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3B hiicre kulttr sistemlerinin, 2B sistemlerin aksine hcrelerin dokularda
bulundugu gergek mikro-cevreyi giderek buydyen bir kamt olarak daha dogru temsil
ettigini ileri siirllmistiir. 3B hiicre agregatlarinin / sferoidlerinin doku rejenerasyonunda
kullanilmasiin baslica avantaji, hiicrelerin sadece in vivo yapist degil, ayni zamanda
hiicrelerin, iyi tanimlanmis morfojenik ve fonksiyonel 0zellikleri olan doku unitelerini
kaynastirma ve olusturma yoniindeki dogal egilimlerini taklit etme kabiliyetleridir.
Farkli fonksiyonel gruplara sahip olan p-tert-butilkaliks[4]aren nanofiberlerinin
elektroegirmesi gergeklestirilmis ve bunlarin hiicre yapisma fonksiyonu tizerindeki
Insan Diseti Fibroblast (HGF-1) sito-uyumluluk davranisi incelenmistir. Bu ¢alismada,
farkli fonksiyonel gruplara sahip kalsiyen nanofiberler, literatiirde ilk kez HGF-1 (insan
gingival fibroblast) hucreleri igin iskeleler olarak kullanilacak ve hiicre biiyiimesi ve
yayllma Kkapasitelerinin gelisimi incelendi. Ayrica, bagli hiicrelerin morfolojisini
karakterize etmek ve hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢in Konfkal Mikroskop /
SEM / XTT ol¢limleri kullanildi.

Sonug olarak, 2,3 ve 4-AMP kaliks[4]arenlerin sitotoksik etkilerini inceleyerek 4-
AMP’nin HGF-1 hiicresi tzerinde sitotoksik etkisi oldugunu gordiik. 2-AMP, 3-AMP
ve 4-AMP Kkaliks[4]aren tirevli nanofiber yiizeylerinde HGF-1 huicre morfolojisini
inceleme sonucunda 2-AMP nanofiberlerin yizeylerinde hiicrelerin yapisarak ¢ogaldigi,
biiylidiigii ve hiicreler arasi iskele baglantilarin nanofiber yoninde yayildigi gézlendi.
Elde ettigimiz ¢izim deney sonuglarina gére, 2-Amp nanofiber Uzerinde HGF-1 hicrelerin
proliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasi, 2B ortamin kontroliinyle kiyaslandiginda daha
hizli hiicre gdociinii tesvik ederek ve hiicre sayisini artarak olusturulan yarayi kapladigi
belirgin bir sekilde goruldi. Calismamz boyunca 2-AMP nanofiber ylizeylerine herhangi bir
blytme faktori eklemeden bu ylzeylerde HGF-1 hiicrelerinin gogalma ve yayilmalari tesbit
ettik.

Anahtar Kelimeler: Insan Diseti Fibroblast Hiicre Hatt1, Kaliksaren, Nanofiber,
Elektrospin, 3B Hiicre Kiiltiirii, Yara Iyilesmesi, Doku Miihendisligi
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A growing body of evidence has suggested that 3D cell culture systems, in
contrast to the 2D systems, represent more accurately the actual microenvironment
where cells reside in tissues. The main advantage of using 3D cell aggregates/spheroids
in tissue regeneration is their ability to mimic not only the architecture of the cells in
vivo, but also the cells’ natural tendency to fuse and form tissue units with well-defined
morphogenic and functional properties. Electrospinning of p-tert-butylcalix[4]arene
nanofibers with different functional groups were performed and their Human Gingival
Fibroblast (HGF-1) cytocompatibility behaviour on cell adhesion function were
examined. In this study, the calixene nanofibers with different functional groups will be
used as scaffolds for HGF-1 (human gingival fibroblast) cells for the first time in the
literature and the development of cell growth and spreading capacities will be
examined. Finally, SEM/EDS measurement was used to characterize the morphology of
the attached cells and evaluated the cell proliferation.

As a result, we examined the cytotoxic effects of 2,3 and 4-AMP calyx [4] arenes
and found that 4-AMP had a cytotoxic effect on HGF-1 cells. 2-AMP, 3-AMP and 4-
AMP calix-derived nanofiber surface HGF-1 cell morphology as a result of the study of
2-AMP nanofibers on the surface of the cells to grow, adhering to the scaffold
connections between the cells and the spread of nanofiber cells across the direction was
observed. According to the test results, the proliferation, migration and differentiation
of HGF-1 cells on 2-AMP nanofiber was found to more compatable compared to cells
on 2D environment. During our study, it was found that proliferation of HGF-1 cells on
2-AMP nanofiber surfaces could be possible without adding any growth factors.

Keywords: Human Gingival Fibroblast Cell Line, 3D-Cell Culture, Calixarene,
Nanofiber, Electrospinning, Wound Healing, tissue engineering
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler

: Alfa

: Mikro

: Beta

: Delta

: Joule

. saat
Kisaltmalar

SLoT™™E R

HGF-1 : Insan gingival fibroblast hiicre hatti

2B :Iki boyutlu

3B :Ug boyutlu

ECM : Ekstraseltler matriks

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
Hanks’s Salt Solution : Tuz tampon ¢ozeltisi

DMSO : Dimetil sulfoksit

GF : Blyume faktor

2-AMP : 2-Aminometilpridin p-tert-bitilkaliks[4]aren
3-AMP : 3-Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]aren
4-AMP : 4-Aminometilpridin p-tert-batilkaliks[4]aren
cm : Santimetre

CYP : Sitokrom P450

FT-IR : Fourier transform infrared spektroskopi

g : Gram
HZO 1 Su
L . Litre

mL  : Mililitre

mV  : Milivolt

nm - Nanometre

NMR : Nikleer manyetik rzenans

SEM : Taramali elektron mikroskobu

ICso  : Hiicre oranin % 50’ini 6lduren konsantrasyondur
pm  : Mikrometre

pM  : Mikromolar

PVA : Polivinil alkol

PCL : polikaprolakton

PLGA : Poli laktik- ko- glikolik asit

TGF-b : Transforme edici buyiume faktorl beta



1. GIRIS VE KAYNAK ARASTIRMASI

Tlm dunyada, yara tedavisi arastirmalar1 ve yara ortii uygulamalart 6nemli bir
yer tutmaktadir. Bu yara bakim iiriinleri yara bolgesini orterek, zarar gormiis dokuyu dis
etkilerden koruyarak yapisi uygunsa hiicre iiretimini aktive ederek iyilesme siirecine
katki saglamaktadir (Valenta ve ark., 2004). Gegmiste yara bakimi i¢in degisik
absorpsiyon kapasitesinde dogal ve sentetik bandajlar, hidrofil pamuk, sargi bezi ve
gazli bez gibi geleneksel yara oOrtiileri kullanilmaktaydi. Bu 6rtulerin 6ngoriilen
oncelikli islevi, yara eksilidesinin buharlasmasina olanak verecek sekilde yarayi
kurutarak bakterilerin yara ortaminda tiremesini engellemektir (Zahedi ve ark., 2010).

Glinlimiizde yara c¢evresinde olusturulan ilik ve nemli bir ortamin daha hizli ve
basaril1 bir yara iyilesmesi sagladigi anlagilmistir. Modern yara bakimi anlayisinda esas
olan yaranin dogru degerlendirilmesi, yaranin nemli tutulmasi, ayn1 zamanda yaranin
bakteri ve yabanci maddelerden korunmasi, fazla sizintinin yaradan uzaklastirilmast,
yara bolgesinde gaz alig-verisine izin verilmesi ve yara ¢evresindeki saglikli dokulara
zarar verilmemesi de ideal yara bakim iiriniinden beklenen 6zellikler arasindadir. Nemli
ortamda yara iyilesmesini saglayan orticu Ozellikteki modern Ortiler; yara
dehidrasyonunu Onleyerek dokunun canliligini ve hiicrelerin ¢ogalma yetenegini
korumakta, anjiogenezi hizlandirmakta ve yara iyilesmesinde aktif rolii olan biiyiime
faktorlerinin etkinligini artirmaktadir. Bu modern anlayis, yara iyilesme siirecinde
epitel hiicrelerin hareketine izin verecek ideal ortam kosullarinin olusturulmasina
dayanmaktadir. Yara gevresel tehditlerden ve bakteri niifuziyetinden korunmalidir. Bu
sebeble yara tedavisi i¢in gerekli ideal ortam kosullari; yara etrafinda hiicre ve
dokularin rejenerasyonuna izin verecek kadar nemli bir ortam, etkin oksijen
sirkiilasyonu ve disiik bakteriyel kontaminasyon olarak Ozetlenmektedir. Bu ideal
kosullara ulagabilmek i¢in modern yara oOrtiileri gelistirilmektedir (Mendez-Eastman.,
2005).

Viicudun en distaki organi olan deri ¢ok farkli fonksiyonlar1 gergeklestirmektedir.
Hasarli derinin rejenerasyonu; hiicreler, dogal ekstra hiicresel matris molekiilleri ve
¢Oziilebilir arabulucular arasindaki karmasik doku etkilesimlerini igerir. Bu etkilesimler
sonucunda doku yenilenebilir. Cok eski ¢aglardan itibaren iyi bir yara iyilesmesi ve
yaranin enfeksiyon kapmasini 6nlemek i¢in uygun malzemeler kullanilmaya ¢alisilmis
ve buna yonelik malzemeler gelistirilmistir. Ik ¢aglarda bal hamurlar1, bitkisel lifler ve

hayvan yaglar1 yara kapatma amaciyla kullanilmistir. Gilinlimiizde, yeni nesil



biyopolimerlerin bulunmasi ve yeni iiretim tekniklerinin gelistirilmesiyle yara oOrtiicii
malzemelere ¢ok sira dist Ozellikler kazandirilarak yaranin tedavi siireci
hizlandirilmakta ve yaranin iyilesmesi daha iyi saglanabilmektedir (Majno, 1975).

Fonksiyonel bir yara Ortiicii malzemenin tasarimi yaranin &zellikleri, yaranin
lyilesme siiresi, yara Ortlicli malzemenin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri goz
onlnde bulundurularak yapilir. Nihai ama¢ en hizli iyilesme siiresini yakalamak ve
yaranin miikemmel bir estetik yakalanarak iyilesmesini saglamaktir. Son ¢eyrek
yluzyildir 6zellikle membran yara oOrtiicliler yaranin dis etkenlerden korunmasi ve
yaranin estetik bir sekilde iyilestirilmesi bakimindan 1iyi sonuglar alinabilmis
malzemelerdir. Bu tip ¢ok diisiikk gézenege sahip malzemeler degisik kompozisyonda
yara Ortiicii malzeme olarak kullanilmaktadir. Elektroegirme yontemi bu spesifik yara
zorluklarmi gidermek icin hem sentetik hem de dogal polimerleri kullanabilen
tekrarlanabilir, uygun maliyetli ve kolay bir yontemdir. Elektroegirme aglar birka¢ yil
boyunca doku miihendisligi i¢in iskeleler olarak kullanilmistir, ama sasirtict bir sekilde
bakteri ve hucrelerin ortak kultirleri ve bakteri ile fiberlerin etkilesimleri {izerine az
miktarda literatiir vardir. Elektroegirme nanofiber yiginlari yiliksek gozeneklilik, tistiin
mekanik performans, esnek yiizey, yiiksek ylizey alani ve uzunluk/cap orani gibi
olaganiistli ciddi Ozellikler gostermistir. Bahsedilen ozellikler son yillarda zar ilgisi,
nano-sensorler, yara bandajlari, doku miihendisligi ve ilag tasmim sistemleri gibi
miimkiin uygulamalar i¢in yaygin bir ilgiye sebep olmaktadir (Abrigo ve ark., 2014).

Literatiir arastirmalarinda genellikle yiiksek molekiiler agirlikli Polikabrolaktam
(PCL) ve Polilaktid asit (PLA) gibi polimerlerin nanoliflerinin biyomedikal
uygulamalarda ¢alisildigi tespit edilmis ancak kaliksaren bilesiklerinin nanolifleri
tizerine biyolojik uygulamalara rastlanmamistir. Elektroegirme yontemi ile hazirlanan
nanofiberlerin kullanim alanlar gittikge artmaktadir. Bu alanda genellikle ¢alismalarda
molekil agirligi biiyiik olan polimerler (Polivinil Prolidon(PVP), Polietilen(PE),
Polianilin(PA) v.b.) kullanilmanin yanisira supramolekiil kimyanin énemli iiyelerinden
kaliksarenlere yonelik daha az ¢alisma yapilmistir (Chen ve ark., 2013).

