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OZET

3D BIYOYAZICI ORTAMINDA SELULOZ ICEREN BIOINK KULLANARAK
SINIR HUCRESI GELiSIMINE YARDIMCI KILIF VE YAMALARIN
GELISTIRILMESI

Yigitcan SUMBELLI
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1
Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2018

Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Yapilan ¢aligmada hasarli sinir dokusunun yenilenmesine yardimci 3 boyutlu
kiliflar gelistirilmistir. Uretilen kiliflarin elektriksel iletkenlik 6zelligine sahip olmasi,
hasarli sinir bélgesinin yenilenmesini hizlandiracaktir. Bu amacgla; elektriksel iletkenlik
ozelligine sahip modifiye selilloz nano-kristaller sentezlenmis ve bozunabilir
biyomiirekkep formuna getirmek i¢in jelatin ve karragenandan olusan biyomalzemenin
icine eklenmistir. Sentezlenen seliilloz nano-kristallerin karakterizasyonu i¢in FT-IR,
SEM, XRD, TGA ve iletkenlik testleri kullanilirken hazirlanan biyomiirekkep mekanik

test ve basilabilirlik testleri ile karakterize edilmistir.

Hazirlanan biyomiirekkep, 3B biyoyazici kullanilarak literatiirden farkli sekilde
yeni yapisal 6zelliklere sahip bir kilif formunda basilmis ve yap1 glutaraldehit ile capraz
baglanmigtir. Uretilen 3B kilif SEM, optik mikroskop, biyobozunum, sisme ve

biyouyumluluk testleri ile karakterize edilmistir.

Tez ¢alismasi sonunda iretilen sinir doku yenilenmesine yardimei 3B kiliflar
sahip oldugu yenilik¢i yapisal 6zellikleri ve iistiin elektriksel iletkenlik 6zelligi sayesinde

doku ve organ miihendisligi literatiiriine yeni bir bakis agis1 kazandirmstir.

Anahtar Sézciikler: 3B biyoyazici, doku ve organ miihendisligi, karragenan, seliiloz

nano-kristal, sinir dokusu yenilenmesi



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CELLULOSE-BASED 3D CONDUITS AND PATCHES BY
USING 3D BIOPRINTER FOR NEURAL TISSUE REGENERATION

Yigitcan SUMBELLI
Department of Chemistry
Programme in Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, December 2018

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

In this study, cellulose nano-crystal based 3D conduits have been developed in
terms of neural tissue regeneration. To fasten the regeneration process, the developed
conduits have gained electrical conductivity. In that aim, sulphate modified cellulose
nano-crystals (CNC) have been synthesized and added into gelatin-carrageenan bioink
mixture. The synthesized CNCs have been characterized by using FT-IR, SEM, XRD,
TGA and conductivity tests. The final bio ink has been also characterized by using

mechanical and bioprintability tests.

The prepared bio ink has been 3D bioprinted in a novel conduit shape and was
cross-linked by glutaraldehyde. The conduit has been characterized by using SEM,

optical microscopy, biodegradability, swelling and biocompatibility tests.

At the end, the 3D conduit that helps the neural tissue regeneration has been
developed in that thesis study. Thanks to its novel structure and its high conductivity
property, a novel approach for neural tissue engineering has been suggested to tissue and

organ engineering applications.

Keywords: 3D bioprinter, tissue and organ engineering, carrageenan, cellulose nano-

crystal, neural tissue regeneration
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1 GIRIS

“Look there’s a gleam! — Now hope may be fulfilled,
That hundreds of ingredients, mixed, distilled —
And mixing is the secret — give us power

The stuff of human nature to compound

If in a limbeck we now seal it round

And cohobate with final care profound,

The finished work may crown this silent hour

It works! The substance stirs is turning clearer!
The truth of my conviction passes nearer

The thing in Nature as high mystery prized,
This has our science probed beyond a doubt
What Nature by slow process organized,

That have we grasped, and crystallized it out.” [1]

Doku ve organ miihendisligi 19. yy. sonlarindan itibaren yasanan teknolojik
geligsmelerle beraber yenilenebilir tip uygulamalarinda 6nemli bir yere sahip olmustur.
Onceki zamanlarda kullanilan yenilenebilir tip uygulamalarinda karsilasilan sorunlar,
yeni teknolojilerin getirilerinden faydalanan yeni uygulamalar sayesinde asilmaya

baglanmistir [2].

Doku ve organ mihendisligi arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilan
elektrospinning ve litografi temelli uygulamalarin hiicre igeren biyomiirekkepler ile
kullaniminda yasanan sorunlara alternatif bir ¢6ziim getiren yeni uygulamalardan birisi
de 3 boyutlu (3B) biyoyazici teknolojisidir. Cesitli farkli ¢alisma prensibine sahip farkl
3B biyoyazicilar, yiiksek hassasiyette 3B yap1 iiretebilme, yiiksek cesitlilikte
biyomiirekkep secenegi ve neredeyse her denemede birbirinin ayni yapilarin elde
edilebilmesi gibi avantajlar sayesinde doku ve organ miihendisligi uygulamalarinda

kendisine dnemli bir yer edinmistir [3,4].

3B biyoyazic1 teknolojisinde siklikla kullanilan biyomiirekkep malzemelerinin
basinda hidrojeller gelmektedir. Hidrojeller, yiiksek pordzite oOzelliklerinden dolayi
yiiksek su tutma kapasiteleri, kolay ve hizli bir sekilde iiretilebilmeleri, kullanilan

biyomalzemeye bagli olarak yiiksek biyouyumluluk ve sahip olduklar fizikokimyasal



ozellikleri sayesinde 3B biyoyazicilar ile basilabilirlik 6zelliklerinin ideale yakin olmasi

sebebiyle en yaygin sekilde kullanilan biyomiirekkep malzemesidir [5,6].

Biyomalzeme olarak kullanilan hidrojellerin iiretiminde kullanilan polimerik yapilar,
dogal ve sentetik polimerler olarak iki ana gruba ayrilabilir [7]. Bu tez kapsaminda
yapilan calismalarda yiiksek biyouyumluluk ve hiicre tutunmasini saglayici
Ozelliklerinden dolayr jelatin, elektriksel iletkenliginin yaninda hazirlanan
biyomalzemeye basilabilirlik ve yapisal mukavemet 6zelligi kazandiran karragenan ve
stilfat grubu modifikasyonuyla birlikte yliksek seviyede elektriksel iletkenlik 6zelligi
kazanan ve aym zamanda fizyolojik kosullarda uzun silire bozunmadan yapisini

koruyabilen seliiloz nano-kristaller kullanilmastir.

3B biyoyazicilarin doku ve organ miihendisligi uygulamalarinda kullanilmasi ile
birlikte, arastirma konusu olan doku gesitliligi de artmistir. Giintimiizde kikirdak dokusu,
kemik dokusu ve kas dokusu yaygin sekilde lizerinde arastirma yapilan doku ¢esitleridir.
Bunlarin yani sira sinir dokusunda karsilasilan hasarin neredeyse tiim vakalarda geri
doniisiimii olmayan sonuglarimin olmasi sebebiyle sinir dokusu mithendisligi, glinimiizde
oldugu kadar gelecekte de yenilenebilir tip uygulamalarinin odak noktalarindan birisi
olacaktir [8-10]. Bu sebeple bu tez kapsaminda yapilan calismalar, sinir dokusu

miihendisligi lizerine gergeklestirilmistir.

Hazirlanan jelatin — karragenan — seliiloz nano-kristal biyomalzeme karigimi, sinir
dokusu hasarinin onarilmasina yardimci olacak yapida bir kilif seklinde 3B sekilde
basilmigtir. Uretilen kilif, sahip oldugu yenilikgi yapisal 6zellikleri sebebiyle sinir dokusu
miihendisligi uygulamalarina yeni bir bakis agis1 getirmektedir. Bunun yani sira
kullanilan seliilloz bazli biyomalzeme, hiicre iceren biyomiirekkep malzemesi olarak
kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir. Seliilozun fizyolojik kosullarda uzun siire
bozunmadan yapisal 6zelliklerini koruyabilmesi sebebiyle sinirsel hasarin uzun siire

sonunda giderilebilmesine olanak saglayan bir biyomiirekkep malzemesi gelistirilmistir.



1.1 Yenilenebilir Tip

Canlilig1 bagtan yaratma olgusu ve yenilenebilir tip insanlik var oldugundan beri
yazili edebiyat ve bilimsel arastirmalarin odak noktalarindan ikisi olmustur. Yunan
mitolojisinde Prometheus ve insanin yaratilist mitinden baglayarak 3. yy. tablolarinda bile
goriilebilecek sekilde, 6zellikle Ronesans donemi eserlerinde yogunlasarak her donemde

ve toplumda yaratilis ve yeniden dogus temalar1 islenmistir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Michelangelo “Adem'in yaratilisi”, 2,8 m x 5,7 m, Boya al¢i, 1511, Sistine Sapeli, Vatikan

Bilim insanlar1 ise protez uygulamalari baslangiciyla birlikte 16. yy’ dan itibaren
hiz kazanarak, ozellikle 18. yy' da yogun bir sekilde organ ve doku nakilleri denemis, 20.
yy baslarma kadar oldukc¢a fazla sayida deneme yapmislardir [11]. Modern tibbin
gelismesi ile birlikte gegmiste temelleri atilmis olan ¢alismalar yenilenebilir tip ve doku
miihendisligi adi1 altinda birlesmis ve etik kurallar ¢ergevesinde ilerlemeye baslamistir.
Ozellikle 2. Diinya Savas sonrasinda “Guinea Pigs” de denilen 649 gazi iizerinde yaptig1
caligmalar ile Sir Archibald Mclndoe, yenilenebilir tip ve doku miihendisligi
caligmalarinda cerrahi anlamda yeni bir kap1 agmustir [2,12]. S6zii edilmesi gereken bir
diger uygulama da 1955 yilinda gergeklestirilen bobrek nakli ameliyatidir [13]. Bu nakil,
giintimiizdeki gibi verimli bir bagisiklik sistemi baskilayici teknolojinin olmamasi, organ
reddinin takibinin ve kontroliiniin yapilamamasi gibi sebeplerden dolay1 tasidig

potansiyel etkiyi gosterememistir [14].



Yenilenebilir tip ve doku miihendisligi arastirmalarinin odagi, yeni teknikler
kesfedildik¢e doku nakli anlayisini terk etmeye baslamis ve canli organizmalarin olusumu
evresinde en Onemli rolii istlenen kok hiicreler iizerine yogunlasmistir [15]. Bu
arastirmalarin modern dénem icerisinde Onciilii sayilabilecek en bilindik 6rneklerinden

birisi 1997 yilinda lan Wilmut ve arkadaglarinin ¢alismalarinin sonucu olan klonlanmis

koyun Dolly’dir (Sekil 1.2) [16].

Sekil 1.2. Klonlanmis koyun Dolly (solda) ve kaynak hiicrelerin alindigi anne (sagda) [16]

Bu calisma kok hiicre g¢aligmalart i¢in bir ilk niteliginde olmasiyla birlikte
beraberinde “insanlarin klonlanarak yeni diktatorler yaratilmasi™ gibi art niyetli yorumlari
da getirmesi sebebiyle olduk¢a uzun bir siire giindemde kalmistir.  Dolly’nin
klonlanmasindan yalnizca 1 yil sonra ise Japon arastirmacilar 8 adet inek yavrusu
klonladiklarini duyurmus [17] ve kamuoyu, bu arastirmalarin “artan insan niifusunun
yaratacagi asir1 gida ihtiyaci gibi problemlerin 6niine gegebilmek i¢in kullanilabilecegi”
yorumunu paylasarak bu alanda ¢alismayan kisilerin olumsuz bakis agisini degistirmeye
calismistir [18]. Koyun Dolly ve ag¢tig1 yolda getirilen “kok hiicre arastirmalari modern
diinyanin simya c¢alismalaridir” [19] tanimlamasi, c¢alismanin kendisinden sonra
yapilacak kok hiicre aragtirmalarinin 6niinli agmasi sebebiyle yenilenebilir tip alaninda

oldukca 6nemli bir yere sahiptir.



