daha az canlilik oran1 gosterdigi tespit edildi. (Sekil 4.13)

4.9 Caspase-3 Analizi

Germe verilen iskelelere yapilan caspase testi sonucunda hiicre

oliimlerinin caspase aktivitesi nedeniyle gerceklesmedigi goriildii.
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Sekil 4.14 %10 germe 1. ve 2. giin Caspase-3 testi sonuglari
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Sekil 4.15 %25 germe 1. ve 2. giin Caspase-3 testi sonuglari
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Sekil 4.16 %50 germe 1. ve 2. giin Caspase-3 testi sonuglari

Caspase aktivitesi lizerine Caspase-3 yolagini aktive eden staurosporin
ilac1 ile kontroller yapilmistir. Bu kontroller sonucunda da caspase-3 aktivitesine

rastlanmamasi elde edilen sonuglarin glivenilir olmadigin1 gosterdi.

Caspase
0.15-

0.10-

0.05-

Absorbans

0.00-

Sekil 4.17 Staurosporin ile yapilan Caspase testi sonuglari
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5. TARTISMA

Doku miihendisligi, i¢cinde hiicrelerin biiyiiylip ¢ogalabilecegi lic boyutlu
doku iskelelerinin {iretimini icermektedir. Doku iskelelerinin iiretilmesindeki
amag¢ ise fizyolojik fonksiyonlart devam ettirebilmek icin hiicrelerin dogal
niglerini taklit ederekhem hiicre tutunmasi, hem de tutunan hiicrelerin
fonksiyonelliklerini ve fenotiplerini korumasi bakimindan viicudun adapte
olabilecegi yeni dokular olusturmaktir. Bu sekilde iskelelerin iiretimini bagarmak
icin biyolojik dokuyu taklit eden geometriler Onemlidir. Elektroegirilmis
iskelelerin fonksiyonel karmasikligi diger tekniklere gore Onemli avantajlar
saglamaktadir. Ancak in vivo kullaniminin rutin hale gelmesinden once bazi

degisiklikler yapilmasi gerekmektedir (Lanutti et al., 2007).

Sentetik polimerlerden {iretilen doku iskelelerinin yiizey ozellikleri
hiicrelerin bu ylizeylere tutunmasi igin yeterince uygun degildir. Prabhakaran ve
arkadasglarina gore doku miihendisliginde karsilasilan zorluklarin basinda
tutunmaya elverigli, ¢ogalma ve farklilasma i¢in uygun, biyouyumlu ve
biyobozunur iskeleleri tasarlamaktir. (Prabhakaran et al.,, 2008). Bu tez
caligmasinda bir ¢ok aragtirmaci tarafindan yaygin olarak kullanilan PCL doku

iskeleleri tiretilmis ve B35 hiicreleriyle etkilesimleri incelenmistir.

Bu caligmada B35 hiicrelerinin farkli yiizey iizerinde farkli ¢ogalma ve
tutunma profili olusturacagi diisliniildiiglinden polisitren yiizey ve PCL doku
iskelelerinin  yiizeyine ekilen B35 hiicrelerinin ¢ogalmalar1 incelenmistir.
Literatiirde PCL nanofiberler iizerinde kiiltive edilen mezensimal kok hiicre
(Cogan et al., 2012) gibi sinir hiicresinden farkli tip hiicrelerde tutunma ve
cogalma Ozelliklerinin ¢ok basarili olmadigina rastlanmaktadir. Bu problemin
PCL’nin hidrofobik olmasma bagli oldugu disiliniilmektedir. Daha 0&nce
makalelerde elektroegirme ile PCL doku iskeleleri lizerinde B35 Kkiiltiirline
rastlanmadi@1 i¢in karsilastirma yapilamamaktadir. Fakat testlerin sonucunda
ortaya ¢ikan, B35 merkezi sinir sistemi hiicrelerinin PCL doku iskelesi
yiizeylerinde daha fazla ¢ogalma potansiyeli gosterdikleridir. Iskele kimyas1 ve

