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OZET

SINIR DOKU MUHENDISLIGi iCIN HUCRELERINDEN ARINDIRILMIS SIGIR
OMURILIGINiIN INSAN ADiPOZ MEZENKIMAL KOK HUCRELERLE
ETKILESIMLERININ INCELENMESI

Burcu EFE
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Yavuz Emre ARSLAN
05/01/2018, 109

Bu ¢alismada, Balikesir’de saglikli hayvanlarin kesildigi yerel bir kesimhaneden sigir
spinal kordu alinmustir. Spinal kord kaynakli iskeleler, sinir doku miihendisligi i¢in en uygun
yontemle deseliilerize (hiicrelerinden arindirma) edilmistir. Spinal kord temelli iskeleler
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Deoksiriboniikleaz (DNaz) - Riboniikleaz (RNaz), etanol ve
perasetik asit gibi kimyasal ajanlar kullanilarak deseliilerize edilmistir. Hiicrelerinden
arindirilmis iskeleler; DNA igerik analizi, glikozaminoglikan (GAG) testi, hidroksiprolin
analizi, agaroz jel elektroforezi ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) analizleri ile karakterize edilmistir. Satin alinan insan adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicreler 1IAMKH’ler) deselliilerize iskele tizerine ekilmistir. Deselliilerize
iskele lizerinde iIAMKH’lerin hiicre canliligi 3., 7. ve 10. giinler i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl) -2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilarak degerlendirilmistir. MTT testi
sonuglarina gore deselillerize iskelelerin hiicre canlilig1 {lizerinde herhangi bir sitotoksik
etkisi goriilmemistir. Ham doku, deseliilerize iskele ve hiicreli iskele hakkinda niteliksel ve
niceliksel bilgi elde etmek i¢in, Taramali1 Elektron Mikroskopisi (SEM), Enerji Dagiliml X-
Isin1 Spektroskopisi (EDX) ve histolojik analizler yapilmistir. Analiz sonuglari, hiicrelerin
deseliilerize iskele ilizerinde kiimelenmeye dogru gittigini gdstermistir. Bunun yani sira,
iskele lizerinde hiicre yogunlugu, hiicre-hiicre etkilesimleri ve hiicre baglantilarinin oldugu
SEM ve histolojik analizler ile kanitlanmistir. Sonug olarak, hiicrelerinden arindirilmis
spinal kord temelli iskelelerin sinir doku mihendisligi uygulamalarinda kullanim

potansiyelinin olabilecegi diigiiniilmektedir.
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ABSTRACT

INVESTIGATING THE INTERACTIONS OF HUMAN ADIPOSE
MESENCHYMAL STEM CELLS WITH DECELLULARIZED BOVINE SPINAL
CORD FOR NEURAL TISSUE ENGINEERING

Burcu EFE
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Materials Engineering
Advisor: Assis. Prof. Yavuz Emre ARSLAN
05/01/2018, 109

In this study, bovine spinal cord was obtained from slaughterhouse located in
Balikesir, Turkey. Spinal cord derived scaffolds were decellularized with the most
convenient optimized method for nerve tissue engineering. Spinal cord-based scaffolds have
been decellularized using chemical agents such as Sodium Dodecyl Sulfate (SDS),
Deoxyribonuclease (DNase) - Ribonuclease (RNase), ethanol and peracetic acid. The
decellularized scaffolds were characterized by wusing DNA content analysis,
glycosaminoglycan (GAG) assay, hydroxyproline assay, agarose gel electrophoresis and
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis.
Purchased human adipose tissues derived-mesenchymal stem cells (hRAMSCs) were seeded
on decellularized scaffold. Cell viability of hAMSCs on decellularized scaffolds were
evaluated for 3rd, 7th and 10th days by using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test. According to the results obtained with MTT assay,
there was not any cytotoxic effect of decellularized scaffolds. Scanning Electron Microscopy
(SEM), Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDX) and histological analyses were
performed in order to obtain qualitative and quantitative information about native tissue,
decellularized scaffold and recellularized scaffolds. The results showed that cells on
decellularized scaffolds depicted a clustering behaviour. In addition, it was proved by SEM
and histological analyses that they also had cellular density, cell to cell interaction and cell
attachment. Consequently, it has been considered that decellularized spinal cord-based

scaffolds may have significant potential for neural tissue engineering applications.



Keywords: Bioscaffolds, Decellularization, Extracellular Matrix, Human Adipose
Derived Mesenchymal Stem Cell, Nerve Tissue, Neural Tissue Engineering.
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BOLUM 1
GIRIS

Doku miihendisligi hasarli veya kaybedilmis doku ve organlarin tedavisi igin;
hiicresel biyoloji, biyomalzemeler ve miithendislik bilimlerini birlestiren multidisipliner bir
bilim dalidir (Akbari ve ark., 2016). Doku miihendisliginin amaci; herhangi bir yaralanma
veya patolojik siireci takiben, kaybedilmis veya hasar gérmiis doku ve organlarin biyolojik
acidan aktif molekiillerini veya biyolojik materyallerini birlestirerek bulundugu
mikrogevrenin mekanik kuvvetlerini uyararak eksik olan organlarin anatomik yapisini,
islevlerini yerine koymak veya onarmaktir (Zhang ve ark., 2005).

Doku miihendisligi alanlarindan biri olan sinir doku miihendisligi hasar gérmiis sinir
sisteminin yeniden yapilandirilmasi i¢in otolog greftler kullanilirken, son donemlerde
gelistirilen terapotik stratejiler ile yeniden sinir dokusu olusumu hedeflenmektedir.
Geleneksel olarak, otolog greftler altin standart tedavi yontemi olarak goriilmekte ve sinirsel
kusurlar tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak hastadan alinan otogreftlerin cesitli
sinirlamalart vardir. Ozellikle transplantasyon sonrasi meydana gelen sinirsel boyuttaki
uyusmazliklar, dondr saha morbiditesi, ndroma olusumu gibi problemlere neden olur ve
sonrasinda fonksiyonel iyilesme eksikligi goriilmektedir. Sinir dokusu onarimi ve yenilenme
stratejileri, hastanin yasam kalitesini dogrudan etkilemektedir. Sinir rejenerasyonunda doku
miihendisliginin ilkeleri uygulanarak sinirsel tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Sinir doku
miihendisligi esas olarak, dogal hiicre dis1 matrikse (HDM) benzeyen ve ii¢ boyutlu hiicre
kiiltiiriinii destekleyebilen biyoiskelelerin gelistirilmesiyle, doku ve hiicre davraniginin
diizenlenmesine dayanmaktadir. Dogal HDM, topografik, elektriksel ve kimyasal 6zellikleri
ile ideal bir ortam sagladigindan noral hiicrelerin yapigsmasina ve c¢ogalmasina olanak
vermektedir. Kadavralardan elde edilen greftler smirli sayida olmalart ve immiin
tepkilerinden dolay1 c¢ok fazla tercih edilmemektedir. Immiin tepkiyi asmak igin
hiicrelerinden arindirilmis doku temelli iskeleler (HADTM) fizerine ¢esitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Bunun ile ilgili akson uzamasini destekleyen, biyouyumlu, immiinolojik
olarak inert, iletken yapida, biyolojik olarak bozunabilir ve enfeksiyona direngli olacak
iskeleler gelistirmeye ihtiya¢ vardir (Subramanian ve ark., 2009).

Organ sistemlerindeki birgok hastalik veya fiziksel kusur, 6zellesmis hiicrelerin
bozulmasima ve kaybina neden olmaktadir. Norolojik hastaliklar i¢inde siklikla goriilen
hastaliklardan biri olan Parkinson hastaligi, beyindeki substantia nigra bolgesinde bulunan

dopaminerjik néronlarin zayiflamasina yol agarak distoni ve diskinezi meydana gelmektedir.
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Meniskiis yirtiklart ve omurilik hasar1 gibi yaralanmalar, normal yasami etkileyebilecek
dejenerasyona ve doku kaybina neden olmaktadir. Buna ek olarak, insiiline bagimli diabetes
mellitus, multipl skleroz ve diger otoimmiin bozukluklar, normal metabolizma ve bedensel
islevleri bozarak doku kaybina yol agmaktadir. Bu sebeple hastaliklar i¢in hiicre esasli tedavi
yontemleri kullanmak doku/organ tamiri i¢in Umut vaat etmektedir. Hiicresel temelli
tedaviler doku ve organlarin normal fonksiyonunu yeniden kazandirarak ve eski haline
gelmesini saglamaktadir. Bunun i¢in dokuya 6zgii farklilastirilmis kondrositleri, kemik iligi
kok hiicreleri veya sinir kok hiicreleri gibi spesifik dokulardan izole edilen progenitor
hiicreler veya gelismekte olan blastomerin i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilen embriyonik kok
hiicreler gibi gesitli hiicreler kullanilmaktadir (Fodor, 2003).

Bu tez calismasinda sigir kaynakli spinal kord, hiicrelerinden etkili sekilde
arindirilarak, sinir doku mithendisligi i¢in biyobozunur deseliilerize matriks olarak kullanim
potansiyeli degerlendirilmistir. Bu amagla, sigir kaynakli spinal kord cesitli islemlerden
gecirilerek HDM-temelli biyoiskele formuna doniistiiriilmiistiir. Sonrasinda malzemenin
dayanikliligini  arttirmak i¢in c¢apraz baglama prosediirii uygulanmistir. Ardindan
deseliilerizasyon adimlarina ge¢ilmistir. Deseliilerizasyon i¢in farkli yontemler denenmis ve
aralarindan en etkili yontem belirlenerek hiicrelerinden arindirilmis gézenekli biyoiskeleler
elde edilmistir. Elde edilen iskelelerde DNA igerigini belirlemek i¢in DNA igerik analizi ve
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Kollajenin 6nemli bilesenlerinden olan hidroksiprolin
miktari, hidroksiprolin kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir. HDM’in yapisini olusturan
elemanlardan biri olan siilfatlanmis glikozaminoglikan miktar1 spektrofotometrik olarak
analiz edilmistir. HDM proteinlerin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapilmstir.
Ayrica biyoiskeleler; SEM, Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) ve Termogravimetrik
Analiz (TGA) ile karakterize edilmistir. Satin alinan insan adipoz kaynakli mezankimal kok
hiicrelerin IAMKH) farklilagma kapasitelerini belirlemek amaciyla ¢oklu soy farklilagsma
(adipojenik, osteojenik ve kondrojenik) calismasi yapilmistir. Sonrasinda kok hiicreler,
hiicrelerinden armndirtlmig iskeleler {izerine ekilerek in vitro ortamda hiicre canliligt MTT
testi ile belirlenmistir. Capraz bagl hiicreli ve hiicresiz iskelelerin farklilasma kapasiteleri

histokimyasal ve immiinhistokimyasal boyamalar ile karakterize edilmistir.

1.1. Doku miihendisligi
Son zamanlarda organ nakillerinin “altin standart tedavi” olarak goériilmesine karsin
organ hastalig1 prevalansi ¢ok yiiksektir. Bunun yaninda doku ve organ ihtiyaci donor

sayisindan fazladir. Insanda hastalik, travma veya yaranma sonucunda meydana gelen
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hasarlarin tedavi edilmesinde ilk olarak hastanin kendisinden alinan (otogreft) veya baska
bir bireyden aliman dokunun (allogreft) transplantasyonu yapilir. Bu yontemler hayat
kurtaric1 bir yontem olmasina ragmen otogreftlerin elde edilmesi pahali, agrili ve
anatomiksel olarak siirlidir. Bunun yaninda hematoma ve enfeksiyondan riskinden dolay1
donor saha morbiditesine neden olabilmektedir. Allogreftlerin transplantasyonunda da
benzer sekilde doku reddi, enfenksiyon riski gibi sorunlar oldugundan bunlarinda
transplantasyonu kisithidir. Biitlin bu problemlerden yola ¢ikarak arastirmacilar, doku
miihendisligi ve rejeneratif tip alanina yonelip yeni stratejiler gelistirmeye baslamislardir
(Badylak, 2004).

Doku miihendisligi hasarli veya kaybedilmis doku ve organlarin tedavisi i¢in; hiicresel
biyoloji, biyomalzemeler ve miihendislik bilimlerini birlestiren multidisipliner bir bilim
dalidir (Akbari ve ark., 2016). Doku miihendisligi; hiicrelerinden arindirilmig matriksler ve
hiicre / matriks yapilar1 olarak iki grupta incelenebilir. Doku ve organlarin rejenerasyonu
icin HDM bilesimine sahip biyolojik iskeleler klinik ¢alismalarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. HDM, icinde bulundurdugu biyoaktif molekiiller sayesinde dokuda
bulunan hiicrelerin bir arada olmasini saglar. Ayrica koruyucu ve destekleyici 6zelliklerinin
yant sira hiicresel davranislarin diizenlemesinde de 6nemli bir rol oynar. HDM igerisinde
bulundurdugu kollajen, elastin, laminin, fibronektin ve glikoaminoglikanlar vs. sayesinde
birgok uygulamada kullanilmis ve in vivo sartlarda doku-organ morfogenezi ve yara
iyilesmesinde 6nemli oldugu goriilmiistiir (Arslan ve ark., 2015).

Rejeneratif tip ve doku miihendisligi; dokuya uygun spesifik hiicreler ve
biyomateryaller ile ¢esitli yaklasimlar olusturarak hasarli olan doku ve organlar1 yeniden
yapilandirmaktadir. Doku miihendisliginin altinda yatan kavram, hiicrelerin barinmasi,
cogalmasi, dokularin yenilenmesi ve dokunun ii¢ boyutlu yonlenmesini saglamak iizere
gozenekli bir HDM yapisinin olusturulmasidir. Bununla beraber hastadan izole edilen
hiicrelerin, hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilip, hiicreler i¢in tasiyict gorevine sahip olan bir
iskele tizerine ekilmesi ve sonrasinda ortaya ¢ikan doku miihendisligi yapist yedek doku
olarak islev goérmektedir (Yang ve ark., 2001). Bu sekilde olusturulan iskele hastaya
transplante edilmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Rejeneratif tip ve doku mithendisligi (Place ve ark., 2009)

Doku miihendisligi stratejilerinde basari1 saglamada, hiicrelerin iskele {izerinde
tutunmasinin dnemli bir yeri olmaktadir. Bunun i¢in hiicre adezyon molekiilleri (HAM)
belirgin bir rol oynamaktadir. HAM, hiicre-HDM yapilarinin birbiriyle olan baglantisini

artirmak igin hiicre yiizeyinde reseptor gibi davranan glikoproteinlerdir (Subramanian ve
ark., 2009; Mallick ve ark., 2013).

1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendilerini yenileyebilme 6zelliginde olan, aldiklar: sinyaller sayesinde
farkli hiicre tiplerine doniisen ¢ok potansiyelli hiicrelerdir. Viicudumuzda bulunan kas, cilt,
karaciger gibi hiicreler boliindiiklerinde yine kendileri gibi bir hiicre olusturmaktadirlar. Kok
hiicrelerde ise bu hiicrelerden farkli olarak belirlenmis bir fonksiyonu yoktur. Aldiklar:
sinyallere gore farkl: tip hiicrelere doniisebilirler (Sahin ve ark., 2005).

Kok hiicreler simetrik boliinme yaparak kendini yenileyebilme 6zelligine sahiptir.
Bununla beraber kok hiicreler asimetrik boliinme yaparak bagka hiicre tiplerine de
farklilasabilmektedir. Asimetrik boliinen her kok hiicreden biri sabit kalip kendi kopyasini

olustururken digeri belirli bir hiicre tipine farklilagsmaktadir (Sekil 1.2) (Blanpain ve Fuchs,
2009).
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Sekil 1.2. Kok hiicrelerin simetrik ve asimetrik boliinmesi (Blanpain ve Fuchs, 2009)

Kok hiicreler konak yerine gore ve alindigi kaynaga gore iki farkli grupta
siiflandirilmaktadir. Kok hiicreler konak yerine gore fetiis veya dogum sonrasi bireylerden
elde edilmektedir. Bunlarda kendi alt dallarinda embriyonik kok hiicre (EKH) ve yetiskin
kok hiicre olmak {izere ikiye ayrilir. Kok hiicreler gelisme potansiyeline gore totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent olmak tizere dort baslik altinda incelenebilirler (Can,
2008). EKH erken embriyo donemde elde edilen (1-3 giin iginde) totipotent kok hiicre
ozelligindedir. Totipotent kdk hiicreler, sinirsiz boliinme kapasitesine ve tek bir organizmay1
olusturabilecek giice sahiptirler. Pluripotent kok hiicreler ise embriyonun blastokist
evresinde (4-14 giin i¢inde) i¢ hiicre kiitlesi ad1 verilen bolgeden elde edilen ve {i¢ germ
tabakasina (endoderm, ektoderm, mezoderm) doniisebilen kok hiicrelerdir (Sekil 1.3).
Viicutta 200 ve lizeri hiicre tipine doniigebilmektedirler. Ancak bu kok hiicreler tek bir
organizmay1 meydana getirebilecek giice sahip degildirler. Multipotent kok hiicreler ise
belirli hiicre soylarini meydana getirebilme kapasitesine sahip olup bir¢ok hiicre tipine
doniisebilme yeteneginde olan hiicrelerdir. Unipotent kok hiicreler ise tek hiicre tipine
doniisebilen hiicrelerdir (Bongso ve Richards, 2004; Sobhani ve ark., 2017). EKH igerisinde
bulunan yiiksek telomeraz aktiviteleri ile kiiltlir ortaminda uzun vadeli sinirsiz ¢ogalma
potansiyeli sergilemektedir. Ayrica in vivo ortama transfer edildiginde tiglii germ tabakasina
farklilasabilmektedir. EKH ¢oklu doku tiplerine farklilasma o6zellikleri oldugundan doku
nakillerinde sinirsiz kaynak saglayabilmektedir. Fakat EKH transplantasyonun c¢esitli
hastaliklarin tedavisi ic¢in kullanilmasi (6rnegin, Parkinson hastaligi, diyabet ve kalp
yetmezligi) bircok engel teskil etmektedir. EKH’lerin igerikleri ve genetik alt yapisi tam
olarak tanimlanamadigi i¢cin transplantasyon sonrasinda teratokarsinom
olusturabilmektedirler. Bunun yaninda allojenik transplantasyon sonrasi olabilecek immiin
reddi gibi sorunlar ve etik problemlerin hala tartigilir olmas1 EKH’lerin uygulama alanlarini

sinirlandirilmistir (Odorico ve ark., 2001; King ve Perrin, 2014).
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Sekil 1.3. Kok hiicre tipleri (http://www.institut-biotherapies.fr/en/biotherapies/cell-

therapy/stem-cells/’den uyarlanmistir)

Eriskin kok hiicreler, yetiskin bir organizmanin bir¢ok dokusunda var olan, kendini
yenileyebilme &zelligine sahip, farklilasmamis hiicrelerden olusan ve gesitli 6zel hiicre
tiplerine (kan, kas ve sinir hiicreleri gibi) doniisebilme becerisine sahip hiicrelerdir. insan
viicudunda dokuya 6zgii eriskin kok hiicreler, ¢ok fazla sayida bulunmaktadir ve bunlar
yogun bir sekilde kok hiicre popiilasyonu igermektedir. Kemik iligi en az iki tiir kok hiicre
igerigine sahiptir. Hematopoetik kok hiicre popiilasyonu viicudun her tiirden kan hiicresini
olusturmaktadir. Tkinci sirada ise kemik iligi stromal hiicreleri adi verilen bir popiilasyon
gelmektedir. Kemik iligi stromal hiicreleri (mezenkimal kok hiicreler), kemik hiicreleri
(osteositler), kikirdak hiicreleri (kondrositler), yag hiicreleri (adipositler) ve tendonlar gibi
bag dokusunu meydana getiren hiicre tiirlerini olusturmaktadir. Yetiskin kok hiicreler

farklanma veya plastisite olarak bilinen 6zellikleri ile canli bir organizmada, bulundugu
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dokuyu korumak onarmak ve dokuya 6zel hiicre tiplerini olusturmada onemli bir rolii
bulunmaktadir (Hosseinkhani ve ark., 2014).