Kok hiicre arastirmalarinin modern donemde yarattig1 etki bakimindan en bilindik
orneklerden bir digeri ise Shinya Yamanaka’nin 2012 yilinda kendisine Nobel Fizyoloji
veya Tip 6dili kazandiran c¢alismasidir. Yamanaka bu calismada farklilasmis deri
hiicrelerinden kok hiicre elde etmeyi basararak (Sekil 1.3) bu alandaki en biiyiik
sorunlardan birisi olan kok hiicrelerin elde edildigi kaynak / kok hiicrenin elde edilmesi

ve etik kurallar konusuna yeni bir bakis agis1 getirmistir [20].
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Sekil 1.3. Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin elde edilisi ve kullanimi semast

Modern donem Oncesi simya ¢alismalarindan baglayarak gilinlimiize kadar ulasan
yenilenebilir tip ve doku miihendisligi ¢alismalarinin temelinde yatan olgu, canlilifin
devamliligidir. Yeryiiziinde canliligin devamliligi, organizmanin dokular1 tamir ve
yenileyebilme mekanizmalar1 ile dogrudan ilgilidir. Hasar almig bir dokunun, hasarli
bolgenin kenarlar1 arasinda olusturulan yara dokusu sayesinde devamliliginin saglanmasi
tamir mekanizmas: tarafindan saglanirken hasar sebebiyle kaybedilen dokunun yara
dokusu olugsmadan tekrar sentezlenmesi yenilenme mekanizmasi  sayesinde
geceklesmektedir. Yenilenme mekanizmasi dokunun normal islev ve yapisini tekrar
olustururken tamir mekanizmasinda bu goriilmez [21,22]. Yenilenmis doku, morfolojik
ozelliklerini hasardan 6nceki gibi geri kazanabilirken (Sekil 1.4 a-b) tamir edilmis dokuda

bolgesel bir yara izi olusmaktadir (Sekil 1.4 c-d).



Sekil 1.4. Hasarli dokuda yenilenme ve tamir mekanizmasi (a) hasarl epidermis, (b) yenilenmis epidermis,
(¢) hasarly dermis, (d) tamir edilmis dermis [23]

Kertenkelelerin kopan kuyruklarini eskisi ile ayni yapisal 6zellikleri tagiyacak
sekilde yenilemeleri, dokulardaki yenilenme mekanizmasinin bir baska ornegidir (Sekil
1.5) [24] .

Sekil 1.5. Kopan kertenkele kuyrugunun zamanla yenilenmesi [24]

Pek ¢ok organ, 3 temel doku tiiriinden olugsmaktadir. Bunlar epitel doku, bazal
membran ve stromadir. Epitel dokular yalnizca hiicre igermekteyken, bazal membran
hiicre dis1 ortam, stroma ise g¢esitli hiicreleri, bag dokuyu ve dolagimdaki kani
icermektedir. Bu 3 doku grubu doku iigliisii (tissue triad) seklinde isimlendirilmektedir.
Epitel doku gibi baz1 doku tiirlerinde yenilenme kendiliginden gelisebilir. Bunun diginda
yenilenme, disaridan yapilan bir miidahale sayesinde de gerceklesebilir. Indiiklenmis
yenilenme adi verilen bu olay genellikle hasarli bolgeye uygun hiicre, hiicre dis1 ortam,

sitokinler veya benzeri biyolojik unsurlarin bilesiminin uygulanmasi ile saglanir [21].



1.1.1 Giincel ve yaygin klinik uygulamalar

Gliniimiizde klinik anlamda yenilenebilir tip ve doku miihendisligi uygulamalari

2 ana baslik altinda toplanabilir. Bunlar organ ve doku nakli ve protez kullanimidir.
Organ ve doku nakli

Yenilenebilir tip uygulamalarinin 6nem kazanmasinin en énemli sebeplerinden
birisi olarak organ yetmezligi ve yarattig1 sorunlarin Oniine gegilebilmesi amaci
sayilabilir. Bu hedef dogrultusunda Boliim 1.1°de ad1 gegen Sir Archibald McIndoe gibi
pek ¢ok cerrah ve bilim insani bu alanda denemeler yapmis ve gliniimiiz teknolojisinin
gelismesine Onemli katkilarda bulunmustur. Pek c¢ok nakil uygulamasi tamir
mekanizmasiin veya indiiklenmis yenilenme mekanizmasinin harekete gecirilmesi
temelinde calisir. Ulkemiz organ veya doku nakli bekleyen hasta sayisi istatistiklerine
gore 2018 yilinda Kasim ay1 itibariyle toplam 25836 kisi nakil sirasinda bulunmaktadir
(Tablo 1.1) [25]. Buna karsilik aymi tarih itibariyle canli ve kadaverik bagiscilar
tarafindan bagislanan organ veya doku sayisi toplami 4602’dir (Tablo 1.2) [26]. Nakil
ihtiyac1 duyulan her organin ve dokunun bulunamamasi sorunu bir yana, bekleyen hasta
sayisinin bagislanan organ ve doku sayisina gore yaklasik 6 kat fazla olmasi sorunun

biiyiikliigii hakkinda 6nemli bir veridir.

Tablo 1.1. 2018 yuli Kasim ayr itibariyle Tiirkiye'de organ nakli bekleyen hasta sayilart ve ihtiyag
duyulan organ tiirii [25]

. Bobrek Bacak ince Kalp . Yiizve
Akciger Bobrek Kalp . Karaciger = Pankreas Toplam
Pankreas = veyaKol @ Barsak Kapakeigi Sacli Deri
63 22357 10 74 5 1072 4 2145 284 1 25836

Tablo 1.2. 2018 yuli Kasim ayr itibariyle Tiirkiye'de bagislanan organ sayisi ve bagislanan organ tiirii

[26]
2018 Akciger Bobrek Kalp Karaciger Pankreas Toplam
Canly ‘ - 2491 - 948 - 3439

Kadaverik ‘ 37 695 72 1304 3 163

Nakil uygulamasi organin veya dokunun kaynagina gore 3 grup altinda
incelenebilir; nakil yapilacak kisinin viicudunun farkli bir bolgesinden alinan organin
veya dokunun kullanimi (autograft), farkli bir kisiden alinan organin veya dokunun

kullanimi (allograft) ve hayvan organi veya dokusu kullanim1 (xenograft).



Autograft uygulamasi immiin sistem tepkisi olusturmamasi (organ reddi) ve
istatistiksel olarak en basarili sonuglarin alinmasi sebebiyle nakil islemlerinde tercih
sebebidir. Fakat her doku ve organin autograft uygulamaya uygun olmamasi ve yiiksek
cerrahi maliyetler gibi sebeplerden dolay1 her zaman uygulanamamaktadir. Deri ve kemik

nakli bu uygulama i¢in verilebilecek en yaygin drneklerdir.

Allograft uygulamasi alic1 — donér arasindaki biyolojik uyuma gore doku ve organ
bagislanmasi ve nakli olarak tanimlanabilir. Bu yontem organ reddine karsi1 olusturulan
immiin tepkiyi baskilayan ilaglarin kullaniminin yardimiyla tercih edilebilir goriilse de
yontemin en Onemli sorunu bagislanan organ ve doku sayisinin Tablo 1.2°de de
goriilebilecegi gibi, yetersiz olmasidir. Bu uygulama icin kalp, kornea, karaciger nakli

gibi 6rnekler gosterilebilir.

Xenograft uygulamasi ise immiin tepki ile karsilasilma riski en yiiksek olan
yontemdir. Bu yontemde bir hayvan donérden alinan doku veya organlar
kullanilmaktadir. Hayvanlarin klinik kullanimindaki etik kurallar yontemin sik sik tercih
edilmesinin Oniine gegmektedir. Buna ragmen DNA biliminin gelismesinin de yardimiyla
organlar1 insanlara nakledilmeye uygun hayvanlarin iiretilmesi gelecekte daha olasi
goriinmektedir. Baz1 dinsel inanglarin bu uygulamaya kars1 ¢ikiyor olmasi da yontemin

ontindeki engellerden birisidir.
Protez ve tibbi cihazlar

Herhangi bir tamir veya yenilenme mekanizmasi ile hasarin giderilemedigi
durumlarda hastanin yasam kalitesinin yiikseltilebilmesi amaciyla protez veya tibbi cihaz
uygulamalari1 kullanilmaktadir. Protez veya tibbi cihazlar kisinin hayati fonksiyonlarini
stirdiirebilmesi amaciyla kalict veya gegici olarak, eksikligi hissedilen organin veya
dokunun islevinin yerine getirildigi uygulamalardir. Kal¢a implantlari, koklear implant,
dis implantlar, diyaliz cihazi veya yapay kalp kapakgiklar1 kullanilan yaygin
orneklerdendir [4,21,27].



1.2 Doku ve Organ Miihendisligi

Bir ¢ok hiicreli canli organizmada ayni isleve yonelik 6zellesmis ve ¢ogalmis hiicre
topluluklarinin olusturdugu yapiya doku adi verilmektedir. Dokular yalnizca hiicrelerden
olusabilecegi gibi hiicreler ve hiicre disi ortamdan da olusabilir. Bu sekilde olusmus
dokularin bir araya gelmesi ile de organ adi verilen 6zellesmis yapilar meydana
gelmektedir [21]. Bu tanim g¢ergevesinde yenilenebilir tip alaninda yasanan sorunlarin
coziilebilmesi amaciyla doku ve organ miihendisligi ad1 verilen yeni bir disiplinler arasi
calisma alan1 olusmustur. Bu alan, kimya, biyoloji, fizik ve tip temeline oturtulmus
miithendislik uygulamalari ile ilerlemekte ve gelismektedir (Sekil 1.6). Hiicre — materyal
etkilesimini temel alarak yapilan in vivo veya in vitro ¢alismalar neticesinde yenilenebilir
tip uygulamalar farkli bir bakis agis1 kazanmig olup gelecekte, giiniimiizde yasanan pek

¢ok sorunu ortadan kaldirmay1 hedeflemektedir [28].
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Biyokimya
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\Biyolojisi

Malzeme Bilimi

Doku ve Organ
Miihendisligi
—

Biyomedikal Biyofizik ve

Miihendisligi Biyomekanik

Temel Tibbi

\Bilimler

Sekil 1.6. Doku ve organ miihendisliginin bagh oldugu ¢alisma alanlar:




Doku ve organ mihendisligi uygulamalarinin ¢aligma prensibi Sekil 1.7°de

gosterildigi gibi 6zetlenebilir.

\ Hiicredisi \
> ortam
olugumu

Sekil 1.7. Doku ve organ miihendisligi akig semast

Belirli bir kaynaktan toplanan hiicreler uygun kiiltiir ortaminda g¢ogaltilir. Cesitli
uyarici faktdrlere maruz birakilarak farklilasan ve buna bagli olarak hiicre dis1 ortam
tireten hiicreler kiiltiir ortaminda belirli bir siire sonra hedeflenen dokunun olusmasini
saglar. Daha sonra kiiltiir ortamindan alinan doku, uygun bolgeye nakledilir. Bu sayede
nakil yapilan hasarli bolgede indiiklenmis yenilenme mekanizmasi galisarak in vitro
tiretilen doku, in vivo gelisimine devam ederek bulundugu ortam ile biitiinlesir. Bu
teknigin en 6nemli avantaji, organ naklinde goriilen ve Boliim 1.1.1°de bahsedilen organ
reddi riskinin ortadan kaldirilabilmesidir. Dokuya kaynak olan hiicreler, nakil yapilacak
kisinin kendisinden toplandig: i¢in nakil sonrasinda viicut, eklenen par¢ay1 yabanci bir
madde olarak gormeyecek ve bagisiklik sistemi devreye girmeyecektir. Tiim bu siire¢
boyunca uygulanan islemler 3 ana grup altinda toplanabilir. Bunlar;
> Malzeme bilimi
Bolim 1.2.3’te anlatilacak olan 3 boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii ortami i¢in hedeflenen
dokuya uygun malzemelerin secilmesi ve birden fazla malzeme var ise uygun
karistirma oranlarinin belirlenmesi; devaminda uygun ¢apraz baglayict ajanlari
kullanilarak uygun ¢apraz baglanma oraninin bulunmasi; 3B sekilde basilan nesnenin
mekanik testlerinin yapilmasi

> Biyoloji
Hedeflenen dokuya yonelik hiicrelerin kaynaktan toplanmasi ve c¢ogaltilmasi;
devaminda ¢ogalan hiicrelerin 3B kiiltlir ortamina alinmasi ve gerekli uyarici
faktorlerin eklenmesi ile hedeflenen dokunun olusturulmasi.