fiber yap1 B35 hiicreleri i¢in oldukga tercih edilen bir uyusma gostermistir.
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Calismanin basinda PCL solventinin hazirlanmasi optimize edilmis ve tiim
calisma boyunca solvent bu sekilde hazirlanarak kullanilmistir. Optimizasyon
yapilirken Yoshimoto ve arkadaslarinin kullandigi kloroform ile Xie ve
arkadaslarinin  kullandigt DCM, DMF solventleriyle denemeler yapilmistir.
Kloroform kullanildiginda istenilen vizkozite elde edilemedigi i¢in fiber olusumu
saglanamamigtir. Bunun nedeni olarak kullanilan kloroform markas1 veya
degisken ortam kosullar1 gosterilebilir. Xie ve arkadaslarinin kullandigt DCM ve
DMF solventleriyle yapilan c¢alismalardan kusursuz fiberlerin elde edildigi

goriilmiistiir. (Yoshimoto et al., 2003; Xie et al., 2008)

Tekrarlanan ¢aligmalarda farkli denemelerde iskelelerin ayni sekilde
iretilemedigi goriilmiistiir. Cilinkii elektroegirme yontemi sicaklik, nem ve
viskozite gibi fiziksel kosullardan cok etkilenen bir doku iskelesi iiretim
yontemidir. (Bhardwaj and Kundu, 2010). Bu nedenle ortam kosullarinin da

stirekli olarak ayni sartlarda olmasi i¢in ¢aba sarf edilmistir.

Yiizeyin hidrofilik veya hidrofobik oludugunun tespit edilmesi yiizey
karakterizazyonunun 6nemli parcalarindan biridir. Bu 6zellik hiicre cogalmasi ve
tutunmasini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Ghasemi-Mobarakeh ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada hidrofobik yiizeylerdeki hiicre tutunma oraninin
hidrofilik ylizeylere oranla daha diisik oldugu tespit edilmistir. (Ghasemi-
Mobarak et al., 2008) Prabhakaran ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada ise
fiberlere oranla polisitren ylizeylerdeki hiicre tutunmasinin daha ¢ok oldugu tespit
edilmistir. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen ise tam tersi, yani fiber yapilarin B35
merkezi sinir sistemi hiicrelerinin tutunmasina kolaylik sagladigi seklindedir.
Bunun bir nedeni olarak fiber yapilarin beyin ECM yapisina en yakin yap1 olmasi

goriilmektedir. (Dityatev et al., 2010; Baeten et. al, 2011)

Yiizey temas agis1 Ol¢liimii de yiizey karakterizasyonu agisindan yiiksek
Onem tagiyan bir testtir. Capkin ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada PCL
doku iskelelerinin yiizey temas agist 130,60° olarak bulunmustur. Cogan ve
arkadaglarmin yaptigi ¢aligmalarda da rastgele dizilmis PCL doku iskelelerinin
temas acist 132,6° olarak bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen yiizey temas

acis1  136,2°, literatiir ile karsilastirlldiginda yiiksek oranda benzerlikler
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gostermektedir. Ufak farkliliklarin nedeni kullanilan PCL polimerinin molekiil
agirhiginin farklilik gostermesi ve iskelelerin tiretildigi ortamdaki fiziksel sartlarin
farkli olmasi olarak diistiniilmektedir. (Capkin vd., 2012; Cogan, 2012; Ghasemi-
Mobarakeh et al., 2008; Prabhakaran et al., 2008)

Bu calismada B35 hiicrelerinin PCL yiizeyler iizerinde 1. ve 3. giin
sonundaki canliliklar1 test edilmistir. Bu testler sonucunda PCL {izerindeki
cogalmanin kontrol hiicre kiiltiirii polisitren yilizeylere gore fazla oldugu tespit
edilmistir. Hiicre ve iskelelerin iliskisi basarili calismalar i¢in Onemli ve
incelenmesi gereken bir 6zelliktir. Bu etkilesim hiicrenin ¢ogalmasinin yani sira
tutunmasi, farklilagmasi ve gogiinii de etkilemektedir. Eger tutunma iyi
gerceklesmezse iskelenin kullanilacagi yerdeki etkisini olumsuz yonde
etkileyecektir. (doku biitiinliigii korunmasi, yara iyilesmesi gibi) Piiriizliliik, fiber
cap1, porozite gibi etkenler hiicre ve iskele arasindaki iliskide 6nemli rol

oynamaktadir. (Cogan, 2012)