MKH’ler, mezodermal mezenkimden tiiretilen stromal hiicreler olup kendini
yenileyebilme, kemik, kikirdak yag gibi ¢oklu soy farklilagsmas1 yetenegine sahip hiicrelerdir
(Liu ve ark., 2013; Rankin, 2012). MKH'ler, kemik iligi, gobek kordonu dokusu, gobek
kordonu kani, sinoviyal membran, periferik kan ve yag dokusu dahil olmak lizere cesitli
dokulardan elde edilebilir (Sekil 1.4). MKH olarak siniflandirilacak hiicreler igin
mezenkimal ylizey isaretleyicileri CD105, CD90 ve CD73 pozitif isaretleyici; CD45, CD14
ve CD34 gibi hematopoietik kok hiicrelere ait hiicre yilizey antijenlerine ise negatif
olmaktadir. Bu isaretleyicilere ek olarak MKH'ler genellikle CD13, CD29, CD44, CD166
pozitifisaretleyici olup trombosit tiirevli bitylime faktorii reseptoriinii de ifade etmektedirler.
MKH'lerin terapotik uygulamalari, tiglii soy farklilasma kapasiteleri, doku onarimi ve doku
miihendisligi uygulamalarinda 6nemli hale gelmektedir. Ozellikle son zamanlarda yapilan
tedavi yontemleri sayesinde iyilesmeyen kiriklarda, artrit veya kemik tedavisinde kikirdak
tiretmeye odakli galismalar yapilmaktadir. Bu uygulamalara ilaveten, MKH'lerin hem in
vitro hem de in vivo ortamda giiglii antienflamatuar ve immiinomodiilator etkinlikler
sergiledigi kesfedilmistir. In vitro MKH'lerin, T ve B lenfositler ve dogal oldiiriicii
hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi ayrica monositlerin dendritik hiicrelere farklilasmasini
onleyerek antijen sunma islevini bozdugu goriilmiistiir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
MKH'lerin, vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii, anjiyopoietin I, keratinosit biiyiime faktorii
ve hepatosit biiyiime faktorii dahil olmak {izere sitokinler ve biiyiime faktorleri liretimiyle
doku onarimini destekleyebilecegine dair kanit saglanmistir (Rankin, 2012). MKH kaynagi
olarak, adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AMKH) kullanilmaktadir. AMKH’ler
otolog hiicre transplantasyonu i¢in dokularda bolca bulunan, kolay erisilebilir olmasi
nedeniyle son zamanlarda ¢ok fazla tercih edilmektedir. AMKH’ler ve kemik iliginden izole
edilen mezenkimal kok hiicreler karsilastirmali analizi sonucunda her iki popiilasyonun
bagisiklik fenotipi, izolasyon basari orani, koloni frekansi ve farklilasma potansiyeli ortak

bir morfoloji sergilemektedir (Marconi ve ark., 2012).
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Sekil 1.4. Mezenkimal kok hiicre kaynaklar1 (Zeidan-Chulia ve Nodab, 2009)

Rejeneratif tip ve doku miihendisliginin ¢esitli uygulamalarinda in vivo ve in vitro
sartlarda kullanilan birgok hiicre tipi vardir. Kok hiicreleri kullanan rejeneratif tip, doku
kusurlarinin tedavisinde hizla gelisen bir alandir. Bu alan belirli bir dokunun yapisini,
fonksiyonunu veya kompozisyonunu taklit eden diizenleyici bir biyosistem gelistirmek i¢in
uygun bir hiicre tipinin ve biyobozunur iskele matrisini tasiyici 6zel molekiillerle akillica
tasarlamasina dayanir (Mallick ve ark., 2013). Hiicre tabanli doku miihendisligi iskeleleri
doku rejenerasyonunu tesvik etmede dnemli bir rolii vardir. Doku miihendisligine yapilan
bu yaklagimlar sayesinde klinik oncesi kalp kapakgiklari ve idrar torbasi yapimi, ex vivo
sartlarda burun kikirdag: iiretimi gibi ¢aligmalar potansiyel bir kullanim alan1 meydana
getirmis olup giin gectikge bu liste artmaktadir (Bianco ve Robey, 2001).

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda kullanilan kok hiicreler ve
biyobozunur malzemeler, ti¢ boyutlu (3D) in vivo modellerin tasariminda, kok hiicre
kaynakli doku olusumunu indiiklemede 6nemli olmaktadir (Hosseinkhani ve ark., 2014).

Kok hiicre ¢aligmalari; giin gectikge ilerleyen bir alan olup, hiicre esash caligmalarda ve
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doku miihendisligi alaninda yeni alternatif tedavi segenegi sunmaktadir (Eberli ve Atala,
2006).

1.3. Biyomalzemeler

Insan viicudundaki doku ve organlarin fonksiyonunu yitirmesi veya hasar gérmesi
sonucunda doku ve organlarin otomatik olarak kendini yenileme kapasitesi sinirh
olmaktadir. Travma, konjenital anomaliler ve dejeneratif hastaliklar ile giderek artan bir yiik
ile kars1 karsiya kalan doku miihendisligi ve rejeneratif tip su anda tedavi edilmesi zor olan
cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in yeni biyolojik tedavi yontemleri gelistirmeye ¢aligmaktadir.
Bu tiir aragtirmalar ile hastaya 6zgii tedavi yontemleriyle zarar gormiis, kotiilesmis veya
kaybedilmis doku ve organlara alternatif olarak biyolojik dokular gelistirilmis ve bdylece
rejenerasyon siiresi de hizlanmaya baslamistir. Bu terapétik stratejiler sayesinde, hasarli olan
kisimlar fizyolojik sartlar altinda zamanla normal doku onarimini ve rejenerasyon
mekanizmalarini taklit ederek yeni bir tedavi yontemi baslatmistir. Doku miihendisliginin
basarisinda onemli bir role sahip olan biyomalzemeler; doku veya organlardaki zayif
iyilesme kapasitesini telafi etmek amaciyla, iyilesme basamaginda meydana gelen biyolojik
siireglerin potansiyel bir terapotik segenegi olarak kullanilmaktadir. Bu amagla
biyomalzemeler, hasar goren dokularin rejenerasyonunu tesvik etmek veya bozulmus /
bozulan organlart degistirmek i¢in bir iskele / destek malzemesi olmakla beraber biiyiime
uyarict biyoaktif faktorlerin ve hedef hiicrelerin uyumlu bir kombinasyonunu
kullanmaktadir. Biyomalzemeler; biyomedikal ve doku miihendisligi alanlarinin
gelistirilmesinde doku ve organlara ait rejenerasyon potansiyelinin devami i¢in normal viicut
fonksiyonlarmin bozulmus olan bir bdliimiinii tamir etmek veya yeniden kurmay1 amaglayan
bir alan olarak one ¢ikmaktadir. Rejeneratif biyomalzemelerdeki ilerlemeler, yeni doku
olusumundaki rolleri sayesinde, hizla biiyiiyen rejeneratif tip alaninda da potansiyel olarak
yeni bir teknik olusturmaktadir (Chen ve Liu, 2016). Doku miihendisligi, izole edilmis
hiicrelerden yeni dogal dokular {iretmek i¢in iic boyutlu Hiicre Dis1 Matriks (HDM)
yapilarin1 kullanmaktadir. Bu sayede tasarlanan HDM, dokularda dogal olarak bulunan
HDM’in islevlerini taklit etmektedir (Rosso ve ark., 2005). HDM, doku ve organlarda cesitli
yapisal ve islevsel rollere sahip olan hiicrelerden olusan bir yapidir. Hiicre popiilasyonu ile
dinamik bir denge halinde olan HDM, hiicrelerin veya organinin degisen ¢evresel kosullara
ve islevsel taleplerine cevap vermektedir. Dokular1 ve organlar1 yeniden olusturmak igin
aliman yaklagimlar tipik olarak hiicreler, iskeleler ve biyoaktif molekiillerin bir

kombinasyonunu i¢cermektedir (Badylak, 2005). Son yirmi yilda, arastirmacilar yaralanma
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veya hastaliklardan sonra dogal dokularin yenilenmesini kolaylastirmak ve islevsel yapilar
olusturmak icin hiicreleri, biyomalzemeleri, biliyiime faktorlerini ve diger destekleyici
bilesenleri kullanmaktadir. Ozellikle umut verici bir doku miihendisligi yaklasimi, hiicre
farklilasmasini, gocilinii ve ¢ogalmasini kolaylastirarak; hedef dokularin rejenerasyonunu
desteklemek ve yonlendirmek i¢in biyomalzemeler ve hiicrelerden olusan 3D yapilar olan
"doku iskeleleri" nin gelistirilmesini icermektedir. Doku iskeleleri, birbirine bagli belli bir
mimariye sahip goézenekli yapilardir ve hiicrenin mikrogevresini taklit ederek hiicrelerin
metabolik faaliyetlerinin yiiriitiilmesinde kolaylik saglamaktadir. Doku iskelelerinin viicut
ici transplantasyonuna izin vermesi i¢in yliksek yogunluklarda bulunan hiicrelerin
biiylimesinde, hiicrelerin beslenmesi ve atik iiriinlerinin uzaklastirilmasinda, ¢ok sayidaki
kan damarlarinin infiltrasyonunu ve olusumunu kolaylastirilmasinda ¢ok iyi gézeneklilige
sahip olmasi1 gerekmektedir. Ayrica bu yapt hem in vitro hem de in vivo’da istikrarini
korumak i¢cin uygun mekanik destek saglamaktadir. Ideal doku iskeleleri doku rejenerasyonu
icin belli bir oranda biyo-pargalanabilir olmalidir (Ning ve Chen, 2017; Zhang ve ark.,
2005). iskele biyomalzemeleri, hiicre adezyon molekiillerini, cok sayida hiicresel biiyiime
ve farklilasma faktorlerini ve mekanik sinyalleri de iceren biyoaktif molekiilleri harekete
gecirerek kok hiicre boliinmesini yeniden baglatip yeni doku olusumuna olanak
saglamaktadir. Bu sayede biyomalzemeler, hasarli alanlarda bulunan hiicrelerin
mikrocevresi i¢in doku rejenerasyonunu tesvik etmektedir. Hiicrelerin barinmasi ve kiitle
transferi i¢in uygun bir biyomalzemenin tanimlanmasi doku miihendisligi tasariminda
onemli olmaktadir. Spesifik bir biyomalzemenin tasarlanmasi i¢in ¢ok fazla secenek
mevcuttur. Bunlar sentetik biyomalzemeler, dogal biyomalzemeler, olmakla beraber iki
veya daha fazla materyalden olusan kompozit malzemeler de kullanilmaktadir (Chen ve Liu,
2016).

1.3.1. Sentetik Biyomalzemeler

Biyolojik olarak parcalanabilir sentetik biyomalzemeler, doku miihendisliginde iskele
gelistirmeye yonelik, diger biyomalzemelerle kiyaslandiginda bir takim avantajlar
sunmaktadir. Sentetik biyomalzemeler ¢esitli uygulamalarda kullanilmak iizere, mekanik
Ozellikleri ve bozunma hizlar1 ayarlanabilmektedir. Son zamanlarda ilgi ¢ekici bir alan
haline gelen sentetik biyomalzemeler, istenilen gézenek boyutu ve morfolojik 6zellikleri,
yapisinda bulundurdugu fonksiyonel gruplar ile farkli sekillerde tasarlanarak hiicrelerin
biiyiimesini tesvik etmektedir. Sentetik biyomalzemelerin biyomiihendislikte kullanilmasi

dogal kaynakli biyomalzemelere kiyasla birka¢ 6nemli avantaji bulunmaktadir. Bunlar insan
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HDM sistemlerini taklit ederek gerek sekil, gerek mimarisi, gerekse kimyasal yapisinin
kontrol edilmesinde alternatifler liretmek iizere cazip segenekler sunar. Doku rejenerasyonu
icin en yaygin kullanilan sentetik polimerler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA)
ve bunlarin kopolimer poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) igeren poli a-hidroksi asitlerdir
(Sekil 1.5). Polimerlerin toksik olmayan parcalanma firiinleri (laktik asit ve glikolik asit)
olusturmaktadir ve bu polimerler basit bir sekilde kimyasal hidroliz yoluyla firetilir ve
normal metabolik yollarla disar1 atilabilmektedir. Sentetik polimerlerin ¢gekme mukavemeti,
mekanik modiill ve pargalanma oran1 gibi Ozellikleri, oranlar1 ve polimerizasyon
parametreleri degistirilerek hedef uygulamalara kolayca uyarlanabilir (Chen ve ark., 2016).
Birgok sentetik polimer (6r., PLGA, PEG, PCL, poliakrilik asit, polivinil alkol ve
polivinilpirolidon) genis biyomedikal uygulamalarina sahip olup, biyomimetik 6zellikleriyle
dogal HDM benzeri mikro/nano &lgekli fiberlere sahip olmasi, islenebilirlik ve
biyouyumluluk 6zelliklerini beraberinde getirirken, poli (a-hidroksi esterler) gibi bazi
simiflar gozenekli bir iskele haline getirilebilmesine ragmen, c¢evre dokularin pH'mi
degistirebilen asidik bozulma iriinleri tiretmektedir. Sentetik polimerlerin bozumasindan
sonra meydana gelen pH degisimi, hiicre davranisin1 ve hayatta kalmasini etkileyerek
dokularda inflamatuar reaksiyonlara neden olabilmektedir. Bu dezavantajlar nedeniyle

sentetik polimerlerin kullanimi sinirlt olmaktadir (Chen ve Liu, 2016).

1.3.2. Dogal Biyomalzemeler

Dogal biyomalzemeler, biyoaktivitesi, biyouyumluluk, biyobozunur olmalar1 yani sira
mekanik ve kinetik 6zellikleriyle yerli doku HDM'in yapisal benzerliklerine bagli olarak
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere biyomalzemelerin 6nemli bir alt
kiimesini olusturmaktadir. Dogal biyopolimerler, cevre dostu olup genellikle suda
¢oziinebilen yontemler kullanilarak islenmektedir. Biyolojik sistemler igerisinde
uygulandiklarinda, bozunma sirasinda sitotoksik  Ozellik  gostermezler. Dogal
biyomalzemeler, malzeme oran1 ve isleme kosullarinin degistirilmesiyle bozunma hizlar1 da
ayarlanabilmektedir. Dogal polimerlerden olusan iskeleler, barindirdiklart peptidler,
polisakkaritler de dahil olmak iizere biyoaktif molekiillere sahip oldugundan doku veya
organlarda var olan hiicreler tarafindan kolay bir sekilde tespit edilebilmektedir. Dogal
biyomalzemeler i¢erisinde bulundurduklar1 biyoaktif bilesenler sayesinde hiicre adezyonunu
ve fonksiyonunu pozitif yonde desteklemektedir. Yaygin olarak kullanilan dogal polimerler;
kitosan, kollajen, laminin, jelatin, matrijel, sodyum alginat ve hyaliironik asit (hyaliironan)

yer almaktadir (Sekil 1.5). Dogal polimerlerin yiiksek biyouyumluluk gostermelerine
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ragmen molekiiler yapisinin kompleks olmast malzemenin performansini yetersiz
kilmaktadir. Dogal biyomalzemelerin en biiyiik kisitlamalarindan biri, implantasyon
sonrasinda ortaya ¢ikan immiinojenik yanitlar ve bunun yani sira hayvansal kaynakla iliskili
olan lottan lota degisen molekiiler yapida meydana gelen degisikliklerdir. Ayrica dogal
polimerlerin karsilastigi diger bir problem ise erime noktasinin altinda hemen denature

olmalar1 ve mukavemet 6zelliklerinin zayif olmasidir (Chen ve Liu, 2016; Ige ve ark., 2012).

Biyomalzemeler

Dogal

Biyomalzemeler

Sentetik
Biyomalzemeler

[ 1

[

Protein Kokenli | |Polisakkarit Kokenli Polimerik Seramik
Biyomalzemeler Biyomalzemeler Biyomalzemeler Biyomalzemeler
a % ~
< ipek 4 Hyaliironan <+ Poli-etEilen glikol <> Alimiina
(PEG) o
<> Kollojen < Aljinat AP <> Zirkonia
% Bolleikinlin < SinterlenmisHidroksiapatit
<> Fibrin 4> Agaroz (PGA)
<> a veya B trikalsiyum fosfat
< Jelatin <> Kitosan <> Poli-D, L-laktid (a TKF, B-TKF)
PDLLA
( ) <> Biyoaktif Cam
< Poli-e-kaprolakton < Kalsiyum Fosfat
(eCL) <> Tetrakalsiyum Fosfat
< Poli-laktik-ko-glikolik asit <> Hidroksiapatit
\___ (®LGA) FaN v

Sekil 1.5. Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler (Alaribe ve ark., 2016)

1.4. Hiicrelerinden Arindirilmis Doku Temelli Biyoiskeleler

Diinyada bir¢ok hasta, organ nakli i¢in uzun siire beklemek zorunda kalmaktadir.
Otolog greft, implantasyon i¢in "altin standart" olarak goriilmektedir. Fakat otolog greftlerin
smirl1 sayida olmasi hasta ihtiyaglarini karsilayamamaktadir. Dolayisiyla otogreft ve
zenogreft bazi islemlerden gecirilerek HADTM yani “‘deseliilerizasyon’’ adiyla yeni bir
yontem ortaya ¢ikmistir. Deseliilerizasyon doku ve organlarin birgok islemden gegirilerek
icerisinde bulunan tiim hiicresel iceriklerin atilarak tam bir HDM yapisi olusturulmasini
hedeflemektedir. Dahasi, hiicresel icerikte olan bir HDM’in deseliilerizasyon islemleri ile

hiicre kiiltiirii i¢in bir doku iskelesi olarak kullanilmasini hedeflemektedir. Deseliilerizasyon

27



islemleri fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerle gerceklestirilmektedir (Gilbert ve ark.,

2006) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Deseliilerizasyon yontemleri (Gilbert ve ark., 2006)

Metot

| Etki Sekli

| Hiicre Dig1 Matriks Etkileri

Fiziksel

Siviya Daldirip Dondurma

Hiicre i¢i buz kristalleri
hiicre membranini bozar.

HDM hizli donma
esnasinda yapisinda
catlaklar olusur ve matriksin
yapis1 bozulur.

Mekanik Kuvvet

Basing hiicreleri patlatabilir

HDM zarar verebilir

Hiicrelerin lizisine sebep
olur. Bunun yani sira
hiicresel malzemenin

Agresif ¢calkalama veya
sonikasyon, HDM’in

getirerek niikleik asitlerin
yapisni bozmaktadir.

Mekanik Calkalama .. yapisnin bozarak hiicresel
uzaklagtirilmasi i¢in
. materyal ¢ikarilmasini
kimyasallara beraber saslar
kullanilir. &
Kimyasal
Hiicrelerin sitoplazmik
. bilesenlerini ¢oziiniir hale HDM bilesenlerinden olan
AlKali; asit

GAG’lan ortadan kaldirir.

Iyonik Olmayan Deterjanlar

Protein-protein
interaksiyonlarini

Karisik sonuglar; Dokuya

Proteinleri denatiire etmeye
egilimlidir.

Triton X-100 bozulmadan birakarak bagli verimlilik, GAG'lar1
lipid-lipid ve lipid-protein | yok eder.
etkilesimlerini bozar.

Iyonik Deterjan

Niikleer kalintilar1 ve

Sitoplazmik ve niikleer sitoplazmik proteinleri yok
hiicresel membranlari eder; HDM’in dogal

SDS ¢ozilinlir hale getirir. yapisini bozma egilimi

gosterir, GAG'lar ortamdan
¢ikarir ve yapidaki kollajene
zarar Verir.

Sodyum Deoksikolat

Dokulara SDS’den daha
fazla zarar verir.

Cizelge 1.1.'in devami
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Triton X-200

Zwitterionik deterjanlarla
beraber kullanildiginda
etkin hiicre
uzaklagtirilmasini saglar.

Zwitteriyonik Deterjanlar

CHAPS

Iyonik ve iyonik olmayan
deterjanlarin 6zelliklerini
gosterir.

Triton X-100 e benzer,
HDM yapisin1 bozarak
hiicrelerin uzaklastirilmasini
saglar.

Sulfobetanin-10 ve 16
(SB-10,SB-16)

Triton X-200 ile beraber
HDM yapisin1 bozarak etkin
hiicre uzaklastirilmasini
saglamaktadir.

Tri(n-biitil)fosfat

Organik solvent
siifindadir, protein-protein
etkilesimlerini bozar.

Mekanik 6zelliklerinin
etkisi sinirli olmasina
ragmen farkli tipteki
hiicreleri matriksten
¢ikarma ve kollajen
icerigini azaltmaktadir.

Hipotonik ve Hipertonik
Soliisyonlar

Osmotik sok ile hiicreler
lizise ugratilir.

Hiicre lizisinde etkilidir.
Ancak hiicresel kalintilar
etkin bir bicimde
uzaklagtiramamaktadir.

Etilendiamin tetra asetik
asit (EDTA)

Selatlama ajanlaridir, iki
degerlikli metal iyonlarini
baglayarak HDM'in
yapisinda bulunan hiicre
adezyon molekiillerinin
yapisini bozarlar.

Genellikle enzimatik
yontemlerle
kullanilmaktadir.
(6rn., Tripsin)

Enzimatik
Uzun siire maruz
kalindiginda HDM'in
Tripsin Peptid baglarin1 koparir. ?.%I?;S;gﬁz rl:}lellll%iﬁllsgnmn’
GAG’m yapisini1 bozarak
ortadan kaldirabilir.
R1bon}1 kleOt..ld ve Dokudan ¢ikarilmasi zordur
. deoksiriboniikleotid . .
Endoniikleaz ST ve immiin yanit
zincirlerinin i¢ baglarinin lusturabil;
hidrolize etmektedir. Olusturabit.
Riboniikleotid ve
deoksiriboniikleotid
Ekzoniikleaz zincirlerinin terminal

baglarinin hidrolizini
katalize etmektedir.
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Deseliilerizasyon ajanlar1 hiicre ve HDM bilesenlerini spesifik olarak etkilemekte ve
bdylece biitiin hiicre komponentleri atilirken, maksimum HDM igerigi ile deseliilerizasyon
islemi gergeklestirilmektedir. Deseliilerizasyonun etkinligi, bagli oldugu doku ve organin
tipine gore farklilik gdstermektedir. Ornegin bir dokuyu deseliilerize etmek i¢in deterjan ¢ok
iyi bir ajan olmasina ragmen, baska bir doku i¢in ayni sey sdylenemez (Gilbert ve ark.,
2006).

Dogal biyomalzemelerin bir diger siifi da dogal dokudan veya organlardan tiim
hiicresel ve niikleer materyallerin ortadan kaldirilmasiyla yaratilan, deselliilerize dermis,
kalp kapaklari, kan damarlari, ince bagirsak submukozasi ve karaciger gibi deselliilerize
doku tiirevi biyomalzemelerdir. Bu deselliilerize doku tiirevi biyomalzemeler igerisinde
organik veya inorganik bilesenler bulundurmakta ayni zamanda hiicre adezyonu ve
proliferasyonu i¢in gerekli olan yiizey ligandlarini igermektedir (Sekil 1.6).

Hiicre adezyonu ve hiicre aktivitesi, hiicreler ve hiicreleri ¢evreleyen HDM'ler
arasindaki spesifik integrin-ligand etkilesimleri aracilig1 ile gerceklesir. Boylece islenen
HDM, hasarli doku veya organa implante edildiginde o bolgenin onariminda, yenilemesinde

ve hiicrelerin tutunmasinda gorev almaktadirlar (Chen ve Liu, 2016).