» Biyokimya
Uygun kiiltiir siiresi sonunda elde edilen dokularin toplanmasi ve histolojik ve

biyokimyasal analizlerin yapilmasi [9].
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1.2.1 Tarihi

[k olarak 1980°li yillarin ortalarinda kullamlmaya baslanan doku miihendisligi
tabiri o zamanlarda ameliyat esnasinda doku ve organlarin manipiilasyonunu tarif
etmekteydi [4]. 1987 yilinda yapilan tanima gére doku miihendisligi “Miihendislik ve
doga bilimlerinin uygulama ve temellerini, normal ve patolojik memeli dokulari
arasindaki iligkinin anlagilmasi ve islevin yeniden kazanilmasi veya gelistirilmesine
yonelik biyolojik tirtinlerin gelistirilmesi” seklinde tanimlanmustir [10,28]. Yenilenebilir
tip uygulamalariin bir alt sinifi sayilabilecek alanin tarihi i¢in cogu kaynak, yenilenebilir
tip caligmalarinin ge¢misi ile paralel bir gelisme gdstermektedir. Fakat yenilenebilir tip
geligsmelerinin tarihinden farkli olarak doku miihendisliginin kdkeni 1970’11 yillarda Dr.
Green’in kondrositleri kikirdak tiretmeleri igin manipiile etmesiyle baslatilabilir [29]. Dr.
Green c¢alismalarinda basarisiz olmus olsa bile birka¢ yil sonra Dr. Yannas ve Dr.
Burke’iin [30] keratinosit ve fibroblast kullanarak kiiltiir ortaminda deri iiretmeyi
basarmalar1 ve bu {iretilen dokunun yanik hastalar1 tizerinde kullanilmasi, doku

miihendisligi i¢in doniim noktast olmustur.

1993 yilinda Robert Langer ve Joseph Vacanti’nin yazmis oldugu “Tissue
Engineering” adli makale ise bu alanin dogumunun resmi bir belgesi niteligindedir [31].
Bu tarihten itibaren hizli bir gelisim goOsteren alan, kisa bir ge¢mise sahip olmasina
ragmen olduk¢a 6nemli yeniliklerin agiga ¢ikmasma sebep olmustur. Vacanti Mouse
adiyla bilinen kobay ve sirtina dikili insan kulagi gorseli ile taninan ¢aligsma uzun bir siire
giindemde kalmayr bagarmigtir (Sekil 1.8 A) [32]. 1999 yilinda Dr. Atala’nin iirettigi
yapay mesaneyi basarili bir sekilde hastaya nakletmesi ve tarih itibariyle hastanin hala
saglikl bir sekilde hayatina devam ediyor olmasi, doku ve organ miihendisliginin dnemli
ilk uygulamalarindandir (Sekil 1.8 B) [33]. 1 yil sonra iiretilen yapay kalp kapak¢igi
(Sekil 1.8 C) uygulamasi ile doku ve organ mithendisliginin klinik uygulamalarina 6nemli
bir 6rnek eklenmistir [34]. 2016 yilinda yaymlanan hiperelastik kemik ¢alismasi (Sekil
1.8 D) [35] ile yalnizca 20 y1l gibi bir siirede teknolojinin varabilecegi nokta gozler 6niine
serilmis olup alan aragtirmacilar i¢in bir cazibe merkezi konumunda olma 6zelligi

surdirmektedir.
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Sekil 1.8. Tarihsel siiregte doku ve organ miihendisligi uygulamalari, (A) Vacanti Mouse [32], (B) yapay
mesane [33], (C) kalp kapak¢igr [34] ve (D) hiperelastik kemik [35]

1.2.2 Karsilasilan sorunlar ve gelecek hedefleri

Doku ve organ miihendisligi gorece kisa bir gegmise sahip olmasina ragmen her
bilimsel calismada oldugu gibi yasanan her gelisme, pesinde yeni tartigmalar
getirmektedir. Bu tartismalarin bir kismi bazi dayanaksiz ve ¢esitli inanglara fazla bagimli
kimseler tarafindan karalama kampanyalar1 ¢ercevesinde olusturulmus olsa da bilimsel
dayanagi olan elestirilerin biiyiik bir kismi etik sorunlar sinirlari igerisinde birlesmektedir.
Kok hiicre calismalarinin ortaya ¢iktig1 ilk anlardan itibaren 6zellikle kok hiicrelerin elde
edilme yontemleri ve kok hiicre elde etmek i¢in kullanilan kaynaklar hakkinda yasanan
etik tartismalar1 Boliim 1.1°de sozii gegen arastirmact Yamanaka’nin indiiklenmis
pluripotent kok hiicreleri kesfetmesinden sonra azalmistir. Fakat farkli olarak, iiretilen
doku ve organlarin canli organizma iizerinde denenmesi konusunda yasanan etik
tartismalar hala giincelligini korumaktadir. Alan, kendi i¢inde yasanan bu tartigmalara
yine kendi i¢inden bir ¢ozlim getirmis ve doku ve organ miihendisliginin tarih itibariyle

en giincel ¢alisma konularindan birisinin olusmasina énayak olmustur [36].
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Sekil 1.6’da goriildiigii iizere disiplinler aras1 bir ¢aligma semas i¢inde ilerleyen
doku ve organ miihendisliginde deneyimlenen sorunlarin biiyiik bir ¢ogunlugu farkli
disiplinlerin bir arada calisma 6zelliginden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Her biri kendi
igcerisinde dahi heniiz yanitlanmamis sorular barindiran disiplinlerin bir araya gelerek yeni
arastirmalar ~ ortaya koymasi, ¢Ozlilmemis sorunlarla dogan  arastirmalari
gerektirmektedir. Bunlar arasinda en temel sorunlardan birisi hiicre — biyomateryal
etkilesiminin tam olarak bilinmiyor olmasidir. Bu sebeple gelistirilen yeni
biyomateryallerin hiicre ile etkilesimi ve hiicrelerin buna verecegi cevaplarin
(farklilagsma, ¢ogalma gibi) sorgulanma agsamasi bazi arastirmalarda belirsizliklere sebep

olabilmektedir [37,38].

Konu organ miihendisligi ve organ iiretimi noktasina geldigi zaman ise
karsilagilan en Onemli sorun, iiretilmesi hedeflenen yapilarin karmasikligidir. Bolim
1.2°de bahsedildigi gibi organlar, farkli tipte dokularin bir araya gelmesiyle olusmus
kompleks yapilardir. Gliniimiiz teknolojisi tek tip dokularin iiretimi asamasinda dahi
yukarida bahsedilen hiicre — biyomateryal etkilesimi gibi belirsizliklerden 6tiirii sorun
yasiyorken birden fazla farkli dokunun yekpare bir yap1 halinde iiretilmesi asamasi ¢ok
daha biiyiik bir sorundur. En basit organlarda dahi damarlagsmanin kontrollii ve istenen
sekilde saglanmasi noktasinda sorun yasaniyor olmasi, “biitiin halde iiretilecek tam
islevsel bir organ” konusunu doku ve organ miihendisliginin nihai hedeflerinden birisi

haline getirmistir [37].

Bu sebeplerden dolay1 boliimiin basinda bahsedilen, alanin kendi icerisinde kendi
sorunlarma getirdigi ¢6ziim, model sistemlerin {iretilmesi ve ¢alismalarin bu modeller
tizerinde gerceklestirilmesidir. Klinik anlamda kullanilabilecek doku ve organlarin heniiz
iiretilemiyor olmasi sebebiyle istenen doku ve organla ayni islevi géren daha basit model

sistemler tiretilmektedir [10,14,39].
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1.2.3 2 boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 Harrison’in ilk hiicre kiiltlirii ¢alismasindan [40]
giinlimiize olduk¢a degisime ugramistir. Cok da uzak olmayan bir gegmise kadar yapilan
calismalar 2B in vitro hiicre kiiltiirii bashg1 altinda toplanirken giiniimiizde 3B hiicre
kiiltiiri galismalar1 yayginlasmaktadir (Sekil 1.9) [41].

Standartlagsmis 2B hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicreler bir petri kab1 veya kiiltiir
flaski i¢erisinde tek katmanli olarak, plastik veya cam zemine yapismis halde cogaltilirlar
[42]. Bu yontem uygulanma basitligi ve hiicrelerin homojen bir ortam igerisinde
bulunarak kontrol edilebilir bir sekilde manipiile edilebilmeleri sebebiyle arastirmacilar
tarafindan sik sik tercih edilmektedir [43,44].

Ucuz ve kolay uygulanabilir olmas: 2B hiicre kiiltiiriiniin en biiylik avantajlari
olmasina karsilik ortamdaki hiicrelerin, biitiin bir dokunun 6zelliklerini tamamen
kargilayamaz olusu yontemin en 6nemli dezavantajidir. Ayrica; yiiksek sayida tekrar ile
kiiltiirlenen hiicrelerin gen ekspresyon mekanizmalarinin bozuldugu ve biyokimyasal
ozelliklerinin degistigi gozlemlenmistir [45].

3B kiiltiir yontemlerinde ise hiicreler kiiltiir ortami i¢inde siispanse halde, bir
biyomateryalin i¢inde veya iizerinde olacak sekilde farkli yontemler ile kiiltiirlenebilir
(Sekil 1.9) [46]. 2B kiiltiir yonteminde karsilasilan, hiicrelerin, hiicre dig1 ortam tiretimi
gibi in vivo doku o&zelliklerini tam olarak karsilayamamasi sorunu, 3B kiiltiir
yontemlerinde biiyiik dl¢lide asilmistir. Yontemin bu 6zelligine ragmen farkli dokular
aras1 etkilesim gibi organlarin tam iglevsel hale gelmesi i¢in hayati 6nem tasiyan bazi
Ozelliklerin birebir taklit edilemiyor olusu, 3B kiiltiir tekniklerinde karsilagilan
sorunlardan birisidir (Tablo 1.3) [47].

3B hiicre kiiltiiriinde bir araya gelen hiicre topluluklari, spheroid adi verilen
yapilar1 olusturur. Spheroidler bir hiicre toplulugunun tasidigi 6zellikleri gosterir ve
hiicrelerin bir arada tutunarak hayatta kalmalarina olanak saglar. Geg¢miste farkl
anlamlarda kullanilsa bile giiniimiizdeki anlamiyla organoid adi verilen yapilar ise
spheroidlerden farkli olarak, genellikle kok hiicrelerden yola ¢ikarak olusmus,
farklilagmis hiicrelerin olusturdugu ve bir dokunun 6zelliklerini spheroidlere gore daha
fazla tasiyan yapilardir. Buna ragmen organoidlerin olgun hiicre fenotipi géstermemesi
veya ig¢lerinde kan akisinin olmamasi, doku ve organ miihendisligi uygulamalarinda

organoid kullaniminda karsilasilan sorunlardandir [44,48,49].
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A 2 boyutlu tek B
katmanli hiicre
kiiltari

' 3 boyutlu spheroidler
R 4
: - N - biyomateryal iizerine
\-—-’ ekili

3 boyutlu spheroidler Hiicre kiiltiirii icinde
biyomateryal igine siispanse halde 3
gomiilii boyutlu spheroidler

Sekil 1.9. 2B ve 3B hiicre kiiltiirii yontemleri (A) 2B hiicre kiiltiirii, (B) 3B biyomateryal iizerine ekili hiicre
kiiltiiri, (C) 3B biyomateryal i¢ine gomiilii hiicre kiiltiirii ve (D) hiicre kiiltiirii ortami i¢inde
siispanse halde 3B hiicre kiiltiirii

Tablo 1.3. 2B hiicre kiiltiirii ile 3B hiicre kiiltiirii arasindaki hiicresel ozellik diizeyinde farkliliklar [42]

Tabaka goriiniimlii diiz ve Spheroid/organoid yapida dogal

esnemig/uzamig tek katmanli hiicreler goriniimlui hiicreler

Hiicre tipine ve 3 boyutlu model sisteme
invivogogalmadan daha hizli bagli olarak 2 boyutlu kiiltiire gore daha

hizli veya daha yavas olabilir

Spheroid/organoid yapininig
Tek katmanli hiicreler kiiltiir ortamindaki ~ tabakalarinda bulunan hiicreler kiiltir
bilesenler ile esit oranda etkilesir ortamindaki bilesenlere yeteri kadar

maruz kalmayabilir

invivogen/protein ekspresyonunagére  in vivogen/protein ekspresyonuile daha

dahafarklidir fazla benzerlik gosterir
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Kiiltiir ortam1 iginde siispanse halde spheroid/organoid olusumu disinda 3B kiiltiir
uygulamalarinda hiicre dist ortami taklit eden bir biyomateryalin kullanimi oldukca
yaygindir. Hiicreler bu biyomateryalin iizerine ekilebilecegi gibi i¢ine de gédmiilebilirler.
Kullanilan biyomateryal, 3B pordéz yapilarin kiiltiir ortaminda fiziksel destek gorevi
gorerek hiicrelerin yapiya bagimli doku olusumunu saglamalarina yardimer olur. Yapinin
gecirgenligi, kiiltiir ortaminda bulunan ve hiicrelerin hayati fonksiyonlarini devam
ettirebilmeleri ve ¢ogalabilmeleri i¢in gerekli olan biyokimyasal maddelerin hiicrelere

ulasabilmesi i¢in 6nemlidir [50].

3B kiiltiir ortaminda hiicre ¢ogalmasi ve doku olusumuna destek olarak kullanilan
biyomateryaller, kullanilan tiretim yontemine gore farklilik gostermekle birlikte, scaffold

ad1 verilen doku iskeleleri seklinde kullanilir (Sekil 1.10).