Calismamizda, farkli fonksiyonel gruplara sahip olan kaliksaren, elektroegirme
yontemi ile nanofiberler olusturarak literatiirde ilk kez HGF-1 (insan gingival fibrablast)
hiicreleri i¢in ¢ boyutlu (3B) iskele olusturulmasini inceledik. Literatirde
kaliksarenlerden dretilen nanofiberler ile HGF-1 (insan gingival fibrablast) hicresi ile

yara iyilesmesinde yapilan ilk c¢alismadir. Uygun fonksiyonlandirmayla



kaliksarenlerden olusturlan bu 3B iskelelerle HGF-1 hiicrelerinin etkilesimleri, hicre

biiylime ve yayilma kapasitelerindeki gelismi incelenecektir.

1.1. Yara lyilesmesi

Yaralanma, viucudun herhangi bir yerindeki doku morfolojisinin ve / veya
islevselliginin travma, ameliyat veya baska nedenlerle devamliliginin bozulmasina
denir. Yara iyilesmesi ise travma sonrasi cildin biitiinliigiini korumak igin énemli
bir fizyolojik islemdir. lyilesme siirecinin sistematik bir akis1 vardir ve klasik olarak
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden modelleme (matiirasyon) fazlarinda incelenebilir
(Sekil 1.1.) (Lindley ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. Yara iyilesme fazlar1

Inflamasyon fazinda, yara bélgesine ilk olarak notrofil hiicreleri gelir, kalintilar:
ve bakterileri temizler. Ayrica protein yapisinda biiyiime faktorleri salinir. Genellikle bu
fazin tamamlanmasi 72 saat siirer (Berman ve ark., 2017). Proliferasyon fazinda,
fibroblastlar ve endotel hiicreler yara alanina go¢ etmeye baslar. Fibroblastlar cevre

dokulardan, endotel hiicreler ise yara kenarindan gelir ve yaranin hiicre igerigi artarak
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bag dokusunun birikmesiyle karakterize edilir. Proteoglikanlar, hiyaluronik asit,
kollajen ve elastin dahil olmak Uzere hiicre dis1 matris (ECM), orijinal piht1 olusumunu
degistirmek icin grantlasyon dokusu olusturur (Su ve ark., 2010). Bu fazda ¢ok
sayida sitokin ve buyime faktorleri (GF) evreye katilir. Bu faz giinler ve haftalar devam
eder. Yara iyilesmesinin son adimi, mevcut hucrelerin apoptozu_ile yeni hicrelerin
Uretimi arasinda kesin bir dengeye ihtiyag duyan yeniden sekillenme (matlrasyon)
asamasidir (Plikus ve ark., 2017). Bu fazda, kollajen dretimi ve bozunma seviyeleri
esitlendiginde, doku tamirinin olgunlagsma evresinin basladig1 sdylenir. Yara tipine bagh

olarak bir y1l veya daha uzun surebilir (Gokce ve ark., 2018).

1.1.1. Yara lyilesme Fazlar
1.1.1.1. inflamasyon Fazi

Bir yara meydana geldiginde ilk olarak pihtilagma olusumu baslar. Pihtilasma,
kanamay1 smirlayan ve sitokin sinyallesmesini baglatan bir trombosit tikayicidir. Bu
olay pihtilasma kaskadini baslatir ve hiicre olmayan dokularin debridmani i¢in hiicre
alimini tesvik eder. Trombositler, acgikta kalan kolajen cevabina kars1 kapak yaratirlar ve
daha sonra siirekli trombosit agregasyonunu tesvik ederler (Goldman R., 2004).
Trombosit kaynakli blylme faktéri (PDGF) ve kandaki nétrofiller icin kemotaktik olan
TGF-b yara bolgesine birlikte gelirler. Notrofiller PDGF'ye yanit olarak trombosite
cekilir ve ilk olarak 6lii doku ve bakteriyel partikiilleri fagositize etmeye ve ayrica
reaktif oksijen tirlerini kullanarak bakterilere karsi bir yara kaskadi olusturmaya baslar
(Kim ve ark., 1998). Inflamasyon fazi ilerledikce, makrofajlar 24 ile 72 saat iginde
dominant hicre tipi haline gelir ve yara iyilesmesi ilerledikge degisir (Schulz ve ark.,
2012). Makrofajlarin merkezi bir rol oynadigi ve yanitlarinin, patolojik inflamasyonu
6nlemek icin iltihaplanma durumunun dizenlenmesi ve homotastazin saglanmasi igin

Onemli oldugu kabul edilmektedir (Barrientos ve ark., 2008).
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1.1.1.2. Proliferasyon Fazi1 ( Cogalma Fazi)

Proliferasyon fazi 4. ile 21. ginlerde meydana gelir, hiicre disi matriks (ECM)
olusumunu ve epitelizasyonu ifade eder. Yara iyilesmesinin asamalar1 arasinda 6nemli
bir cakisma olmasina ragmen, bir sonraki asamaya gecisi yaranin uygun sekilde iyilesip
lyilesmedigini belirler (Broughton ve ark., 2006). ECM olusumu trombosit
degraniilasyonu ile baslar ¢unkl proteoglikan, PDGF ve kollajen olusumunun bilinen
bir promotorudir. Lokal fibroblastlar, yara kasilmasim1 desteklemek i¢in
miyofibroblastlara doniistiirmenin yani sira kollajen iireterek PDGF'ye cevap verirler
(Reinke ve ark., 2012). Fibroblastlar, keratinositlerden epitelizasyonu uyaran keratinosit
tirevi bliytime faktorii (KGF) salgilarlar. Endotelyal hicreler vaskuler endotelyal
biyime faktorii (VEGF) ve kan damarlarmin biiyiimesini tesvik etmek icin temel
fibroblast blytme faktori (bFGF) Uretirler. Normal yara iyilesmesi fizyolojisinin bir
ayirt edici Ozelligi yaklasik 21 giinde maksimum birikme ile devam eden kollajen

tiretimini durdurma yetenegidir (Thorne ve ark., 2013).

1.1.1.3. Matirasyon (yeniden modelleme)

Kollajen iiretimi ve bozunma seviyeleri esitlendiginde, doku tamirinin mattrasyon
evresinin bagladigini ifade eder. Maturasyon fazinda, proliferasyon sirasinda yaygin
olantip I kollajen, tip | kollajen ile degistirilir. Baslangigta diizensiz kollajen lifleri
yeniden dizenlenir, ¢apraz baglanmis ve gerilim cizgileri boyunca hizalanmistir.
Mattrasyon fazinin baslangici, yaranin biiyiikliigline ve baglangicta kapali veya agik
birakilmistir olup olmadigina bagl olarak yaklasik 3 giin ile 3 hafta arasinda degisebilir
(Desmouliere ve ark., 2005). Matlrasyon fazi, benzer sekilde yara tipine bagli olarak bir
yil veya daha uzun siirebilir. Faz ilerledikge, yaranin gerilme mukavemeti artar.
Kollajen 3 hafta sonra gerilme mukavemetinin yaklasik %20'sine ulasacak ve 12.
haftada %80'e ¢ikacaktir. Maksimum skar kuvveti, 6rgiisiiz cildin %80'i kadardir. Yara
bolgesinde aktivite azaldigi igin, skar kirmizi goériiniimiinii kaybeder ¢iinkii ihtiyac
duyulmayan kan damarlar1 apoptoz ile giderilir. Yara iyilesmesinin asamalari normal

olarak 6ngorulebilir ve zamaninda ilerler (Morton ve ark., 2016).
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1.1.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara deriyi veya mukozayi olusturan dokularin travma, cerrahi mudahele gibi
farkl1 nedenlerle biitiinliigliniin bozulmasi ya da kaybiyla, mevcut fizyolojik
Ozelliklerinin gecici veya tamamen kaybolmasi olarak tanimlanir. Yaralar etyolojilerine
gore akut ya da kronik olarak ikiye ayrilmaktadir. Akut yaralar gegici bir etkenin neden
oldugu, kabul edilir ve belli bir siire sonra iyilesir. Bu yaralarin iyilesmesini engelleyen
faktorler az sayidadir. Kronik yaralar ise strekli bir etkenin neden oldugu, iyilesmeyen
veya Gok yavas iyileserek siklikla tekrarlanan yaralardir. Iyilesmeyi engelleyen birgok
sistemik ve lokal faktor s6z konusudur. Organizmanin dogal tepkisi yaralari miimkiin
oldugunca kisa siirede kapatmak ve dokularin siirekliligini yeniden saglamaktir (Degim
ve ark., 2008).

Yara iyilesmesi koordinasyon iginde i¢-ige gegmis bir dizi biyokimyasal, hiicresel
ve dinamik olaylar siirecidir. Iyilesmenin ana &gesi hiicre liremesidir. Cogalan hiicreler
yarada ihtiyaci olan yerlere go¢ ederler. Yara iyilesmesinin tiim asamalarinda 6zellikle
kollajen sentezi kilit rol oynamaktadir. Sentezlenen kollajen lifler, capraz baglanarak
doku saglamligini ve biitiinliigiinii saglarlar (Hanna ve ark., 1997).

Iyilesme siireci, yaralanmadan hemen sonra baslar ve dogal iyilesme siireci olarak
adlandirllan 6zel bir siray1 izler. Yara kenarlarindan salgilanan maddeler, damar ve
hlcreler aras1 degisimleri baglatarak kanamay1 kontrol altina alir, enfeksiyonu engeller
ve iyilesme siirecini hizlandirir. lyilesme islemi yaralanan bdlgeye yaranin biiyiikliigiine
ve ciddiyetine gore farkliliklar gosterse de iyilesme Sirecindeki sira degismez.
Iyilesmede enflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlari bir sira halinde
gerceklesmektedir (Maria ve ark., 1997). Yara iyilesmesini etkileyen bir ¢ok lokal ve
sistemik faktor bulunmaktadir. Lokal faktorler; yara bélgesinde enfeksiyon, yetersiz kan
dolasimi, hipoksi, doku nekrozu, yabanci partikiillerin varligi, tekrarlayan travmalar ve
yara b0lgesinin hareketligi seklinde siralanabilir (Robson ve ark., 2001). Sistemik
faktorler ise beslenme yetersizligi, diyabet, immun bagisiklik sendromu, hastanin yasi
ve genetik yapisi gibi faktorlerdir. Pek ¢cok yara problemsiz iyilesirken kronik yaralarin
blyuk kisminda onarim siiresinin uzamasiyla birlikte iyilesmede sorunlar goriiliir. Bir
kronik yaranin iyilesme yetenegini kaybetmesi yara onariminin dogal evrelerinin bir

yerinde aksama oldugunu gostermektedir (Hanna ve ark., 1997).
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1.1.3. Yara lyilesmesi I¢cin Hiicre Kiiltiir Modelleri
1.1.3.1. Monokaulttr Hicre Modeli

Monokdltar modelleri, re-epitelizasyon surecini incelemek icin uygun bir
platform sunar. Re-epitelizasyon, insan veya hayvan viicudundaki dokular1 6rten hasarli
epitel dokularini yeniden baglatan Onemli bir islemdir. Re-epitelizasyon, 6zellikle
keratinositler ve fibroblastlar arasindaki derinin dis yapilarin1 olusturan bireysel
hiicreler arasindaki etkilesimlerden, trombositler, eozinofiller, T lenfositler, B
lenfositler, miyofibroblastlar, biiyiime faktorlerinin ve ECM’in yara iyilestirme
islemlerinin bu tiir modelleri kullanarak bir dizi isaretgisinin ifadesini anlatmaktadir

(Sesia ve ark., 2015).

1.1.3.2. Kornea Hiicre Modeli

Hicre kalturleri ayrica yarali korneal epitel ve endodermisin iyilesmesinde yer
alan stiregleri desteklemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, hiicre kiiltiirleri
korneal dokularin iyilesmesini arttirmak igin kullanilabilir. Kornea yaralandiktan sonra
veya in vitro (laboratuvar ortaminda) kuiltirlendikten sonra korneal epitelyal kok /
progenitdr hiicrelerin hizla ¢ogaldig1 ve gegici olarak hiicreler ve daha sonra terminal
olarak farklilasmus hiicrelere farklilastig1 bilinmektedir (Lavker ve ark., 2000). /n
vivo (organizma iginde) korneal epitelyumun hasar goérmesi, yara iyilesmesini dort
farkli asamada inceler, hlcre gocl, yara bdlgesini 6rtme bagliligi, hlicre ¢cogalmasi ve

daha sonra olusan hiicrelere farklilasir (Kuwabara ve ark., 1976).