1.5. Sinir Sistemi

1.5.1. Sinir Sistemi ve Organizasyonu

Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (MSS) (beyin ve omurilik dahil) ve periferik sinir
sistemi (PSS) olarak iki ana boliimden olusmaktadir (Zhang ve ark., 2005). Sekil 1.6°da

insan spinal kord anatomisi gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Insan beyni ve spinal kord
(http://higheredbcs.wiley.com/legacy/college/tortora/0470565101/hearthis_ill/papl3e_chl

5 illustr_audio mp3 am/simulations/hear/sympathetic.html’den uyarlanmigtir.)

Sinir sistemi néron adi verilen sinir hiicrelerinden olusmaktadir (Sekil 1.7). Her
noron bir hiicre gévdesi olup bir veya birden fazla akson ve dendritten olusmaktadir.
Dendritler ¢evreden gelen sinyalleri almak i¢in tipki bir anten gibi islev goriirken aksonlar

cevreden gelen uyartilart hiicre govdesine aktarmaktadir. Uyartilarin iletimi, bir néronun
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aksonuyla digerinin dendriti arasinda sinaps adi verilen etkilesimle saglanmaktadir (N.

Zhang ve ark., 2005).

Soma (Hiicre Govdesi)

Norotrans
mitter

Sonlanmasi

Postsinaptik Hiicreler

Sekil 1.7. Noronun yapist (https://www.khanacademy.org/science/biology/human-
biology/neuron-nervous-system/a/overview-of-neuron-structure-and-function’dan

uyarlanmigtir)

PSS beyinden ¢ikan kafa sinirleri, spinal korddan (omurilik) ¢ikan omurilik sinirleri
ve duyusal sinir hiicrelerinden olusmaktadir. Periferik sinirler kas dokusuna baglidir,

uyartilar PSS'den spinal korda ve sonrasinda beyine iletilmektedir (Schmidt ve Leach, 2003)

1.5.2. Sinir Sistemi ve Hiicresel Icerikleri

Noronlar, sinir sisteminin temel yapi1 taglaridir. Hiicre govdesinden (soma) ve
uzantilarindan (aksonlar ve dendritler) olusur. Glial hiicreler veya ndroglia, néronlarin
islevine yardimci olan destek hiicreleridir ve bunlar PSS'de Schwann hiicreleri, MSS'de

astrositler ve oligodendrositler olarak yapiya katilmislardir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Merkezi ve periferik sinir sistemi hiicreleri (http://philschatz.com/biology-
book/contents/m44747.html’den uyarlanmistir)

Glial hiicreleri sayica noronlardan daha fazladirlar ve noronlarin aksine mitoz bdliinme
gecirmektedirler. Noronlar mitoz boliinme yapmasalar da belirli kosullar altinda kopmus bir
boliimiini yeniden olusturabilirler. PSS'de, aksonlarin tamami Schwann hiicreleri tarafindan
sartlmistir. Bu Schwann hiicre tabakasinin dis ylizeyinde, epitel tabakaya benzer bazal bir
membran olan norilemma bulunur. Bunun aksine MSS'de, bazal membran ve Schwann
hiicreleri bulunmamaktadir. Cogu aksonlar miyelin kilif tabakasiyla sarilmistir ve bu
tabakalar yogun, yalitici 6zelliklerdedir. Myelin kilif 6zellikle aksonlarda, uzun mesafeler
icin impulsunun yayilim hizin1 arttirmayr saglamaktadir (Schmidt ve Leach, 2003;
Yiicel,2009).

1.5.3. Spinal Kord ve Periferik Sinir Sistemi Anatomisi

Spinal kord, merkezi sinir sisteminin serebrum ve serebellumla birlikte periferik
sinirleri ve organlart birbirine baglayan Onemli yollart barindiran bir koprii gibi
konumlanmistir. Spinal kord kemik bir yap1 igerisinde korumaya alinmistir (Yilmaz, 2007)

(Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Spinal kord anatomisi (https://www.nature.com/articles/nrdp201718’den

uyarlanmistir)

Periferik sinir, motor ve duyusal aksonlarin bir araya gelmesiyle, anatomik olarak
tanimlanmis bir gévde tizerinde destek dokusu tarafindan olusmaktadir (Schmidt ve Leach,
2003; Yicel, 2009). Endondéryum, aksonlar1 ve Schwann hiicrelerini saran kollojen
fibrillerden olugmaktadir. Daha sonra, bir¢ok tabaka ve yassi hiicrelerden olusan perindryum
tabakas1 gelmektedir. Bu tabaka da fasikiil olusturmak i¢in akson gruplarimin etrafini
sarmaktadir. Son olarak epindryum tabakasi gelmektedir. Bu tabakada gevsek bir
fibrokollojen dokusu ile sarilmakta sinir govdesindeki sinir fasikiillerini baglamaktadir
(Sekil 1.10). Periferik sinirler, kilcal damarlar tarafindan yogun bir sekilde sarilmis olup sinir
govdesinde bulunan destek dokusu icindeki kilcal damarlar ise sinirlere niifuz eden
bolgelerde bulunan arterler ve venler tarafindan iyi bir sekilde vaskiilarize (damarlanma)

edilir.
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Sekil 1.10. Sinir organizasyonunun sematik gosterimi (https://pocketdentistry.com/25-

traumatic-injuries-of-the-trigeminal-nerve/ uyarlanmistir)

Spinal kord hiicre govdesi, akson ve dendritten olusmaktadir. Gri madde olarak
bilinen kelebek seklindeki bolge omuriligin tam merkezindeki bolge olup bu bdlge uyarici
noronlarin hiicre govdeleri, glial hiicreleri ve kan damarlarindan olusmaktadir. Gri maddenin
etrafinda beyaz madde bulunmaktadir (Sekil 1.11). Bu da spinal kordun bulundugu bolgede
izole bir sekilde korunmasini saglamaktadir. Aksonlar beyaz madde i¢inde demetler halinde
bulunmaktadir. Fasikiil olarak bilinen kisimlar ise spinal kolon ve kemiklerin arasindan
cikan kisimlarda PSS-MSS arasindaki gecis bolgesinden gegerek PSS giren yapilar
olusturmaktadir. Gegis bolgesi, PSS' nin aksine MSS' de bulunan glial hiicreleri agisindan

zengindir (Schmidt ve Leach, 2003; Yiicel, 2009).
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Sekil 1.11. Spinal kord histolojik kesiti Luxol fast blue boyamasi
(http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/nervous/nervous.htm uyarlanmistir)

1.5.4. Sinir Sistemi Yaralanmalar1 ve Rejenerasyon

Diinya Saglik Orgiitii 2013 yilinin Kasim ay1 verilerine gore her yil diinyada herhangi
bir nedenden kaynaklanan spinal kord yaralanmalarmma (SKY) iliskin {ilke diizeyinde
insidans, yilda bir milyon niifus basina 40 ile 80 arasinda yeni vaka olusmaktadir (Sekil
1.12). Bu da her y11 250,000 ile 500,000 kadar insanin spinal kord hasarina maruz kaldigini
gostermektedir. 2012’de elde edilen verilere gore diinya ¢apinda spinal kord hasarli 2
milyondan fazla hasta bulunmaktadir (Rosner ve ark., 2012). Tiim diinyada toplam gelismis
tilke popiilasyonu iginde yilda 32,000 lezyon meydana gelmekte, bu da her 16 dakikada bir
lezyona tekabiil etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde spinal kord travma orani yilda
40/1,000,000°dir ve her yil 10,000 yeni vaka meydana gelmektedir (Yilmaz, 2007).
Tiirkiye’de spinal kord yaralanmasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada insidans 12,7 / 1,000,000
olarak hesaplanmistir (Kogyigit ve ark., 2015). SKY biiyiik travmatik durumlara yol agar ve
bu vakalarin baglica nedeni ¢ogunlukla trafik kazasi, diisme ve siddet olmaktadir. Ulusal
Spinal Kord Yaranmalar1 Veritabani, diismelerin yol actigi SKY vakalarinin yiizdesinin
1970'lerde %17 iken 2010-2013 doneminde %31'e yiikseldigini gostermektedir (Chen ve
ark., 2016).

PSS ile MSS’nin yaralanma sonrasindaki fizyolojik tepkileri karsilastirildiginda
birbirlerinden oldukga farkli oldugu gériilmektedir. En 6nemli farklardan biri PSS' nin MSS'
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ne gore yenilenme kapasitesinin olmasidir. MSS dogal hiicre disi ortaminda (miyelin)
bulunan bir¢ok glikoprotein inhibe olurlar. MSS yaralanmalarindaki fizyolojik cevap
PSS’ne kiyasla olduk¢a farklidir. MSS hasar gordiikten sonra, makrofajlar PSS'deki
makrofaj infiltrasyonuna gore yaralanma bdlgesine c¢ok daha yavas sizar, inhibitor

(miyelinin) ¢ikarilmasini geciktirir.
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Sekil 1.12. Haziran 2014 yilina ait kiiresel spinal kord yaralanma insidans1 (Singh ve ark.,
2014)

Bu olay kan-beyin bariyerinin bir sonucudur. Ciinkii MSS'de kan-beyin bariyeri oldugundan
yaralanma bolgesine gelen makrofajlarin girisimi zayiftir dolayisiyla yaralanmis sinir
dokusuna makrofajlarin girmesi sinirlandirilmistir. Buna ek olarak PSS’de oldugu gibi yarali
omuriligin distal ucundaki hiicre adezyon molekiilleri de up regiile olmadiklarindan
makrofaj alimi arttirllamamaktadir. Son olarak MSS’de bulunan astrositler PSS’deki
Schwann hiicrelerine benzer bir sekilde prolifere olurlar ama glial yara izi adi verilen "reaktif
astrositler" iireterek lezyonlu bolgedeki rejenerasyonu inhibe etmektedir (Schmidt ve Leach,
2003).

MSS yaralanmamalari, klinik tedavilerde ¢ok az bir mesafe kaydetmistir. Hasar
sonrasi bolgede kirilmis olan kemik pargalar1 yaralanma bdlgesinde tehlike olusturmaktadir.
Bunun ylizden ikincil yaralanma riskini azaltmak i¢in ameliyat yapilabilmektedir. Ayrica
ikincil yaralanmay1 azaltmak i¢in metilprednizon gibi antienflamatuar ilaglar siklikla

uygulanmaktadir. Ama ne yazik ki, su anda sinir doku fonksiyonunu tamamen diizeltmek
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icin herhangi bir tedavi yontemi mevcut degildir. Yaralanma sonrasinda meydana gelen sinir
kayiplarini telafi etmek i¢in hastalar uzun siire rehabilitasyona baslarlar. Spinal sinirlerin
yeniden olusma yetenegi 1980 yilina kadar kesin olarak gosterilmemistir. Daha sonra bu
alandaki arastirmalar hizla gelismistir fakat yapilan bir¢cok ¢alismada sonuglarin tartigmali
olmasi bu alandaki gelismeleri zorlagtirmistir. Hem embriyonik omurilik greftleri hem de
periferik sinir dokusu greftlerinin MSS'nin rejenerasyonu destekleyebilecegi gosterilmistir.
Fakat bu greftlerin yapisinda bulunan fiberler siklikla PSS-MSS aras1 gegis bolgesi boyunca
ayni basariy1 elde edememistir (Schmidt ve Leach, 2003).

Birincil ve ikincil SKY, omuriligin homeostazinin bozulmasina neden olur. Birincil
yaralanma hiicrelerin ve aksonlarin hasarina, kan damarlarinin kopmasina ve omuriligin
dokusunda fiziksel yaralanmalara yol acar. ikincil yaralanma birincil yaralanma seviyesinin
daha ileriki asamalarini olusturmaktadir. Bolgesel iyon konsantrasyonu degisimi, omurilik
kan akisinda azalma, kan-beyin bariyeri hasar1 sonucu serbest radikal olusumu ve sitotoksik
ndrotransmiterlerin serbest kalmasi gibi sonuclar meydana gelmektedir. Birincil ve ikincil
yaralanmalar sinirsel iletim bloguna yol agmaktadir. Mikroglial ve astrositler asir1 derecede
birikip ve ¢ogalarak glial skar doku olusturmaktadir. Bu skar doku, monosit ve makrofajlarin
fagositozu ile kaldirilarak bir kavite (bosluk) meydana gelmektedir. Glial skar alanindaki
sinir hiicrelerinin kontrol altina alinmasi aksonal rejenerasyonu engellemede kalici bir
bariyer haline gelmektedir. SKY sonrasi erken donemde astrogliosis, ndronal sagkalim ve
yenilenme tizerinde koruyucu bir etkiye sahip olmaktadir. Bununla birlikte, olgun astrositler
ve mikroglia inhibitér faktorleri (proteoglikan, nitrik oksit gibi) salgilar ve sinir
yenilenmesini engelleyecek biyolojik bir glial bariyeri olusturmaktadir. Glial hiicrelerin asirt
derecede ¢cogalmasi ve glial skar olusumu mekanik bozukluklara neden olmakta ve aksonal
birlesmeyi, uzamay1 ve rejenerasyonu etkilemektedir. Glial skar doku, kan damarlar
tizerinde bulunan mikro kan damarlari ile spinal kordun bdlgesel kan ihtiyacini
azaltmaktadir. Bu nedenle glial skar dokunun negatif etkilerinin azaltilmasinda sinir
rejenerasyonu, spinal kord tedavisinde en 6nemli noktalardan biri haline gelmistir (Ban ve
ark., 2017).

SKY sonrasinda aktive olmus bir¢ok mikroglia ve makrofaj hiicreleri hasarli bolgeye
hemen gog¢ ederler. Burada hasar goren hiicreleri, mikroplar1 ve artiklar1 temizlemede 6nemli
role sahiptirler. Yaralanmanin 3 1ile 5. giinliine kadar oligodendrosit Onciilleri,
meningositlerden bir¢cogu ve astrositlerin ¢ogu lezyonlu bolgede gelerek glial skar doku
olusturmak ic¢in siki bir sekilde i¢ ige gecmis cok sayida sitokin salgilar. Sinir

rejenerasyonunun saglanmast ve daha iyi bir mikrogevre olusturmada glial skar dokusu
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biiyiikk 6nem tagimaktadir. Fiziksel ve kimyasal bariyerler nedeniyle glial skar doku sinir
rejenerasyonu i¢in zayif bir mikrogevre olusturmaktadir. Ayrica spinal kord
yaralanmasindan sonra mekanik stres ve ikincil yaralanmalar aksonal dejenerasyona sebep
olmaktadir. Aksonal rejenerasyon i¢in bazi tedavi yontemleri olmasina ragmen hasar goren
aksonlar1 tamamen tedavi etmek olanaksizdir (Ban ve ark., 2017). Aksonlar1 kesilmis
noronlar, hayatta kalip kendini yenileyebilmesi i¢in g¢evre dokular tarafindan tamir
edilmektedir. Kronik yaralanmadan sonra aksonal gelisme oldukg¢a zor olmaktadir. Bu
durumda, lezyon bolgesine fibroblastlar, astrositler, meningeal hiicreler ve diger hiicreler
tipleri ile bunlardan tiireyen ¢esitli inhibitdr molekiiller gelerek lezyon bolgesini yogun skar
dokusu ile kaplamaktadir. Aksonlar yara bolgesi etrafina yonlendirildiginde, hedef bolge ile
arasindaki baglantida kopmalar olabilmektedir. Bu nedenle, aksonlarin rejenerasyonuna
yardim eden ¢apraz lezyon bolgeleri erken rejenerasyonda biyomiihendislik yaklagimlariyla
beraber 6nemli bir adim temsil etmektedir (Zhang ve ark., 2005).

Sonug olarak spinal kord yaralanmasi kordun fonksiyonlarini yitirmesine sebebiyet
verebilen, fiziksel, psikolojik, sosyal ve ekonomik boyutlar1 olan patolojik bir durumdur.
Yaralanmalarinin beraberinde getirdigi psikososyal sorunlar ve nérolojik problemler, kisinin
sosyal yasamini etkileyen ciddi maddi ve manevi kayiplara neden olmaktadir. Spinal kord
yaralanmalariin ¢ogu Onlenebilir kazalar olup; 6zellikle trafik kazalari, ev ve is kazalari,
spor kazalari, atesli silah, kesici alet yaralanmalar1 vb. sebepler olabilmektedir (Yilmaz,
2007; Kogyigit ve ark., 2015). Noronlar ve onlarin destekleyici hiicreleri arasindaki
etkilesimin bozulmasi ile sinir hiicreleri ve hedef bdlge arasindaki iletisim kesintiye
ugramakta ve kan-beyin bariyerinin tahrip olmasi ile sonuglanmaktadir (Yiicel,2009).
Oliimciil sonuglara sebep olan omurilik hasarlari, rejenerasyonu konusunda pek ¢ok klinik
calisma yapilsa da yaralanmig omuriligin rejenerasyonu tam anlamiyla basarili olamamisgtir
(Yilmaz, 2007). Spinal kordun kendini yenileme kapasitesi sinirlidir. Bu yiizden
yaralanmanin seviyesine bagli olarak, motor ve duyusal noronlarin genis bir alanda kayba,
demiyelinizasyonu, periferal néronlarin fonksiyon kaybi, apoptozis, glial hiicrelerin hasar
gormesi, ndropatik agri, idrar, solunum bozuklugu, metabolik problemler, kistik kavitasyon
gibi ¢esitli hasarlar meydana gelmektedir (Liu ve ark., 2013; Volpato ve ark., 2013).
Hasarlarin tedavi edilebilmesi i¢in farkli deneysel tedavi stratejileri olusturulmustur. Bugiine
kadar yaygin olarak kabul gérmiis tedavi stratejileri, uygulanan cerrahi miidahaleler, ilag
tedavileri ve rehabilitasyonlar genis ¢apli hasarlarin tedavi edilmesinde basarili olamamistir

(Volpato ve ark., 2013).
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1.5.5. Sinir Doku Miihendisligi

Doku miihendisliginin amaci; herhangi bir yaralanma veya patolojik siireci takiben,
kaybedilmis veya hasar gormiis doku ve organlarin biyolojik ac¢idan aktif molekiillerini veya
biyolojik materyallerini birlestirerek bulundugu mikrogevrenin mekanik kuvvetlerini
uyararak eksik olan organlarin anatomik yapisini, islevlerini yerine koymak veya onarmaktir
(Zhang ve ark., 2005). Doku miihendisligi ile beraber rejeneratif tip alaninda da son bir kag
yildir alternatif biyomateryaller ve cesitli tedavi yontemleri sayesinde heyecan verici
arastirmalar yapilmaktadir (Zhang ve Webster, 2009). Bu arastirma alanlarindan biri olan
sinir sisteminde Ozellikle MSS’de meydana gelen hasarlarin, iyilesmesi zor ve kalici
etkilerinden dolayi, yaralanmadan sonra MSS’de onarimi kolaylastirmayr amaglayan
kapsamli ¢aligmalar yapilmaktadir. Aksonal reinnervasyonu (yeniden sinirle donatma)
saglamak ve aksonlarin biiylimelerini yonlendirmek igin birgok strateji gelistirilmistir.
Ornegin ¢esitli biyomateryallerden olusan kopriiler, periferik sinir greftleri, hiicrelerinden
arindirilmis kas greftleri, kan damarlar1 ve fetal doku greftleri gibi sentetik veya biyolojik
materyalleri kullanan ¢esitli biyomalzemeler gelistirilmektedir (Zhang ve ark., 2005)
(Sekill.13).
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Sekil 1.13. Sinir doku miihendisligi i¢in gelistirilen ideal sinir kondiiiti (Daly ve ark., 2011)

Sinir doku mihendisligi (SDM) i¢in kullanilacak materyaller rejenerasyon

tamamlandiktan sonra, implant alaninda bozunarak, yabanci cisim yaniti ve enfeksiyona
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bagl komplikasyonlarin olasihigini ortadan kaldirmaktadir (Sekil 1.13). Ozellikle tiibiiler
sekilde tasarlanan biyomalzemeler fibréz dokunun infilitrasyonunu azaltarak norotropik
faktorlerin salinmasini saglamaktadir. Tiibiiler kanal icerisinde bulunan endojen protein
konsantrasyonu makromolekiillerin gegisinde bariyer gorevi goriir. Endojen protein
konsantrasyonundaki artis kanal icinde ve c¢evresinde meydana gelen diflizyonu
siirlandirmistir (Yiicel,2009). Sekil 1.14°de rejeneratif bir sinir kondiiitinin, hasarli bir

bolgede meydana getirdigi onarim asamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.14. Hasarli bolgedeki rejeneratif sinir konditi ve onarim asamalar1 (Daly ve ark.,
2011)

PSS'de hasar goren aksonlar yaralanma sonrasi kendini yenileyerek ¢ogalir. Bunun

yant sira PSS’de bulunan Schwann hiicreleri de hasarli bolgenin proliferasyonunda énemli
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role sahiptir. Bununla beraber gelistirilen yeni biyomalzemeler ve hiicresel terapilerle PSS

rejenerasyonunda onemli basarilar elde edilmistir (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15. Hidrojellerin periferal sinir sistemi rejenerasyonunu desteklemesi (Carballo-

Molina ve Velasco, 2015)

MSS'de (Schwann hiicrelerinin bulunmamasi VvS.) meydana gelen hasarlarin
iyilestirilmesi i¢in aksonlar1 uzatmak ve yeniden innervasyonunu saglamak zordur. MSS'de

meydana gelen hasarlarda kullanilan sinir doku biyomalzemelerinin bugiin akson ve néron
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rejenerasyonunda yetersiz kalmalarinin sebeplerinden biri de; yaralanan bolgeye go¢ eden

astrosit, meningeal hiicreleri ve oligodendrositlerin olusturdugu kalin glial skar dokusudur.