Sekil 1.10. Farkli doku iskeleleri (A) Hexagonal poréz [51], (B) femur sekilli [52] ve (C) kare gozenekli

Doku iskelesi, biyomateryalin morfolojik 6zelliklerinden kaynaklanan pordz
yapinin yaninda yapisal anlamda sahip oldugu goézenekler sayesinde kiiltiir ortamindaki
bilesenlerin 3B yapinin i¢ katmanlarinda bulunan hiicreler ile kolay bir sekilde etkilesime
gecmesine olanak saglar. Kullanilan doku iskelesinin gozenekleri arasindaki bosluk,
yapmn yiiksekligi ve iskele oOrgii yapisinin diizeni gibi parametreler iskelenin
kullanilacagi doku tiiriine gore degisiklik gostermektedir [6,53]. Yapi, hiicrelerin
tutunabilecegi ve herhangi bir strese maruz kalmadan ¢ogalabilecekleri bir ortam gorevi
gormektedir. Implantasyonu yapilan doku iskelesi, kullanilan biyomateryal ve capraz
baglama yontemine gore kontrollii bir sekilde bozunur ve geriye ¢ogalan hiicrelerin
olusturdugu doku kalir. Olmasi gerekenden daha hizli sekilde bozunan doku iskelesi,
hiicrelerin hiicre dis1 ortam iireterek doku olusturmalarinin 6niine gegecektir. Gereginden
fazla siire bozunmadan kalan bir doku iskelesi ise hiicrelerin stres altina girmesine sebep

olacak ve hiicre 6liimiine yol agacaktir [5].
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1.2.4 Biyofabrikasyon

3B doku iskelesi liretim yontemleri doku miihendisligi arastirmalart ilerledikce

cesitlenmistir [54,55] (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. Farkl: doku iskelesi iiretim teknikleri

Bu teknikler, farkli yontemler yardimiyla calisiyor olmasina ragmen doku

miihendisligi uygulamalar1 i¢in ayni1 amaci temel almaktadir; hiicrelerin yasamasi ve

cogalabilmesi i¢in gerekli olan hiicre dis1 ortami biyomateryal kullanarak taklit

edebilmek. Hiicre dis1 ortamda yer alan proteinlerin biiyiik bir cogunlugu nano boyutlu

ipliksi yapida bulunmaktadir. Bu sebeple kullanilan iiretim tekniginin nano boyutlu

yapilar olugturmaya uygun olmasi gerekmektedir [56].

Geleneksel olarak uygulanan doku miihendisligi yontemleri “yukaridan-asagiya”

yaklasimini temel almaktadir. Bu yaklasimda hiicreler, dnceden iiretilmis bir doku

iskelesi tizerine ekilir (Bkz. Sekil 1.9 B). Bu yontemin dezavantaji, iiretilen doku

iskelelerinin ¢ok sayida hiicre iceren biiylik ve karmasik dokularin yliksek metabolik

ihtiyaclarin1 karsilayabilecek derecede diflizyon kabiliyetine sahip olmamasi/yetersiz

kalmasidir.
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Buna alternatif olarak gelistirilen “asagidan-yukariya” yaklasimi ise kendi mikro-
yapilarina sahip kiiciik boyutlu mikro-doku-bloklarinin bir araya getirilerek daha biiyiik
dokularin olusturulmasi temelinde ¢alismaktadir. Mikro-doku-bloklart hiicre yakalayan
hidrojel (microgel) kullanimu, hiicre agregasyonu, hiicre tabakalarinin elde edilmesi veya

hiicrelerin direkt olarak basilmasi ile elde edilebilir [56].

Doku miihendisligi arastirmalarinda kullanilan en giincel uygulamalardan birisi
3B biyoyazici teknolojisidir. 3B biyoyazici ve 3B hiicre kiiltiirli uygulamalarinin temelini
kullanarak bilgisayar destekli tasarimlarin (Comuputer Aided Design — CAD) canli doku

onciilleri halinde tiretilmesi islemi biyofabrikasyon olarak adlandirilmaktadir. [57].

1.2.4.1 3B biyoyazici teknolojisi

Giincel haliyle 3B biyoyazici teknolojisi, bilgisayar destekli tasarimlar
kullanilarak hiicre ve uygulamaya gore biiylime faktorii gibi ek biyomolekiiller i¢eren
biyomiirekkebin (biyoink), katman katman birbiri {izerine eklemlenmesi (printing/basim)
temelinde calisir [37]. Teknolojinin kokeni ise ilk olarak 1986 yilinda Charles W. Hull
[58] tarafindan kullanilan stereolitografi teknigine dayanmaktadir. [59].

Caligsma prensiplerine gore 3B biyoyazicilar 3 ana baslik altinda toplanabilir

(Sekil 1.12).
Damlacik-Temelli

Elektrik
Lazer-Temelli

w Pnomatlk
—
<

3B Biyoyazicl

Teknikleri

Sekil 1.12. 3B biyoyazici teknolojileri [5]
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Damlacik-Temelli Biyoyazici

Damlacik temelli biyoyazici uygulamalar termal, akustik veya elektrik enerjisi
kullanilarak hiicrelerin damlacik halindeki biyomiirekkep i¢ine enkapsiile edilmis halde,
katman katman basilmasi temeline dayanir. Sistemin ucuz ve hizli olmasi en biiyiik

avantajidir.
Lazer-Temelli Biyoyazict

Lazer temelli biyoyazici uygulamalar1 3B basim islemi i¢in lazer enerjisini
kullanir. Bu yontemde 151k ile etkilesime giren (photocurable) biyomiirekkep tizerine “z”
ekseni boyunca lazer 1511 gonderilir. Katman katman ayni islem uygulanarak nihai yap1
elde edilir. Yontemde bir igne ucu kullanimina ihtiya¢ duyulmadigi icin hiicreler
biyobasim esnasinda stres altinda kalmaz. Bu sebeple lazer-temelli biyoyazici
sistemlerinde ilk anda elde edilen canlilik orani igne ucu kullanilan biyoyazici

tekniklerine gore daha yiiksek olmaktadir.
Stkma-Temelli Biyoyazici

Sikma temelli biyoyazicilar ise bir siringa igerisinde yer alan biyomiirekkebin
pnomatik veya mekanik kuvvet ile bir igne ucundan akitilmasi prensibiyle calisir.
Mekanik kuvvet kullanilan biyoyazicilarda siringa igerisindeki piston veya vida
yardimiyla akitilan biyomiirekkep, pnomatik kuvvet kullanilan biyoyazicilarda siringa
icerisine uygulanan basing ile igne ucundan akar. Sikma-temelli biyoyazicilar en yaygin
kullanilan biyoyazicilardir. Basim iglemi esnasinda hiicrelerin stres altinda kalma ihtimali

yontemin 6nemli dezavantajlarindandir [5,59,60].

1.2.5 3B biyoyazici uygulamalarinda biyomiirekkep secimi

3B biyoyazict kullanilarak yapilacak doku miihendisligi uygulamasinda
kullanilacak biyomiirekkep ve bilesenlerinin se¢imi, uygulamanin basarisi agisindan
hayati 6neme sahiptir. Secilen biyomalzemelerin sahip olmasi gereken ozellikler su
sekilde siralanabilir:
» Hiicre — hiicre ve hiicre — biyomalzeme etkilesimine elverisli olmali, ayn1 zamanda
kiiltiir ortamindaki bilesenlerin hiicrelere ulasabilmesini saglayarak yeni doku

olusumuna olanak saglamalidir
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» Bozunabilir olmali ve hiicrelerin farklilasma ve ¢ogalmalarina izin vererek hiicre disi
ortam Uretimine uygun bir ortam saglamalidir

» Kaullanilan biyomalzeme ve ¢apraz baglayici sitotoksik etki gdstermemelidir

» Hedeflenen doku yapisinin biyoyazict ile olusturulabilmesine imkan verecek
fizikokimyasal Ozelliklere sahip olmalidir, bu sebeple nihai yap1 olusturuldugunda

polimerik yapida olmasi1 gerekmektedir

Bu 6zellikleri saglayan bir biyomiirekkep gelistirmek i¢in kullanilan biyomalzemeler
3 ana grup altinda toplanabilir; biyolojik polimerler, sentetik polimerler ve polimerik
karisimlar [61,62]. Bu malzemeler kullanilarak hazirlanan biyomiirekkep, yaygin olarak
hidrojel formunda kullanilmaktadir. Yiiksek sisme kapasiteleri, por6z yapilari sebebiyle
yiiksek gecirgenlikleri, kolay hazirlanabilmeleri ve 3 boyutlu biyoyazici sistemlerinde
kullanima uygun viskozite 6zelliklerinin kolayca ayarlanabilmesi gibi fizikokimyasal
Ozelliklerinden dolay1 hidrojeller biyomiirekkep hazirlanmasinda en sik tercih edilen

biyomalzeme formudur [3].

1.2.5.1 Biyolojik polimerler

Biyolojik polimerler canli organizmalar tarafindan iiretilen biyopolimerlerdir.
Baz1 biyolojik polimerlerin hem canli organizmalar tarafindan dogal yollarla {iretiliyor
olmas1 hem de laboratuvar ortaminda kimyasal sentez reaksiyonlar1 sonucu iiretilebiliyor
olmas1 polimerlerin biyolojik — sentetik seklinde keskin bir ¢izgi ile ayrilmasinin 6niine
ge¢mektedir. Buna ragmen istisnalar diginda peptid ve proteinler, polisakkaridler,
poliniikteotidler ve hiicresizlestirilmis hiicre disi ortam 3B biyoyazic1 uygulamalarinda
biyomalzeme olarak siklikla kullanilan biyolojik polimerler olarak smiflandirilabilir.

Biyolojik polimerlerin en yaygin sekilde kullanilan 6rnekleri Tablo 1.4°de gosterilmistir.

Tablo 1.4. 3B biyoyazict uygulamalarinda biyomalzeme olarak yaygin sekilde kullanilan biyolojik
polimerler ve islevleri [62,63]

Yapisal mukavemet kazandirir ve hiicre tutunmasina

Kolajen Protein
ve bliylimesine yardimci olur
Yapisal mukavemet kazandirir ve 3B hiicre kiiltiriinde
Jelatin Protein .
hiicrelere uygun ortam saglar
Elastin Protein Dokuya esneklik kazandirir
Silkfibroin Protein Hiicre kdilturiinde substrat islevi vardir
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Tablo 1.4. (Devam) 3B biyoyazict uygulamalarinda biyomalzeme olarak yaygin sekilde kullanilan
biyolojik polimerler ve islevieri [62,63]

Hiicre - ortam etkilesiminde ve hiicre cogalmasinda

Proteoglikanlar Protein etkilidir
Seliiloz Polisakkarid Yapisal mukavemet kazandirir
Aljinat Polisakkarid Yapisal mukavemet kazandirir
Kitin/Kitosan Polisakkarid Yapisal mukavemet kazandirir

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan seliiloz, karragenan ve jelatin

biyolojik polimerler sinifina girmektedir.
Jelatin

Jelatin, kolajenin denatiirasyona ugramis bir halidir (Sekil 1.13). Diisiik
sicakliklarda yapis1 helikal yapidadir ve viskoz oOzellik gostermektedir. Sicaklik
yiikseldik¢e helikal yapi diizensiz katlanmalara dontisiir. Kollajen ve jelatinin doku
miihendisligi uygulamalarinda sik sik kullanilmasinin en 6nemli sebeplerinden birisi
protein yapilarinda bulunan Arjinin — Glisin — Aspartik asit (Arg — Gly — Asp, RGD)
aminoasit dizisidir [64—66]. Bu dizi, hiicrelerin yapiya tutunmasini saglamaktadir ve
hiicre ¢ogalmasina uygun ortamin olugmasina yardimer olur [67,68]. Buna ek olarak
jelatinin fizyolojik sicaklikta jellesmesi, biyomalzeme olarak kullaniminda avantaj
saglamasina ragmen doku iskelesi olarak kullanilabilmesi i¢in ¢apraz baglanmanin
gergeklestirilerek stabil yapinin elde edilmesi gerekmektedir. Glutaraldehit gibi yapidaki
bos amin uglar iizerinden ¢apraz baglanma gerceklestiren ¢apraz baglayict ajanlarin

kullanimi ¢aligmalarda sik sik kendisine yer edinmektedir [69].