1.1.3.3. Cilt Epedirmis Hucre Modeli

Cilt yara iyilesmesinin modeli siklikla HaCaT hiicre ¢izgisini, keratinositleri veya
epidermal kok hicreleri icerir. Deri epitel hiicrelerinin tek tabakasi yara iyilesmesi igin
onemli bir standarttir (Li ve ark., 2013). Deri epitelyal hiicre tek tabakalari, ¢izim
teknigi kullanilarak olusturulan bir boslugu kaplamak icin ¢ogalma ve hiicre gogii

oranini denemek i¢in siklikla kullanilir (Liu ve ark., 2014).

13


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fibroblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/platelet
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/platelet
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lymphocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myofibroblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myofibroblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cornea
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/in-vivo
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/in-vivo
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-growth

1.1.3.4. Ko-kiltir Hicre modeli

Hasarli dokunun iyilesmesi sirasinda normalde iletisim halinde olan hiicrelerden
olusan ko-kultir hiicre modelleri, in vivo’yu daha yakindan taklit etmesiyle, mono-
kiiltiir modellerine kiyasla bir avantaj saglar. Yara iyilestirme c¢alismalarinda ortak
kiiltiirlerin yeniliklerini géstermistir (Amin ve ark., 2015). Ito ve arkadaslar1 , ultrason
ve 1,25-dihidroksi vitamin D3 tedavisinin yara iyilesmesini arttirdigini géstermek i¢in
insan osteoblastik hucrelerinden (SaOS-2) ve endotel hiicrelerinden (HUVEC) olusan

bir ko-kiiltlir hiicre modelini kullanmustir (Ito ve ark., 2000).

1.1.3.5. Organoid / Gi¢ boyutlu hiicre modeli

Uc boyutlu hiicre modelleri, tek kiltiirlii modellerden daha iyi optimize eser ve
daha fazla bilgi sunmaktadir. Bir organoidin yapimi, dogal kdk hiicrelerden embriyonun
kalturanu icerir (Shkumatov ve ark., 2014). Galie ve Stegemann tarafindan, yara
iyilesmesinde organoid modellerin kullanimi tanimlanmis oksijen gerilimleri altinda
kilturlenen ve interstisiteye maruz kalan G¢ boyutlu kolajen jelini iceren, icine
gomiilmiis fibroblast ve MSC'leri ile 6rneklenmistir (Galie ve ark., 2014) . Marquardt
ve arkadaslar1 son zamanlarda yara iyilestirme ¢aligmalar1 dahil olmak {izere ¢esitli cilt
bazli uygulamalarda kullanilacak ve yeni standartlastirilmis insan ii¢ boyutlu cilt yara
iyilestirme modelini tarif etmislerdir. Organoid modeller, uygun yapiya sahip
olduklarindan dolay1, yara iyilestirme ¢alismalart igin mono- ve ko-kltir modellerine
onemli bir katki olabilir (Marquardt ve ark., 2015).

1.2. Nanofiberler

500 nm'den (1 nm = 10°m) daha kiiciik caplara sahip yiiksek derecede gozenekli
islenmis fiberlerdir (sekil 1.1). Nanofiber tiretim teknigi uzun bir tarihe sahiptir ve
1900'de ilk olarak kullanmaya baslanmistir (Babitha ve ark., 2017). Umut verici bir
matriks olarak nanofiberlerin kiigiik, dar ¢ap dagilim1 ve yiiksek ylizey alan1 gibi bir ¢ok
avantaj1 vardir. Nanofiberler farkli polimerlerden dretilebilir, dolayisiyla farkli fiziksel

Ozelliklere ve uygulama potansiyellerine sahiptir (Blakney ve ark., 2013).
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Nanofiberlerin ¢aplar1 kullanilan polimer tipine ve liretim yontemine baglidir.
Tum polimer nanofiberler, genis alan-hacim orani, mekanik mukavemeti, ylksek
gozenekliligi ve mikrofiber fonksiyonellestirme esnekligi acisindan
benzersizdir. Elektroegirme yontemiyle tretilen nanofiber iskelelerin, i¢c fiber
gozenekleri ve yiiksek yiizey alani gibi benzersiz 6zellikleri, hiicre sinyal yollarini hizla
aktive ederek fibroblastik hiicrelerin yanitim1 uyarir (Vasita ve ark., 2006).
Nanofiberlerin yapilmasi i¢in elektroegirim, ¢izim, sablon sentez ve termal-
indiiklenmis faz ayrimi dahil olmak (zere bir¢ok farkli yontem vardir. Elektroegirme,
cesitli polimerlerden siirekli nanofiberlerin Kitle retme kabiliyeti, kontrol edilebilir
caplar1, bilesimleri ve oryantasyonlart olan ultra ince nanofiber Uretim kabiliyeti
nedeniyle nanofiberlerin iiretilmesi i¢in en yaygin kullanilan yontemdir (Khajavi ve

ark., 2016).

Nanofiberlerin bu esnekligi fiberlerin sekil ve diizenlemesini kontrol etmeyi
saglar, boylece uygulama amaglarma bagli olarak farkli yapilar imal edilebilir.
Nanofiberler, yara iyilesmesi, doku miihendisligi ve ila¢ salimi gibi bircok farkli
uygulamalarda kullanilmaktadir. Dogal ve sentetik kaynaklardan gelen polimerlerin
dikkatli secilmesi, nanofiberlerin uygulama alanini genisletebilir. Ayrica, nanofiberlerin
kimyasal, biyokimyasal aktif farmasotik bilesen (API) veya kok hucreler yukleme
diyabetik ayak Usleri tedavisi icin iyi bir formlar1 olabilir (Garg ve ark., 2015). Diyabet,
glikoz kontroliiniin disfonksiyonu, protein metabolizmast ve lipit metabolizmasi
Uzerindeki tahrip yonetimi ile ilgili bir tiir hastaliktir. Tibbi malzemeler ve ilag
teknolojisinin gelismesinin ardindan nanofiberler, biiyiik gézeneklilik, ekstidasyonun
emilmesi, oksijen, hiicre dis1 matrise ( ECM) benzer, su ve besin aligverisi degisim
orani fiberler gelistirilmistir (Babitha ve ark., 2017).
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Sekil 1.2. Elektroegirme ydntemiyle Uretilen nanofiber

1.2.1.Nanofiberlerin Biyomedikal miihendisliginde Uygulamalari

1.2.1.1 Yara lyilesmesi

Yara 0rtus(, yara iyilesmesinde epidermal ve dermal dokularin rejenerasyonunu
kolaylagtirmanin yani sira, termal, kronik ve travmatik yaralar da dahil olmak (zere
spesifik yara tiplerinin yonetiminde onemli bir rol oynar. ideal bir yara ortiistinden: (i)
hizli, gelismis epitelizasyon ve yara iyilesmesi i¢in eksuda emiliminin desteklenmesi ve
(i1) antibiyotige direngli, bakteriler dahil olmak {izere dis enfeksiyon mikroorganizma
biylmesinin inhibisyonu gostermesi beklenmektedir (Zhao ve ark., 2014).

Nanoteknolojideki son gelismeler, nanomalzemelerin sentezini  saglamistir.
Elektroegirme yoluyla hazirlanan nanofiber yapilar, in vivo ECM'leri taklit eden yapisal
Ozellikler ve morfolojilere sahiptir. Genis yiizey alan1 ve yiliksek derecede gozenekli
konfiglrasyonu ile Elektroegirme nanofiber iskeleler, fibroblastlar ve keratinositler gibi
cilt hiicrelerinin yapismasini, cogalmasini destekler ve yeni dogal ECM'lerin sentezi i¢in
kolajenler ve biiyiime faktorleri gibi krittk ECM bilesenlerinin salgilanmasini
kolaylastirir (Unnithan ve ark., 2012).

Dogal insan hiicre disi matrisinin yapisim1 andirirken, bu nanofiberler gaz
degisimini saglar, bakteri kontaminasyonuna karsi, fiziksel ve mekanik koruma, ve yara
yataginin tikanmasini onler, boylece yara iyilesmesini kolaylastirir. Nanofiber iskeleler
cok ¢esitli  biyomateryallerden 6zellikle kitosan ve  serisin gibi biyouyumlu  ve
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biyobozunabilir dogal biyopolimerler , mikemmel biyolojik uyumluluklari nedeniyle bu
amag icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2014).

Cildin fiziksel bariyeri bozuldugundan, ¢ogunlukla bakteriler tarafindan patojen
invazyonu siklikla meydana gelir. Elektroegirme fiberleri de bakterilerle etkilesime
girebilir ve bu etkileri Gzerinde in vitro olarak bir ¢ok calisma vardir. Bu c¢alismalar
genellikle biyomedikal uygulamalar igin fiberlerin kolonizasyonunu arastirmayi
amaglamaktadir. Bakteriyel kolonizasyon ve biyofilm olusumu normal olarak bakteriyel
baglanmadan nanofiber matrislerin arayliziine veya substratumuna baglar.
Nanofiberlerin yara pansumanlarinda mikemmel antimikrobiyal aktiviteye sahip
uygulamalar1 son birkag yilda aktif olarak bildirilmistir. Uretilen polimerik kompozit
nanofiberler, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel
ozellik sergilemistir. Ayrica, bu nanofibler daha etkili ve iyilesmis bir iyilesme ve yara
iyilesme hizina neden olmustur (Trostrup ve ark., 2013).

Elektroegirme fiberleri, yarali doku ve biyolojik ortamu ile ¢ok farkli sekillerde
etkilesime girebilir. Fiberler, kimyasal (polimer Ozellikleri) ve fiziksel (fiber ¢api,
mukavemet, gozeneklilik vb.) Ozelliklerine ve ayrica fiberlere eklenmis veya fiberlere
dahil edilmis ek molekiiller yarayi etkileyebilir. Fiberlerin biyolojik dokular Uzerindeki
farkli etkilerinden dolayi, bu etkilesimlerin farkli yonlerine odaklanan bir ¢ok caligma
vardir. Bu etkilesimler, yara 1iyilesmesini kolaylagtirmak ve yara yataginin
iltihaplanmasi, enfeksiyonu gibi olumsuz vakalarla miicadele etmek igin kasitli olarak
kullanilabileceginden, yara uygulamalar i¢in fiberlerin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar
hakkinda sistematik bir genel bakis sunmayi amaglamaktadir (Abdelgawad ve ark.,
2014).

1.2.1.2. Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Tip

Doku miihendisligi iskelelerinin {iiretilmesi igin literatiirde bir ¢ok yontem
bildirilmistir. Bununla birlikte, son on yilda doku miihendisligi icin iskelelerin
hazirlanmas1 nanofiber sistemleri hedeflenmistir (Vasita ve ark., 2006). Doku
rejenerasyonu icin, biyo-uyumlu ve biyo-bozunabilir fiberli iskeleler, benzersiz yapilari
ve hucre / hiicre matrisini taklit ederek dogal bir ¢evre ve saglam kabiliyetleri nedeniyle
geleneksel iskelelere gore tercih edilir. Bu nedenle, elektroegirme nanofiberlerin doku
miithendisliginde kullanimi her gegen giin artmaktadir. Nanofiber iskeleler hicre-hiicre

etkilesimi tlizerinde etki gostermedigi gibi, hiicreler ve matriks arasindaki etkilesimi de
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arttirmustir (Li ve ark., 2002). Elektroegirme nanofiber iskelelerin hiyerarsik yapisi ve
dogal hiicre dig1 matrisi arasindaki yukarida belirtilen o6zellikler ve benzerlikler
nedeniyle, elektroegirme nanofiber iskeleler mikemmel bir hicre blyitme kabiliyeti
sergilemistir (Friess, 1998).