Bu doku nakledilen biyomalzemelerin etkisini engellemektedir. Dolayisiyla MSS'de

meydana gelen hasarlarin PSS'e gore onarimi ve tedavisi zor olmaktadir (Zhang ve Webster,

2009) (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16. Spinal kord yaralanmasi sonras1 (Mueller ve ark., 2005)

Daha spesifik olarak, SKY'dan kaynaklanan sinir doku tamirinin tedavisi, ilave bir

bakim veya yeni medikal tedaviler gerektirmektedir. Ciinkii hasar meydana gelmis
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aksonlarin dogal dokuda bulunan saglikli ve hasar gérmemis aksonlara gére dnemli dl¢lide
rejenerasyon kapasitesi diisiiktiir. Bu sebeple son zamanlarda SDM’de 6nemli ¢aligsmalar
yapilmaktadir. Meydana gelen gelismeler sayesinde sinir yenilenmesi de alternatif bir alan
olarak goriilmektedir (Yang ve ark., 2005). Sonu¢ olarak; MSS hasarlarinda, sadece
biyomalzeme veya sadece hiicrelerin kullanimina iliskin stratejiler rejenerasyon
kapasitesinde yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu nedenle yonlendirilmis HDM'ler, hiicreler
ve ¢esitli biyomateryallerin kombinasyonunun, miithendislik tasarimlariyla beraber aksonal
rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesmede destekleme potansiyeline sahip olmaktadir. Mevcut
girisimlerle daha giivenli ve daha etkili bir sinir dokusu onarimi, ndronal kdpriileme cihazlari
SDM c¢aligmalar i¢in, oldukga verimli cevaplar almakta ve yeni tasarimlarini arastirmaya
odaklamaktadir. Bu yaklasimlar sayesinde hasar gormiis bir sinirin yapisini ve

fonksiyonelligini geri getirmek SDM ¢alismalarinda umut verici olmaktadir (Yiicel,2009).

1.5.6. Sinir Sistemi Hastaliklarinda Gen Terapisi

Gen tedavisi, genetik materyalin eksikligi sonucunda hedef doku / hiicreleri
farmakolojik yaklasimlar ve terapdtik gen kombinasyonlar1 ile 1iyilestirilemeyen
hastaliklarin tedavisine yonelik calismalar1 kapsamaktadir. Gen terapisi uygulamalarinin ilk
yillarinda meydana gelen olumsuz sonuglar son on yilda 6zellikle kan hastaliklart (primer
immiin yetmezlikler, hemoglobinopatiler ve hemofili), akciger hastaliklari, kanser ve
norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in onemli ilerlemeler kaydetmektedir (Piguet ve ark.,
2017).

Sinir sisteminin temel biyolojisi ve norolojik hastaliklarin altinda yatan hiicresel /
molekiiler mekanizmalar son yirmi yil icerisinde kayda deger bir gelisme gdstermistir. Bu
gelismeler sayesinde gen terapisi, tedavisi miimkiin olmayan hastaliklara bir ¢are olarak
diisiiniilmiistiir. Ozellikle genlerin terapdtik salmim mekanizmalarinda meydana gelen
dejenerasyonlar, eksiklikler ve hasarlar sonucunda gen terapisi uygulamalari, bolgede
bulunan hiicrelerin yeniden fonksiyon kazanmasini ve yenilenmesini saglamaktadir.
Bununla beraber yapilan molekiiler tabanli ¢aligmalar ile klinik tedaviler de ndrolojik
hastaliklarin prognozunu (hastaligin seyri) degismistir (Tuszynski, 2003). Ayrica gen
terapisi, baz1 kanser tiplerinin tedavisi i¢in de yeni bir tedavi yaklagimi olarak goriilmektedir
(Bentires-Alj ve ark., 2000). Gen tedavisinde viriis tabanli vektorlerin kullanilmas,
tedavinin gerek basaris1 ve gerekse giivenligi agisindan klinik miidahaleler i¢in uygun bir

secenek haline gelmektedir (Sekil 1.17).
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Sekil 1.17. Merkezi sinir sistemi hastaliklar1 igin in vivo ve ex vivo sartlarda gen terapisi
(Piguet ve ark., 2017)

In vivo ortamda kullanilan viral vektorler gen tasinmasinda sentetik nanopartikiil ve
lipozom vektorlerinden daha verimli oldugu ve hedef hiicrelerin ise bir¢ogunu etkiledigi
goriilmustiir. Farmakolojik olarak avantajlart géz Oniline alindiginda viral vektorler
genomlaria entegre edilen normal bir genin kopyasi getirip arizali geni degistirmeyi
hedeflemektedir. Boylece hiicreden {iretilen soy genetik olarak degistirilmektedir. Vektor
olarak kullanilan adeno-iligkili viriisler ndrolojik hastaliklarin tedavisi i¢in viral vektorlere
gore olduk¢a Onemlidir. Bugilinkii calismalarda da halen kullanilan ve merkezi sinir
sisteminde klinik denemeler i¢in en sik kullanilan viral vektorlerdendir. Hiicre boliinmesi ve
hiicre boliinme sonrasindaki evrelerde hiicrelere gen aktarmada aracilik eder fakat genomik
entegrasyonu digiiktiir. Patojenite veya sitotoksisite gOstermez hafif derecede
immiinojeniteye sahiptir. Bununla birlikte adeno-iliskili viriis vektorlerinin hayvan
deneylerinde yeterince basarili olamamasi, kargo kapasitelerinin diisiik olmasindan dolay1
istenilen doza ulagilamamis ve hedef dagilimi saglamadaki yetersizliklerden Ootiirii
kullanimini sinirlandirmigtir (Choudhury ve ark., 2017).

Gen tedavileri genel anlamda, merkezi sinir sistemi hastaliklar1 tedavisi i¢in de
dikkat cekici bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak merkezi sinir sisteminin anatomik
konumu, ¢esitli sinirlamalari (beyinde sistemik tedaviye izin vermeyen kan-beyin bariyeri

siir1) beraberinde getirirken, kullanilan vektorlerin avantaj ve dezavantajlar1 gbz Oniine
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alindiginda norodejeneratif hastaliklarin ve hiicre etkilesimlerinin patofizyolojisinin
karmagikliginin yani sira ¢ogu ilag ve norocerrahi prosediirleri norolojik rahatsizliklar

iyilestirilebilecek en zor patolojiler arasindadir (Piguet ve ark., 2017).
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Liu ve ark., (2013) tarafindan yapilmis bir ¢alismada SKY olusturulan siganlar
tizerinde spinal kord kaynaklt HADTM olan bir biyomalzeme hazirlamislardir. Hazirlanan
bu biyomalzemeye insan gobek kordonu kaynakli MKH'ler ekilmistir. SKY olusturulan
siganlara hiicreli ve hiicresiz olmak {izere biyomalzeme nakledilmistir. Biitiin siganlarin 8
hafta boyunca davranislar1 Basso-Beattie-Bresnahan testi kullanilarak incelenmistir. Hiicreli
nakledilen iskele, hiicresiz nakledilen iskeleye gore yara bolgesinde belirgin bir iyilesme
oldugunu gdstermistir. 5- Bromodeoksiiiridin isaretli gobek kordonu kaynakli MKH'ler
transplantasyondan sonra, iki hafta boyunca davranislar izlenmis ve konak noéral hiicreler
(esas olarak oligodendrositler) grefte go¢ etmislerdir. Biyotin-dekstran-amin izleme testi ile
miyelinli aksonlarin greft iginde basarili bir sekilde ¢ogalip daha sonra yara bolgelerinde
aksonal rejenerasyonu arttirdigi gostermistir. Siganlar iizerinde yapilan bu ¢alismada
HADTM yaralanma bolgesindeki boslugu doldurarak koprii gorevi gérmekte ve ayrica uzun
mesafeli akson rejenerasyonunu ile fonksiyonel bir iyilesme sagladigi goriillmektedir (Liu ve
ark., 2013).

Ghasemi-Mobarakeh ve ark. (2008), polikaprolakton (PCL) / jelatin materyallerini
farkli oranlar kullanarak elektroegirme yontemi kullanarak doku iskelesi tasarlanmistir.
Iskele nanofibrillerinin karakterizasyonu igin FTIR, gozeneklilik, temas agis1 ve gekme testi
caligmalar1 yapilmistir. Ayrica farkli oranlar kullanilarak hazirlanan PCL / jelatin temelli
iskelelerin in vitro ortamda bozunma hizlar1 degerlendirilmistir. In vitro ortamda kullanilan
sinir kok hiicreleri (C17.2 hiicreleri) i¢in en uygun iskele orant PCL / jelatin 70:30 olarak
bulunmustur. Bunun yani sira, C17.2 hiicre hattinin iskele iizerindeki farklilagsmasi ve
proliferasyonu incelenmistir. Hiicre adezyon testi ve SEM sonuglarinda PCL / jelatin 70:30
oranlarindaki doku iskelesinin, PCL temelli doku iskelesiyle karsilastirildiginda; PLC /
jelatin  70:30 oraninda kullanilan nanofiberlerin biyokompozisyonu hiicrelerin
proliferasyonunda sinir kok hiicrelerinin farklilagmasinda ve aksonlarin uzamasinda pozitif
bir etkisi oldugu goriilmiistiir (Ghasemi-Mobarakeh ve ark., 2008).

Medberry ve ark. (2013), beyin ve spinal kord HDM'ni hidrojel formuna getirip elde
ettikleri  malzemenin  biyokimyasal = kompozisyonunu, mekanik  6zelliklerini
degerlendirmislerdir. Daha sonra beyin tiirevli bir hiicre hatt1 kullanarak bu malzemelerin
norotropik potansiyellerini idrar kesesi HDM ile karsilagtirmislar ve sonucglarda da

kullanilan her ii¢ matriks yapisinda da belirgin farkliliklara rastlamislardir. Ozellikle hidrojel
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formdaki spinal kord HDM' nin reolojik modiilii beyin HDM ve idrar kesesi HDM'den daha
yiiksek ¢ikmigtir. Tiim HDM' lerde aksonlari ifade eden hiicrelerin sayisinda bir artis oldugu
goriilmiis, ancak sadece beyin HDM'de akson uzunlugunun arttigi, bunun sebebinin ise
dokunun kendine 6zgii bulundurdugu spesifik etkilesimler oldugu 6ne siirtilmiistiir. 7 giin
stiren kiiltiir stiresi sonunda tek ve iki kutuplu akson uzamasini tiim hidrojellerin destekledigi
goriilmiis olup, spinal kord HDM' nin in vivo ortamda aksonal tamiri tesvik etmede destek
bir iskele oldugu goriilmistiir (Medberry ve ark., 2013).

Zhang ve ark. (2010) sinir rejenerasyonu i¢in zenojenik hiicrelerinden arindirilmis
sinir temelli matrikse; otolog (hasta sigandan) kaynaktan aldiklart AMKH'leri entegre ederek
bir in vivo galisma gergeklestirmislerdir. Ksenojenik sinir matriksi bazi asamalardan
gecirilerek, yapida var olan miyelin kilif ve hiicreler matriksten tamamen uzaklagtirilmisgtir.
Bu islemler ksenojenik sinir matriksinin dogal yapisin1 bozmadan (biiylime faktorlerini
matriksin mimarisini, gozenekliligini ve bazal laminasini) yapilmistir. Ksenojenik
hiicrelerinden arindirilmis sinir temelli matriksin, hiicrelerin ¢ogalmasi, tutunmasi ve
proliferasyonunu destekledigi ayrica immiinojenik reddetme tepkisinin de olugmadigi
goriilmiistiir. Ksenojenik hiicrelerinden arindirilmis sinir temelli matriks iizerine hasta
sigandan alinan AMKH ekildikten sonra sinir hiicrelerine farklilastirilmis ve sonrasinda
hiicrelerden siirekli olarak sinir biiylime faktorii, glial hiicre hattindan kdken alan ndrotropik
faktorlerden ve beyinden koken alan norotropik faktorlerin kalici sekilde ekspresyonu
gozlenmistir. Transplantasyondan 7 giin sonra glial hiicreleri tarafindan sinir rejenerasyonu
baslamistir. 1cm'lik siyatik sinir defekti olusturulan farede bu sinir boslugu yenilenmesi
elektrofizyolojik ve histolojik analizlerle gosterilmistir (Zhang ve ark., 2010).

Baiguera ve ark. (2014) sinir doku miihendisliginde kullanilmak tizere iki gesit
biyomalzeme gelistirmislerdir. Biri in vitro sartlarda elektroegirme yontemiyle yaptiklar
jelatin temelli iskele digeri ise sigan beyninin HDM' ni igeren HADTM' dir. Bu iki
malzemeye ektikleri allojenik mezenkimal stromal hiicreler ile malzeme i¢inde hiicrelerin
tutunmasini, yayilmasini, proliferasyonunu incelemislerdir. HADTM disaridan herhangi bir
miidahale olmadan beyindeki yaralamay1 ve doku rejenerasyonunu tesvik ettigi goriilmiistiir.
Hasarl1 olan kisimda hiicrelerin sag kalimi, ¢ogalmasi, noronal farklilagsma, hiicrelerin
migrasyonu, iyonik denge ve beslenme homeostazin diizenlenmesinde HADTM yapisinin
rolii biiyilk oldugu goriilmiistiir. Aslinda jelatin tabanli hazirlanmis iskelenin isleme
ozellikleri HADTM'e gore daha avantajli olmasina ragmen hiicreler, HADTM' kendi
mikrogevreleri olarak gormektedir. Dolayisiyla yeni doku rejenerasyonuna olanak

saglanmaktadir. Jelatin iskele hem genipin ile ¢apraz bagl oldugu i¢cin hem de HADTM
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yapisinda bulunan 06zel bilesenleri igermediginden hiicre tutunmasi yayilmasi ve
proliferasyonuna izin vermemistir. Tim bu sonuglar da SEM mikrograflar ile
Hematoksilen-Eozin  ve  4',6-Diamidino-2-fenilindol  dihidrokloriir =~ boyamalariyla
gosterilmistir (Baiguera ve ark., 2014).

Jiang ve ark. (2013) doku miihendisligi uygulamalar i¢in sican spinal kordu
kullanilarak deseliilerizasyon islemi gergeklestirilmistir. Deseliilerizasyon %1 Triton X-100
ve %1 Sodyum deoksikolat gibi kimyasallarin  farkli kombinasyonlariyla
gerceklestirilmistir. Deseliilerizasyon isleminden sonra spinal kord genipin ve gluteraldehit
ile ¢apraz baglama gerceklestirilmistir. Genipin ile ¢apraz bagl deseliilerize spinal kord
ortalama gdzenek cap1 31,10 um ve porozite %81 olarak belirlenmistir. Gluteraldehit ile
capraz baglanan spinal kordun gézenek ¢ap1 32,80 um ve porozite %82 bulunmustur. Ayrica
malzemelerin su tutma kapasiteleri de belirlenmistir. Genipin ile capraz baglanan iskelelerde
su tutma kapasitesi %229 iken gluteraldehit ile baglanan iskeleler %220 olarak bulunmustur.
Genipin ile ¢apraz bagli spinal kord iskelelerin maksimum gerilme mukavemeti ve elastik
modiild, 0,19 + 0,06 MPa ve 1,54 + 0,08 MPa olarak belirlenirken, gluteraldehit ile ¢apraz
bagli spinal kord iskelelerin maksimum gerilme mukavemeti ve elastik modiilii 0,22 + 0,02
MPa ve 1,53 + 0,07 MPa belirlenmistir. Glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis HADTM'ler ve
genipin ile ¢apraz baglanmig HADTM'ler karsilastirildiginda, her iki matriksin yapisi da
benzer mikroyap1 ve mekanik 6zellikler gostermekle birlikte sitotoksisite sonuglari ise
kullanilan MKH'lerin iskele iizerinde yiiksek biyouyumluluk gdsterdigi belirlenmistir.
Hiicreler, birbirine ¢apraz baglanmis iskele i¢cinde gozenekli yap1 boyunca tim ylizeylere
go¢ etmistir. Genipinin diisiik sitotoksisitede olmasi sebebiyle iskele lizerinde 7 giin i¢inde
hiicre proliferasyonu ve HDM salgisint in vitro ortamda oldukga kolaylagmistir. Dolayisiyla,
genipin ile ¢apraz bagl spinal kord iskeleleri, doku miihendisligi uygulamalari i¢in biiyiik

umut vermektedir (Jiang ve ark., 2013).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

S1g1r spinal kordu Balikesir ilinde veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan sagliklt
sigirlardan temin edilmis, soguk zincirle 4-5 saat icerisinde laboratuvara ulastirilmistir. (Bu
islem i¢in etik kurul izni gerekmemektedir.)

Hiicrelerinden arindirma islemi igin kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich’ten temin
edilistir. S1g1r spinal kordunun ve hiicrelerinden arindirilan spinal kordun DNA igerigi satin
alman kit (Thermo Scientfic, GeneJET), hidroksiprolin miktar1 hidroksiprolin test kiti
(Sigma-Aldrich, Almanya) ile belirlenmistir. Biyoiskele haline getirilmis spinal kordun
dayanikliligin1 arttirmak amaciyla c¢apraz baglama islemi N-hidroksi siiksinimit (NHS)
(Sigma Aldrich) ve N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit hidrokloriir (EDC)
(Merck) ile gerceklestirilmistir.

1AMKH’ler (Merck-Millipore, lot no: QVP1303200) hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in
satin alinmigtir. Kok hiicrelerin ¢oklu soy farklilasma potansiyellerinin belirlenmesi igin
osteogenezis (Gibco, A10066-01), kondrogenezis (Gibco, A10064-01) ve adipogenezis
(Gibco, A10064-01) kitleri kullanilmistir. Osteojenik farklilagmanin histokimyasal
karakterizasyonu i¢in Alizarin Red S (Sigma Aldrich, A5533) boyasi, kondrojenik
farklilasmanin histokimyasal karakterizasyonu i¢in Safranin O (Sigma Aldrich, S8884) ve
Alcian Blue 8gX (Sigma Aldrich, A3157) boyalari, adipojenik farklilasmanin histokimyasal
karakterizasyonu ic¢in Oil Red O (Sigma Aldrich, A0625) boyasi kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirti galismalarinda kok hiicreler i¢in steril doku kiiltiir kaplar1 (Corning, NY, ABD) ve 6zel
bir besiyeri (Merck-Millipore Human Mesenchymal —LS Supplemnet Kit, Lot: 2395792)
kullanilmigtir. Ayrica iAMKH'lerin pasajlanma islemi igin tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sigma
Aldrich) kullanilmustir. iskeleler {izerindeki hiicre canlili1 ve cogalma diizeyleri MTT testi
(Sigma Aldrich) ile belirlenmistir.

Deneylerde (Tip I ve Tip 11I) Merck-Millipore marka Milli Q model saf su sistemi
kullanilmstir. Cozeltilerin karistirllma islemleri igin ¢oklu karistirici (Jeiotech, Kore)
kullanilmistir. Tampon ve ¢ozeltilerin pH 6lgiimleri i¢in (Mettler Toledo, ABD) pH metre,
istenmeyen maddelerin uzaklastirilmas1 ve safsizliklar1 6nlemede (Hettich Microl120,
Almanya) santrifiij, gerekli tartimlar i¢in (Shimadzu ATX224, Japonya) hassas terazi

kullanilmistir. Cozeltilerin ve tamponlarin hazirlanmasinda (Elma S 30H, Almanya)
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ultrasonik banyo kullanilmistir. Hidroksiprolin, GAG ve DNA igerik analizi i¢in (Shimadzu
UVmini-1240, Japonya) spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. iskelelerin diizgiin ve
homojen bir sekilde hazirlanmasi i¢in homojenizator (IKA T-18 Basic Ultra TURRAX,
Almanya) kullanilmistir. Biyoiskelelerin gozenekli bir hale gelebilmesi igin (Telstar
LyoQuest, Ispanya) liyofilizator (dondurma-kurutma) kullamlmistir. Hiicrelerinden
arindirma i¢in uygun sicaklik ve ¢alkama islemleri (Incu-Shaker Mini Benchmark, ABD,
Lot:13N205BC160) kullanilmistir. Spinal kord ve hiicrelerinden arindirilmis iskelelerde
bulunan proteinlerin ve niikleik asitlerin karakterizasyonu i¢in agoroz jel ve SDS-PAGE jel
elektroforezi analizleri yapilmistir. Bunun i¢in (Thermo Dual-Gel Vertical Electrophoresis
Systems P8DS, MA, ABD) jel sistemi kullanilmistir. Agoroz jel elektroforezi i¢in (Thermo
Owl EASYCAST B1, ABD) marka jel sistemi kullanilmigtir. Jel gériintiileme, (Biorad Gel
Doc XR+, ABD) jel goriintiileme cihazindan alinmistir. Uretilen biyoiskeleler ve spinal kord
derin dondurucuda (Siemens KG57NPW24N, Almanya) saklanmistir. Biyoiskelelerin
karakterizasyonu i¢in FTIR (Shimadzu IRAffinity-1, Japonya) ve TGA analizi (Shimadzu
DTAG0, Japonya) yapilmistir. Biyoiskelelerin dayanikliligin1 6lgmek i¢in mikro mekanik
test (Cell Scale, Kanada) yapilmistir. Biyoiskeleler {izerinde hiicrelerin canliligi ve ¢ogalma
diizeyleri spektroskopik olarak mikro plaka okuyucu (Thermo-Scientific, Multiskan™
mdrop™ plate, ABD) kullanilarak olgiilmiistiir. Hiicre kiiltiirii ile ilgili ¢alismalarinin
tamami Class II A-2 laminar akish kabinde (Panasonic MCO-18AC-PE, Japonya)
gerceklestirilmistir. Kok hiicreler %5 CO2, %95 hava, %90 bagil nem, 37 °C’da sicaklik
saglayan inkiibatorde (Telstar Bio Il Advance, Ispanya) kiiltiire edilmis, mikroskobik
goriintilemede invert faz-kontrast mikroskobu ve (Zeiss, Primovert, Almanya) isik

mikroskobu (Zeiss, Primostar, Almanya) kullanilmigtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sigirdan Spinal Kord Cikartilmasi

Sigir spinal kordu 16 aylik alaca renk erkek sigir tiiriinden torakal 2-11 bolgesi alinmis
ve soguk zincirle 4-5 saat iginde laboratuvara ulastirilmistir. Laboratuvara getirilen spinal

kord ultra saf su ile yikandiktan sonra -26 °C’da saklanmuigtir.