Bu c¢aligmada iskele SEM gortintiileri ImageJ goriintii isleme programiyla
incelendi. Fiber ¢cap1 367+115nm olarak 6l¢iildii. En kiiciik fiber cap1 252nm ve en
biiyiikk fiber ¢cap1 da 482nm olarak tespit edildi. Prabhakaran ve arkadaslarmin
buldugu fiber capt 630+40nm bu calismadakiyle karsilastirildiginda farklilik
gostermektedir. Buradaki farklilik nedeninin daha onceki farklilik nedenleriyle
ayn1 oldugu diisiiniilmektedir. Laboratuvar ortam kosullar1 ve kullanilan polimerin
molekiil agirligt  olusan fiber c¢aplarinda farklilhiklara neden olmustur.

(Prabhakaran et al., 2008)

Travmatik beyin hasart caligmalari incelendiginde bazi norokimyasal
mekanizmalarin ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin tetiklendigi tespit edilmistir.
Travma sonrasi deneysel olarak olusturulmus modellerde ndronlarda 6liimlerin
apoptotik veya nekrotik olarak gerceklestigi belirlenmistir. Nekrozun aksine
apoptoz; RNA ve protein sentezi ile yeni enzimlerin aktivitelerini gerektiren aktif
bir hiicre oliim seklidir. Hasarin etkisiyle ortaya ¢ikan hiicre Oliimlerinin

caspase’larin aktivasyonu nedeniyle gerceklestigi belirtilmektedir.
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Bu calismada caspase-3 aktivetelerinin incelenmesi de gergeklestirilmistir.
Fakat yapilan testler sonucu verilen mekanik stres sonrasinda caspase aktivitesinin
baslamadigi goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak yeterli hiicre sayisina ulasilmamis
olabilecegine karar verildi. Ayrica hiicre 6liimlerinin sadece caspase yolag: aktive
olarak gerceklesmedigi bilinmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki artis,
kalpainlerin ve caspase’larin aktivasyonu, proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2
proteinleri arasindaki dengenin bozulmasi, mitojenle aktive olan protein
kinazlarin diizeylerindeki degisiklikler ve DNA hasar1 gibi ¢esitli mekanizmalari
icermektedir. Bu nedenle farkli test yontemleri kullanilarak caspase yerine bagka
bir yolagin mu1 aktif oldugu tespit edilmeye ¢alisilmalidir. Sonug olarak %25
ve%50 germe verilen iskele iizerindeki B35 hiicrelerinin 6liim nedeni olarak diger
testler yapilmadan nekrotik diyebiliriz. Ayrica %10 germe sonunda hiicre iiremesi
tetiklenmis olmasina ragmen, bazi apoptotik yolaklar tetiklendigi i¢in uzun
vadede dejeneratif sonuglar gostermesi de olasidir. Birincil tip TBH sonrasi
goriilen bir takim MSS rahatsizliklarinin bu tetiklemeye bagli olup olmadig:
incelenmelidir. Ama en net sonuglar farkli yolaklarin da incelenmesiyle tespit
edilecektir.. (Galbraith et al., 1993; Pike et al., 2000)