Kemik doku rejenerasyonunda, arastirmacilar PCL'nin potansiyel uygulamasini
aragtirmiglardir. Elde edilen sonuclar, PCL elektroegirme nanofiber iskelelerinin,
MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu arttirdigini ve ayrica
hiicrenin farklilasmasinda yardimci oldugunu ortaya ¢ikardi (Wong ve ark., 2014). Son
zamanlarda doku miihendisligi i¢in nanofiber iskelelerin uygulamalar1 iizerine artan
sayida ¢alisma bildirilmistir. Cesitli biyoloji ve miihendislik uzmanliklarini birlestiren
disiplinler arasi bir alan olarak doku miihendisligi ve rejeneratif tip, hiicre, biyomolekiil
ve biyomateryallerin ii¢  temel varligin1  kullanarak normal doku ve organ
fonksiyonlarmi geri kazandirmaya veya yeniden liretmeye c¢alisir . En aktif olarak
arastirilan  biyomateryallerden biri olan nanofiber iskele, doku mihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalari i¢in ¢ok yOnlii bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir. Son
derece yiksek yiizey-hacim oran1 ve gozenekliligiyle, nanofiberler biyolojik maddeler
ve aktif tlrler icin yiksek bir yiikleme kapasitesi sunar. Ek olarak, hiicre dis1 matrisin
(ECM) vyerel in vivo topografik oOzelliklerini taklit eden birbirine bagli mikro
gozenekleri agiyla, nanofiber iskeleler, hiicresel biiyiime, proliferasyon ve farklilasma
icin uygun bir yol sunmaktadir. Doku mihendisliginin 6zel uygulamasi igin
biyobozunur ve biyo-uyumlu dogal veya sentetik polimerler tipik olarak nano elyaf

materyaller olarak kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2005).

1.2.1.3. ila¢c Sahmm

Elektroegirme nanofiber igine ¢oklu ilaglar yiklenebilir. Nanofiberin bir tasiyici
olarak gdsterdigi ¢ok yonliiligi akilda tutarak diinya ¢apinda bir ¢ok arastirma grubu,
bir ila¢ dagitim sistemi (DDS) olarak elektroegirme yontemiyle tiretilmis nanofiberin
roliinii kapsamli bir sekilde arastirmistir (Chung ve ark., 2007).

Nanofiber aglarin genis yilizey alani ve mikro gdézenekli yapisi, ilag ve biiyiime
faktorleri dahil olmak Uzere aktif biyomolekullerin hiicresel fonksiyon modilasyonu
icin nanofiberlere kapsiillenmesi ve dogrudan dahil edilmesi i¢in avantajlidir. Bu,
nanofiberleri ila¢ ve terapdtik madde dagitimi icin bir tasiyict olarak uygun hale getirir

(Mazza ve ark., 2013). ilaglar fizyolojik olarak en uygun sekilde sunmak, tip alaninda
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birincil 6neme sahiptir. Daha kiicik boyutlu ve uygun bir kaplama malzemesine sahip
bir ilacin saglanmasi hedeflenen bolge tarafindan sindirilme veya emilme yetenegini
arttirir. Elektroegirme yontemiyle dretilen nanofiberleri kullanilarak ila¢g dagitim
oraninin, tastyicinin yiizey alaninda ve ilacin kendisinde bir artisla arttigimi diisiinerek
hedeflenen ilag uygulamasidir. Elektroegirme nanoliferin bir ilag tastyict olarak
kullanilmasinin yararlarin1 vurgulayan ¢ok sayida arastirma yayinlanmistir (Kenawy ve
ark., 2002).

Tumor tedavisinde over kanserine karsi ortaya cikan uygulama icin biyouyumlu
cekirdek-kabuk nanofiberler hazirlanmistir. Polimerik c¢ekirdek-kabuk nanofiberler,
ikisuda ¢Ozunebilir  polimerler, PVA ve Kkitosan kullanilarak  ko-eksenel
elektroegirmeye dayanan ilag verilmesi i¢in bir tasiyici olarak hazirlandi . Anti-kanser
madde, doksorubisin (DOX), SKOV3 insan yumurtalik kanseri hiicrelerini hedeflemek
icin nanofiber cekirdege dahil edildi. /n vitro salim deneyleri, yiiklenen DOX'un,
SKOV3'iin hiicresel ¢ekirdegine verilebilecegini ve antikanser ilacinin salim oraninin,
PVA-kitosan besleme oraninin ayarlanmastyla basit bir sekilde kontrol edilebilecegini
gostermistir. Onemli bir sekilde, DOX-yukli PVA-kitosan cekirdek-kabuk nanofiberler
yumurtalik kanseri kemoterapisi icin c¢ekirdek-kabuk nanofiberlerin potansiyel
uygulamasint  vurgulayarak yumurtalik kanseri hiicrelerinin  baglanmasim1  ve
cogalmasini inhibe etmistir (Yan ve ark., 2014).

Elektroegirme ile hazirlanmig nanofiberlere ilacin dahil edilmesi ve ilacin nanofiberlerin
ylizeyine kaplanmasi gibi cesitli yOntemler, nano-kargo tasiyicisi olarak gorev
yapabilen elektrospin nanofiber iskelelerin hazirlanmasi icin kullanilmigtir. Bu
yontemlerin hepsi ilacin salinim kinetigini basit bir sekilde diizenleyerek hedef
bolgesindeki bir ilacin kontrollii ve siirekli salinimimi saglamada yardimcr olabilir (Sill

ve ark., 2008).

1.3. Kaliksaren

Kaliksaren, fenol / formaldehit yogunlagmasiyla elde edilen ve birgok uygulama
bulduklari siipramolekiiler kimyada yaygin olarak kullanilan makrosiklik bilesiklerin bir
ailesidir. Kaliks[n]arenler p-substitue fenol ile formaldehitin bazik ortamdaki
kondensasyon reaksiyonu sonucu olusan makrohalkali oligomerlerdir. Kaliksarenler,
metasiklofan sinifina ait makrosiklik oligomerlerdir ve formaldehit ile p-substitue

fenollerin bazik ortamdaki kondenzasyonu sonucu fenol birimlerinin hidroksil
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gruplaria gOre orto pozisyonundan birbirlerine metilen kopruleriyle baglanmasi sonucu
olusurlar (Gutsche, 1989). Buradaki “n” kaliksaren bilesigindeki fenolik birimlerin
sayisini ifade eder. Kaliksarenler, supramolekuler kimyada ta¢ eterler ve
siklodekstrinler 1. ve 2. kusak supramolekiilleri olustururken, benzer 6zellik géstermesi
sebebiyle 3.  kusak  supramolekiiller = olarak  tanimlanmaktadir. ~ Kolay
fonksiyonlandirilabilmeleri, halkali yapida ve farkli biyiikliiklerde molekiil
bosluklarina sahip olabilmeleri nedeniyle ¢esitli anyon , katyon ve notral molekuller
icin ¢ok iyi reseptOrler (tasiyici) dir. Yapilan calismalarin ¢ogu kaliks[4], [6] ve
[8]arenler lzerinedir (Sekil 1.2) (Gutsche, 2008).

25,26,27,28-tetrahidroksi-  36,37,38,39,40,41,42-heksahidroksi-  49,50,51,52,53,54,55,56-0ktahidroksi-
kaliks|4]aren kaliks[6]aren kaliks|8]aren

Sekil 1.3. Kaliks[4, [6] ve [8]arenlerin yapilari ve numaralandirilmasi

Kaliksaren (calixarene) kelimesi ilk olarak halkali tetramerlerin molekiil seklini
tanimlamak i¢in se¢ilmisti. Giiniimiizde halkali tetramerlerin molekiil sekillerini onlarin
bulunduklar1 konformasyondan aldiklar1 bilinmektedir, yani artik kaliks kelimesi
molekiiliin seklinin isimlendirilmesinde kullanilmamaktadir. Halkali oligomerlerin
farkli boyutlardaki tiirevleri arasindaki karigikligi 6nlemek i¢in Gutsche ve arkadaslar
'kaliks' ve 'aren' kelimeleri arasina parantez icerisinde yapida bulunan aromatik
birimlerin sayisinin belirtilmesi ve {riin hangi fenolden elde ediliyorsa basina p-
stibstitiie eki getirmenin adlandirmada biiyiik kolaylik saglayacagimi sdylemistir
(Gutsche, 1990).

Kaliks ve aren kelimelerinin arasina koseli parantez ile yazilan “n” harfi fenolik
biriminin miktarin1 bu da makrohalkali yapmin biiylikliigiinii gosterir. Bu caligsmalar
sonucu, ‘“kaliks[n]aren” kelimesi temel alinarak Sekil 1.3’de belirtildigi gibi tim
stibstitiientlerin yerleri ve onlarin spesifik pozisyonlart numaralandirirak isimlendirilmis

ve "Journal of Organic Chemistry" dergisinde ilk kez yaymlamistir. Buna gore p-ter-
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bitilfenol ve formaldehitten sentezlenen halkali tetramer 5,11,17,23- tetra-ter-biitil-
25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren olarak adlandirilmaktadir (Gutsche, 1978).

511,17,23-Tefra-ter-bidl- 5,11,17,23,20,35-Heksa-ter-biitil- 5,11,17,23,29,35,41 47-Okta-rer-biitil-
25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren 37,38,39,40,41,d2-heksahidroksikaliks[6]aren 49,50,51,52,53,54,55,56-0ktahidroksikaliks|8]aren

Sekil. 1.4. p-tert-Btilkaliks[4]aren, p-tert-bitilkaliks[6]aren ve p-tert-bitilkaliks[8]aren'in
numaralandirilmasi

1.3.1. Kaliksarenlerin Uygulama Alanlari

Son yillarda Gi¢unct kusak stipramolekul olarak nitelendirilen kaliksarenlerin sentezinin
yani sira kullanim alanlar1 da dikkati gekmektedir. Cevresel atiklardan agir ve degerli
metallerin geri kazanilmasi, suyu kirletici anyon, katyon ve organik molekiillerden
aritma gibi uygulamalarinin yani sira; biyolojik sistem ic¢in ¢ok 6nemli olan enzimlere
benzer islev yapabilmeleri ile ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir. Kaliksarenlerin
Ozellikleri nedeniyle bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve son yirmi yildir bu konuda
calismalar giderek hizlanmigtir (Crini, 2003). Bu c¢alismalar, kaliksarenlerin farkli
uygulama alanlarinin olugsmasina temel olusturmustur. Bu baglamda kaliksarenlerin bazi
uygulama alanlari;

e Enzim mimik olarak kaliksarenler,

e Molekil ya da iyon tastyict (host) olarak kullanilmasi

o Kaliksarenlerin nanoteknolojide kullanim1

e Sansor (iyon segici elektrot),

¢ Kolon dolgu maddesi olarak kromotografi ¢caligsmalarinda,

e Kiral ve Akiral katalizor olarak kullanilmaktadir.
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1.3.2. Kaliksarenlerin baz1 6zellikleri

Kaliksarenlerin erime noktalar1 molekiil biiyiikliikleri ile dogru orantili olarak
artar.  Erime  noktalar1  p-tert-biitilkaliks[4]aren’in ~ 342-344 °C,  p-tert-
biitilkaliks[6]aren’in 380-381 °C, p-tert-biitilkaliks[8]aren’in 411-412 °C’dir. Baz
kaliksarenler kloroform, piridin gibi c¢ozlcllerde yeterli miktarda ¢ozunebilmelerine
ragmen, kaliksarenlerin organik ¢oziiclilerdeki ¢Oziiniirliikleri azdir. Ester, siilfonat,
amino gibi suda c¢ozUndrligt arttirict fonksiyonel guruplarin kaliksaren yapisina
katilmasi ile suda ¢Oziiniirliikleri arttirilabilir. Kaliksarenlerin spektroskopik ozellikleri
incelendiginde 280nm civarinda absorban oldugu gozlenir. IR spektrumlarinda parmak
izi bolgesinde verdikleri pikler aynidir. Bununla birlikte fenolik —OH gruplarina ait
pikler ise 3150-3300 cm™ de gorilur fakat molekiilde meydana gelen molekil igi
hidrojen baglarindan dolay1 pikler yayvandir. Siklik yada lineer fenol formaldehit
oligomerleri absorbsiyon orani, kaliksarendeki halka sayisi ile degismekle birlikte
maksimum absorbsiyonu 280-288 nm’de verirler. tert-biitil gruplart yiiksek
sicakliklarda singlet pik verirken diisiik sicakliklarda 2 tane dublet pik veririler. Bu
durum kaliksarenlerin sicaklik degismesi ile konformasyonlarinin degistigini gosterir

(Gutsche, 1989).