[*] o 0 H
| I A |
—N—CH—C—N -c—«—jn-c
0 0 H
H | H Nb (lHE i H l

«mn—-cln—c—N L~ L, cn, r fm
H H H, é—o
/] | p—
NH °
{'=&'H1 o
Ne,
Ala Gly Pro Arg Gly Glu Hyp Gly Pro

Sekil 1.13. Jelatinin kimyasal yapisi [70]
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Seliiloz

Seliiloz dogada en yogun sekilde bulunan polimerik polisakkarid materyaldir.
Fibroz yapidaki formu bitki hiicre duvarinda bulunmakta olup suda ¢éziinmeyen 6zellige
sahiptir. B-(1—4) glikozidik baglar1 ile birbirine bagli D-glikoz {initelerinden olusan
selilloz (Sekil 1.14), biyobozunumunun diisilk olmast sebebiyle doku miihendisligi
caligmalarinda sik tercih edilmemelidir. Buna karsilik modifiye edilmis seliiloz tiirevleri,

sahip oldugu 6zelliklere bagl olarak ¢esitli ¢alismalarda kullanilmaktadir [71-73].

r .

I

! CH,0H

i H OH
: H

, OH H

It H

i H OH

I

Sekil 1.14. Seliilozun kimyasal yapisi [74]

Fibroz yapis1 hemiseliiloz ve ligninin birbirleriyle etkilesimi ile olusan seliiloz,
belli reaksiyonlara sokularak nano boyutta kristalik yapida elde edilebilir (Sekil 1.15).
Uygun yontemler kullanilarak modifiye edilebilen nano-seliiloz kristalleri elektriksel

iletkenlik 6zelligi kazanarak farkli doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilir.

Amorf
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Sekil 1.15. Dogada bir arada bulunan seliiloz, hemiseliiloz ve lignin [75] ve seliilozun kristalik yapis
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Karragenan

Kirmizi su alglerinden elde edilen bir polisakkarid grubu olan karragenan,
yapisinda bulunan molekiillere gore farkli sekillerde isimlendirilir (Sekil 1.16). Yapisinda
bulundurdugu siilfat grubu sayesinde elektriksel iletkenlik &zelligine sahip olan
karragenan, suda ¢ozlinebilme 6zelligi sebebiyle de doku miihendisligi uygulamalarinda
tercih edilmektedir. Sogutuldugu zaman olusan helikal yapinin katyonik etkilesimler
sayesinde agrage olmasiyla jellesen karragenanin viskozitesi ise derisim, sicaklik ve

kullanilan karragenan tipine gore degisiklik gostermektedir [76].

080, ... 0504
CH,OH 080 o g CH,OH \M
p-carrageenan k-carrageenan
080, O... 050,
CH,0H 0350 O = CH,OH
0S50, -
OSO
v-carrageenan |-carrageenan
OH - o...
CH,oH  08Q o : CH,OH N
S o] -
s o 050,
0504 HO 0S0, 0503
A-carrageenan B-carrageenan

Sekil 1.16. Farkli karragenan yapilar: [77]

1.2.5.2 Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, ilk kullanimi 18. yiizyilin baslarina dayansa da medikal
anlamda islevselligini 2. Diinya Savas1 doneminde kazanmistir. Biyobozunabilir sentetik
polimerlerin bu alandaki kullanimi ise 1969 yilinda ilk bozunur medikal dikis ipi ile
baglamistir. Biyobozunum ve in vivo toksikoloji ¢aligmalarinin simirlt sayida sentetik
polimer iizerinde yapilmis olmasi, 3B biyoyazicit uygulamalarinda kullanilan sentetik
polimer sayisinin artmamasina neden olmustur (Tablo 1.5). Bu sebepten dolay1
biyomiirekkep olarak kullanioma uygun oldugu bilinen sentetik polimerlerin

modifikasyonu ile elde edilen yeni polimerlerin kullanimi olduk¢a yaygindir [62].
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Tablo 1.5. 3B biyoyazict uygulamalarinda biyomalzeme olarak kullanilan sentetik polimerler ve uygulama
alanlar [61,62]

Poli(glikolik asit) Damar
Poli(laktik asit) Deri, kikirdak, kemik, tendon
Poli(kaprolakton) Kemik, sinir, kikirdak, deri
Biyobozunabilir politiretan Kikirdak, damar
Polianhidridler Kemik
Poli(etilen glikol) Deri, damar, sinir

1.2.5.3 Polimerik karisimlar

Biyomalzeme olarak biyolojik polimer kullanimi biyouyumluluk anlaminda
oldukea iistiinliik saglasa da 3B biyoyazici tekniklerinin ¢ogunlukla yiiksek sicaklik veya
basing gerektiriyor olmasi sebebiyle Ozellikle protein ve peptidlerin degradasyona
ugrama riski oldukga yiiksektir. Polisakkaridlerin ise hiicre tutunmasini saglayacak
protein uglart olmadigi i¢in tek baslarina biyomalzeme olarak kullanimlar1 dezavantaj
yaratmaktadir. Bu nedenle biyomalzemenin biyouyumlulugunu arttiracak bir polimerin
yaninda, mukavemetini arttiracak bir farkli bir polimer kullanimi biyomiirekkep
gelistirme arastirmalarinda siklikla karsilagilan bir durumdur. Kullanilan hibrit polimerin
ayni zamanda uygun bir ¢apraz baglayici yardimiyla ¢apraz baglanarak hiicre
farklilasmas1 ve ¢ogalmasi basamaklari boyunca doku iskelesinin bozunmadan yapisal
mukavemetinin korunmasi saglanmalidir. Bu hedef ¢er¢evesinde uygun oranlarda
karistirtlarak genellikle hidrojel formuna getirilen polimer karigimlarimin kullanima,

alanin en giincel ve yaygin arastirma konusudur [7,62,78].
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1.3  Sinir Dokusu Miihendisligi

1.3.1 Sinir sistemi ve hasarlar

Canl1 viicudunun farkl1 bolgelerinin sinyal gonderimi/alimi araciligi ile etkilesim
ve iletisim halinde bulunmasini saglayan sinir sistemi iki ana parcadan olusur; ¢evresel
sinir sistemi (CSS) ve merkezi sinir sistemi (MSS). Beyin, omurilik ile birlikte MSS’yi
olusturur ve canli viicudunun isleyis merkezi gorevini goriir. CSS ise merkezi sinir

sistemine baglanmis durumda olan diger sinirlerden olusur [79].

Sinir sisteminin islevi ile ilgili ¢alismalar 6zellikle 1849’da Phineas Gage isimli
hastanin kafasinin bir demir c¢ubuk ile delindigi kazadan sonra kisiligindeki
degisikliklerin fark edilmesi ile hiz kazanmistir. Gage Orneginde oldugu gibi sinir
sisteminde travma sonrasi olusan degisikliklerin takibi ile sinir sisteminin islevinin
¢oOziilmesi, hasta odakli bir ilerleyis ile gliniimiizde dahi stirmektedir. Bu yaklagimdan
farkli olarak sinir dokular iizerinde arastirma yaparak c¢alisan bilim insanlari, alandaki
calismalarin ¢ok daha hizli ilerlemesine Onciiliik etmistir. Santiago Ramon y Cajal’in
Camilo Golgi ile paylastig1 Nobel Odiilii [80] ve Cajal’in Golgi’nin yontemini kullanarak
yaptig1 hiicre boyamasi ¢izimleri (Sekil 1.17) ile sinir sistemi ile ilgili arastirmalar dikkat

¢cekmeye baslamuistir [81].

Sekil 1.17. Cajal'in sinir hiicresi ¢izimlerinden bir érnek [81]

25



Bir sinir hiicresi (néron) govde ve c¢ekirdege bagli dendritler ve aksondan
olugmaktadir (Sekil 1.18 A). Aksonlar etrafina sarilan Schwann hiicreleri ile olusan
miyelin kilif, sinir hiicresi tizerindeki elektriksel aktarimin hizli ger¢eklesmesini saglar
(Sekil 1.18 B). Sinirsel aktarim iki néron veya noron ile doku arasinda kurulan sinaptik
baglantilar sayesinde gergeklesir. Sinirsel hasar, bir ndéronun elektrik iletiminde yasanan

islev bozuklugu veya sinaptik aktarimdaki bozukluktan kaynaklanabilir [8,82].

Dendritler
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Govde ve Cekirdek

Endondryum

Miyelinsiz sinir
ipligi
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Miyelinli sinir
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Akson

@
Schwann

«‘:';\.\' iy
hiicresi -

cekirdegi 7 \\\F
Miyelin kilf §

Aksonlar

Akson

Sekil 1.18. (A) Noron anatomisi [79] ve (B) sinir anatomisi [83]
Glniimiizde sinir sisteminin igleyisi ¢0ziilebilmis olsa bile sinir sistemi
rahatsizliklarimin bir ¢ogu i¢in kesin tedavi yontemi gelistirilememis durumdadir (Tablo
1.6).

Tablo 1.6. Norodejeneratif hastaliklar ve hasar géren hiicre topluluklar: [82]

Norodejeneratif Hastalik Etkilenen Hiicre Toplulugu

Parkinson Dopaminerjik ndron dejenerasyonu
: Kortikal ve striatal noronlar dahil olmak tizere pek gok
Huntington
noronal topluluk
Alzheimer Beyin etrafinda noron kaybi
Epilepsi Serebral korteks noron kaybi, ndron hasari
Multipl Skleroz Oligodendrosit dejenerasyonu

Omurilik boynuz hiicre atrofisi ve biiylik motor néronlarin

Lou Gehrig (ALS) fibroz astrositler ile yer degistirmesi, miyelin hiicre

dejenerasyonu
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Hasar gormiis sinir hiicrelerinin yenilenebilme kabiliyeti biiylik oranda hasarin
bulundugu yere (CSS-MSS, MSS-MSS veya CSS-CSS arasindaki baglantiyr saglayan
sinirler) bagimhidir. CSS iizerindeki hasarlarda uygulanabilecek tedavi yontemi hasarin
blytikliigline gére degismektedir. Duruma gore hasar gormiis sinirin cerrahi miidahale ile
birbirine baglanmasi1 veya hasarli bolgeye otolog sinir nakli uygulamalar1 yapilabilir. Bu
tedavi yontemlerine ragmen sinir hasarinin tamir ve yenilenmesi, sinirin eski islevini geri
kazanabilmesi bakimindan yeterli olmaktan oldukc¢a uzaktir. MSS iizerindeki hasarlar
icin ise gelistirilmis giincel bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu sebeplerden dolay1
gelisen teknoloji ile birlikte sinir dokusu miihendisligi de dnemli arastirma konularindan

birisi haline gelmistir [82].

1.3.2 CSS miihendisligi

CSS hasar1 tiim diinyada yaygin bir sekilde karsilasilan saglik sorunlarindan
birisidir. Cevresel sinirler iizerinde ger¢eklesen hasar sonucu aksonlarda olusan
dejenerasyon, makrofaj ve monositlerin hasarli bolgedeki miyelin kilif ve akson
kalintilarin1 temizlemesine yol acar. Bu esnada akson rejenerasyonunun saglanabilmesi
icin Schwann hiicreleri ¢cogalarak norotrofik faktdr ve hiicre dist ortamin olusumunu
indiikler. Arada kurulan Bungner Bantlar1 sonucu aksonun rejenerasyonu, aksonun
sinaptik hedefine ulasana kadar uzamasi ile devam eder. Buna ragmen bu yenilenme

mekanizmasi sinirsel iletimin hasar 6ncesindeki kadar verimli olmasini saglayamaz [84].

Bolim 1.3.1°de bahsedildigi gibi birka¢ milimetreden kii¢iik néronal hasarlar
cerrahi miidahale ile birbirlerine dikilebilir. Bu yontemin miimkiin olmadig1 daha biiyiik
hasarlarda ise tiibiiler bir yapmin (conduit — ku/if) in vivo kullanimi gerekmektedir (Sekil
1.19). Bu yaklasimda hasarli sinirin ayr1 ug¢lar1 kilifin iki ucundan igeri sokularak
rejenerasyonun saglanmasi beklenir. Kullanilan kilif rejenerasyonun saglanmasina
yardimci olurken ayni zamanda sinire gerekli biyokimyasallarin iletimi gérevini de goriir.
Bu amagla yapiya hiicre, ¢esitli proteinler ve biiylime faktorleri ilave edilebilir. Doku
miithendisligi calismalarinda yeni tekniklerin gelistirilmesi ile hasarin tamirinde

kullanilan tiibiiler kilif yerine 3B doku iskelesi kullanimi da miimkiindiir [85].
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Yenilenmis sinir

Sekil 1.19. CSS miihendisliginde (A) noronal yenilenmeye yardimct kilif kullanmiminda akson yenilenme
mekanizmasi [8] ve (B) rat siyatik siniri iizerinde in vitro kulif kullanimi [86]

CSS miihendisligi uygulamalarinda kullanilan destek materyalleri (doku iskelesi
veya tiibliler kilif) silikon elastomer iizerine yogunlasmistir. Yeni doku miihendisligi
teknikleri gelistirildik¢e kullanilan sentetik polimer malzemeleri de ¢esitlenmis ve bazi
elektriksel iletkenligi olan polimerler destek materyali islevi gormiistiir [87,88]. Destek
materyali olarak kolajen, aljinat, poli(2-hidroksietil metakrilat) gibi malzemelerin
kullanim1 yayginlasmaktadir. Boliim 1.2.5.3’te bahsedildigi gibi tek c¢esit polimer
kullanimiin yetersizliginin Oniine gecebilmek amaciyla bahsedilen polimerik
malzemelerin yanina heparin, fibrin, agarose, seliiloz gibi farkli destek materyalinin
eklenmesiyle birlikte daha gelismis doku iskelesi ve kiliflar gelistirilmektedir. Polimerik
karisimin igerigine biiylime faktorii ve hiicre disi ortam proteinleri gibi biyolojik destek
materyallerinin eklenmesinin boliimiin baginda bahsedilen yenilenme hizinmi arttirdigi da
yapilan ¢alismalar ile kamitlanmigtir [89-92]. Bu tiir klinik gecerliligi olabilecek
uygulamalarin yani sira CSS hasari in vitro olarak modellenerek gelistirilen ilag ve yeni
tedavi yontemlerinin test edilmesi de miimkiin kilinmistir. Bu tiir aragtirmalar lab-on-chip
uygulamalar1 temelinde ilerleyebildigi gibi model iiretiminde in vitro iretilen

organoidlerin kullanimi da miimkiindiir [93—-100].