3.2.2. HDM-temelli Sigir Spinal Kord Iskelelerin Hazirlanmasi
Sigirdan izole edilen spinal kord literatiirde yer alan yontemler ile kiyaslama yapilip
Erten ve ark. (2016)’'nin yapmus olduklari ¢aligmanin modifiye edilmesiyle yeni bir

deseliilerizasyon yontemi gelistirilmistir. Bu amagla ilk olarak spinal kordu saran meninks,
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kord iizerinden temizlenerek uzaklastirildi. Ardindan spinal kord homojenizasyon islemi
icin yaklagik 2 mm boyutunda olan kii¢iik parcalara boliindii. Islak formda olan spinal kord
parcalar1 hassas terazide yaklasik 5 gram tartildi ve ardindan doku pargalari ultra saf su ile
yikanarak iizerinde olabilecek kalintilar dokudan uzaklagtirildi. Doku pargalarinin {izerine
0,1 M NaOH ¢ozeltisi eklenerek toplam hacim 30 mL olacak sekilde, 10000 rpm, 15 dakika
boyunca homojenizasyon islemi gergeklestirildi. Hazirlanan jel kivamindaki ¢ozelti 6zel
polipropilen kaliplara ve her bir kalip i¢in 200 puL ¢6zelti hacmi olacak sekilde dokiilmiistiir.
HDM-temelli spinal kord iskeleleri 6zel kaliplara dokiildiikten sonra bir gece boyunca -26
°C’da donmaya birakilmistir. Daha sonra liyofilize edilerek ii¢ boyutlu gézenekli iskeleler
elde edilmistir.

Iskelelerin dayanikligmi arttirmak amaciyla NHS ve EDC gibi kimyasallar
kullanilarak ¢apraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Capraz baglama islemi, Sezgin
Arslan (2016) tarafindan yapilan ¢alismadaki prosediir modifiye edilerek uygulanmustir.
Oncelikle prosediir igin gerekli ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bunun igin 0,05 M 2-
morfolinoetansiilfonik asit (MES) tamponu ultra saf suda ¢oziinmiis ve pH’s1t 5,5’e
ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerle iki farkli yontem olusturularak capraz baglama
prosediirleri uygulanmistir. 1. yontemde a, b, ¢ ve d olmak iizere farkli capraz baglama islemi
gerceklestirilmistir. 75 mg olarak tartilan iskeleler %99,99’luk etanolde 30 dakika
bekletilmistir. Ardindan tampon ¢ozelti ve %99,99’1uk etanol, 3:7 oraninda karistirilmastir.
1 mL ¢apraz baglama ¢ozeltisinde 6,72 mg NHS, 13,8 mg EDC olacak sekilde ¢apraz
baglayici ¢ozelti hazirlanmistir. Bu oranlara gore iskeleler iizerindeki alkol atilip, tizerine
2’ser mL ¢apraz baglama c¢ozeltisi eklenerek 20 dakika hafif ¢alkalama yapilarak oda
sicakliginda inkiibe edilmistir (Sekil 3.1.a). Sekil 3.1.b’de %99,99 etanolde 30 dakika
bekletilen iskeleler {izerinden alkol atilip, tampon ¢6zeltisi ve etanol oran1 1:9 olacak sekilde
hazirlanmis 1 mL ¢apraz baglayici ¢ozelti i¢inde (NHS-EDC oran1 6,72 mg-13,8 mg) 10
dakika hafif galkalama yapilarak ¢apraz baglanmistir. Sekil 3.1.c ve Sekil 3.1.d’deki
islemlerde %99,99 etanolde bekletilen iskeleler ardindan tampon ¢6zeltisi ve etanol, 3:7
oraninda karigtirilmistir. 1 mL ¢apraz baglama ¢ozeltisinde 6,72 mg/13,8 mg oraninda NHS-
EDC bulunmaktadir. Bu oranlara gore iskeleler lizerindeki alkol atilip, lizerine 2’ser mL
capraz baglama ¢ozeltisi eklenerek 15 ve 20 dakika boyunca ¢apraz baglama yapilmistir.
Sekil 3.1.a’da 30 dakika c¢apraz baglanan iskelelere ayni1 c¢apraz baglama prosediirii
uygulanarak 1, 2, 3, 5 saat gibi farkli siireler belirlenerek de capraz baglama calismalari
yapilmistir. 2. yontemde Buttafoco ve ark. (2006) yapmis oldugu prosediir modifiye edilerek

capraz baglama islemi gercgeklestirilmistir. 2. yontem igin iskeleler 25 mg tartilarak
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kullanilmistir. Buna gore 0,05 M MES tamponu %70 etanol i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. 215 mL
MES/g 6rnek oraninda MES ¢6zeltisi hazirlanmistir. Capraz baglayici oranlari ise 1 g drnek
icin NHS miktar1 0,56 g ve EDC miktar1 2,3 g olarak MES tamponu iginde hazirlanmistir.
Bu oranlara gore iskeleler %99,99’luk etanolde 30 dakika tutulup sonrasinda 2. yontemdeki
oranlara gore hazirlanan NHS-EDC capraz baglayici ¢ozeltisi ile muamale edilmistir. Buna
gore 15, 30 ve 45 dakikalik siirelerle ¢apraz baglanmistir (Sekil 3.1.e) (Sekil 3.1.f) (Sekil
3.1.9).

1.Yontem 2.Yontem

Sekil 3.1. Spinal kord iskeleleri ¢apraz baglama yontemleri

Birinci ve ikinci yonteme gore gerceklestirilen tiim c¢apraz baglama islemleri oda
sicakliginda ve hafif calkalama yapilarak gerceklestirilmistir. Ardindan iskeleler tizerindeki
capraz baglayict ¢ozelti atilip, saf suda bir saat yikama islemine ge¢ilmistir. Capraz bagh
olmayan iskelelerin yliksekligi 3 mm ve ¢ap1 ise 8 mm olarak Slgtiliitken ¢apraz baglanan

iskelelerin yiiksekligi 1,2 mm, ¢ap1 6 mm olarak 6l¢iilmistiir (Sekil 3.2).
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Capraz Bagl Capraz E_!aél:
iskele Olmayan iskele

(Islak Form) (Kuru Form)

Sekil 3.2. Capraz bagli ve ¢apraz bagli olmayan spinal kord iskeleleri

3.2.3. Spinal Kord Deseliilerizasyonu

Sigir spinal kordun hiicrelerinden armdirilmast igin 8 farkli yontem denenmistir. ilk
olarak hipotonik ¢ozelti i¢in; 10 mM Trizma hidrokloriir (Trizma HCI) ve 5 mM EDTA
¢ozeltisi hazirlanmistir. Trizma HCl ve EDTA ultra saf suda ¢6ziinmiis ve pH: 8,0
ayarlanmigtir. Sonrasinda ham dokudan alinan spinal kord pargalari bu ¢ozelti iginde 24 saat
boyunca muamele edilmistir. Ardindan hipertonik ¢ozelti i¢cin Trizma HCl ve EDTA ultra
saf suda ¢oziilmiis ve 50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0 olacak sekilde ¢6zeltiler
hazirlanarak, 24-96 saat aras1 hipertonik ¢6zeltiyle maruz birakilmistir.

2. yontemde dokular hipotonik (10 mM Trizma HCI ve 5 mM EDTA pH: 8,0)
¢ozeltide 24 saat muamale edilmis ve sonra ig¢inde %0,1 Tri-n-biitil fostat (v/v) igeren
hipertonik (50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) ¢ozeltide 96 saat boyunca
calkalamaya birakilmistir. Ardindan 3 tur sodyum kloriir igeren fosfat tamponu (PBS) (pH:
7,4) ile 1,5saat yikanmustir.

3. yontemde hipotonik (10 mM Trizma HCI ve 5 mM EDTA pH: 8,0) ortamda 48 saat
boyunca ¢alkalanan dokular ardindan i¢inde %0,1 Tri-n-biitil fostat (v/v) i¢eren hipertonik
(50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) ¢o6zeltiye 48 saat boyunca maruz kalmistir. 48
saatin sonunda kalan doku pargalar1 3 tur PBS ile yikanmustir

4. yontem i¢in hipotonik (10 mM Trizma HCl ve 5 mM EDTA pH: 8,0) ¢6zeltide 48
saat kalan spinal kord doku pargalari, i¢cinde %0,1 Tri-n-biitil fostat (v/v) i¢eren hipertonik
(50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) ¢ozeltide 96 saat boyunca kalarak hiicrelerinden

54



arindirma islemine tabi tutulmustur. Ardindan doku parcalar1 24 saat boyunca yikamaya
birakilmistir.

S.yontemde dokular 0,1 M NaOH ile homojenizasyon islemine tabi tutulup 6zel
polipropilen kaliplara dokiilerek biyoiskele formuna doniistiiriilmiistiir. Ardindan
biyoiskelelere 1. ¢apraz baglama yontemine goére 5 saat ¢apraz baglama prosediirii
uygulanmis ve hiicrelerinden arindirma islemine gecilmistir. 5. yontemdeki islemlerde
iskeleler hipotonik (10 mM Trizma HCI ve 5 mM EDTA pH: 8,0) ortamda 96 saat kalmuistir.
Ardindan iskeleler li¢ ayr1 deterjan prosediirii ile ayr1 ayri hiicrelerinden arindirilmaya
calisilmistir. Birincisinde %0,1 Triton X-100 (v/v) i¢eren hipertonik ¢6zelti (50 mM Trizma
HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) 48 saat, ikincisinde %0,1 SDS (w/v) igeren hipertonik ¢ozelti
(50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) 48 saat ve tigiinciisiinde %0,5 SDS (w/v) igeren
hipertonik ¢6zelti (50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) 48 saat boyunca ¢alkalamaya
birakilmistir. 48 saatin sonunda iskeleler iyice deterjandan arindirilarak bolca ultra saf suda
yikanmuistir.

6. yontemdeki islemlerde 1. ¢apraz baglama yontemi kullanilarak iskeleler 2 saat
capraz baglanmigtir. Capraz bagl olan biyoiskeleler hipotonik (10 mM Trizma HCI ve 5
mM EDTA pH: 8,0) ortamda 72 saat ¢alkalamaya birakilip, ardindan igerisinde %0,1 SDS
(w/v) bulunan hipertonik ¢ozelti (50 mM Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) igerisinde 96
saat boyunca muamele edilmistir. Bu islemin ardindan iskeleler PBS ile 2 saat calkalanmis
ve sonra 2 giin ultra saf su ile yikanmigtir.

7. yontemde iskeleler 1.¢apraz baglama yontemine gore 2 saat ¢capraz baglanmustir.
Capraz bagli iskeleler %1 Sodyum deoksikolat (w/v) igeren hipertonik (50 mM Trizma HCI
ve 5 mM EDTA pH: 8,00) ¢ozeltide 72 saat ¢alkalamaya birakilmistir. 72 saat sonra
hipertonik ortamdan alinan iskeleler 2 giin ultra saf su ile yikanmistir. Sonrasinda iskelelere
%4 etanol (v/v) ve %0,1 perasedik asit (v/v) igeren sulu ¢ozelti ile 5 saat boyunca
dekontaminasyon islemi uygulanmastir.

8. yontemde 2.capraz baglama yontemi kullanilarak iskeleler 10 dakika capraz
baglanmistir Sekil 3.3. Sonrasinda igerisinde %1 SDS (w/v) bulunan hipertonik (50 mM
Trizma HCI, 5 mM EDTA pH: 8,0) ¢ozelti i¢cinde 72 saat galkama islemine maruz
birakilmistir. 72 saat sonunda iskeleler 2 giin boyunca ultra saf su ile yikanmiglardir.
Ardindan iskeleler 10 mM MgCIl ve 50 mM Trizma pH: 7,5 olacak sekilde tamponda
hazirlanmis DNAaz (Deoksiriboniikleaz) (200 ug/mL) ve RNAaz (Riboniikleaz) (50
ug/mL) ¢ozeltileri ile 24 saat boyunca 37,5 °C’da muamele edilmistir. Daha sonra iskeleler

2 giin ultra saf su ile yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda iskeleler, %4 etanol (v/v) ve
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%0,1 perasedik asit (v/v) igeren sulu ¢ozeltisi ile 5 saat boyunca dekontaminasyon islemine
tabi tutulmustur. Dekontaminasyon isleminin ardindan iskeleler ultra saf su ile 24 saat
yikanmistir. Yikanan dokular liyofilizasyon islemi i¢in 24 saat boyunca -26°C’de donmaya

birakilmistir. Ardindan iskeleler liyofilize edilmistir.

Capraz
X NHS-EDC ‘;"g lama
onrast

A%\(?‘ [ Capraz Baglama i = |
Aoy - | Bl

Spinal Kordun . Deseliilerizasyon
Cikarilmast I Iskele iiretimi Prosesi

=i
Y

— -
e 2 By

\
B -

-

/ N\
— \
Doku Membrammin 0,1 M NaOH ile
Uzaklagtirnimast | ! Homojenizasyonu
|

S

Sekil 3.3. Spinal kord biyoiskele, capraz baglama ve hiicrelerinden arindirma prosesi

3.2.4. DNA icerik Analizi

Deseliilerize spinal kord iskeleleri ve herhangi bir isleme maruz birakilmamis ham
doku spinal kord steril kosullarda kesilerek DNA igerik analizi yapilmistir. DNA igerik
analizi i¢in satin alian kit (Thermo Scientioc, GeneJET) talimatlar1 uygulanmistir. 260 nm
ve 280 nm dalga boyunda ol¢timleri alinarak ortalama DNA konsantrasyonu ve safligi

asagidaki 3.1°deki esitlige gore hesaplanmigtir.

DNA konsantrasyonu (%) = (4260 — A320) x 50 (01—:1) (3.2)

3.2.5. GAG Tayini

Siilfatlanmis GAG miktar1 Erten ve ark. (2016) tarafindan belirlenen yontem ile tespit
edilmistir. 8.yontem ile hiicrelerinden arindirilan ve ham doku spinal kord 6rnekleri 65
°C’da blok 1sitic1 yardimiyla bir gece boyunca papain ¢ozeltisi (100 mM Naz HPOs, 10 mM
Na; EDTA, 10 mM L-sistein ve 0,125 mg/mL papain, ultra saf su i¢inde pH 7,5) ile hafifce
calkalanarak sindirilmistir. Papain reaktifi 100 °C’da 10 dakika bekletilerek inaktive
edilmistir. Ardindan doku ornekleri 1,9-Dimetil-Metilen mavisi boya reaktifi ile muamele

edilmistir. Sonrasinda 525 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢timii
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gerceklestirilmistir. 3.2°de verilen denkleme gore GAG igerigi hesaplanmigtir (Erten ve ark.,
2016).

GAG kuru agurlik (Z—Z) =

[(ODSZS

Eaim ) X (Seyreltme Faktorii x Toplam Hacim)] + (Spinal Kord Dokusu(mg))

(3.2)

3.2.6. Hidrokdiprolin Tayini

Ham doku ve 8.yonteme gore hiicrelerinden arindirilan biyoiskele Orneklerinin
hidroksiprolin miktarinin belirlenmesi i¢in satin alinan hidroksiprolin testi (Sigma-Aldrich,
Almanya) kullanilmigtir. Hiicrelerinden arindirtlmis spinal kord ve ham doku 5 mg
tartilarak, 100 uLL 12 M HCI ve 100 pL ultra saf su igerisinde 120 °C’da 3 saat hidrolize
edilmigtir. Hidroliz edildikten sonra komiir haline gelen orneklerdeki partikiillerin
uzaklastirilmasi igin 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ornekler hazir duruma
geldiginde hidroksiprolin kiti uygulanmis ve 96 kuyucuklu plakaya 2 pL orneklerden
konularak 60 °C’lik etiivde kurutulmustur. Hidroksiprolin miktarinin tam bir sekilde
belirlenebilmesi igin spike kullanilmistir. Devaminda kloramin T/oksidasyon tampon
karisimi ve 4-(Dimetilamino) benzaldehit eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Bekleme
siiresinin ardindan spektrofotometrik olarak 560 nm dalga boyunda 6l¢iimii alinmis ve

hidroksiprolin konsantrasyonu asagida verilen denkleme gore hesaplanmistir (3.3).

(A560)numune
((4560)spike kontrol-(A560)numune) X 0,4 (1g)

Hidroksiprolin Miktart = (3.3)

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Agoroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflastirilmasi
icin kullanilan standart bir yontemdir. Belirli biiyiikliikteki bir DNA parcasi agorozun
konsantrasyonuna bagli olarak jel i¢inde farkli hizlarda hareket etmektedir. Bu metoda gore
oncelikle Tris-Borik asit EDTA (TBE) (1X) (pH: 8,3) tamponu Cizelge 3.1°e¢ gore

hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. TBE Tamponu hazirlamak i¢in kullanilan kimyasallar

Tris-Borik asit EDTA tamponu (1X) (pH:8,3)

Tris 10,8 gram Na, EDTA 0,94 gram

Borik asit 5,5 gram Ultra saf su 1000 mL

%1,5’luk 60 mL agoroz jel i¢in 24 g agoroz 60 mL TBE tamponu ig¢inde hafifce
calkalanarak karistirilir. Sonrasinda 6rnek mikrodalga firina konulup kaynamaya baglayana
kadar calistirilir. Araliklarla 6rnek mikrodalgadan c¢ikarilip c¢alkalanmaktadir. Tamamen
eriyene kadar bu isleme devam edilmektedir. Hazirlanan ¢6zelti 50 °C’a kadar sogutulup
igerisine 3 puL Red Safe (Intron Biotechnology) eklenerek yavasca pipetlendi ve ¢ozelti,
taraklar1 yerlestirilen jel tankina dokiilmiistiir. Cozeltinin polimerize olmasi i¢in 1 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. 1 saatin sonunda tarak ¢ikartilmis ve 6rneklerin jele yiiklenmesi

icin 6rnek ylikleme tamponu Cizelge 3.2’ ye gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Ornek yiikleme tamponu hazirlamak i¢in kullanilan kimyasallar

Ornek Yiikleme Tamponu

Bromfenol Mavisi 250 mg Siikroz 40 gram

-- Ultra saf su 100 mL

Buna gore jel tanka yerlestirilmistir. Tank jelin {istlinii kapatacak kadar TBE tamponu
ile doldurulmustur. Kii¢iikk bir parga parafilmler kesilerek yiikleme tamponundan 2 pL,
hiicrelerinden arindirilmis iskele ve ham doku i¢in 12 pL olacak sekilde karistirilarak jele
yiiklenmistir. Bir kuyucuga da marker konularak 300 volt 15 miliampere sabitlenen gii¢
kaynagi 10°C’ta 2 saat yiiriitiilmiistlir. Ardindan DNA’nin jeldeki konumu UV 151k altinda

Biorad goriintiileme cihazi ile belirlenmistir.

3.2.8. SDS PAGE Analizi

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) proteinleri
molekiiler biiytlikliiklerine gore birbirinden ayirmayi saglayan ve proteinlere 6zgii spesifik
bantlar1 gostermede kullanilan bir elektroforez yontemidir. Genellikle molekiiller izoelektrik
noktalarina ve biiyiikliiklerine gore ayrilmaktadir. SDS-PAGE analizi en fazla kullanilan
metotlardan biri olan Laemmli (1970) metoduna gore yapilmistir. Bu metoda gore; 8.yontem
ile hiicrelerinden arindirilan spinal kord iskeleleri, spinal kord ham dokusu, Sigir serum
albumin (BSA), sigan kuyrugu tip | kollajeni i¢in %12’lik ayristirici jel ve %4’liik yiikleme

jeli hazirlanmistir. Jel prosediirii ve kullanilacak c¢ozeltiler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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BSA i¢in konsantrasyonu 0,2 mg/mL olacak sekilde ultra saf su igerisinde, sigan kuyrugu
tip I kollajenin konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde 0,1 M asedik asit ¢ozeltisi i¢inde
hazirlanmigtir. Hiicrelerinden arindirilmis spinal kord ve ham dokunun ¢oziiniir
proteinlerinin eldesi Gil-Dones ve ark. (2009) metoduna goére yapilmistir. Bu metoda gore
300 mg ham doku ve 60 mg hiicrelerinden arindirilmig spinal kord kullanilmistir. Coziiniir
proteinlerin eldesi igin bir ekstraksiyon ¢ozeltisi (10 mM Trizma pH: 7,5, 500 mM NaCl
(wW/v), %0,1 Triton X-100 (v/v), %1 B-mercaptoetanol (v/v) hazirlanmistir. Ardindan ham
doku ve hiicrelerinden armdirilmis doku i¢in 300 pL ekstraksiyon ¢ozeltisinden eklenerek
iyice vortekslenmistir. Numuneler 5 dakika ultrsasonik banyoda tutulmus ve sonra 1 gece
calkalamaya birakilmistir. Bu islem tamamlaninca 4 °C’da 10 dakika inkiibasyona birakilmig
ve sonra 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismindan G6rnekler
alinmigtir. Ham doku ve hiicrelerinden arindirilmis biyoiskeleler igin ¢dziintir protein
konsantrasyonu 0,1 mg/uL olacak sekilde ayarlanmistir Ornekler hazirlandiktan sonra jel
sistemi ve jel tanki diiz bir zemin tizerine yerlestirilmistir. Sonrasinda %12°lik ayirma jeli
hazirlanmais jelin hava almamasi ve diizgiin polimerlesmesi i¢in %99,9 izopropil alkol ilave
edilmistir. 1 saat sonunda polimerlesen jelin lizerindeki alkol dokiilmiis ve ayirma jel overlay
cozeltisi ile 2 defa yikanmustir. Ardindan jel filtre kagidi ile iyice kurulanmistir. Bu islemden
sonra yiikleme jeli hazirlanmistir. Yiikleme jeli uygulandiktan sonra kuyucuk agmak igin
tarak kullanilmustir. Yiiriitme jeli yiikleme jeli arasinda yaklasik 1 cm mesafe olacak sekilde
tarak yerlestrilmistir. 30 dakika sonunda donan ytikleme jeli dikey yiiriitme tankina alinmis
ve ylriitme tamponu ile iyice islanan jelden taragin nazik¢e alinmasiyla kuyucuklarin
olugsmasi tamamlanmistir. Proteinler jele yiiklenmeden 6nce numune tamponu ile 1:1
oraninda seyreltilmistir. Iyice karigtirilan protein ¢dzeltileri blok 1siticida 100 °C’ta 5 dakika
denatiire edilmistir. Kuyucuklara protein marker (Biolabs, P7712S, Color Prestained Protein
Standard, 11-245 kDa), BSA ve sigcan kuyrugu tip I kollajeninden 5’er pL; hiicrelerinden
arindirilmis doku ve ham dokudan da 15’er uLL alinarak numuneler yiiklenmistir. Sonrasinda
giic kaynagi 300 volt ve 15 miliampere ayarlanmis, toplam deney siiresi 2 saat siirmiistiir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. SDS-PAGE analizi

Bu siire sonunda jel, ¢esme suyu altinda alindiktan sonra 1 saat Coomassie Blue
(Brilliant Blue R250, %40 v/v metanol, %7 asetik asit) boyamasi yapilarak bantlarin belirgin
hale gelmesi saglanmistir. Boyama ¢ozeltisi prosediirii Cizelge 3.3°de verilmistir. Jel, jel
boya geri alma I (%40 (v/v) metanol ve %7 (v/v) asetik asit) ¢ozeltisinde 30 dakika ardindan
jel boya geri alma 11 (%5 (v/v) metanol ve %7 (v/v) asetik asit) ¢ozeltisinde arka planin rengi
iyice ac¢ilip bantlar belirgin hale gelene kadar bekletilmistir. Bu islemden sonra jelin

goriintiisii, Biorad jel goriintiileme cihazi ile alinmustir.