1.4. insan Gingival Fibroblastit (HGF-1) Hiicre Kultiiri:

Insan Gingival Fibroblast HGF-1 (ATCC, CRL46 2014, USA) hiicre hatti model
olarak kullanildi. HGF-1 hiicre hatti, 28 yasinda erkek bir hastadan agiz i¢i dis eti
dokusundan elde edilir. Bu hiicre hatti, tek katmanli, biiyliyen ve yapigskan bir hiicre
hattidir . HGF-1 hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (4500 mg/ml glucose,
sodium pyruvate, sodium bicarbonate igeren Sigma D6429) besiyeri i¢inde %10’luk 1s1
ile inaktive edilmis Fetal Dana Serumu FBS (Biochrom S0115) ve 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin (Biochrom A2213) eklenerek T75 hiicre kiiltiir kaplarini
kaplayarak mililitrede 1x10° hiicre yogunlugu ulasana kadar 37°C’de % 5 CO2’li, % 95
nemli etiv igerisinde inkiibe edilir (Bu hiicre hattinin temel besiyerisi Katalog No. 30-
2002 olan ATCC ile formiile edilmistir) (McAllister, 1993).

Epidermal biyime faktori (EGF) ve trombosit tirevli blyime faktérii (PDGF),
HGF-1 hiicrelerinde DNA sentezi ve proliferasyonunu uyarir. Bradykin reseptorleri,

hiicre basina 22000 goriiniir yogunlukta ve 1.2 nM disosiasyon sabiti (Kd) ile hucreler
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uzerinde bulunur. Reseptorler, fosfolipaz C ve A2 ve kalsiyum kanali efektorlerini

iceren bir sinyal yoluna baglanir. Bu test bir kag farkli avantaj saglar (McAllister, 1993)

Deneyi aniden herhangi bir plaka konfiglrasyonunda gergeklestirilebilir;
Hiicreler yaray1 kapatmak i¢in belirli bir yonde hareket eder,

Deney ylzeyi deneyden 6nce bir ECM ile kaplanabilir,

<N S X

Hiicrelerin hareketi ve morfolojisi gorsel olarak gercek zamanli olarak
gbzlemlenebilir ve deney boyunca yakalanan goriintiiler boylece hiz
olcimlerine izin verir (Vogt ve ark., 2010).

Bununla birlikte, bu sistemin baz1 dezavantajlar1 vardir. Bu testin “ev demlemek”
oldugu icin cizikleri olusturma yontemleri farklidir. Farkli laboratuarlar arasinda ve
ciziklerin boyutu, sekli ve araliklari, belirli bir deneyde iyi bir sekilde analiz etmek igin
deneyden farkli olabilir (Staton ve ark., 2009). Dolaylisiyla, kontrol ve deneysel tedavi
gruplariin, tek tabakali konfluens esdeger kosullar1 altinda calistirilmasinin ve yarayi

meydana getirmek i¢cin denudasyon alaninin kesinliginin saglanmasi zor olmaktadir

(Tamada ve ark., 2007).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. KIMYASAL NUMUNE ANALIZLERIi

21.1. 2, 3 ve 4-Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]arenin Diamit turevleri

sentezi:

2.13 g (2.5 mmol) ilk reaksiyonda olusan diester bilesigi CH,CI, : CH,OH (45

ml/45 ml) igerisinde ¢ozildukten sonra tizerine 15 mmol (1.62 g) eklenir. Reaksiyon 72
saat oda sicakliginda manyetik karistiriciyla karistirilir. Reaksiyonu ITK’ile gozlenerek
baslangi¢ maddelerinin iiriine doniisimii takip edilir (1:1, Etilasetat : n-Hekzan) (Sekil
2.1.), (Sekil 2.2) ve (Sekil 2.3.). Ustelik reaksiyon FT-IR spektroskopisinde 1751 cm
L*deki ester karbonil bandmin 2-AMP 1676 cm™, 3-AMP 1681 cm™ ve 4-AMP igin
1638 cm™ amid karbonil bandina déniisiimii g6zlendi. Coziicii reaksiyon sonunda
buharlagsma ile uzaklastirilarak kalan kati partikiil 250ml CHCls ile ¢oziiliir ve ayirma
hunisinde saf H20 ile yikanarak organik faz kuru MgSOs ile kurutulduktan sonra
stizullr. Suziintl buharlasma ile yogunlastirilir ve CHsOH damlatilarak kristallenmeye

birakilir ve kristaller stiziilerek alinda.

DE 2AMP

Sekil 2.1. 2-Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]arenin diamit tlirevleri sentezi

2-AMP (2-Aminometilpridin p-tert-btilkaliks[4]aren); (MA: 944.56 g/mol).
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Sekil 2.2. 3-Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]arenin diamit turevleri sentezi

3-AMP (3-Aminometilpridin p-tert-bitilkaliks[4]aren); (MA: 944.56 g/mol).

DE 4AMP

Sekil 2.3. 4-Aminometilpridin p-tert-bitilkaliks[4]arenin diamit trevleri sentezi

4-AMP (4-Aminometilpridin p-tert-bitilkaliks[4]aren); (MA: 944.56 g/mol).

2.1.2. Elektroegirme YoOntemiyle Sentezlenen P-tert-butil Kaliks[4]Aren
Bilesiklerinin (2-4)AMP Nanofiberlerinin Hazirlanmasa:

Nanofiberler Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii'nde Prof.Dr. Seref
Ertul’un laboratuvarinda Dr. Fatih Ozcan tarafindan hazirland.

Elektrospin yontemi igin gerekli deney diiznegi (Sekil 2.4) gorilmektedir ve temel
olarak 1) Yiiksek voltaj gii¢c kaynagi, 2) Siringa pompa ve 3) Metal malzemeden yapilan

toplag olmak Uzere t¢ 6nemli ana parcadan olusmaktadir. Numune sollisyonu siringaya
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enjekte edilerek pompa yardimiyla siringadan metal igneye sabit bir hizla gonderilir.
Metal ignenin ucunda damlacik koni seklini aldiginda yiiksek voltaj kaynagi agilarak
istenilen degere vardiginda, tlipin ucunda asili bir damlacik olarak duran ¢ozelti,
elektrostatik itme kuvvetlerinden dolay1 toplayici ylizeyine nano boyutta rasgele olarak
fiberler halinde toplamir. Daha sonra bu fiberler indiyum kalay oksit (ITO) yizey

Uzerine kaplanarak hazir hale getirilir.

Al i‘ Sirmga pompa

@ ® . Kimyasal madde
)

Kapiller tiip

——>
Toplac ﬂ

Sekil 2.4. a) Nanofiber elektroegirme diizenegi, b) Elektoegirme ile lazer kesim ito
yuzeylerininin nanofiber kaplanmasi ve c) Nanofiber yizeyi

Sentezlenen 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP bilesiklerinin yapilar1 spektroskopik

tekniklerle (FT-IR, 1H-NMR), nanofiber ylizey karakterizasyonu ise SEM, AFM ve
TEM gibi teknikler kullanilarak aydinlatildi.

2.2. Nanofiber Yuzey Sterilizasyonu:
2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP nanofiber yiizeylerine hiicre ekimi yapilmadan 6nce,

12 kuyucuklu plakadaki kuyucuklara p-tert- biitilkaliks[4]aren nanoberler yerlestirilerek
2saat boyunca UV de sterilize edildi.
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2.3. Biyolojik Numune Analizleri

2.3.1. insan Gingival Fibroblast (HGF-1) Hiicre Kultiiri:

Insan Gingival Fibroblast HGF-1 (ATCC, CRL46 2014, USA) hiicre hatt1 model
olarak kullanildi. HGF-1 hiicre hatti, 28 yasinda beyaz irk bir hastanin agiz ici dis eti
dokusundan elde edilmistir. Bu hiicre hatti, tek katmanli biiyliyen yapiskan bir hiicre
hattidir (Sekil 2.6). HGF-1 hucreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (4500 mg/I
glucose, sodium pyruvate, sodium bicarbonate iceren Sigma D6429) besiyeri icinde
%10’luk 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Dana Serumu FBS (Biochrom S0115) ve 100
U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin (Biochrom A2213) eklenerek T75 hiicre kultlr
kaplarini kaplayarak 37°C’de % 5 CO2’1i, % 95 nemli etiiv igerisinde inkiibe edildi.

Sekil 2.5. HGF-1 hiicrelerinin Inverted mikroskopta 10X objektife goriintileri: a) HGF-1 ¢ozildikten
sonra ; b) HGF-1 ¢ozildikten sonraki 2. Gun ; ¢) HGF-1 ¢ézuldukten sonraki 3. giin ; d)
HGF-1 ¢ozlldiikten sonraki 4. Gun (Leica DM IL LED).

2.3.2. HGF-1 Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi

HGF-1 hucrelerinin donmus olarak bulundugu kriyovial, sivi nitrojenden dikkatli
bir sekilde ¢ikarildi ve su banyosunda (37 ° C) ¢6zdiraldi. Kriyotlplerin etrafi %70°1ik
alkol ile iyice silinerek kabine alindi. Hucreler 37°C’ye 1sitilmis 9 mL besiyeride
¢Ozduruldl. Falkona aktarilan hiicreler, 5 dk 1200 rpm de santrifiij edildi ve hucre
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pelleti (2-4mL) DMEM cozeltisi ile seyreltilerek T-25 kiiltiir kabina aktarilarak 37
°C’de, % 5’lik CO’li inkiibatoriinde birakildi. T-25’teki HGF-1 hucresi, kap yulzeyini
kapladiktan sonra T-75 hiicre kiiltlir kabina aktarildu.

2.3.3. HGF-1 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiirii islemi igin yapilacak tiim islemler steril kabinde kontaminasyon
riskini en aza indirmek i¢in yapilmaktadir. Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince
hem besiyer ortam1 hiicreler igin yetersiz hale gelir hem de kiiltiir kabinda yer olmadigi
icin kontakt inhibisyon ad1 verilen mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 yavaslar.
Bunun igin flasktaki besiyeri aspire edilerek flask yuzeyindeki besiyeri ve 6lu hucre
kalintisin1 Hank’s tuz sollsyon cozeltisi ile uzaklastirildi. Daha sonra tripsin EDTA
(Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit) (Biological Industries 0.25 % trypsin 0.05%
EDTA, Israel) solisyonuyla hiicreleri ylizeyden ayirdiktan sonra hiicreye zarar vermeye
baglar. Bunu Onleyebilmek icin tripsinin inhibe edilmesi igin en az tripsin hacminin iki
kati DMEM besiyeri eklenerek tripsin aktivitesi durdurulur (Sezen ve ark., 2008).
Ardindan hiicreler 5 dk 1200 rpm’de santrifiij edildi. Pelleti 2-4 mL DMEM c¢o0zeltisi ile
seyrelttikten sonra hucrelerin kiltiir kaplarinda homojen bir sekilde dagilmasini
gormebilmek i¢in invert mikroskop altinda incelenip 37 °C’de, % 5’lik CO’li etiivde
inkibe birakildi (Akbulut ve ark., 2016) (Sekil 2.7).

Sekil 2.6. HGF-1 hiicre hatt1 kiiltiiriinde kullanilan cihazlar; (a) inkiibator, (b) santrifiij, (c) invert
mikroskop ve (d) su banyosu.
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2.3.4. HGF-1 Hucresinin Sayim ve EKimi:

Hiicre siispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesine hiicre sayimi iglemi denilir.
Santrifiijden gelen hiicre siipernatanti ¢ekilip pelleti hicre besiyeri ile ¢ozdurilerek
pipetaj yapildi. Hiicre sayim1 hemositometre adi verilen 6zel lamlar kullanilarak sayildi.
Hemositometre Uzerinde mikroskobik boyutta ti¢ bolimli gizgilerle bélinen 9 biyik
kare olusturan bir mikroskop lamidir. Her biiyiik karenin alan1 1 mm2 dir (Sekil 2.8).
Lam Gzerine konulan sivinin derinligi 0.1 mm’dir. Sonugta her kare zerindeki toplam
hacmi asagidaki sekilde hesaplanir:

1x1x0.1=0.1 mm3=0.0001 cm®= 0.0001 ml veya 10* ml

Sayim yapilmadan once hicreler homojen hale getirilir ve hicre
stispansiyonundan 50ul alinip tizerine 50ul trifan mavisi (1: 1) ile iyice karistirilarak bu
solusyondan 10ul hemositometreye yuklenip 1sik mikroskop altinda hiicreler incelendi.
Boyama sonrasi 61U hicreler koyu mavi renkte boyanirken canli hiicreler parlak renkte
kalmaktadir (Kocakli ve ark., 2014). Isik mikroskop altinda mililitredeki hiicre sayisini
belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Hiicre say1s1 / mL = Hiicre sayis1 (lam tizerinde) x 10*

e
il &
11T
e

Sekil 2.7. hiicre sayim malzemeleri ve Hemositometrik kamara diyagrami.