28



1.3.3 MSS miihendisligi

CSS ve MSS hasart sonrasinda gergeklesen mekanizmadaki temel farklilik
yenilenebilme kapasitesinde yatmaktadir. Boliim 1.3.2°de bahsedilen yenilenme
mekanizmasindan farkli olarak MSS, hasar sonrasinda nadiren yapisal ve islevsel

ozelliklerini geri kazanabilir [82].

MSS doku biyolojisi beyaz ve gri maddeden olusur. Omurilik 6rneginde gri
madde noéron govdelerinin bulundugu bir kelebek seklindedir ve kan damar1 ve glial
hiicreleri igerir. Beyaz madde ise ¢ogunlukla aksonlar ve kan damarlar1 ve glial
hiicrelerden olusmaktadir. Yapilan bir ¢aligmaya gére MSS yenilenmesinin basarisiz
olmasinin altinda yatan sebeplerden birisi beyaz madde varligidir [101]. Bu duruma beyaz
maddenin, ¢cogunlukla oligodendrositler ve miyelin bilesenleri tarafindan saglanan, akson
uzamasi ve hiicre tutunmasini inhibe etmesi sebep olmaktadir. Buna ek olarak glial yara
olusumunun gozlemlenmedigi durumda sinir liflerinin uzanma diizeninde goriilen
bozulmanin erigkin omurilik beyaz maddede akson yenilenmesini engelledigi
bilinmektedir [102,103]. Diizenli doku yapilanmasinin akson uzamasini olumlu yonde
etkilemesi bilinmekle birlikte glial yara olusumunun goézlemlenmedigi durumlarda
yenilenme mekanizmasinin isleyebilmesi i¢in yapilmasi gereken hamle, yeni olusacak
ndronlarin hasarli bolge boyunca uzanarak diizenli doku olusumuna yardimer bir kdprii
gorevi gormelerine yardimer olmaktir [103,104]. Bu kapsamda yapilan doku
miithendisligi calismalarinda kullanilan doku iskelesi, aksonlarin diizenli yapida
uzamalarina yardimci olacak kopriiyii destekler nitelikte ajanlar igermelidir. Bu ajanlar
akson rejenerasyonunu desteklemeli, hasarin biiylimesini engellemeli, yeniden
miyelinlenmeye ve varsa, kok hiicrelerin dogru yonde farklilagsmalarina yardimci

olmalidir [82].

Bu baglamda; MSS miihendisligi alaninda yapilan ¢aligmalar beyin dokusunu taklit
edebilecek model iiretimi ve kullanimi [105-110] ve omurilik {izerinde yapilan doku

iskelesi ve model iiretimi ¢aligmalar1 [111-115] iizerine yogunlagmistir.
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2 MATERYAL ve YONTEM
2.1 Materyal

Yapilan calismada kullanilan seliiloz, ticari pamuk kullanilarak stlfiirik asit
hidrolizi yontemiyle sentezlenmistir. Sentez basamaginda kullanilan siilfiirik asit (H2SO4)
ve diger kimyasallar olan sodyum hidroksit (NaOH) ve hidrojen peroksit (H202), hidroliz
basamaginda safsizliklarin giderilmesi asamasinda kullanilan snake-skin diyaliz tiipii

(3500 kDa) Sigma Aldrich’ten satin alinmistir.

Sentezlenen seliiloz nano-kristallerin karakterizasyonunda Fourier dontisimlii
kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum 100), X-1s1n1 kirinimi (XRD,
Bruker D8 Advance) yontemi, termogravimetrik analiz (TGA, TA Instrumensts Q500),
taramali elektron mikroskobu (SEM, ZEISS Ultraplus) ve kondiiktometre (Thermo
Scientific Orion 145A+) ve zeta potansiyeli 6l¢imii (Malvern Instruments, Model 3000
HSA) kullanilmustir.

Biyomiirekkep yapiminda kullanilacak hidrojel karistmi  biyomalzemenin
hazirlanmasi igin kullanilan sigir jelatini (Tip-B) Santa Cruz Biotechnology firmasindan,
karragenan ise Alfasol’den satin alinmistir. Biyomalzemenin karakterizasyonu mekanik

test cihazi (TA Instruments ARES Rheometer) ile yapilmustir.

3B kiliflarin iiretiminde sikma temelli pnomatik 3B biyoyazici (EnvisionTEC 3D-
Bioplotter® Developer Series, 4. nesil) kullanilmis olup basim asamasinda 22G ve 25G
igne uclari denenmistir. Basildiktan sonra yapilarin ¢apraz baglanmasi i¢in kullanilan

glutaraldehit Sigma Aldrich’ten satin alinmistir.

Uretilen 3B yapilarin karakterizasyonunda SEM (ZEISS Ultraplus) mikrograflari
ve optik mikroskop (Leica Microsystems MZ6) kullanilmistir.

Hiicre ¢aligmalarinda kullanilan 3T3 hiicreleri American Type Culture Collection
(ATCC)’dan satin alinmis olup, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Gibco’dan, fetal bovin serum (FBS) Merck Millipore’dan, tripsin/EDTA ¢dozeltisi ise
Sigma’dan satin alinmistir. Kullanilan 12-hiicreli plakalar Corning’den satin alinmis olup
absorbans taramalar1t mikroplaka tarayici (BioTek Synergy H1 hydrid reader) kullanilarak

yapilmustir.

Hiicre sayimi i¢in kullanilan trypan blue boyasi Thermo Fisher’den satin alinmig

olup sayma islemi otomatik cihaz ile yapilmistir (Logos Biosystems LUNA-II).
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2.2 Hiicre Cogaltilmasi ve 3B Hiicre Kiiltiirii

Yapilan c¢aligmalarda fare fibroblast (3T3) hiicreleri kullanilmigtir. Hiicreler
DMEM igerisine eklenen %10 (v/v) 1s1 ile aktiflestirilmis FBS ve %1 (v/v) penisilin-
streptomisinden olusan hiicre kiiltiirii ortaminda %35 CO: igeren ortamda 37°C sicaklik
altinda polistiren kaplarda ¢ogaltilmistir. Hiicre yogunlugu %90 seviyesine geldigi zaman
kaplardaki hiicreler alt kiiltlirlere ayrilmis ve uygun pasaj sayisindaki hiicreler deneysel
caligmalarda kullanilmistir. Hiicreler deneysel ¢alismalarda kullanilmak igin
bulunduklar1 kaplardan %0.25 (v/v) tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile kaldirilmis ve yikama ve

santrifiij islemlerinden sonra doku iskeleleri lizerine ekilmistir.

Ekim isleminden 6nce doku iskeleleri 4 saat siireyle UV 1s1k altinda steril hale
getirilmis ve steril fosfat tamponu (pH:7.2) kullanilarak yikanmistir. Daha sonra steril 12-
hiicreli plakalara yerlestirilen doku iskeleleri iizerine 1 c¢cm? alana yaklasik 1,5x10°
hiicremL™ olacak sekilde 100 pL hiicre siispansiyonu damlatilmistir. Hiicre ekili doku
iskeleleri %5 COz igeren ortamda 37°C sicaklik altinda inkiibasyona birakilmistir.

2.3 Seliilloz Nano-Kristallerin (CNC) Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

2.3.1 CNC hazirlanmasi

CNC’ler ticari pamuktan asit hidrolizi yontemiyle sentezlenmistir. Bu amag
dogrultusunda ticari pamuk asit hidrolizi disinda ¢esitli 6n ve son islemlere maruz
birakilmistir. Deney kurgusu temelde merserizasyon-agartma/mum ¢ikartma-asit
hidrolizi basamaklar1 dogrultusunda kurgulanmistir.

Bu dogrultuda ilk basamak olarak yapidaki seliilloz liflerinin birbirlerinden
ayrilmalar1 amaciyla merserizasyon islemi uygulanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 4 g
pamuk, %20 (w/v) sodyum hidroksit (NaOH) ¢o6zeltisi ile 1,5 saat muamele edilmis,
deiyonize su ile yikanarak nétral pH degerine getirilmis ve 1 gece 50°C sicaklik altinda
kurutulmustur. Mum ¢ikartma ve agartma basamaginda yapidaki lignin ve hemiseliiloz
uzaklagtirllmistir. Bunun i¢in numune, pH 11,5’a ayarlanarak 1,5 saat siireyle, 50°C
sicaklik altinda %5 (v/v) hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisi ile karigtirilmisg ve pH,
deiyonize su ile yikama yapilarak notral degere getirilmistir. 1 gece kurutulan numune
1:1 (viv) H2SO4:dH20 asidik karisim ile 50°C altinda 5 saat karistirilarak hidroliz
edilmistir. Asit hidrolizi sayesinde amorf bolgelerden kirilarak elde edilen CNC’ler 3500
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kDa snake-skin diyaliz tiipi kullanilarak ortamda bulunan fazlalik iyonlardan ve
kirlilikten armdirilmistir. Kristallerin boyut dagilimimin homojen olmasi amaciyla 5
dakika boyunca %40 enerji akimi ile ultrasonikasyon (Bandelin Sonopuls UW 2070)

uygulanmis ve elde edilen kristaller kullanim 6ncesinde 50°C altinda kurutulmustur.

2.3.2 CNC karakterizasyonu

Sentezlenen CNC yapilarin fiziksel ve kimyasal dzellikleri FT-IR spektroskopisi,
SEM, XRD yontemi, TGA ve kondiiktometrik 6l¢iimler kullanilarak belirlenmistir.

2.3.2.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-1R) spektroskopisi

FT-IR spektroskopisi 6l¢timleri 30 mg CNC ile 30 mg KBr karisimi ile basing
altinda hazirlanan pellet kullanilarak yapilmistir. Olgiimler 400-4000 cm™ araliginda
gerceklestirilmistir. FT-IR analizi, CNC yapilarin kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

amactyla kullanilmistir.

2.3.2.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Sentezlenen CNC yapilarin morfolojik 6zellikleri ve boyutlart SEM ile
belirlenmistir. Bu amagla 6rnekler piskiirtmeli kaplayict (Electron Microscopy EMS
550X) ile 50 mA akim altinda 1 dakika boyunca 20 nm kalinlikta altin ile kaplanmig ve
analiz gerceklestirilmistir. Gortlintiiler 15000x ve 50000x biiylitme oranlarinda, SE2
dedektorii ile 20 kV gerilim uygulanarak elde edilmistir.

2.3.2.3 X-isinlart kirtntim (XRD) yontemi

Sentezlenen CNC’lerin kimyasal ve yapisal 6zellikleri XRD cihazi ile analiz
edilmistir. Olgiimler 0,4°/dakika tarama hiz1 ve 5°-60° tarama araliginda, 40 kV gerilim
ve 40 mA akim altinda 1,54 nm dalga boyunda Cu Ka karakteristik radyasyonu ile

yapilmustir.

2.3.2.4 Termogravimetrik analiz (TGA)

Sentezlenen CNC’lerin kimyasal 6zellikleri termogravimetrik dlglimler ile analiz
edilmistir. Olgiimler 5 mg katt CNC numunesi ile 25°C - 480°C sicaklik araliginda
yapilmistir.
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2.3.2.5 [Iletkenlik

Ayni1 hacimli jelatin, jelatin + karragenan ve jelatin + karragenan + CNC
karigimlarimin iletkenlik 6l¢timleri kondiiktometre kullanilarak ayr1 ayr1 yapilmis ve CNC
varhiginin iletkenlik {izerindeki etkisi incelenmistir. Tiim Olgiimler 50°C sicaklikta

yapilmustir.