60



Cizelge 3.3. SDS-PAGE jel hazirlama prosediirii

ve kullanilan ¢6zeltiler

Kullanilan Cozeltiler %12’lik 10 ml yiiriitme jeli
Akrilamid ¢ozeltisi (%30 (w/v) ve akrilamid 4 mL
ve %0,8 (w/v) bisakrilamid suda
¢Ozliinmiistiir.)
4X ayirma jeli tamponu (1,5 M Tris- 2,5mL
hidrokloriir (Tris-HCI) suda ¢oziinm{istir.
(pH: 8,8)
%10 SDS (%10 (w/v) SDS suda 0,1 mL
¢Ozinmiistiir.)
Ultra Saf su 3,35 mL
Amonyum per siilfat (APS) (%10 (w/v) 50 uL
Amonyum per siilfat suda ¢oziiniistiir.)
TEMED (Ticar1 olarak satin alinmistir.) 3,3 ul
%4 liik 10mL yiikleme jeli
Akrilamid ¢ozeltisi 1,33 mL
%10 SDS 0,1 mL
Ultra saf su 6 mL
4X yiikleme jeli tamponu (0,5 M Tris-Cl suda 2,5mL
¢oziinmiistiir (pH:6,8)
APS 50 uL
TEMED 5uL
Diger Cozeltiler
Elektroforez tamponu (0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS suda ¢6ziilmistiir. (pH:
8,3)

2X numune hazirlama tamponu (0,125 M Tris-HCI, %4 SDS %20 (v/v) gliserol, 0,2 M

2-merkaptoetanol, %0,02 (w/v) bromofenol blue suda ¢6ziilmiistiir (pH:6,8).

Ayirma jeli overlay (0,375 M Tris-HCI, %0,1 SDS suda ¢6ziilmiistiir pH: 8,8)
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3.2.9. Mikro Mekanik Test

Hiicrelerinden arindirilimis spinal kord ve ham dokunun basing dayanimi, basma testi
cihaz1 (Cell Scale Testing, Kanada) ile belirlenmistir. Capraz bagli ve deseliilerize iskele
kalinlig1 1,5 mm, ham doku spinal kord kalinlig1 ise 3 mm’dir. Gerinim siiresi 1 dakika olup

0,1-10 N'luk hiicre kullanilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Mikro mekanik test analizi

3.2.10. Biyoiskelelerin Fizikokimyasal Analizi

Hiicrelerinden  arindirilmis  spinal  kord  biyoiskelelerin  fizikokimyasal
karakterizasyonu i¢in FTIR (Shimadzu IRAffinity-1, Japonya) analizi yapilmistir. FTIR
analizi i¢in 1000-1700 cm™ araliginda taramalar yapilarak spektrumlar elde edilmistir.

Shimadzu DTA60 cihazi kullanilarak elde edilen deseliilerize spinal kord iskelelerin
TGA analizi yapilmistir. Olgiimler sirastyla 600 °C ve 800 °C’a kadar azot ve oksijen

atmosferi altinda gerceklestirildi.

3.2.11. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:
Hiicre kiiltiirii galismalar1 Class IT A-2 laminar akigh kabinde yapilmistir. Pasaj sayisi
P6-P8 olan, icerisinde 1x108 hiicre bulunan iAMKH’ler —80 °C’dan alimarak, 37 °C’daki su

banyosuna konulmus ve hiicre ¢ézme islemi gerceklestirilmistir. Kriyotiip igerisindeki
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hiicreleri dimetilsiilfoksitten uzaklastirilmak i¢in kok hiicre gogaltma vasati ilave edilmistir.
Iceriginde rhFGF-b (5 ng/mL), Askorbik Asit (50 pg/mL), L-Glutamin (7,5 mM),
hidrokortizon hemisiiksinat (1 pg/mL), rh Insiilin (5 pg/mL) ve Fotal Sigir Serumu (%2)
bulunan kok hiicre ¢ogalma vasatt ve iAMKH’ler 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Coken hiicre pelleti 3 mL kok hiicre vasati ile pipetlenip 3 adet T75 doku kiiltiirii
kaplarina ekilerek %5 CO., 37 °C sicaklik ve %80-90 bagil nem saglayan bir inkiibatdre
alinmigtir. Hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 3.6). Yeterli
bolluga (%80) ulasan hiicreler PBS (sodyum Kkloriir igeren fosfat tamponu) (pH: 7,4)
icerisinde hazirlanmis %0,25 Tripsin ve 0,53 mM EDTA ¢dzeltisi (steril filtreden gegirildi)
ile muamele edilerek doku kiiltiirii plastigine yapisan kok hiicrelerin besi yerine ge¢mesi
saglanmustir (Tripsinizasyon). Tripsinizasyon isleminden sonra hiicreler pasajlanmistir.

iAMKH’lerin in vitro c¢oklu-soy farklilasma Kkapasitelerinin belirlemesi igin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir (Sezgin
Arslan, 2016).

human adipose-derived MSCs Regenerative Biomaterials Laboratory
Merck-Millipore V' Department of Bioengineering
Passage 4 v z/Canakkale Onsekiz Mart University

Colony Forming Unit
(CFUL)

Sekil 3.6. iIAMKH’lere ait koloni olusturan birim
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3.2.12. Deseliilerize Spinal Kord Biyoiskeleleri Uzerine Hiicre Ekilmesi

Hiicrelerinden arindirilmig sigir spinal kord iskeleleri laminar akisl kabinde UV 1s1k
(254 nm) altinda 1 saat boyunca steril edilmistir. Ardindan 48 kuyucuklu doku kiiltiir
kaplarina alinarak pasaj P6-P8 arasi ¢ogaltilmis hiicreler 300,000 hiicre/iskele yogunlugunda
ekilmistir. Iskeleler iizerine kok hiicre cogaltma vasatt %10 Fotal Sigir Serumu, %1 L-
glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %88 DMEM yiiksek konsantrasyonlu glikoz vasati
(Biological Industries, ABD) iceren besiyeri ilave edilmis ve hiicreler inkiibasyona (%5
CO2, %95 hava ve %90 bagil nem igeren 37 °C sicakliga ayarli) birakilmistir. Besiyeri 2-3

giinde bir tazelenerek kiiltiire 3,7 ve 10 giin boyunca devam edilmistir

3.2.13. Deseliilerize iskele Uzerine Ekilen Hiicrelerin Canlihik Seviyelerinin
Belirlenmesi

MTT testi indirekt olarak hiicre canliligi veya c¢ogalma diizeyini degerlendirmeyi
amaglayan, hiicre kiiltiirii esasina dayanan canlilik/sitotoksisite gosterilmesi testidir. Bu
yontem ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kalorimetrik yontemle kantitatif
olarak saptanmaktadir. Bu amagcla hiicrelerin proliferasyonuna bagli olarak artan
dehidrogenaz enzim aktivitesi ile sar1 renkli tetrazolyumu kullanarak mor renkli formazan
kristallerini liretmesi sonucu goriilen renk degisiminin spektrofotometrik olarak 570 nm
dalga boyunda absorbansinin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.5). Tetrazolium
halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk sari renkli MTT reaktifi koyu mavi-mor formazan
irlinline dontismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler
mor renkte boyanmakta, Olii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicrelerde

boyanmamaktadir.
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Sekil 3.7. MTT reaksiyonu
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(https://www.nature.com/articles/nprot.2008.182°den uyarlanmistir)

MTT testi i¢in hiicrelerinden arindirilmis spinal kord iskelelerin tizerindeki besiyeri,
tamamen atilmistir. Sonra iskeleler baska bir steril 48 kuyucuklu kiiltiir kabina alinarak her
bir iskele i¢in 270 pl serumsuz vasat ve 30 ul MTT reaktifi igeren ¢ozelti ilave edilerek %5
CO2, %95 hava ve %90 bagil nem igeren 37 °C sicakliga ayarli inkiibatore yerlestirilerek
yaklagik 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda iskele iizerindeki ¢ozelti
tamamen atilarak her bir iskele tizerine MTT soliisyonu (0,1 M HCl i¢inde hazirlanan susuz
izopropanol) 300 ul ilave edilmistir. Elde edilen mor renkli ¢6zeltinin 570 nm’de absorbansi

Olciilerek bu islemler kiiltiiriin 3., 7. ve 10. giiniinde tekrarlanmigtir

3.2.14. Taramah Elektron Mikroskop ve EDX Analizi

Hiicrelerinden arindirilmis spinal kord ve islenmemis spinal kord iskelelerinin
mikromimarisi ve hiicresel davranisi igcin SEM (FE-SEM JFM 7100F EDS, JEOL, Japonya)
ve kimyasal analizleri yapmak igin EDX (Oxford Instruments X-MaxN, Ingiltere)
kullanilmistir. Hiicreli iskelelerin SEM goriintiilemesi i¢in oncelikle kiiltiir ortamindaki
vasat tamamen atilmig, PBS i¢inde hazirlanan %2,5 glutaraldehit ile fikse edilmistir.
Sonrasinda fiksatifi ortamdan alinarak iskeleler bolca ultra saf su ile yikanmis, %50, %70,
%80, %90, %95 ve %100’lik etanol serilerinden gecirilerek dehidrate edilmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Hiicreli ve c¢apraz bagh hiicresiz iskeleler 90 saniye
siireyle Au-Pd (424 nm) ile kaplanmistir. Iletken Srneklerin goriintiileri 10 kilovoltta farkli

biiylitmelerde ve yiiksek vakum altinda belirlenmistir.

3.2.15. Histokimyasal ve iImmiinohistokimyasal Karakterizasyon

Spinal kord dokusu, hiicrelerinden armdirilmis spinal kord biyoiskeleleri ve
1AMKH’lerin ekilmis oldugu biyoiskeleler histolojik olarak degerlendirilmistir. Tiim doku
ornekleri 151k mikroskobik inceleme icin ilk olarak %10’ luk n6tr tamponlu formaldehit
soliisyonunda bekletilmistir. Sonra doku Ornekleri akar su altinda 1 saat boyunca
yikanmistir. Suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular artan alkol serilerinden (%60, %70, %80,
%90, %96 ve %100) gecirilmistir. Sonrasinda dokular parlatilmalari amaciyla ksilolden
gecirilmis ve ardindan erimis parafine gémiilmiistiir. Hazirlanan parafin bloklardan 3 pm
kalinliginda kesitler alinmistir. Histokimya analizi i¢cin Hematoksilen-Eozin, Toluidin Blue
ve Nissl boyamasi; immiinohistokimyasal analiz i¢in Norofilament, Glial fibriler asidik
protein (GFAP) ve S100 boyamas1 yapilmustir.

Hematoksilen-Eozin boyamasi i¢in alinan kesitler 60 °C’daki etiivde, 1 saat
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bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglanmigtir.
Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90 ve %70). 1
dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyandi ve 2x2 dakika
akar suda yikanmistir. %1 amonyak-Su karisimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda
yikanmistir. Lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan alkol serilerinden gegirilerek (%70,
%80, %96 ve %100), 2x1 dakika ksilole alinmig ve entellan ile kapatilmigtir.

Toluidin Blue boyamasi i¢in alinan kesitler 60 °C’daki etiivde 1 saat bekletildikten
sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglanmistir. Daha sonra
kesitler sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80 ve %70) 1 dakika akar
suda yikandiktan sonra Toluidin Blue boyasinda 30 dakika boyanmistir. Boyanan kesitler
artan alkol serilerinden gegirilerek suyu alindiktan sonra 5 dakika seffaflagtirmak igin
ksilolde bekletildilmistir. Ardindan entellan ile kapatilmistir.

Nissl boyamasi i¢in alinan kesitler 60 °C’daki etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x10
dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglanmistir. Daha sonra lamlar sirasiyla
azalan alkol serilerinden geg¢irilip (%100, %96, %80 ve %70) 1 dakika akar suda yikandiktan
sonra, Nissl boyasinda 10 dakika boyanmistir. Boyanan kesitler artan alkol serilerinden
gecirilerek suyu alindiktan sonra 5 dakika seffaflagtirmak icin ksilolde bekletilmistir.
Ardindan entellan ile kapatilmistir.

Immiinohistokimyasal analiz (GFAP, Norofilament, S 100) icin sinir dokusu
orneklerinden 3 um kalinhiginda kesitler alinmigtir. Kesitler 60 °C’daki etiivde 1 saat
bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak deparifizasyonlar1 saglanmigtir. Daha
sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden (% 100, %96, %80 ve %70) gecirilmistir.
Kesitler alkolden armdirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile sudan gegirilmistir.
Antijen maskesini kaldirmak igin 1/10 oraninda seyreltilmis EDTA (AP-9004-999 Thermo
scientific) kullanilmistir. Bu islemin ardindan kesitler, saf su ile yikandiktan sonra 10 dakika
%3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP ThermoScientific) ¢ozeltisinde bekletilmistir. PBS
ile yikanan kesitler 10 dakika Protein Bloke (TA-125-PBQ ThermoScientific) edilmistir.
Ardindan kesitler 2 saat nemli ortamda primer antikor (GFAP (MS-1376-P1
LabVision/ThermoScientific), Norofilament (MS-359-S1 LabVision/ThermoScientific),
S100 Protein (MS-296-P1 LabVision/ThermosScientific)) ile inkiibe edilmistir. Bu islemden
sonra kesitler, Amplifier Quanto’da (TL-125-QPB ThermoScientific) 30 dakika, HRP
Polymer Quanto’da (TL-125-QPH ThermoScientific) 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra
kesitlere Harris Hematoksilen’de 30 saniye karsit boyama yapilmis ve kesitler 2x1 dakika

akar suda yikanmigtir. Kesitler %1 amonyak-su karisimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda
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yikanmisgtir. Boyanan kesitler artan alkol serilerinden (%70, %80, %96 ve %100) gegcirilip
suyu alindiktan sonra 5 dakika seffaflagtirmak icin ksilolde bekletilmistir. Ardindan kesitler

entellan ile kapatilmis ve 151k mikroskobu altinda goriintiillemeler yapilmustir.

3.2.16. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler Orijin Pro 8SRO (v.0724, OriginLab Corporation, MA, USA)
programi kullanilarak yapilmistir. Tiim degiskenlerin + standart hatalarni belirlemek igin
Microsoft Office Professional Plus 2016 Excel programi kullamlmustir. Istatistiksel
farkliliklar ANOVA (one-way analysis of variance) Tukey test ile belirlenmistir. p<0,05

durumunda farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HDM Temelli Sigir Spinal Kord iskelelerin Hazirlanmasi

Sigir spinal kordu, 0,1 M NaOH ile yapilan homojenizasyon islemi sonucunda
homojen bir ¢ozelti haline gelmis ve hazirlanan ¢ozelti 6zel polipropilen kaliplara dokiilerek
basarili bir sekilde biyoiskele formuna getirilmistir. Ham doku spinal kord yapilan
homojenizasyon islemi ve iskele hazirlanmasi sonrasinda dokunun dogal yapisi degismistir.
Spinal kordun yogun yapisi, gozenekli iskele haline doniistiiriilmiis ve boylece hiicrelerinden
arindirma islemleri i¢in avantajli bir yontem olmustur (Erten ve ark., 2016). Bu gézenekli
yap1 sayesinde hiicrelerinden arindirma islemlerinde kullanilan ¢ozeltiler biyoiskele i¢ine
daha iyi niifuz ettikleri icin etkin bir deseliilerizasyon calismasi gerceklestirilmistir Ayrica
bu yontem, HDM bilesenleri ile birlikte istenen boyut ve gozeneklilige sahip iskele
hazirlamada da 6nemli bir firsat saglamaktadir. Hazirlanan HDM-temelli sigir spinal kord
iskelelerinin dayanikliliklarini artirmak amaciyla yapilan ¢apraz baglama islemi basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. Bu sayede iskelelerin dayanikliliklart arttirilmis ve hiicre kiiltiirii

caligmalari igin istenilen saglamlikta oldugu tespit edilmistir

4.2. DNA icerik Analizi

Spinal kordun hiicrelerinden arindirilmasi i¢in literatiirde var olan birgok yontem
modifiye edilerek ideal bir deseliilerizasyon yontemi gelistirilmeye ¢alisilmistir.
Hiicrelerinden arindirma islemi igin sekiz farkli yontem denenmistir. Bu yontemlerin
bazilar1 ham doku spinal kordun iskele formuna getirilmeden direkt olarak hiicrelerinden
arindirma islemine tabi tutulmasiyla gergeklestirilmistir. Ancak ham doku spinal kordun
dogal yapisinin zayif mekanik ozelliklere sahip olmasi, deseliilerizasyon islemleri
sonrasinda ¢ok fazla ham doku kaybina neden olmustur. Bu problemin giderilmesi i¢in ham
doku spinal kord 3D gozenekli biyoiskele formuna doniistiiriilmiis ve ¢apraz baglama
islemleriyle biyoiskelenin mekanik dayanimi arttirilmistir. Hiicrelerinden arindirma
islemleri i¢in denenen 5.,6.,7. ve 8. yontemlerde spinal kord, oncelikle 3D gozenekli
biyoiskele formuna doniistiiriiliip ardindan ¢apraz baglanarak deseliilerizasyon islemine tabi
tutulmustur. Bu yontemler igerisinde 8. yontem yeni gelistirilen ve en etkili hiicrelerinden
arindirma islemi olarak belirlenmistir. HDM-temelli spinal kord, biyoiskele forumuna
dontistiirtildiikten sonra 8. yonteme gore hiicrelerinden arindirilmis ve karakterize edilmistir.

HDM temelli spinal kord iskelelerinde; ¢apraz baglama yontemi olarak 2.yontem se¢ilmis
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ve NHS/EDC kimyasallari ile 10 dakika ¢apraz baglanmistir. Deseliilerizasyon islemleri igin
SDS igeren hipertonik ¢ozelti, DNase-RNase ve dekontaminasyon ¢ozeltileri kullanilmigtir.
Deseliilerizasyon iglemleri sonrasinda hiicrelerinden arindirilmis iskele ve ham doku i¢in
DNA igerik analizi yapilmistir. Ham doku spinal kord i¢in DNA igerik analizi 520,76 +
18,11 ng/mg kuru agirlik (n=3) bulunurken, hiicrelerinden arindirilan spinal kord igin DNA
icerik analizi 69,90 + 0,19 ng/mg kuru agirlik (n=3) olarak bulunmustur. Hiicrelerinden
arindirma iglemi i¢in en ideal yontemin 8. yontem oldugu ve DNA igeriginin %86,57
oraninda azaldig1 tespit edilmis ve etkili bir deseliilerizasyon islemi gergeklestirilmistir
(Sekil 4.1). Hiicrelerinden arindirma islemi i¢in denenen diger yontemlerde ise DNA igerigi

%40 ile %70 arasinda degisen oranlarda azaltilabilmistir.
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Sekil 4.1. Sinir dokusu ve hiicrelerinden arindirilmis sinir dokusuna ait DNA igerik analizi

Hem kimyasal hem de enzimatik islemler kullanilarak yapilan deseliilerizasyon
calismalar1 ile hiicreler lizise ugramakta ve hiicrelere ait kalintilar matriksten
uzaklagtirllmaktadir. Hiicrelerinden arindirma isleminde kullanilacak fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ajanlarin etki mekanizmalar1 birbirinden farkli olmaktadir. Hiicrelerinden
arindirma islemlerinde sikga kullanilan iyonik ve iyonik olmayan deterjanlar, hiicre
membranin yapisini bozarak hiicre kalmtilarinin dokudan atilmasini saglamaktadir. Tyonik

olmayan deterjan smifindan biri olan Triton X-100 de delipidizasyon iglemleri igin
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kullanilmaktadir. Iyonik deterjanlardan biri olan SDS, hiicre yogunlugu fazla olan doku ve
organlarda kullanilan giiglii deterjanlardan biridir (Crapo ve ark., 2011). SDS, tripsin gibi
kimyasallar HDM yapsinda bulunan laminin fibronektin, GAG ve adezyon molekiilleri
tizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir (Zhang ve ark., 2010). Hipotonik veya
hipertonik deterjanlar ile birlikte kulanilan EDTA, selatlayict ajan olarak kullanilir ve
HDM’de bulunan hiicrelerin adezyonunu ve protein-protein etkilesimlerini bozmaktadir.
Niikleazlar smifindan olan DNAaz ve RNAaz dokularda meydana gelen lizisten sonra
niikleik asit sekankslarini parcalayarak niikleotitlerin uzaklastirilmasina yardimci
olmaktadir. Deseliilerizasyon calismalarinda kullandigimiz kimyasallardan biri de alkol ve
asit ¢ozeltileridir. Ozellikle perasetik kullanimi mikroplara karsi koruma saglayip
malzemenin dezenfeksiyonu i¢in énemli bir role sahiptir. izoproponol, metanol, etanol gibi
alkoller; doku ve organlarda bulunan lipitlerin ¢oziiniir hale getirilmesinde ve dokulardan
uzaklastirilmasinda etkili olmaktadir. Bunun yaninda histolojide doku fiksatiflerinin
kullaniminda, proteinlerin ¢oktiiriilmesinde kullanildigindan HDM altyapisina zarar
verebileceginden deseliilerizasyon c¢alismalarinda  dikkatli oranlarda kullanilmasi
gerekmektedir (Crapo ve ark., 2011).