Bir ¢ok c¢alisma incelendiginde mekanik uyarilarin farkli hiicrelerin
cogalmasi iizerinde pozitif etkisi oldugu goriilmiistiir. Kemik ve kas hiicrelerinin
mekanik uyart altindaki kiiltivasyonlarinin énemi uzun siiredir tartigilmaktadir.
Sadoshima ve arkadaslarinin yaptigi gibi sinir hiicrelerinin  mekanik
stimiilasyonlara etkisi calismalar1 da zamanla Onem kazanmaya baslamistir.
Ozellikle Bueona ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda belirli germeye maruz
birakilan sinir hiicrelerinin 10 cm’ye kadar uzayabildigi tespit edilmistir. Bu
calismalar goz Oniline alindiginda, bu tez igerisinde uygulanan %10 germe
miktarinda 1. ve 2. giinde hiicre ¢ogalmasi incelendi ve hiicre ¢ogalmasi ve
canliligmin arttig tespit edildi. %10 germe etkisinin B35 merkezi sinir sistemi
hiicrelerinin ¢ogalmasinda pozitif etki yaptig1 kabul edilebilir. Ayrica daha farkli
testlerle, Iwata ve arkadaslarinin yaptigi calismadan goriilen akson uzama
miktarlar1 da 6l¢iilerek bu germe oraninin pozitif etkileri tespit edilebilir.(Tabesh
et al., 2009; Weinbaum et al., 1994; Burger et al., 1998; Shimko et al., 2008;
Mullender et al., 2004; Iwata et al., 2006)
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Suter, Chen ve LaPlaca’ya gore in vitro bir model in vivo bir ortama gore
daha kontrollii olabilecegi i¢in kontrollii mekanik uyar1 verilmesini ve hiicresel
mekanizmalarin ¢oziimlenmesini kolaylastirmaktadir. Model iizerinde ¢alismalar
ilerledikge zaten in vivo ortama gecis daha kolaylasacak ve olaylara daha
sistematik yaklasma olanagi ortaya ¢ikacaktir. Yapilan testler sonucunda bu tezde
tiretilen ve sinir hiicrelerine mekanik germe vermeyi amaclayan in vitro modelin
amacina ulasmis oldugu goriildii. (Suter et al., 2011; Chen et al., 2009; LaPlaca et
al., 2010)
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada travmatik beyin hasarini incelemek tizere in vitro bir hiicre
kiltlir diizenegi tiretildi ve {i¢ boyutlu, MSS hiicrelerinin dogal nislerini, fizyolojik
olarak karsilastiklart mekanik yiikleri, ki bu tezde patlama etkisi {izerinde duruldu,
simule eden bir model olusturuldu. Germe verilen iskele tizerindeki B35 hiicreleri

polisitren yiizeyde bulunan hiicrelerle karsilastirildi.

PCL iizerindeki B35 hiicrelerinin polisitren yiizeydekiler gore daha iyi
tiredikleri goriildi. B35 sinir hiicrelerinin beyin ECM’ine benzeyen fiber yapilarin
tizerinde iiremelerinin pozitif yonde etkilendigi goriildii. Bu da bize fiber yapilar

tizerinde ¢aligmanin pozitif etkisin gosterdi.

B35 hiicrelerine verilen farkli oranlardaki germe miktarlarinin hiicre
canliligini etkiledigi goriildii. %10 germe oraninin B35 hiicre gelisimini olumsuz
etkilemedigi, tersine ilk {i¢ giinde hiicre tiremesini tetikledigi; fakat %25 ve %50

germe oranlarinin hiicre 6liimiine yol actig1 belirlendi.

Hiicre 6liim nedenlerinin caspase aktivitesine bagli olup olmadi incelendi.
Tiim germe oranlarina bakildiginda hig birinde caspase aktivitesine rastlanmadigi
goriildii, ancak bu testin daha hassas bir yontemle tekrar edilmesi gerektigi

sonucuna varildi.
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7. ONERILER

Travmatik beyin hasar1 c¢alismalarinda birden ¢ok norokimyasal
mekanizmanin ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin tetiklendigi bilinmektedir. Bu tez
kapsaminda bu testlerden sadece bir kismi1 incelenmistir ve bu yolaklarin harekete
gecmedigi tespit edilmistir. Gelecek calismalarda ayni sistem kullanilarak farkli
hiicre sinyal yolaklarinin incelenmesi faydali olacaktir. Ayrica molekiiler
caligmalar iizerine daha fazla yogunlasilmasi 6liim mekanizmasinin agiklanmasini

kolaylastiracaktir.
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