2.4 3B Biyobasim

2.4.1 Biyomalzeme hazirlanmasi

CNC’ler, kat1 destek malzemesi ve hiicre tutunmasini saglayici protein olarak
kullanilan jelatin ve iletkenligi arttirict destek malzemesi olarak kullanilan karragenan
biyomalzeme karigiminin icerisine gomiilerek 3B yapilar halinde basilmistir. Bu amagla
kullanilacak biyomalzeme karisimlari, biyobasilabilirlik anlaminda optimum bilesen
derisimlerinin belirlenebilmesi amaciyla farkli derisimlerde (%7-8 jelatin, %2-3

karragenan) bilesenler kullanilarak hazirlanmistir.

%7 (w/v) ve %8 (w/v) olacak sekilde hazirlanan iki farkli jelatin ¢ozeltisi 2 saat
boyunca 70°C sicaklikta karigtirnlmistir. Ayni sekilde %2 (w/v) ve %3 (w/v) olacak
sekilde hazirlanan iki farkli karragenan c¢ozeltisi 2 saat boyunca 70°C sicaklikta
karistirllmistir.  Daha sonra hazirlanan  karragenan c¢ozeltileri, 8:2 ve 7:3
jelatin:karragenan (w/w) olacak sekilde jelatin ¢ozeltilerinin lizerine eklenmis ve her iki
karisim da 2 saat boyunca 70°C sicaklikta karigtirilmistir. Her iki biyomalzeme
karigimina da 50 mg/mL olacak sekilde CNC ilave edilerek karisimlar 50°C sicaklikta 1
saat karistirilmistir. Hazirlanan karigimlarin jellesme reaksiyonlarinin tamamlanmasi i¢in
karisimlar 4°C sicaklikta 1 gece bekletilmistir. Tiim biyomalzeme karisimlarinin

hazirlanmasi i¢in deiyonize su kullanilmistir.

2.4.2 Biyomalzeme karakterizasyonu

Hazirlanan biyomalzemelerin basilabilirlik 6zellikleri ve optimum basilabilirlik

parametreleri belirlenmistir.
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2.4.2.1 Basulabilirlik ve biyouyumluluk

Hazirlanan biyomalzemelerin optimum 3B basilabilirlik parametreleri Boliim
2.4.1’de hazirlanan karigimlarin 20°C ve 26°C sicaklikta, 0,5-3,0 bar basing aralifinda

25G ve 22G igne uglar1 kullanilarak gergeklestirilen biyobasim islemi ile belirlenmistir.

Hiicre kiiltlirii ortaminda ¢ogaltilan hiicreler trypan blue boyama yontemi ile
sayilmistir. Bu amagla 30 pL trypan blue boyasi ile 30 pL hiicre slispansiyonu dikkatli

bir sekilde karistirilmis ve hiicre sayim cihazi ile analiz yapilmaistir.

Hazirlanan biyomalzemenin biyouyumlulugu 3T3 hiicreleri ile 7 giin siirdiiriilen
hiicre yasayabilirligi testi ile belirlenmistir. Bu test kapsaminda uygulanan MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) testi uyarinca 5 mgmL™
MTT ¢ozeltisi hazirlanmustir. 1., 3. ve 7. glinlerde hiicre ekili farkli doku iskeleleri tizerine
15 uL MTT ¢ozeltisi eklenmis ve 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonun
durdurulmas1 amaciyla doku iskeleleri tizerine 100 uLL DMSO eklenmis ve olusan MTT-
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in numuneler 37°C sicaklik altinda 10 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Doku iskelelerinin {izerinden alinan renk degistirmis sivi
numunelerin absorbanslar1 545 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve farkli hiicre sayilarina

kars1 hazirlanan kalibrasyon grafigine gore karsilastirma yapilmustir.

2.4.3 Noronal yenilenmeye yardimer kilif ve yama iiretimi ve karakterizasyonu

2.4.3.1 Noronal yenilenmeye yardimci kilif ve yama iiretimi

Boliim 2.4.2.1°de yapilan calisma ile belirlenen optimum basim parametreleri
dahilinde noronal yenilenmeye yardimci kilif ve yamalar CNC igeren biyomalzemeler

kullanilarak tiretilmistir.

Uretilmesi hedeflenen kiliflarin yapisal 6zellikleri bugiine kadar kullanilan diiz

yapil1 tlip seklinden farkli olarak;

X/

¢ Baglant1 kurulmas1 amaclanan sinir u¢larinin kilifin i¢ine girecegi boliimler
genis ve cerrahi dikis uygulanmasina elverisli,

% Noronal yenilenmenin ger¢eklesecegi kilifin orta-i¢ boliimleri dar,

% Kilifin orta-dis boliimleri, yenilenmeye yardimci biyomateryallerin fazla

miktarda bulunmasi amaciyla disa dogru genis,
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% Dis ortamda ve kilifin igeriginde bulunan biyomalzemelerin noronal

yenilenmenin gergeklestigi i¢ boliimlere ulasabilmesini saglayacak pordzite,

Ozelliklerini igerecek sekilde tasarlanmistir (Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Noronal yenilenmeye yardimct kilif tasarimi (4) yan goriiniim, (B) i¢ goriiniim ve (C) dik
goriiniim

2.4.3.2 Noronal yenilenmeye yardimci kilif ve yama karakterizasyonu

Hazirlanan kilif ve yamalar sisme testi, mekanik test, biyobozunum testleri, optik
mikroskop goriintiileri ve SEM ile karakterize edilmistir. Sisme testi i¢cin hazirlanan
yapinin kuru agirligi belirlendikten sonra yapi 1 gece boyunca oda sicakliginda deiyonize
su igerisinde bekletilerek sisirilmistir. Daha sonra yapinin sismis agirligi belirlenerek
Denklem 2.1 kullanilarak sisme derecesi belirlenmistir. Denklem 2.1 igerisinde ws doku
iskelesinin sigmis agirligini ifade ederken wqg ayn1 doku iskelesinin kuru agirligini ifade

etmektedir.

Ws— Wq

Sisme derecesi (%) = x 100 (2.1)

Biyobozunum testi i¢in hazirlanan doku iskeleleri 21 giin boyunca fosfat tamponu
(pH 7,2) ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis ve yapisal ozelliklerindeki degisiklikler

incelenmistir.

Optik mikroskop goriintiileri 0,63x ile 4x aralifinda biiylitme degerlerinde tiretilen

kiliflarin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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3 SONUCLAR
3.1 CNC Karakterizasyonu
3.1.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi

Sentezlenen CNC yapilarin FTIR spektrumu (Sekil 3.1) incelendigi zaman 3650-
3000 cm? araliginda gozlemlenen genis bantin O-H gerilmesine ve 2900 cm™’de
gdzlemlenen pikin C-H gerilmesine ait oldugu gériilmektedir. 1400 cm™’de gdzlemlenen
seliloz yapisindaki CH> molekiiline ait makaslama hareketine ait bant ve
anhidroglukopiranoz molekiiliinden kaynaklanan pikler 1800-600 cm™ araliginda
goriilmektedir. 1200 cm™’de goriilen pik CNC yapisinda bulunan siilfat grubundan (S=O)
kaynaklanmaktadir. Spektrumda gozlemlenen siilfat grubu, siilfiirik asit hidrolizi
sonucunda elde edilen CNC yapilarin siilfat modifiye halde bulunduklarini ve bu sayede
elektriksel iletkenlik oOzelligi tasiyacagini gostermektedir. Anhidroglukopiranoz

molekiiliine ait pikler ise seliiloz iskeletin bozulmadan korundugunu ifade etmektedir.
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Sekil 3.1. Sentezlenen CNC FTIR spektrumu
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3.1.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

CNC yapilarin SEM mikrograflar1 incelendiginde iiretilen kristalik yapilar ve
morfolojik 6zellikleri net bir sekilde goriilebilmektedir (Sekil 3.2 A-B). Seliiloz zincirleri
arasinda kolayca olusan hidrojen baglarindan kaynaklanan agregasyon problemi

kristallerin bir araya gelmesi seklinde gozlemlenmistir (Sekil 3.2 A).

SE " :
g=15.00KX EHT=2000kV Anad . 28 m WD=66mm Mag= 50.00KX  EHT=20.00kV  Anadolu University s
Signal A= SE2 Fi H Signal A= SE2 Faculy of Seience  ULTRA PLUS

Sekil 3.2. CNC yapilarin SEM mikrografi

3.1.3 X-isim kirinim (XRD) yontemi

Yapilan XRD analizi (Sekil 3.3) sonunda elde edilen veriler, sentezlenen
CNC’lerin kristal yapida olduklarini gostermektedir. 260=13°, 23° ve 35°’de gozlemlenen
pikler seliiloz kristallerinin karakteristik pikleridir [116—118]. CNC’ler arasinda meydana
gelen agregasyon problemi, XRD analizi sonug¢larinda kaymalara ve yapilarin mikro

boyut 6zelligi gosteriyor gibi goriinmesine sebep olmustur.

Sekil 3.3. Seliiloz nano-kristallerin X-igini kirtnim (XRD) analizi sonuglart
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3.1.4 Termogravimetrik analiz (TGA)

Sentezlenen CNC’ler kullanilarak elde edilen TGA egrileri (Sekil 3.4) incelendigi
zaman karakteristik CNC bozunma egrisi goriilmektedir [119]. 250°C sicaklikta baslayan

bozunma 350°C sicakliga kadar hizli bir sekilde devam etmis ve bu noktadan sonra

yavaglamistir.

Veight (%)

287.08°C

o4

Weight (%/°C)

Q
/ N ro2
\ —
o w\ 3 \\/
\_/ \\
anr
s 0 0 A ey an

Temperature (°C) Universal V4 SA TA Instruments

Sekil 3.4. CNC TGA egrisi

3.1.5 iletkenlik

Yapilan 6l¢iimler sonucunda jelatin ¢ozeltisine eklenen karragenanin, yapisinda
sahip oldugu siilfat gruplar1 sayesinde biyomalzeme karisiminin iletkenligini yaklagik 5,5
mS arttirdig1 goriilmiistiir. Jelatin + karragenan ¢6zeltisine eklenen CNC’ler ise ¢ozeltinin
iletkenligini yaklasik 1 mS daha arttirmistir (Sekil 3.5). Bu sonuglar, siilfiirik asit hidrolizi
yontemi ile sentezlenen CNC’lerin yapisinda icerdigi siilfat gruplarmin elektriksel
iletkenlik 6zelligini arttirdigini gostermektedir. Bu sayede jelatin + karragenan + CNC

kullanilarak hazirlanan nihai 3B yapilarin iletken 6zellik tagidig1 gosterilmistir.

iletkenlik Olgtimii

> O o O
,4,0% a\o cgf‘@ 'C"\
& ¥ & &
3 d ¢
& &
o :{3

Sekil 3.5. Hetkenlik 6l¢ciimii sonuglar:

38



3.2 3D Biyobasim
3.2.1 Biyomalzeme karakterizasyonu

3.2.1.1 Basuabilirlik ve biyouyumluluk

Optimum biyomalzeme karisiminin belirlenebilmesi amaciyla Bolim 2.4.1°de
anlatildig1 gibi hazirlanan farkli derisimlerde jelatin ve karragenan cozeltileri iceren
karigimlar farkli sicakliklarda 25G igne ucu kullanilarak basilmistir. Yapilan denemeler
sonucunda 8:2 jelatin:karragenan (w/w) karisimmnin optimum karisim oldugu
belirlenmigtir (Sekil 3.6 A-D). Optimum sicakligin belirlenmesi ¢alismasinda segilen
biyomalzeme karisiminin basilabilmesi i¢in gereken basing, hiicrelerin biyobasim
asamasinda zarar gédrmemesi igin gerekli olan “< 1,5 bar” degerinden ¢ok biiylik oldugu
icin (3 bar) kullanilan 25G igne ucu degistirilerek 22G igne ucu kullanilmistir. Bu
denemelerin sonucunda oda sicakliginda diisiik basing degerlerinde (< 1,5 bar) doku
iskeleleri basilabilmistir (Sekil 3.6 E-F)

20°C

7:3

Jelatin:Karragenan
(w/w)

Sekil 3.6. Jelatin-Karraeenan biyomalzeme (A) (w/w) 7:3 jelatin:karragenan 20°C 25G igne ucu, (B) (W/w)
7:3 jelatin:karragenan 26°C 25G igne ucu, (C) (w/w) 8:2 jelatin:karragenan 20°C 25G igne ucu,
(D) (w/w) 8:2 jelatin:karragenan 26°C 25G igne ucu ve (E) (w/w) 8:2 jelatin:karragenan 26°C
22G igne ucu, (F)) (ww) 8:2 jelatin:karragenan 26°C 22G igne ucu (biiyiitiilmiis) degerleri ile
basilmis doku iskeleleri
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Hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan hiicreler 3B hiicre kiiltiirii i¢in doku iskeleleri

tizerine ekilmeden 6nce %99 canlilik gostermistir (Sekil 3.7 ve Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hiicre ¢ogaltilmasi ve sayumi
sonuglart

ToplamHiicre 9.55x10¢ hiicre/mL
Yogunlugu

Canli Hiicre Yogunlugu  9.48 x10° hiicre/mL

Olii Hiicre Yogunlugu 7.77 x10¢ hiicre/mL

Canlilik Orani (%) 99.2
Ortalama Hiicre Boyutu 17.5 um
Toplam Hiicre Sayisi 2090
Canli Hiicre Sayisi 2073
Olii Hiicre Sayisi 17

Sekil 3.7. Hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan
hiicre canliligi ve sayimi

Biyouyumluluk testi sonuglarina gore (Tablo 3.2 ve Sekil 3.8) doku iskeleleri
tizerine ekilen hiicrelerin 5. giin sonunda sitotoksik etkiye maruz kalmadiklar1 ve
canliliklarini siirdiirerek iiremeye devam ettikleri goriilmektedir. Olgiilen absorbans
degerlerinin ifade ettigi hiicre sayilar1 ¢izilen kalibrasyon grafigi kullanilarak

hesaplanmistir (Sekil 3.9).