Bu hesaplama formul ile HGF-1 hicre sayimi tamamlanarak daha once 24
kuyucuklu plakaya yerlestirilen 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Kaliks[4]aren
nanofiberlerin Uzerine mililitredeki hiicre yogunlugu 15x10* olacak sekilde ekim
yapildi. Daha sonra plaklar 48 saat bekletmek (zere inkiibasyona birakildi. SEM, XTT

ve konfokal analizleri igin hiicre ekim islemi ayn1 basamaklarla uygulandi.
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2.3.5. Taramal elektron mikroskopta (SEM) HGF-1 hiicre hattinin analizi :

2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP kaliks[4]aren nanofiber numunelerin laboratuara
alindiktan sonra belli bir siireligine sterilizasyon yapildi. Yuzeylerine HGF-1 hiicresi
ekilerek 48 saat inkiibasyon sonrasi fiberler yeni 24 kuyucuklu plaklara aktarilarak 2
kez 0.1M pH: 7.4 kakodilat tamponuyla yikama sonrasi, kakodilat tamponunda
hazirlanan glutaraldehit soliisyonu ekleyerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda bir
stireligine bekletildi. Siire sonunda kuyucuklar 2 kez 0.1M kakodilat tamponunda
yikandi. Tampon uzaklastirilarak plaka -80 °C derin dondurucuda 24 saat (1 gece)
bekletildi. Ertesi glin, -110 °C’ye kadar sogutan liyofilizatorde plaka 24 saat (1 gece)
bekletilerek kurutuldu. SEM analizi oncesi numuneler 5nm AuPd ile kaplanarak
numune Yyizeylerinde tutunup ¢ogalan hiicreler, 500-X, 2000-X, 5000-X ve 10000-X
biyltmelerde gorintilendi (Sekil 2.9).

Sekil 2.8. a)Liyofilizator Cihazi, b) Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

2.3.6. HGF-1 Hiicre Hattinin Canhilik Testi-XTT Analizi:

XTT, mitokondriyal enzimlerle suda ¢Oziinir portakal renkli formazanina
indirgenmis bir tetrazolyum tuzudur. Bu analiz, metabolik aktif hlcrelerin dehidrojenaz
enzimleri tarafindan XTT'yi turuncu renkli formazan bilesiklerine indirgeme yetenegine
dayanmaktadir (Gabrielson ve ark., 2002). XTT analiz sonucunda boyanin yogunlugu,
metabolik aktif hiicrelerin sayisiyla orantilidir (Roehm ve ark., 1991).

Yizeylerine HGF-1 hiicresi ekim yapilan 2, 3 ve 4-AMP Kkaliks[4]aren
nanofiberler, 72 saat inkiibasyon ardindan DMEM ve XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-
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Nitro-5-Sulfophenyl-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) (Biological Industries)
solisyonundan ekleyerek hcreler soliisyon icerisinde 5 saatlik %5 CO2, %95 nem
igceren 37°C’deki inklbasyona birakildi. Sire sonunda, plaklarda ¢0ziinmiis olan
formazan kristalleri epoch biotek marka ELISA okuyucuda 460 ve 650nm dalga
boylarinda spektrofotometrik olarak dl¢ildi (Sekil 2.10).

-

Sekil 2.9. ELISA Cihaz1

2.3.7. Konfokal Mikroskopta HGF-1 Hiicre Hattinin Analizi :

2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Kaliks[4]aren nanofiberlerin Gzerine ekilen HGF-1
hicrelerinin bu yuzeyelerde ¢ogalmalarinin ve morfolojilerinin incelenmesi icin hem
cekirdekleri hem de iskeleleri boyandi. 24 kuyucuklu plakalara nanofiberleri
yerlestirerek sterilizasyon yapildiktan sonra ylizeylerine HGF-1 hiicre ekimi yapilip 48
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonrasi numuneler Uzerindeki mediyum
cekilerek PBS tamponuyla yikandiktan sonra aspirator yardimiyla tampon uzaklastirilir
ve %4 paraformaldehit ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten
sonra PBS ile seyreltilen %0.5 Triton 100X solusyonu eklenip 5 dakika siireligine oda
sicakliginda bekletildi. Phallaodin boyast 40-X PBS ile seyreltildikten sonra
nanofiberlerin {izerine eklenip oda sicakliginda 30 dakika boyunca tutuldu. PBS
tamponu ile yikama igleminin ardindan PBS ile seyreltilen 1000-X Dapi boyast 15
dakika oda sicakliginda bekletilmek iizere nanofiberlerin iizerine eklendi. Bu islem
sonras1 nanofiberlerin {izerinden ¢ozelti aspirator ile uzaklastirilip PBS tamponu ile 2

defa yikandi. Lazer taramali konfokal mikroskop kullanilarak HGF-1 hiicre gekirdegini
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ve iskletini 488 nm ve 635 nm dalga boylarinda floresan ile uyarilarak goriintiilendi

(Sekil 2.11).

Sekil 2.10. Lazer Taramali konfokal Mikroskobu

2.3.8. In Vitro Cizim Deneyi (Scratch Assays)

Yara iyilesmesinde fibroblast migrasyonunun temel roliini g0z Onunde
bulundurmak i¢in in vitro ¢izim deneyi testi yapildi. 2, 3 ve 4-Aminometilpridin p-tert-
bitilkaliks[4]arenin matrisleri iizerinde hiicre migrasyon aktivitesini degerlendirmek
icin aragtirma yapildi. In vitro yara iyilestirme testi, farkli deney kosullar1 altinda
kollektif hiicre goglinii degerlendirmek ve Olgmek igin uygun ve ekonomik bir
yontemdir. Kollektif hiicre gogii, yara onarimi ve kanser metastazi gibi deriye ait birgok
fizyolojik ve patolojik siirecin bir ayirt edici 6zelligidir. Biri, ayn1 derecede birlesme ile
in vitro “yaralar” haline getirerek hiicre tek tabakalarini olusturarak boyut ve geometri
acisindan tahlilin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini arttirabilir. Bu testi ilk olarak
epitelyal veya mezenkimal hiicreler i¢in yara iyilesmesi modelleri olarak kullanilmistir.
Ayrica in vitro ortamda hiicre gocunu incelemek icin basit ve ekonomik bir
yontemdir(Friedl ve ark., 2004).

24  kuyucuklu plakalara 2-AMP ve 3-AMP kaliks[4]aren nanofiberleri
yerlestirerek sterilizasyon yapildiktan sonra yiizeylerine 15x10° HGF-1 hiicre ekimi
yapilarak 48 saat 37 °C’de inkiibasyon i¢inde tutuldu. Siire sonrast numuneler

uzerlerindeki mediyum cekilmeden steril 100’Iuk pipet ucu kullanip yarak olusturarak
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mikroskop altinda incelendi. Ardindan besiyeri uzklagtirthp ve 2 defa Hank’s ile
yikandiktan sonra Uzerlerine DMEM besiyerisi eklenip ¢izilen alanlarin her bir
kuyucusunda HGF-1 hicrenin go¢ etme kabiliyetini incelemek igin 1sik mikroskop

kullanilarak 0, 12, 24 ve 48 saatlerinde farkli goriintiiler alindi.
2.3.9. HGF-1 hiicre hattinin dondurma islemi :

Mikrobiyal kontaminasyon veya genotipik degisiklikler uzun siireli hiicre
kiiltiirlerinde ortaya c¢ikabilir ve iyi karakterli hiicre hatlarinin kaybina yol agabilir.
Hiicre kaybini Onlemek igin, hiicreler sivi nitrojende (-196 °C) sonsuza kadar
dondurulabilir, saklanabilir ve bu amacla yiiksek sayida hiicre gerekebilir. T75 flask
yuzeyini kaplayan HGF-1 hiicresine pasajlama islemi uygulanarak hticre pelleti %10
DMSO , % 90 fetal sigir serumu dondurma medyumu ile seyreltilerek dondurma tlpleri

icerisine konuldu (Cicek ve ark., 2006). Bu ttpler, izopropilalkol iceren Mr.Frosty ile -

80°C dondurcuya tasinip 1 gece boyunca bekletildikten sonra kriyovialler uzun sireli

stvi nitrojen (-196 °C) tanklarina kataloglanarak transfer edildi (Sekil 2.12).

Sekil 2.11. (a) -80°C dondurucu ve (b) -196°C azot tanki

33



3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

3.1. 2, 3 ve 4-AMP’nin Yapi, Karekterizasyon ve Analiz Sonuclari

Calisma suresince 2, 3 ve 4-AMP’nin toz halleri ve bu maddelerden olusturulan
nanofiber yapilar kullanildi (Sekil 3.1.).

OH ¢

0 Ho
LD
HN

m%

NH
N Ny
(3-AMP)

Sekil 3.1. 2, 3 ve 4-Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]arenin diamid turevleri
3.1.1. 2,3ve 4-AMP’nin FT-IR Analizleri
2, 3 ve 4- Aminometilpridin p-tert-butilkaliks[4]arenin FT-IR’larina bakildiginda

FT-IR spektroskopisinde 1751 cm™! deki ester karbonil bandmnin 2-AMP icin 1663 cm™,

3-AMP 1668 cm™ ve 4-AMP icin 1609 cm™! amid karbonil bandina déniisiimii takip
edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. 2, 3 ve 4-AMP’nin FT-IR analizleri

3.1.2. 2, 3ve 4-AMP’nin 1H-NMR Spektrumlari
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Sekil 3.3. 2-AMP’nin H-NMR spektrumlari

2-AMP; verim: 1.48 g, (% 65.0 ), E.n : 259-262 IR :1676 cm’ (C=N) vmax

(ATR): 3454, 3358, 1676 cm_l; "H-NMR (400 MHz CDCI3): 6 0.97 (18H, s, tBu), 6.82
(4H, s, ArH), 1.27 (18H, s, tBu), 4.51-4.65 (8H, m, OCH2, Ar—CH2-NH), 3.34 (4H, d,
J=13.3 Hz, ArCH2Ar), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 7.05 (4H, s, ArH), 8.45 (2H, d, J=4.5
Hz, PyH), 7.31 (2H, s, OH), 4.03 (4H, d, J =13.3 Hz, ArCH2Ar), 8.62 (2H, d, PyH),
9.21(2H, t, NH). 7.57 (2H, d, J=7.8 Hz, PyH), anal. hesapl. C60H7206N4: C, 76.24; H,
7.68; N, 5.93. Bulunan; C, 76.28; H, 7.70; N, 5.88% (MA: 944.56 g/mol) (Sekil.3.3).
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Sekil 3.4. 3-AMP’nin H-NMR spektrumlari

3-AMP; verim: 1.5 g,( % 65.8) , E.n : 239-242 IR :1681 cm  (C=N) vmax (ATR):

3454, 3358, 1681 cm ; 'H-NMR (400 MHz CDCI3): 5 0.98 (18H, s, tBu), 3.27 (4H, d,
J=13.3 Hz, ArCH2AT), 1.22(18H, s, tBu), 3.90 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH2Ar), 6.85 (4H,
s, ArH), 4.46-4.49 (8H, m, OCH2, Ar-CH2-NH), 7.00 (4H, s, ArH), 7.18 (2H, s, OH),
7.61 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 9.21(2H, t, NH), 8.62 (2H, d,

PyH), 8.45 (2H, d, J=4.5 Hz, PyH). anal. hesapl. C,,H,,O,N,: C, 76.23; H, 7.68; N,

5.93. Bulunan: C, 76.31; H, 7.74; N, 5.83%(MA: 944.56 g/mol) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.5. 4-AMP’nin H-NMR spektrumlari

4-AMP; verim: 1.72 g,( % 75.5) , E.n : 239-242 IR :1638 cm-1 (C=N) vmax

(ATR): "H-NMR (400 MHz CDCI3): 5 1.27 (18H, s, tBu), 3454, 3358, 1638 cm ; 1.0
(18H, s, tBu), 3.38 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH2Ar), 6.88 (4H, s, ArH), 3.55 (4H, sAr-
CH2-NH), 4.80 (4H, s, OCH2), 3.86 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH2A¥), 7.05 (2H, m, PyH),
6.85 (4H, s, ArH), 7.26 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.48 (2H, s, OH), 7.54 (2H, d, J= 7.8
Hz, PyH), 9.33 (2H, t, NH). anal. hesapl. C60H7206N4: C,76.23; H,7.68; N,5.93.
Bulunan: C,76.31; H,7.74: N,5.83 %( MA: 944.56 g/mol ) (Sekil 3.5.).