Deseliilerize iskelelerin bozunma hizinin biiyiilk oranda azaltilmasi, lezyonlu
dokularin hiicreler tarafindan yeniden diizenlenmesini engelleyerek, konak immun tepkisi
olusturabilmektedir. Bu yiizden diisiik sitotoksik etkisi olan g¢apraz baglama reaktiflerinin
kullanilmasi gereklidir. EDC gibi bazi ¢apraz baglayicilar diislik sitotoksik etkiye sahiptir
(Zhang ve ark., 2010). Bu ¢apraz baglayicilarin kullanimi ile deseliilerize iskelelerin
mekanik giicii arttirilmaya calisilmistir. EDC ile ¢apraz baglama sonrasi iskelelerin
bozunmasi ve termal Ozellikleri karakterize edilmis ve sonuglarin ham doku ile benzer
oldugu gosterilmistir.

Deseliilerizasyon islemleri, meydana gelebilecek immiin tepkiyi de azaltmaktadir.
Etkili bir deseliilerizasyon i¢in doku ve organlarin yapisi, deseliilerize edilecek boliimiin
hiicre yogunlugu ve kalinligi, HDM igerikleri biiyiik 6nem tasimaktadir (Crapo ve ark.,
2011). Ayrica deseliilerizasyon ¢alismalarinda HDM’in yapist en az zararla islenerek, bu
yapmnin dogal halini korumasi ve dengeli bir deseliilerizasyon islemi yapilmasi
gerekmektedir (Zhang ve ark., 2010). Bu amagla sinir dokusu deseliilerizasyonu ile ilgili
Chan ve ark. (2012) yapmis olduklar1 intervertebral disk deseliilerizasyonu ile hiicresel
igerik %71-76 oraninda uzaklastirmistir. Ayrica Crapo ve ark. (2012) domuzdan izole
ettikleri spinal kordu; tripsin, EDTA, Triton X-100, sodyum deoksikolat, perasetik asit gibi

kimyasallar Kkullanilarak hiicrelerinden arindirma islemine tabi tutmuslardir. Yapilan
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calismalar sonucunda deseliilerize spinal kord DNA igerigi 37,90 ng/mg kuru agirlik olarak
bulunmustur (Crapo ve ark., 2012). Bu ¢alismalar g6z 6niine alindiginda; ham doku spinal
kord ve deseliilerize iskeleye ait DNA igerik analizi sonuglarinin, literatiirle uyumlu oldugu

ve spinal kordun basarili bir sekilde hiicrelerinden arindirildigi belirlenmistir.

4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Biyolojik matriks materyalinde DNA, konak¢1 immiin yaniti bakimindan en 6liimciil
zenogeneik antijen olarak kabul edilmektedir. Bu c¢alismada, gelecekteki sinir doku
miithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalari i¢in bir alternatif segenek sunmasi bakimindan;
ham doku ve hiicrelerinden arindirilmis spinal kord iskelelerindeki DNA miktar;, DNA
icerik analizi ile kantitatif olarak dl¢lilmiistiir. Bu sonuglara gore deseliilerize dokudaki DNA
icerigi, ham dokudaki DNA igerigiyle kiyaslandiginda %86,57 oraninda bir azalma meydana
geldigi belirlenmistir. Bu ¢aligmayla beraber hiicrelerinden arindirilmis spinal kord ve ham
dokuda bulunan DNA fragmanlarinin uzunlugunu ortaya ¢ikarmak icin agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. 8.yonteme gore deseliilerize edilen iskelede belirgin bir DNA
band1 goriilmezken buna karsilik, ham dokuda DNA genis ve belirgin bir bant goriilmiistiir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Agoroz jel elektroforezi

DNA igeriginin belirlenmesi i¢in Ban ve ark. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada
sicandan izole edilen spinal kord, hiicrelerinden arindirilarak agoroz jel elektroforezi
yapilmistir. Yapilan agoroz jel elektroforezinde deseliilerize dokuya ait hicbir DNA bandi
goriilmemistir. Bu da deseliilerizasyon sonunda DNA igeriginin dokudan tamamen
cikarildiginin bir gostergesidir.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise domuzdan izole edilen spinal kord; tripsin, EDTA,
Triton X-100, sodyum deoksikolat, perasetik asit gibi kimyasallar kullanilarak hiicrelerinden
arindirma islemi gergeklestirilmistir. Hiicrelerinden arindirilan spinal kord dokusunda DNA
icerigi 37,90 ng/mg kuru agirlik olarak bulunmustur. Ardindan agoroz jel elektroforezi
yapilmis ve sonucunda ham dokuya ait spesifik bantlar goriiliirken deseliilerize iskelelere ait
DNA bantlarina rastlanmamistir. Bu da etkili bir deseliilerizasyon yapildigini
gostermektedir (Crapo ve ark., 2012).

Sinir dokusunun hiicrelerinden armndirmas: i¢in denenen 8 yontemde farkli tip
kimyasal ajanlar kullanilmistir. Ozellikle SDS disinda kullanilan deterjanlardan biri olan

Triton X-100, DNA igerik analizi ve agoroz jel elektroforezi ¢aligmalarinda DNA
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kalintilarint  yeterince gideremedigi goriilmiistir. Bu sonu¢ Crapo ve ark. (2011)
calismasiyla da uyusmaktadir. Boylece niikleik asit kalintilarinin giderilmesinde SDS,

Triton X-100’den daha ideal bir deterjan oldugu ortaya konulmustur.

4.4. GAG Icerik Analizi

Ham doku ve deselliilerize spinal kord iskelelerinin HDM kompozisyonunu
karakterize etmek amaciyla siilfatlanmis GAG igerigi arastirilmistir. Hiicrelerinden
aridirilmis iskelelerdeki GAG miktar1 8. yontemde belirtilen deseliilerizasyon ¢alismalari
sonucunda elde edilmistir. Buna gore hiicrelerinden arindirilmig spinal kord ve ham doku
icin sirastyla GAG miktar1 6,90 + 0,45 pg/mg kuru agirlik (n=3), 4,17 + 0,73 ug/mg kuru
agirlik (n=3) olarak hesaplanmistir. Yapilan ANOVA testi sonucu, her iki dokuda da GAG
miktarmnin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Sinir dokusu ve hiicrelerinden arindirilmis sinir dokusuna ait GAG igerik analizi

Sekil 4.3’e gore hiicrelerinden arindirilmis spinal kordun GAG igerigi ham dokuya
gore anlamli bir artis gdstermektedir. Yapilan deseliilerizasyon sonucu, GAG miktarinda
oransal bir azalma meydana gelmemistir. GAG miktarindaki bu artig Wilshaw ve ark.,
(2006) yapmis oldugu GAG icgerik analiziyle benzerlik gostermektedir. Hiicrelerinden
arindirma iglemi sonrast meydana gelen artisin sebebinin deseliilerizasyon sonrasi hiicrelerin

ve ¢Oziiniir bilesenlerin (¢oziinebilir proteinler, lipidler, niikleik asitler) kaybedilmesine
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bagli olabilecegi diisliniilmektedir. Bunun i¢in hiicrelerinden arindirilmis iskelelerde
¢oziliniir bilesenlerin miktarini hesaplamak gerekmektedir. Ancak hiicrelerinden arindirilmis
iskelelerde ¢Oziiniir bilesenlerin  miktarin1  hesaplamak i¢in etkili yontem heniiz
bulunamamistir. GAG analizi kantitatif biyokimyasal analiz yontemi olmasmna ragmen
deseliilerize matriksin yapisal biitiinliigiinii degerlendirmek olduk¢a zordur (Wilshaw ve
ark., 2006).

4.5. Hidroksiprolin Analizi

Kollojen; iclii a-heliks konfigiirasyon ve yiiksek miktarda hidroksiprolin, prolin ve
glisin ile karakterize edilen, HDM’in yapisal protein ailesindendir (Alovskaya ve ark.,
2007). Hidroksiprolin Kiti, hiicrelerinden arindirilmis iskele ve ham dokuda bulunan
hidroksiprolin miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Hidroksiprolin Kit protokolleri
uygulanarak elde edilen sonuglar ile hidroksiprolin igerigi, hiicrelerinden arindirilmis iskele
ve ham doku ig¢in sirastyla 3,91 + 0,38 pg/mg kuru agirlik (n=3), 0,87 + 0,03 pg/mg kuru
agirlik (n=3) olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sinir dokusu ve hiicrelerinden arindirilmis sinir dokusuna ait hidroksiprolin i¢erik

analizi
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8.yonteme gore yapilan deseliilerizasyon sonucu elde edilen hidroksiprolin igerigi ham
dokuda bulunan hidroksiprolin igerigi karsilagtirildiginda, hiicrelerinden arindirilmig sinir
dokusundaki hidroksiprolin igerigi ham doku hidroksiprolin igerigine gore daha fazla
cikmistir. Ayrica veriler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulundugu yapilan ANOVA
testi sonucuna gore de agikg¢a ortaya konulmustur (p<0,01).

Hidroksiprolin igerik analizi ile ilgili Novak ve ark. (2016) yapmis olduklar1 kikirdak
deseliilerizasyonu sonucunda ham doku hidroksiprolin igerigi, deseliilerize dokuya gore
daha diisiik oranda bulunmustur. Buna ek olarak Wilshaw ve ark. (2006) insan amniyotik
membranint hiicrelerinden arindirarak alternatif bir biyomalzeme gelistirmislerdir.
Gergeklestirdikleri bu c¢alismada hiicrelerinden arindirilmis amniyotik membran ve ham
doku amniyotik membrana ait hidroksiprolin igerik analizi yapilmistir. Sonuglar ham doku
amniyotik membran i¢in hidroksiprolin igerigi 34,70 pg/mg bulunurken hiicrelerinden
arindirilmis amniyotik membran igin hidroksiprolin igerigi 49,70 pug/mg bulunmustur. Bu
sonuglardan yola gikarak deseliilerize spinal kord hidroksiprolin igeriginin, ham doku spinal
kord hidroksiprolin igerigine gore artis gdostermesi literatiirde yapilmis olan ¢aligmalarla
benzer sonuclar elde ettigimizi gostermektedir. Bunun sebebinin ise deseliilerizasyon
sonrasi hiicresel igerigin ve ¢Oziiniir bilesenlerin kaybedilmesi sonucunda daha saf bir
malzeme elde ettigimizi gostermektedir (Novak ve ark., 2016). Sonug olarak deseliilerize
iskelede bulunan hidroksiprolin miktarinin birim agirh@ basina arttigi ve bdylece
hiicrelerinden arindirilmis spinal kord hidroksiprolin miktari, ham doku spinal kord

hidroksiprolin miktarina gore oransal agidan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4.6. SDS PAGE Analizi

Ham doku spinal kord, hiicrelerinden arindirilmis iskele, BSA ve sigan kuyrugu tip I
kollajenine ait spesifik bantlar %12’lik ayirma jeli ve %4’lik yiritme jeli ile
goriintiilenmistir. BSA, SDS-PAGE analizinde negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Sinir sisteminde bulunan fibroblastlar, ti¢lii a-helezonik konfigilirasyona sahip olan ve
yiiksek miktarda hidroksiprolin, prolin ve glisin igeren, hiicre dis1 yapisal protein ailesinden
olan kollajeni iiretirler. Sinir sisteminde fibril olusturan kollajen tip I, Il ve IV
bulunmaktadir. Bununla beraber bazal membranin yapisina katilan laminin, fibronektin
bulunur. Bazal membranin ana bileseni olan ve en dnemli non-fibril olusturucu kollojen tip
IV de sinir sistemi dokusunda yogun olarak bulunmaktadir. Bazal membran, igerisinde
birgok zengin bilesen barindirsa da kollajen tip IV, sinir hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in yapida

hem iskele hem de matrijel gibi islev gormektedir (Alovskaya ve ark., 2007; Wilshaw ve
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ark., 2006; Zhang ve ark., 2010). Ayrica kollajen tip IV 95 kDa iizerinde bant vermektedir
(Sutmuller ve ark., 1997).

Yapilan SDS-PAGE analizinde spinal kord dokusunda bulunan kollajen tip I, sican
kuyrugu tip I kollajeni ile kiyaslandiginda her iki dokuda bulunan kollajen tip I bantlar
goriilmekte ancak hiicrelerinden arindirilmis spinal kord ile karsilastiginda bu bantlarin
korunamadigi tespit edilmistir (Sekil 4.5). Coziiniir protein elde etmede kullandigimiz Gil-
Dones ve ark. (2009) tarafindan olusturulmus prosediir, modifiye edilerek, ham doku ve
hiicrelerinden arindirilmis spinal kord ornekleri iizerinde uygulanmistir. Sonug olarak
hiicrelerinden arindirma iglemi, ¢oziiniir proteinlerin kaybina neden olmus ve yapilan SDS-
PAGE analizinde deseliilerize dokuya ait bir protein bandi1 goriillmemistir. Benzer olarak,
Zhang ve ark. (2010) domuz interkostal sinirini, %0,1 SDS, %0,025 Tripsin, %3 Triton X-
100 ve %0,1 EDTA igeren ¢ozeltide hiicrelerinden arindirma islemine tabi tutmustur. Bu
islem sonucunda deseliilerize doku ve ham doku 6rnekleri 1 mg/ml proteaz enzimi igeren
0,01 M HCI ¢ozeltisi i¢inde sindirilmistir. Ardindan hazirlanan 6rneklere %12’lik jelde
SDS-PAGE analizi yapilmistir. SDS-PAGE analizi sonucunda deseliilerize doku ile ham
doku karsilastirildiginda, deseliilerize dokuya ait bazi bantlarin korundugu, bazi protein
bantlarinda ise kayip oldugu sonucuna varilmistir. Bunun altinda yatan sebeplerin; capraz
baglayicilarin bazilarinin az derecede de olsa girisim yapabilecegi, capraz baglama ile
yapinin yeterince parcalanamayip proteinlerin elde edilmesinin zorlugu ve bunlarin yani sira
hiicrelerinden arindirma islemleri i¢in kullanilan ¢ozeltilerin bazi protein-protein

etkilesimlerini bozup yapiya zarar verdigi diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2010).
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Sekil 4.5. Spinal kord ve hiicrelerinden arindirilmis spinal kord dokusuna ait SDS-PAGE

analizi

4.7. Mikro Mekanik Test

Hiicrelerinden arindirilmig spinal kord ve ham doku spinal kordun mekanik
ozelliklerinin belirlenmesi igin basma testi yapilmistir. Basma testinde, iki basma kafasi
arasina yerlestirilen numuneye sabit hizla artan bir basma yiikii uygulanmaktadir. Bu basma
yiikkii neticesinde, numune boyu siirekli kisalirken, numunenin kesit alanida siirekli
artmaktadir. Buna gore ¢apraz bagli hiicrelerinden armdirilmig biyoiskele ve ham doku
spinal kordun basma testi sonuglar1 incelendiginde deseliilerize iskeleler icin en yliksek
gerilim yaklasik 900 uN olurken ham doku i¢in yaklasik 180 uN olarak bulunmustur (Sekil

4.6). Yapilan mikromekanik analiz sonucu ile deseliilerize ¢apraz bagl iskelenin mekanik
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dayanimi ham dokuya gore oldukca yiiksek ¢ikmistir. Bu da yapilan g¢apraz baglama
islemlerinin yap1iy1 daha saglam ve dayanikli hale getirdiginin bir gostergesidir.

Mekanik test ile ilgili literatiirde Jiang ve ark. (2013) sigan spinal kordu %1 Triton X-
100 ve %1 Sodyum deoksikolat gibi kimyasallar kullanarak hiicrelerinden arindirmustir.
Ardindan hiicrelerinden arindirdig: spinal kord dokularini gluteraldehit ve genipin ile gapraz
baglamigtir. Capraz baglama sonrast yapilan mekanik test sonucu ile ilgili ham doku ve
hiicrelerinden arindirilmis spinal kord arasinda 6nemli bir fark bulunmadig tespit edilmistir.
Anisimova ve ark. (2015) kemik doku defektlerinin tedavisi i¢in hayvansal doku kaynakli
dirsek kemigini hiicrelerinden arindirmislardir. Sonrasinda ham doku ve deseliilerize
dokunun mekanik 6zelliklerini belirlemek ig¢in mekanik test analizi yapilmis ve analiz
sonuclarina gére ham doku i¢in en yiiksek gerilim 125 megapaskal bulunurken deseliilerize
dokuda en yiiksek gerilim 129 megapaskal olarak bulunmustur (Anisimova ve ark., 2015).
Elde edilen bu sonuglarda deseliilerize ve ham doku arasinda mekanik 6zellikler agisindan
onemli bir fark olmadig1 ortaya konmustur. Deeken ve ark. (2011) yapmis oldugu baska bir
calismada ise domuz tendonunu %1 Tri-n-butil fosfat (v/v) kullanarak hiicrelerinden
arindirmistir. Ardindan karbodiimid ¢apraz baglayici kullanilarak diisiik oranlarda ¢apraz
baglama islemleri gergeklestirilmistir. Ham doku ve hiicrelerinden arindirilmis dokuda
yapilan mekanik test sonucu ham doku i¢in %29,60 olarak bulunurken hiicrelerinden
arindirilmis iskele i¢in %72,70 olarak bulunmustur. Yapilan basma testi sonuglari, Deeken
ve ark. (2011) yapmis oldugu mekanik test sonuglart ile karsilastirildiginda benzer sonuglari
elde ettigimizi ve ¢apraz baglama islemlerinin dokunun mekanik 6zelliklerini degistirmede
onemli rol oynadigi tespit edilmistir. Kullanilan ¢apraz baglayicilarin 6zellikleri, ¢apraz
baglama siiresi, dokunun mekanik 6zelliklerini etkileyerek dayanikliligini arttirmakta ve

yapty1 daha saglam bir hale getirmektedir (Anisimova ve ark., 2015; Deeken ve ark., 2011).
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Sekil 4.6. Spinal kord ve hiicrelerinden arindirilmis ve capraz bagh spinal kord iskelesine ait

mikro mekanik test sonucu
4.8. Biyoiskelelerin Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Deseliilerize spinal kord iskeletinin ayrintili kimyasal karakterizasyonu i¢in FT-IR

spektroskopisi kullanilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Deseliilerize Spinal Kord FT-IR Spektrumu

Deseliilerize spinal kord iskelesi i¢in yapilan FT-IR analizinde, 1731 cm™ pikinde
C=0 baglarinin gerilme titresimleri, 1634 cm™ ve 1540 cm™ pikleri ise sirastyla amid I, amid
I1 (C-N) bandina aittir. 1425 cm™, 1225 cm™ piklerinde ise sirayla & [(CH2)], (PO2) bantlar
gelmistir. Bu sonuglar, omurilik yaralanmalarini arastiran Tamosaitye ve ark. (2015) yapmis
olduklart sigan omuriligi FT-IR spektrumu ile benzer sonuglar elde ettigimizi gostermistir.
Spinal kord dokusunun en belirgin bantlarmin (proteinler ve polipeptid) karakteristik
titresimleri, 1634 cm™ amid | ve 1540 cm™ amid IT band1 olarak tespit edilmistir. Ayrica
spinal kordun miyelinlenmis néronlardan olusan dis tarafi beyaz maddeyi igerdiginden, 1731
cmt ve 1225 cm™'de lipit ile iliskili bantlar goriilmiistiir (Tamosaityte ve ark., 2015).