Tablo 3.2. Biyouyumluluk testi sonuglar

Absorbans ~ Hiicre Sayisi

1. Giin 0,149 1.5x10°
3. Giin 0,549 6510

2 6
5. Giin 1,101 1.4x10

Sekil 3.8. Biyouyumluluk testi ile goriintiilenen doku iskelesi iizerinde tiremeyi siirdiiren hiicreler
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Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.9. Hiicre sayisina gére kalibrasyon grafigi

3.2.2 Ndoronal yenilenmeye yardimci kilif ve yama iiretimi ve karakterizasyonu

Boliim 3.2.1.1°de belirlenen optimum biyomalzeme derigimi ve optimum basim
parametreleri kullanilarak iiretilen 3B kiliflar CAD ile belirlenen 7,5 mm uzunluk, 5,5
mm en genis bolgede dis ¢eper capt 1,5 mm giris delik ¢ap1 ve 1 mm i¢ delik cap1
olgiilerinde elde edilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Uretilen 3B yapilarin CAD ile uyumu

Yapilarin boyutlarinda gozlemlenen yaklasik %10°luk sapma (Sekil 3.11 D-F),
kullanilan biyomalzemenin hidrojel ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Biyobasim
asamasinda yapi lizerinde ¢okme ve yayilmalar meydana gelmektedir. Bu sorunun 6niine
gecmek amaciyla biyobasim isleminden hemen sonra yapilar %1 (v/v) glutaraldehit
cozeltisi ile 1 saat silireyle oda sicakliginda capraz baglanmistir. Capraz baglanma
sonrasinda deiyonize su ile yikanan yapilarin boyut 6zelliklerini test edilen 3 hafta

boyunca koruduklar1 gozlemlenmistir (Sekil 3.11 A-C).
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Sekil 3.11. Uertilen 3B kiliflar

Capraz baglanma sonrasinda 3B yapilarin pordz oOzellikleri SEM ile
gozlemlenmistir (Sekil 3.12 A-F). CNC’ler arasinda karsilagilan agregasyon problemi,
yapt igerisine gdmiilii CNC’ler arasinda da goriilebilmektedir (Sekil 3.12 G-H).

Yapilarin yiiksek porozite ozellikleri sisme testi sonuglar ile desteklenmistir.
Yapilan sisme testi sonucunda kuru agirligt (wqg) 4,6 mg olan yapinin sismis agirligt (ws)
67,8 mg bulunmustur. Denklem 1 kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda yapinin
sisme derecesi %1373,91 olarak hesaplanmistir. Bu deger yapmin yiiksek su tutma

kapasitesinin bir gostergesidir.
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Uretilen 3B yapilarin biyobozunum testi sonuglari, %1 glutaraldehit ¢ozeltisi ile
1 saat slireyle ¢apraz-baglanmis yapilarin yapisal 6zelliklerini test siiresi olan 21 giin

boyunca koruduklar1 gortilmustiir (Sekil 3.13).

1. Gin 21.Giln

Var

Capraz-baglanma
Yok

37°C
Sekil 3.13. Biyobozunum testi

4 TARTISMA

Bu tez kapsaminda insanligin tip ve iyilesme arasindaki baglantiy1 kesfettigi giinden
bu yana ilgi duydugu yenilenebilir tip alaninda bir calisma yapilmistir. Yenilenebilir tip
caligmalar1 kapsaminda son yillarda 6nemini arttirmis olan doku ve organ miihendisligi

calismalari ilerleyisini hizla siirdiirmekte ve gelisime acgik 6zelligini korumaktadir.

Doku ve organ miihendisligi arastirmalar1 kapsaminda kaydedilen basarilarin
tamamina yakini1 doku diizeyindedir. Bunun sebebi olarak organlarin, dokulara gore ¢cok
daha karmasik yapilar olmasi gosterilebilir. Doku diizeyinde yapilan ¢aligsmalar, birden
fazla farkli hiicre tipini iceren dokularin karmasik gelisim mekanizmalarinin
kesfedilememis olmasindan dolayi tek tip hiicre i¢eren dokular tizerinde yogunlasmistir.
Bu dokulara 6rnek olarak kikirdak gésterilebilir. Hiicresel diizeyde gelisim ve yenilenme
mekanizmasinin tam olarak aydinlatilamadigi sinir dokusu iizerine yapilan ¢aligmalar ise

diinya ¢apinda kesfedilmeyi bekleyen 6nemli yenilikler barindirmaktadir [96,120,121].

Bu bilgiler 1s1ginda, bu tez kapsaminda yapilan calisma, néronal yenilenme

konusu tizerinde sekillenmistir.

Doku ve organ miihendisligi arastirmalarinda kullanilan cihazlar, ¢aligmanin
konusuna gore degisiklik gostermektedir. Yiiksek detayli iiretim olanagi, hiicrelerin

iiretim esnasinda zarar gérmeden yasamlarimi siirdiirebilme imkanlarinin olmasi ve
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tiretim asamasinda kullanilabilecek biyomalzemelerin ¢esitliliginin oldukca fazla olmasi
gibi sebeplerden otiirii pnomatik temelli 3B biyoyazici sistemi, tez kapsaminda yapilan

calismalarda kullanilmustir.

Noronal yenilenme mekanizmasinda hiicrelerin iginde bulundugu ortamin
elektriksel iletkenlik 6zellik gdsteriyor olmasinin olumlu etkisi daha dnce yapilan cesitli
calismalarla gosterilmistir [84,122-124]. Buna bagh olarak tez kapsaminda yapilan
caligmalarda elektriksel iletkenlik 6zelligi yiiksek olan siilfat gruplari ile modifiye edilmis
seliiloz nano-kristal yapilar kullanilmigtir. Siilfat modifiye seliiloz nano-kristal yapilar
ticari pamuk kullanilarak siilfiirik asit hidrolizi yontemi ile sentezlenmistir. Sentezlenen
yapilarin kimyasal ozellikleri IR spektroskopisi, XRD analizi, TGA analizi ve
kondiiktometrik ol¢timler ile iletkenlik 6zelliklerinin incelenmesi ile aydinlatilmistir.
Kristallerin morfolojik 6zellikleri ise SEM mikrograflari ile analiz edilmistir. XRD
analizi sonuglarinda gdzlemlenen seliiloz kristallerine ait karakteristik pikler seliiloz-
kristalik yapinin bozulmadigini, IR spektrumunda gozlemlenen siilfat grubuna ait pikler
ise siilfat modifikasyonunun basarili oldugunu gostermektedir. TGA sonuglarinda
goriilen yapinin sicakliga bagli bozunma egrilerinin karakteristik CNC yapilara ait
egrilerin  Ozelliklerini tagiyor olmasi, CNC sentezinin bagart gostergelerini
desteklemektedir. Kondiiktometrik 6l¢iimlerin sonucu ise siilfat modifiye seliiloz nano-
kristallerin elektriksel iletkenlik 6zelligini gostermektedir. SEM mikrograflari ile seliiloz
nano-kristal tiretiminde karsilagilan en Onemli sorun olan agregasyon probleminin
gozlemlenmesi, XRD analizi sonuglarinda karsilagilan sapmalara bir agiklama
getirmistir. Ayrica goriintiilerde kristalik yapilarin nano boyutlarda goriilmesi, sentez

basamaginin bagarisini kanitlamaktadir.

Noronal yenilenme calismalarinda yaygin sekilde kullanilan kiliflarin en 6nemli
sorunlarinin basinda yapisal 6zellikleri gosterilebilir. Kilifin i¢inin tamamen bos veya
tamamen dolu olmasi ndronal yenilenmeyi olumsuz ydnde etkilerken maksimum
yenilenme basarimi i¢in gelistirilmis bir optimum yap1 verisi bulunmamaktadir [112,125—
128]. Bu sebeple bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, ndronal yenilenmeye yardimci
kilif yeni yapisal Olgiilerde {retilmistir. Hasarli sinir uglarmin kilif igerisine
yerlestirilecegi kilifin iki agz1 genis ve cerrahi dikis uygulamasina uygun, yenilenmenin
gerceklesecegi kilifin i¢ kisimlari ise yiiksek oranda biyomalzeme etkilesimine uygun

olarak dar, kilifin orta bolgesinin dis1 ise biyomalzeme iceriginin arttirilabilmesi amaciyla
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genis olacak sekilde CAD ile bigimlendirilmis ve bu tasarima uygun bir sekilde iiretim
gerceklestirilmistir. Tarih itibariyle yapilmis olan calismalar sinir hasarinin 1 cm’den
daha uzun oldugu durumlarda yenilenme basariminin %50’den daha diisiik oldugunu
gostermektedir [89,129,130]. Bu sebeple tez kapsaminda {iretilen kiliflarin uzunlugu 7,5
mm olarak belirlenmistir. Yapi, i¢ kanal cap1 giriste 1,5 mm ve ortada 1 mm, dis ¢ap1 ise

en genis bolgede 5,5 mm olacak sekilde tasarlanmastir.

Kilif iiretiminde kullanilan biyomalzemeler, yiiksek biyouyumluluk gdstermesi
ve hiicre tutunmasini saglayan aminoasit dizilimini igermesi sebebiyle jelatin temelinde
gelistirilmis olup, iletkenligi arttirict etki gostermesi amaciyla yapisinda siilfat grubu
iceren biyouyumlu karragenanin jelatine yardimcei destek malzemesi olarak eklenmesiyle
sekillenmigtir. Jelatin — karragenan karisimina eklenen seliiloz nano-kristaller ile
olusturulan nihai biyomalzeme karisiminin basilabilirlik 6zellikleri farkli sicakliklarda,
farkli igne uglart kullanilarak farkli basing degerleri ile belirlenmistir. Sonug olarak,
gelistirilen iletken biyomalzeme, hiicre iceren biyomiirekkep kullanilarak yapilacak
caligmalarda kullanilabilecek basilabilirlik parametreleri simirlar1  ¢ergevesinde
gelistirilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda kullanilan polimerik yapilar sentetik
polimerler ¢evresinde yogunlagsmis olmakla beraber hibrit polimerik karigimlarin

kullaniminin azhig1 goze carpmaktadir [131-134].

Uretilen noronal yenilenmeye yardimei kiliflarin gerekli biyomolekiillerin yap1
icine gecisine olanak saglayacak sekilde sahip oldugu porozite, detayli SEM
mikrograflar1 ile gézlemlenmis olup yapisal mukavemet 6zellikleri, biyobozunum testi

uygulanarak gosterilmistir.

Kullanilan ~ biyomalzemelerin ve c¢apraz baglama yonteminin hiicre
yasayabilirligine olumsuz etki gdstermedigi ise yapilan biyouyumluluk testleri ile

gosterilmistir

Sonug olarak, doku ve organ miihendisligi ¢aligmalarinda yeni gelismelere en agik
alanlardan birisi olan sinir dokusu miihendisligi arastirmalarinda kullanilabilecek, gerekli
ozelliklere sahip oldugu kanitlanmis, yeni tasarimh bir kilif bu tez kapsaminda yapilan
calismalar sonucunda iiretilmistir. Uretilen kilifin iilkemiz ve diinya literatiiriine yenilik¢i
bir bakis agis1 getiriyor olmasi, tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin en 6nemli hedef ve

sonuclarindan birisidir.
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