3.1.3. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin AFM, SEM ve TEM analizleri

2, 3 ve 4-AMP nanofiberlerin yiuzey analizleri AFM, SEM ve TEM gibi
karakterizasyon teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir (Sekil 3.6). Bu teknikler
kullanilarak nanofiberlerin morfolojik 6zellikleri olarak lif ¢cap1 ve ¢ap dagilimi, boncuk
biiylikliigii ve sayisi, ylizey o6zellikleri arasinda incelenmektedir. SEM sonuglarina gore
nanofiberlerin ¢aplarinin biiyiikligii 186.4 nm boyutunda olup nanofiber tabakasindaki
dagilimlar1 homojendir. Nanofiber yizeyinde bulunan boncuklar, tUzerine damlayan
polimer ¢ozeltileri olarak tanimlanmaktadir. Deneylerimizde kullanilan 2, 3 ve 4-AMP
nanofiber yiizeyleri polimer katkili olmadig1 i¢in boncuksuz yapida oldugu SEM, TEM

goruntulerinde gosterilmektedir. Nanofiberler uzunluklar1 boyunca gézeneklere sahip
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olurlar. Gozenek biiyiikligii ve dagilimi belirlenmesi i¢in yapilan 3B AFM analizi

sonucunda 20x20 um’lik alanda gézenek ¢ap ve dagilimi homojendir.

Sekil 3.6. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin AFM, TEM ve SEM gériintiileri

3.2. HGF-1 Hiicresine Ila¢ Etkisinin Invert Mikroskop Goriintiileri

96 kuyucuklu plakalara 15x10* HGF-1 hiicre ekimi yapilarak 2-AMP, 3-AMP ve
4-AMP’nin farkli dozlarmin HGF-1 hiicresi uUzerinde olusturdugu morfolojik farklilig:
invert mikroskopla asagida belirtildigi gibi incelenerek goruntilendi (sekil 3.7), (sekil
3.8) ve (sekil 3.9).
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Sekil 3.7. 96 kuyucuklu plakaya ekilen HGF-1 hiicresi 2-AMP’de 48 saat etkilesimlerinin 10X
invert mikroskop goruntuleri; a) kontrol, b) 15 uM, ¢) 30 uM, d) 60 uM, e)125 uM, f) 250 pM.

Invert mikroskop analiz sonuglarma gére 2-AMP’nin HGF-1 hiicresi tizerinde

doza bagli olarak sitotoksik etki yapmadigi gorildu.
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Sekil 3.8. 96 kuyucuklu plakaya ekilen HGF-1 hiicresi 3-AMP’de 48 saat etkilesimlerinin 10X
invert mikroskop goruntileri; a) kontrol, b) 15 uM, c) 30 uM, d) 60 uM, €)125 puM, f) 250 uM.

Invert mikroskop analiz sonuglarma gére 3-AMP’nin HGF-1 hiicresi tizerinde
doza bagli olarak 30 uM’lik dozdan baslayarak sitotoksik etki yaptigi goriildii.

N
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Sekil 3.9. 96 kuyucuklu plakaya ekilen HGF-1 hiicresi 4-AMP’de 48 saat etkilesimlerinin 10X
invert mikroskop goéruntileri; a) Kontrol, b) 15 uM, c) 30 uM, d) 60 uM, ¢)125 uM, f) 250 uM.

Invert mikroskoptaki analiz sonuglarina gére 4-AMP’nin HGF-1 hicresi
tizerinde doza bagli olarak 30 uM’lik dozdan basglayarak sitotoksik etki yaptigi goriildii.
Bu sonuglara gére 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP maddelerinin hangi doz araliginda
etkili oldugunu incelemek ve 1Cso degerini belirlemek igin sitotoksisite (XTT) deneyi
yapildi.

3.2.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Maddelerinin Sitotoksisite (XTT) Analizleri

96 kuyucuklu 3 plakaya kuyucuk bas1 15x10* HGF-1 hiicresi olacak sekilde ekimi
yapilarak plakalar 24 saat boyunca inkubatdrde bekletildi. Sitotoksisite analizi yapilacak
olan 2 , 3 ve 4-AMP bilesiklerini % 0.1 DMSO ve DMEM besiyeri ile ¢ozduraldd.
Belirtilen surre sonrasi ¢ozdiiriilen bilesikler konsantrasyonu 500uM’den 2uM’ye kadar
seyrelterek eklendi ve 24 saat inkibatorde birakildi. Ertesi gun invert mikroskopla
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incelenerek fotograf cekildi. Ardindan XTT solisyonu eklendikten sonra 5 saat
inkibatorde bekletildi. Aktif HGF-1 hicrelerin mitokondriyelerinde bulunan
dehidrojenaz adli enzimler tarafindan XTT’deki tetrazolyum tuzunu formazan turuncu
rengi indirgenmesi Sekil 3.10 ve Sekil 3.12°de goriildiigii gibi, ELISA cihazi yardimiyla
460 ve 680 nm dalga boylarinda maddelerin etkisi sonucu hicrelerde 6ltim olup
olmadig1 spektrofotometrikle olgildli (Sekil 3.13) (Susli, 2009). Bilesiklerin HGF-1
hiicresine olan ICso degerleri hesaplanarak gosterildi (Sekil 3.11). Nanofiber sentezi
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Sekil 3.10. 96 kuyucuklu plakalara ekilen HGF-1 hiicresiyle 2 , 3 ve 4-AMP kaliks[4]aren
blesiklerinin XTT ile renk degisimi.
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Sekil 3.11. 96 kuyucuklu plakalarda 15x10* HGF-1 hiicresinin 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP
48 saat sonraki XTT absorbans sonug grafigi
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Sekil 3.12. 24 kuyucuklu plakalara ekilen HF- ueiyle 2 ,3 e - kaliks[4]aren
Nanofiberlerin XTT ile renk degisimi.
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Sekil 3.13. Hiicre canlilig

XTT analiz sonrasi 4-AMP’de HGF-1 hiicre canlilig1 en diisiik doz olan 15 uM’de
% 81.67437, 3-AMP % 112.5388, 2-AMP’de ise % 123.9649’dir. Hiicre canliligi
yiiksek doz olan 500 puM’de 2-AMP’de % 63.1744, 3-AMP’de % 24.87068 ve 4-
AMP’de % 19.90757 olarak gorulmektedir. Buna gore sitotoksisite siralamasi 4-AMP,
3-AMP ve 2-AMP’dir.
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3.2.2. Lazer konfokal mikroskop goruntuleri

2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP nanofiber yuzeylerine HGF-1 hicrelerini ekim
yapilarak nanofiberlerin {lizerinde hiicrelerin g¢ekirdekleri ve hiicre iskeleleri boyandi.
Lazer konfokal mikroskop sistemi kullanilip HGF-1 hiicre organellerinin 488 ve 635 nm

dalga boylarinda floresanla uyarilarak goriintiilendi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. 15x10* HGF-1 hiicresinin (2,3 ve 4-AMP) nanofiber tizerinde 48 saat Sonraki 50um
ve 100um lazer konfokal mikroskop goériinttleri.

2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Kaliks[4]aren nanofiberlerin tzerine ekilen 15x10*
HGF-1 hicrelerinin, 48 saat boyunca bu yizyelerde morfolojisinin incelenmesi igin
hem cekirdekleri hem iskeletleri boyandi. Konfokal gorintlleri sonucunda, 2-AMP
nanofiberlerin yiizeylerinde hiicre ¢ekirdeginin hacim biiylkligiini, hiicreler arasi
iskelet baglantilarin devam etmesi, 3-AMP nanofiber zerinde hiicre ¢ekirdeginin

2AMP’ye gore daha kiigiik hacimde oldugunu, hiicrelerin bolindiigiinii fakat hiicreler



arasi baglantilarin devam etmemesi ve farklilagsmasi, 4-AMP nanofiber Uzerinde ise

hicrelerin 6limu ve morfoloji bozukluguna sabep oldugu gozlendi.

3.2.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Goruntuleri

SEM analizi 6ncesi 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP numunelerinin 5nm AuPd ile
kaplandi. Daha sonra numuneler SEM ile incelenerek yiizeyde tutunup ¢ogalan hiicreler
250X, 100X, 200X,1000X buyitmelerde goruntilendi (Sekil 3.15), (Sekil 3.16) ve
(Sekil 3.17).

Sekil 3.15. 15x10* ekilen HGF-1 hiicresinin 2-AMP platformu Gzerinde proliferasyonunun
taramal1 elektron mikroskobu (250X, 100X, 200X,1000X) biyitmelerde gorintileri.
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Sekil 3.16. 15x10* ekilen HGF-1 hiicresinin 3-AMP platformu Gzerinde proliferasyonunun
taramal1 elektron mikroskobu (250X, 100X, 200X,1000X) biyiitmelerde gorintileri.
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Sekil 3.17. 15x10* ekilen HGF-1 hiicresinin 4-AMP platformu Gzerinde proliferasyonunun
taramal1 elektron mikroskobu (250X, 100X, 200X,1000X) biyitmelerde gorintileri.

4
2 , 3 ve 4-AMP nanofiber yuzeylerinde 48 saat boyunca 15x10 sayida HGF-1

hlcresinin yayilmasi g6zlendi. Bu numunelerin 5 nm AuPd ile kaplanmasi taramali elektron
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mikroskobunda (SEM) goruntilendi. 2-AMP nanofiber ylizeylerinde hicrelerin
cogaldiklarini, yayildiklarini ve fiberler yoniinde uzadiklari farkedildi. Biyouyumluluk
verileri analizine dayanarak 2-Amp nanofiber iskeleleri HGF-1 hicresinin yapismasini

kolaylastirdig1 sonucu elde edildi.

3.2.4. in Vitro Cizim Deneyi (Scratch Assays) Goriintiileri

Yapilan XTT analiz deney sonrasi 4-AMP’nin HGF-1 hicresi Uzerinde
sitotoksisite yaptigi i¢in ¢izim deneylerinde 4-AMP’yi kullanmadik.

2 ve 3-AMP’nin 5pg/mL dozunda HGF-1 hiicreleri 0,24 ve 48 saat boyunca
olusturulan bosluga go¢ ederek kaplamasi i¢in birakildi. Cizim sonrasi 0,24 ve 48 saatlerinde
151k mikroskop kullanarak (10X) biiylitmede bosluklara go¢ eden hiicre orani
goruntulendi (Sekil 3.18).

Cizim sonrasi 0 h

2-AMP Sug/mL

3-AMP Sug/mL

Sekil 3.18. 24 kuyucuklu plakaya ekilen 15x10* HGF-1 hiicresi 5uM 2-AMP ve 3-AMP
kaliksarenin (0, 24 ve 48) saatlerinde hiicre migrasyonunun 10X invert mikroskop goruntileri.

2 ve 3-AMP’nin nanofiberleri Uzerine HGF-1 hiicreleri ekip 0, 24 ve 48 saat
boyunca olusturulan boslugu kapatmalar1 incelendi. Cizim sonrast 0, 24 ve 48 saatlerinde
151k mikroskop kullanarak (10X) biylitmede bosluklara go¢ eden hiicre orani
goruntilendi (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. in vitro deneyi ( 0, 24 ve 48 ) saatlerde 2 ve 3-AMP NF’ler lizerinde yapilan ¢izim
sonrasi hiicre migrasyonu 10X invert mikroskop goriintileri.

Elde ettigimiz cizim deney sonuclarina gore, 3B ortami olan 2-Amp nanofiber
Uzerinde HGF-1 hicrelerin yapismasi, proliferasyonu, motilitesi, migrasyonu ve
farklilagmas1 dahil olmak {izere hiicresel davramglar, 2B ortamin kontroliinyle
kiyaslandiginda daha hizl hiicre gogiinii tegvik ederek ve hiicre sayisini artarak olusturulan

yaray1 kapladigi belirgin bir sekilde goruldi.
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Pelipenko ve arkadaglari, 300-700nm araliginda fiberlerin fibroblast
proliferasyonunu uyararak doku yenilenmesi i¢in en uygun oldugu, daha ince fiberlerin
de hiicre hareketliligini etkiledigi ve dolayli olarak kapanmayi1 faydali oldugunun
sonucuna varmiglardir (Pelipenko ve ark., 2015).

Ojeh ve Navsaria c¢aligmalarinda, fibroblastlar ile biyomiihendisligin,
proliferasyon, farklilasma, ECM proteinleri ve Keratin ekspresyonu arttigini gosterdi.
Bu nedenle deri epitel hiicreleri, yara iyilesmesinin mekanizmalarim1 ve ilag kesfi
calismalarinda biiyiik bir potansiyel sunmaktadir (Ojeh ve ark., 2014).

Gautam ve arkadaslari, deri hicreleri fiberlerin dogal ECM'ye yapisal
benzerliginden dolay1 elektroegirme nanofiberleri ile temas ettiginde spesifik
reaksiyonlar gosterir. Fiberleri olusturan polimerin fizikokimyasal O6zellikleri, bu
etkilesimleri belirleyen ve modiile eden énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, hidrofilik
fiberler genel olarak baslangigc hicre-hiicre baglantist i¢in ideal bir yiizey
saglarken, hidrofobik fiberlere (6rnegin PCL'ye dayali) hucre eklenmesi daha az
etkilidir (Gautam ve ark., 2014).

Planz ve arkadaslari, fibroblastlarin saf PCL fiberlerinden (su temas agis1 119 ©)
daha yiiksek olan hidrofilik PCL / jelatin fiberleri (su temas agis1 0 ©) tizerinde énemli
ol¢tide daha hizli cogaldigin1 gostermistir (Planz ve ark., 2016).

Pelipenko ve arkadaslari, keratinositlerin hareketliliginin, kii¢iik nanofiber
gbzenek (2560 + 1260 nm) boyutlu PVA nanofiber matrisleri nedeniyle engellendigi
varsayimma  dayanmaktadir. Esnek  hiicre  parcalarmin  (hiicre-hicre, iskele ve
sitoplazma) interfiber aglarda tutuldugunu, hiicre c¢ekirdeklerinin yilizeyde kaldigini ve
boylece ylizeydeki hiicre gociinii sinirlandirdigini ve {i¢ boyutlu matrislere niifuz ettigini
gormuslerdir (Pelipenko ve ark., 2013).

Kurpinski ~ ve arkadaslari, nanofiberin ~ hiicre  go¢iinii  ve  uzamasini
yonlendirebilecegi sonuglarina dayanarak hizalanmis nanofiber oryantaso ile matrisler
tiretmeye odaklanmistir. Siralanmis nanofiberlerden olusan matris miktari {i¢ boyutlu
matrisler endotel hiicre infiltrasyonu artirdigini gostermistir (Kurpinski ve ark., 2010).

Rho ve arkadaslari, kollajen tip | laminin ve fibronektinile kapli kolajen
nanofiber matriksleri ve keratinosit adhezyonu iizerindeki etkilerini ve yayilmalarini
aragtirmislardir. Boyle dogal ECM proteinleri, hlicre-hicre ve hiicre-ECM etkilesimleri
icin kopriler olarak islev goren bir ¢ok hiicre tipinde eksprese edilen bir protein
ailesi olan integrinler tarafindan taninan bir arjinin-glisin-aspartik asit dizisini (RGD)

icerir. Kaplanmamis kolajen matrisler hiicre yapigmasi ilizerinde herhangi bir etki
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gostermezken, tip I kollajen ve laminin ile kaplanmis fiber matrisler hiicre morfolojisi
uzerinde o6nemli Olgude hiicre yapismasini ve yayilmasini tesvik etmistir. Bununla
birlikte, fibronektin ile kaplanmis matrislerin yapisma kapasitesi zor iyilesmistir (Rho
ve ark., 2006).

Sato ve arkadaslari, ko-kiiltiirde keratinositlerin ve fibroblastlarin hiicre-hiicre
etkilesimlerinin, prostaglandin iiretimini artirarak yara iyilesme siirecini gelistirdigini
gosterdiler (Sato ve ark., 1997).

Fu ve arkadaslari, Egzojen TGF-Bl'in kiiltire dahil edilmesi, insan dermal
fibroblastlarinin, fibrinojen ve tip I kollajen iceren nanofiber matrisler iizerindeki farkli
hiicresel tepkilerini, emiilsiyonlu bir yara yatagi benzeri ortamda tespit etmemizi sagladi.
Fibrinojen igeren nanofiberlerin, kollajen iceren nanofiber matrislere gore hiicre goguni ve
fibroblasttan miyofibroblast farklilasmasini indiiklemek igin daha elverisli oldugu
bulunmustur. Bu sonuclar, cildin nanofiber regile hiicre fenotipik ekspresyonuna mekanik
bir agiklama saglar (Fu ve ark., 2017).

Lv ve arkadaslari, hiicre dis1 matrise (ECM) benzer ¢apa sahip nanofiberlerin,
hiicre yapismasi ve g¢ogalmasi siirecini hizlandirdigimi kanitlamiglardir (Lv ve ark.,
2017).

Babitha ve arkadaslari, yara iyilesmesi yiiksek performansli kapasiteleri olan
uygulanmis yara sargist Olgiilebilir. Birincisi, fibroblastlar ve keratinositler gibi
yenilenme hiicreleri i¢in uygun bir evre saglamak, nanofiber sargisi hiicrelerin
bilylimesini iyi bir evre olarak gelistirdigi kamitlanmustir. ikincisi, pansumanin
hemostazi piht1 olusumu i¢in faydali olmalidir. Bu 6zel sartlara sahip olan nanofiber
sargisi, Kan damari yenilenmesi ve hiicre ¢ogalmasi igin bol oksijen degistirme ve
enfeksiyon riskini azaltma kabiliyeti de gereklidir (Babitha ve ark., 2017).

Powell ve arkadaslari, dondurularak kurutulan ve elektroegirme teknigi kullanarak
sigir kollajeninden iiretilmis kolajen nanofiber iskeleler iizerinde karsilagtirmali bir
calisma yapmuslardir. EIde edilen verilerin analizinden, elektroegirme nanofiber
iskelelerin, dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanan iskelelerden daha iyi bir yara
yatagi olabilecegi sonucuna varmslardir. Elektroegirme nanofiber iskelelerin daha iyi
performansi geleneksel dondurularak kurutulmus iskelelere kiyasla nanofiberler
tizerindeki daha iyi hiicresel organizasyona baglanmistir (Powell ve ark., 2008).

Kumbar ve arkadaslari, deri dokusu rejenerasyonunda olasi uygulamalarina gore
(150-225, 200-300, 250-467, 500-900, 600-1200, 2500-3000 ve 3250-
6000) nm nanofiber ¢apli elektroegirme PLGA nanofiber iskelelerin ylizeyinde
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kiiltiirlenen fibroblastik hiicrelerin morfolojisine dayanarak, tiim yapi iskelelerinin
biyouyumlu bir yapi1 sergiledigi, ancak en uygun ortamin 350-550 mm c¢apindaki
nanofiber iskeleler tarafindan saglandigi sonucuna varilmiglardir (Kumbar ve ark.,
2008).

Gholipour ve arkadaslari, Kitosan-PVA'dan olusan elektroegirme karisimli
nanofiber iskeleler hazirlamislar ve sonuglarina gore, 25/75 kitosan / PVA oraninin
karistirilmis  nanofiber iskelelerin hazirlanmasinda en uygun oldugu sonucuna
varmiglardir.  Ayrica in  Vitro ¢alismalara maruz  birakildiginda kitosan / PVA
elektroegirme nanofiber iskelelerinin  Gram-negatif bakterilere karsi miikemmel
antibakteriyel aktivite gosterdiklerini ortaya koymustur. Boylece, iskeleler bir yara
sargisi olarak kullanilabilir (Gholipour ve ark., 2009).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1 Sonuclar

Bu tez calismasinda HGF-1 hiicre hattinin kaliks[4]aren tiirevli bilesiklerin yara
iyilestirme Ozelliklerini, hiicre biiylime ve yayillma kapasitelerindeki gelismeyi
incelemeye calistik. Calismamizda 96 kuyucuklu plakalarda yaptigimiz deneyler ile
kaliks[4]aren tiirevlerinin 500 uM’deki HGF-1 hiicre canliligini etkileyen 2-AMP, 3-
AMP ve 4-AMP’deki ICso degerlerini arastirdik.

1Cs0 (M)
2Amp » 500
3AmMp 70.208
4Amp 82.328

Calismamizda 24 kuyucuklu plakara yerlestirdigimiz 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP
kaliks[4]aren tlrevli nanofiber yizeylerinde HGF-1 hiicre morfolojisinin incelenmesi
icin hem cekirdekleri hem de iskeletleri boyandi. Konfokal goriintli sonucunda, 2-AMP
nanofiberlerin yiizeylerinde hiicre ¢ekirdeginin hacim biytikliigiinii, hiicreler arasi
iskelet baglantilarin nanofiber yiizeyinde yayildigni gozlendi. 3-AMP nanofiber
tizerinde hiicre ¢ekirdeginin 2AMP’ye gore daha kiigiik hacimde oldugunu, hiicrelerin
boliindiigiinii fakat hiicreler arasi baglantilarin devam etmemesi ve farklilasmamasi
gorintilendi. 4-AMP nanofiber (zerinde ise hucrelerin 6limi ve morfoloji
bozukluguna sabep oldugu gozlendi.

Yine ¢alismamizda 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP nanofiber yizeylerinde HGF-1
hiicresinin yayilmasi1 i¢in 24 kuyucuklu plakalara ekim yapilip incelendi. Bu
numunelerin 5nm AuPd ile kaplanmasi taramali elektron mikroskobunda (SEM)
goruntulendi. SEM goruntuleri sonucunda 2-AMP nanofiber yuzeylerinde hicrelerin
cogaldiklarini, yayildiklarini ve fiberler yoniinde uzadiklarini goriintiiledik. 2-AMP’nin
3B yuzey formuna benzer ozellikler sergiledigi ve bu yiizden HGF-1 hicresinin 3B
ortamdakine benzer morfolojik ozellikler gosterdigi; 3-AMP nanofiber Uzerindeki
hicrelerde ¢ogalma oldugunu fakat uzamadiklari; 4-AMP nanofiber Gzerinde hiicrelerin

oldigi gozlendi.
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HGF-1 hiicre hatt1 i¢in 2 , 3 ve 4-AMP Kaliks[4]aren tirevlilerinden Gretilen
nanofiberler hiicre kiiltiirleri i¢in ideal platformlar olusturmaktadirlar. Bu tlrevliler
arasinda HGF-1 hicresinin canliligin1 artarak en benimsedigi 2-AMP, HGF-1
hlcresinin 6lumine en etkili olan anti-iyilesme olarak 4-AMP’dir. Cunki 2-AMP
hlcrenin dogal ECM matrisine ve hiicre hareketliligini destekleyen benzer bir ortam
olusturmasina izin vermistir.

Nanofiber iizerinde hiicre ¢caligmalari ile ilgili yapilan arastirmalarda genellikle bir ¢ok
biiylime faktorleri ile desteklenmektedir. Fakat ¢alismamiz boyunca 2-AMP nanofiber
yuzeylerine hic bir blyume faktorii eklemeden bu ylzeylerde HGF-1 hiicrelerinin ¢ogalma

ve yayilmalar1 gorildd.
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4.2 Oneriler

Tum dlnyada farkli kimyasallarla iiretilen 3B nanofiberlerin yara tedavisi, doku
mithendisligi arastirmalar1 ve uygulamalar1 6nemli bir yer tutmakta ve hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Ciinkii nanofiber zarlar, dogal hiicre digi matrise benzerligi sebebiyle
hiicre ¢ogalmasini ve gogiinii tesvik eder. Bu nanofiber teknolojinin arastirma alanlarin
yani sira, glinlik yasantimizda ticari canlilik ve uygulamaya dogru 6nemli ilerlemeler
saglayabilecegini 6ngoriiyoruz.

Farkli yiizey modifikasyon alternatifleri olan kaliksaren nanofiberler in vitro
ortaminda fibroblast hicrelerin adhezyonunu ve proliferasyonunu desteklemekte ve
daha iyi bir platformlar sunacagini umuyoruz.

Yaptigimiz deneylerde kaliks[4]aren tiirevli bilesikten hazrilanan 3B nanofiberlerin
yara Ortiileri i¢in yeni bir platform olusturabilmesi umududur. Bu 3B nanfiberlerin
gelistirilmesi in vivo ortamina benzer sekilde normal dokuyu taklit ederek hiicre gogalmasi
ve farklilasmasini sagladigi i¢in bu fiberlerin in vivo ortaminda kullanilabilecegi

diisiinmekteyiz.
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