Ham doku ve deseliilerize spinal kord iskelesinin TGA sonuglar1 Sekil 4.8 ve Sekil

4.9°de verilmistir.
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Sekil 4.8. Ham doku spinal kord iskelelerin TGA egrisi

Olgiimler sirasiyla 600 °C ve 800 °C’ye kadar azot ve oksijen atmosferi altinda
gerceklestirilmistir. Ham doku igin kiitle kayb1 suyun yapidan ¢ikarilmasi ile baslar ve
ardindan proteinlerin termal bozunmasi seklinde devam etmektedir. Ham doku spinal kord
yapisal olarak bagli olan suyunu, yaklasik 50-90 °C sicaklik araliginda kaybetmektedir.
Termal bozunma sicakligi ise 210-400 °C arasinda degismektedir. Bu aralikta ham doku

agirhginin yaklagik %57-64 kaybetmistir.
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Sekil 4.9. Hiicrelerinden arindirilmis spinal kord iskelelerin TGA egrisi

Olgiimler sirastyla 600 °C ve 800 °C’ye kadar azot ve oksijen atmosferi altinda
gerceklestirilmistir. Hiicrelerinden arindirilmis iskele igin kiitle kaybi iki basamakta
gerceklesmektedir; ilk olarak suyun yapidan ¢ikarilmasi ve ardindan proteinlerin termal
bozunmasiyla devam etmistir. Hiicrelerinden arindirilmis iskele yapisal olarak bagli olan
suyunu, yaklagik 50-90 °C sicaklik araliginda kaybetmektedir. Termal bozunma sicakligi
240 ila 375 °C arasinda degismektedir ve bu bozunma iskelenin biiytik bir kismmi tegkil
eden yapidaki proteinlerin bozunmasi ile ilgilidir. Bu aralikta, iskele agirliginin yaklasik
%45-50’sini kaybetmektedir. Sonug olarak, termal bozunma beklendigi gibi gerceklesmistir.
Hem hiicrelerinden arindirilmis iskele hem de ham doku i¢in termal dayanimlarin benzer

oldugu sonucuna varilmastir.

4.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

IAMKH’ler satin alinan kok hiicre ¢ogaltma vasatinda (P6-P8) cogaltilmistir.
IAMKH’lerin mikroskobik goriintiileri Sekil 4.10°da gosterilmistir. iAMKH’lerin T75
kiltlir plastigine tutundugu ve mezankimal kok hiicreler i¢in karakterislik bir 6zellik olan
igsi morfolojileri goriilmektedir (Sekil 4.10 (A)). Coklu soy farklilagtirma calismasi igin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyon c¢alismalari gercgeklestirilmistir.

Farklilastirma c¢alismalar1 indiiksiyon kosullarina gore dizayn edilmistir. Indiiksiyon
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calismalarinda kitler kullanilmis ve indiiksiyon sonrasi farklilasma diizeyleri histokimyasal
olarak karakterize edilmistir (Sekil 4.10). IAMKH’ler basarili bir sekilde farklilagtirilarak
her hiicre tipi histolojik boyamadan sonra kendi spesifik 6zelliklerini gdstermistir (Sekil 4.10
(A)). Sekil 4.10 (B)’de 14 giiniin sonunda kok hiicrelerin adipojenik farklilagsmasi
incelendiginde kiiltliir plastigi ylizeyini kaplayan hiicreler tarafindan {iretilen yag
damlaciklar1 gézlemlenmistir. Sekilde 4.10 (C)’de goriildiigii gibi adipogenezis, 14. giiniin
sonunda Oil Red O boyamasi ile karakterize edilmis ve adiposit/pre-adiposit hiicreleri
tarafindan iretilen yag damlaciklart boyanmistir. 21. giin sonunda olusan osteojenik
farklilagma, Alizarin Red S boyamasi ile karakterize edilmis ve osteosit/osteoblast hiicreleri
tarafindan dretilen kalsiyumun boyandigi gézlemlenmistir (Sekil 4.10 (D)). 28. giiniin
sonunda kondrojenik farklilagsma tamamlanmis ve ardindan Safranin O ve Alcian Blue 8gx

(Safranin O (Sekil 4.10 (F) ve Alcian Blue 8gx (Sekil 4.10 (G)) boyamasi yapilmustir.
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Sekil 4.10. Kok hiicrelerin in vitro ¢oklu-soy farklilasma kabiliyetlerinin histolojik
analizlerle belirlenmesi Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (A), adipogenezis; oil red
O ile boyamas1 (B, C), osteogenezis; alizarin red S ile boyamasi (D, E), kondrogenezis;

safranin O boyamasi (F) ve alcian blue 8gx boyamasi (G).
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IAMKH’ler ¢oklu soy farklilasmasi tamamlandiktan sonra hiicrelerinden arindirilmis
spinal kord iskeleleri iizerine ekilmistir. iskele iizerindeki hiicre canlilig: ve proliferasyonu
3.,7. ve 10. giinlerde yapilan MTT testi ile belirlenmistir. Sekil 4.11’deki MTT grafigi
incelendiginde hiicrelerinden arindirilmis iskele iizerinde giinden giine hiicre
proliferasyonunda bir diisiis meydana geldigi goriilmiis ancak iskelelerin herhangi bir
sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir. Hiicre proliferasyonunda goriilen bu diisiis
yapilan ANOVA testi sonucunda da istatiksel olarak birbirinin aynisi oldugu sonucuyla
desteklenmektedir. Ayrica iskelelerin MTT reaktifi ile boyanmis mikroskobik ve
makroskobik fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 4.12). Sekil 4.12°de formazan kristallerinin mor
renginin siddeti makroskobik iskele fotograflari ile iskele i¢indeki hiicre canliligi ise
mikroskobik fotograflarla desteklenmis ve sonug olarak iskelelerde 3,7 ve 10 giin boyunca

hiicre canlilig1 agik bir sekilde goriilmektedir.

| i *p<0,05
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Sekil 4. 11. Deseliilerize biyoiskeleler iizerinde iAMKH’lerin 3., 7. ve 10. giinlerdeki

cogalma ve canlilik diizeyleri
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Sekil 4.12. Deseliilerize biyoiskeleler izerinde iIAMKH’lerin 3, 7 ve 10. giinlerdeki ¢ogalma

ve canlilik diizeylerinin makro ve mikro fotograflari

Hiicre kiiltiirii galigmalari ile ilgli olarak literatiirde Jiang ve ark. (2013) si¢an spinal
kordu %1 Triton X-100 (v/v) ve %1 Sodyum deoksikolat (w/v) gibi kimyasallar kullanarak
hiicrelerinden arindirma islemi uygulamistir. Ardindan deseliilerize dokular1 gluteraldehit ve
genipin ile capraz baglamistir. Capraz baglama sonrasinda hiicrelerinden arindirilmis
iskelelere sican MKH’ler ekilmis ve iskelelerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi
aragtirtlmistir. Gluteraldehit ile yapilan ¢apraz baglama, MKH’ler iizerinde oldukga yiiksek
bir sitotoksik etki gostermistir. Genipinin ile ¢apraz baglanmis iskelede MKH’ler iskele igine
penetre olmuslardir. Ayrica genipinin diisiik sitotoksisitesi sayesinde iskele {izerine ekilen
MKH’lerin, 7 giin i¢inde in vitro ortamda hiicre proliferasyonun da arttig1 goriilmiistiir.

Dolayisiyla, genipin ile ¢apraz bagli sinir doku iskeleleri, doku miihendisligi uygulamalari
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i¢in uygun bir biyomalzeme oldugu belirlenmistir (Jiang ve ark., 2013). Ayni sekilde Deeken
ve ark. (2010) domuz tendonunu %21 Tri-n-butil fosfat (v/v) kullanarak hiicrelerinden
arindirmis ve sonra deseliilerize tendonu diisiik oranlarda karbodiimid ¢apraz baglayici
kullanarak, capraz baglama islemleri gergeklestirmislerdir. Bu islemin ardindan L 929 sigan
fibroblast hiicreleri, deseliilerize ve ham doku {izerine ekilerek 3 giin sonunda hiicre canlilig
Flow sitometrisi ile belirlenmistir. Flow analizi sonucu kontrol gruptaki hiicre canliligi %86
+8, ham dokudaki hiicre canliligt %72 + 4 ve hiicrelerinden arindirilmis olan dokuda %9 +
3 olarak bulunmustur. Istatiksel olarak da bu sonuglarin birbiriyle ayni oldugu hiicre
canliliginda 6nemli bir fark olmadig: bildirilmistir (Deeken ve ark., 2010). Yapilan baska
bir calismada Caron ve ark. (2016), i¢inde karbomer, agoroz, polietilen glikol ve arginin-
asparagin-glisin - aminoasitlerini igeren bir hidrojel gelistirmislerdir. iMKH’lerin
biyomalzeme fiizerine tutunmasini, gelistirdikleri farkli hiicre ekim yontemleriyle
degerlendirmislerdir. Ilk olarak liyofilize halde olan biyomalzeme iizerine iMKH’lerin
ekimi yapilmis, diger yontemde ise jel halindeki biyomalzemeye iMKH’ler eklenip
karistirilmis ve ardindan hiicre canlilik testi yapilmistir. Bu iki farkli yontem sonucunda
iIMKH'ler jel formunda yiiklenen biyomalzemede 1,7,14 ve 21 giin boyunca hiicre
proliferasyonu giinden giine artis gosterirken, liyofilize halde hiicre ekimi gergeklestirilen
biyomalzemede; 1-7. giin arasinda azda bir diisiis gosterirken 7-14. giinlerde hiicre canlilig
artmistir. Ancak 14- 21. glinden sonra hiicre canliliginda kayda deger bir azalma meydana
gelmistir. Boylece hidrojel formunda olan biyomalzemelerinin hiicre canliligin1 daha ¢ok
destekledigi ortaya konulmustur. Ayrica liyofilize halde hiicre ekimi yapilan
biyomalzemenin yeterince hiicre canliligini destekleyememesinin sebebi yapinin mekanik
ozellikleri ile ilgili (liyofilize) oldugu ve dolayisiyla hiicrelerin iskeleye yeterince niifuz
edemedigini gostermektedir. Ancak liyofilize halde kullanilan bu tip biyomalzemelerin in-
situ ortamda olabilecek ¢evresel dejenerasyonlara karsi hem iskele i¢inde bulunan hiicrelere
hem de iskelenin kendi yapisini koruyabilmede bir savunma mekanizmasi olarak pozitif bir
katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bu 6zelligi ile de liyofilize biyomalzemelerin kullanilabilir
oldugu yapilan calismalarla desteklemistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilablecek bu
iki farkli formdaki biyomalzemelerin farkli yontemler gelistirilerek siirdiiriilebilir ve umut
verici stratejiler olacagi ortaya konmustur (Caron ve ark., 2016). Yapilan baska bir
calismada Ban ve ark. (2017), si¢an spinal kordunu %3 Triton X-100 (v/v) %0,02 trypsin
(w/v), %0,05 EDTA (w/v) gozeltileri yardimiyla hiicrelerinden arindirmiglardir. Sonrasinda
sicandan izole ettikleri noron hiicrelerini deseliilerize spinal kord iizerine ekmislerdir. izole

edilen noron hiicrelerinin biiyiime egrisi sonucunda 1-4 giin i¢inde ndron hiicreleri sayisinda
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artts meydana gelmektedir. 5. giinde ndron sayis1 maksimuma ulagmistir. 5. glinden sonra
hiicre bliylimesi sabit kalmig, 7. glinden sonra hiicre sayisi azalmaya baslamistir.
Hiicrelerinden arindirilan spinal kord iskelesi iizerine ekilen noron hiicreleri MTT testi ile
hiicre canliligi belirlenmistir. N6ronlarin iskele {izerindeki hiicre canliligi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda belirgin bir fark olmadig1 hiicrelerin iskeleyi tamamen doldurdugu tespit
edilmistir (Ban ve ark., 2017). Ayrica Tukmachev ve ark. (2016) domuz spinal kordunu
hiicrelerinden arindirilarak hidrojel formuna getirilmis ardindan biyoiskeleleri insan kordon
kani hiicreleri ile etkilestirerek in vitro ortamda hiicre canlilig1 ve proliferasyonu ile ilgili bir
calisma gerceklestirmistir. Yaklasik 500,000 hiicre/kuyucuk ekilen kiiltiirde 1-3 giin arasi
hiicre canliliginda artig gozlenirken 3-7 giin arasinda duragan kalan kodon kan1 kok hiicreleri
7. giinden sonra azalmaya baslamis ve 14. giin hiicrelerin kaydadeger bir sekilde azaldigi
sonucuna varilmistir. Sonug olarak yapilan MTT testi, literatiirde yapilan bu ¢alismalarin
sonuglari ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarin, literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu
oldugu ve deseliilerize sinir greftinin hiicreler lizerinde toksik etki gostermedigi tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak MTT testinde giinlere bagli olarak meydana gelen azalmanin
nedeni, kok hiicrelerin iskele iginde farklilastigini ancak kok hiicre besiyerinin farklilagsan
noron/noéroblast hiicrelerini belirli bir asamaya kadar hayatta tutabildigini gostermektedir.
Bunun i¢in de ndron/ndroblast hiicreler i¢in 6zel besiyerleinin kullanilmasi gerektigi
ongoriilmektedir. Sonu¢ olarak hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin daha ileriki

calismalarla arttirilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.10. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

Hiicrelerinden armdirimis iskele tizerine ekilen iAMKH'ler 3.,7. ve 10. gin SEM
mikrograflar1 ¢ekilmistir. SEM analizi, hiicrelerin iskele iizerinde tutunmasi, morfolojisi ve
yogunlugunu tespit etmede 6nemlidir. Ham doku spinal kord biyoiskelesi ile hiicresiz
deseliilerize capraz bagli biyoiskelenin SEM mikrograflar1 incelendiginde aralarinda
belirgin bir fark bulunmaktadir (Sekil 4.13). Ham doku spinal kord iskelesinde bulunan
cesitli bilesenler, hiicresel kalintilar; capraz baglama ve hiicrelerinden arindirma islemi
sonrasinda yapidan uzaklastirilmistir. Boylece yap1 kompakt bir halden ¢ikip gézenekli bir

biyoiskele formuna doniigsmiistiir.
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Sekil 4.13. Ham doku (a) ve deseliilerize capraz bagli biyoiskele (b)

SEM mikrograflarinda ham doku spinal kord biyoiskelesi yilizeyinde bazi kalintilar
goriilmiis ve bunlarin kimyasal olarak belirlenebilmesi icin EDX analizi yapilmistir. Sekil
4.14’de goriilen EDX analizi sonucunda ylizeyde bulunan ¢ubuksu kalintilarin NaOH
kristalleri oldugu sonucuna varilmistir. Yiizeydeki bu kristal kalintilarin sebebi, spinal kordu
biyoiskele haline getirirken 0,1 M NaOH ¢6zeltisi ile homojenizasyon islemine maruz
birakilmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica EDX analizinde kullanilan ham doku spinal
kord iskelesi organik kaynakli oldugundan, karbon ve oksijenin kiitlece yiizdesi en yiiksek
cikmistir. Karbon ve oksijenden sonra sodyumun pikinin en yliksek ¢ikmasida yapida NaOH

kristallerinin bulundugunun bir gostergesidir.

Sekil 4.14. (¢) EDX analizi SEM goriintiisii (d)EDX spektrumu

Hiicresiz deseliilerize ¢apraz baglh biyoiskelenin SEM mikrograflari incelendiginde

capraz baglama ve hiicrelerinden arindirma islemi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Ayrica hiicresiz biyoiskele hiicrelerin tutunmasi i¢in yeterli gozeneklilikte oldugu
gorilmiistir.

Deseliilerize spinal kord iskelelerin ideal sekilde capraz baglanip uygun
gozenekliligin saglanmasiyla, fizyolojik tampon ortaminda dagilmadan dayanikli halde
kalmasin1 saglanmistir. Bu sayede hiicreler, iskele iizerinde metabolik atiklarini rahatca
uzaklastirmakla beraber hiicre adezyonu, migrasyonu ve proliferasyonu da tetiklenmektedir
(Sezgin Arslan, 2017). Bu amagla gergeklestirilen ¢apraz baglama ve liyofilizasyon islemleri
sonucunda gdzeneklilik, SEM analizleriyle c¢esitli biiyiitmelerde gozenek c¢ap1
hesaplanmistir. Sekil 4.15 incelendiginde deseliilerize spinal kord iskelelerin homojen ve
olduk¢a gbzenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Ham doku ve deseliilerize
iskelelerin gozenek caplar1 X750 biiyiitmede 6 fakli bolgeden 6lgiim alinarak belirlenmistir.
SEM gozeneklilik testi sonucunda gozenek ¢apr ortalama 18,67 um olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.15). Hiicrelerinden arindirilmis spinal kord iskeleleri gozenekli yapisi ile etkin hiicre
baglanmasin1 saglayan agst bir morfolojide oldugu goriilmektedir. Sekil 4.15 SEM
analizinden de anlagilacagi ilizere X750 biiylitmede alinan mikrograflar ¢apraz bagh
deseliilerize spinal kord iskelelerine genel bir bakis sunmaktadir. Capraz bagh deseliilerize
iskeleler tizerine ekilen iAMKH’ler 3,7 ve 10 giin boyunca gozenekli iskelenin tiim
yiizeylerini kaplamistir (Sekil4.16) (Sekil 4.17). SEM mikrograflari ile goriintiilen iskelenin
mikromimarisi incelenmistir. iskelelerin gézenek ¢aplarinin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi
i¢in ideal olabilecegi belirlenmistir. Iskelelerde bulunan gozeneklilik ne oranda fazlaysa
hiicre infiltrasyonu da bu oranda arttig1 diisiiniilmektedir (Lu ve ark., 2004). Ciinkii iskelede
gozenekliligin artmasiyla o bolgede yogun bir hiicre gocii meydana gelmektedir. Hiicre gogii
meydana gelen gozenekli iskelede, hiicrelerin proliferasyonuda artmaktadir. Bu sebeple
capraz baglama ve gozeneklilik, hiicre infiltrasyonu i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Diisiik
gozeneklilik ile azalan hiicre gogli, iskelenin biyobozunurlulugunu da azaltmaktadir. Bu
sekilde elde edilen iskele, ideal bir doku miihendisligi iskelesinin &zelliklerinide

tastmamaktadir.
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Sekil 4.15. Capraz bagh hiicrelerinden arindirilmig biyoiskelenin gézenekliliginin x750

biiylitmede SEM ile belirlenmesi
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Sekil 4.16. Capraz bagli hiicrelerinden arindirilmis hiicresiz biyoiskelelerin SEM goriintiisii
(A) x250, (B) x750, (C) x1500 biiylitme. iAMKH’lerin biyoiskele iizerinde 3.gliin SEM
mikrograflart (D) x250, (E) x750, (F) x1500 biyiitme. 7.giin iAMKH'lerin biyoiskele
tizerinde SEM goriintiisii (G) x250, (H) x750, (I) x1500 biiylitme. Hiicreli biyoiskelelerin
10.giin SEM mikrograflar (J) x250, (K) x750, (L) x1500 biiyiitme.
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Sekil 4.17. Capraz bagli hiicrelerinden arindirilmig hiicresiz biyoiskelelerin SEM goriintiisii
(M) x2500, (N) x5000 biiyiitme. iIAMKH’lerin biyoiskele iizerinde 3.glin SEM mikrograflari
(0) x2500, (N) x5000 biiyiitme.7. giin iAMKH'lerin biyoiskele {izerinde SEM goriintiisii (R)
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x2500, (S) x5000 biiyiitme. Hiicreli biyoiskelelerin 10.giin SEM mikrograflar1 (T) x2500,
(U) x5000 biiyiitme.

4.11. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Karakterizasyon

Ham doku spinal kord, deseliilerize ¢apraz bagl iskeleler ve IAMKH ekilmis iskeleler
histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak karakterize edilmistir (Sekil 4.18) (Sekil
4.19) (Sekil 4.20) (Sekil 4.21) (Sekil 4.22) (Sekil 4.23). Deseliilerize spinal kord
iskelelerinde herhangi bir hiicre varligina rastlanmamistir. Bu sonuglar da DNA igerik
analizi ve agaroz jel elektroforezi analiz sonuglarii desteklemektedir. Boylece iskelelerin
basarili bir sekilde hiicrelerinden arindirildigi kanitlanmistir. 3.,7. ve 10. giinlerde yapilan
histokimyasal =~ (Hematoksilen Eozin, Toluidin Blue, Nissl Boyamasi) ve
immiinohistokimyasal (GFAP, Norofilament, S100) analiz sonuglarinda, hiicrelerin iskeleye
tutundugu ve iskele icinde bazi1 bolgelerde hiicre yogunlugunun fazla oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar, yapilan SEM analizi ile de desteklenmistir.

Ham Doku Islenmemis Deseliilerize Capraz Bagh
Spinal Kord H&E Boyamas: Spinal Kord H&E Boyamas:
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Sekil 4.18. Ham doku, deseliilerize ¢apraz bagl iskele ve hiicreli iskelelerin Hematoksilen

Eozin boyamasi
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Ham Doku Islenmemis Deseliillerize Capraz Bagh
Spinal Kord Toluidin Biue Boyamasi Spinal Kord Toluidin Blue Boyamasi

L INE g oV

Toluidin Blue Boyamasi Toluidin Blue Boyamas: Tolwidin Blue Boyamas
Sekil 4.19. Ham doku, deseliilerize ¢apraz bagli iskele ve hiicreli iskelelerin Toluidin Blue

boyamast

Ham Doku islenmemis Deseliilerize Capraz Bagh
Spinal Kord Nissl Boyamasi Spinal Kord Nissl Boyamast
 ATE I g . " ‘

3.Giim Nissl Boyamasi 7.Giin Nissl Boyamasi 10.Giin Nissl Boyamas:

Sekil 4.20. Ham doku, deseliilerize ¢apraz bagli iskele ve hiicreli iskelelerin Nissl boyamast
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Deseliilerize Capraz Bagh
Spinal Kord GFAP Boyamasi

Ham Doku Islenmemis
Spinal Kord GFAP Boyamasi
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deseliilerize ¢capraz bagli iskele ve hiicreli iskelelerin GFAP boyamasi

Sekil 4.21. Ham doku,
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Ham Doku islenmemis Spinal Kord  Deseliilerize Capraz Bagh Spinal
Norofilament Boyamasi Kord Nérofilament Boyamasi
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Sekil 4.22. Ham doku, deseliilerize ¢capraz bagh iskele ve hiicreli iskelelerin Norofilament

boyamasi
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Ham Doku Islenmemis Spinal Kord Deseliilerize Capraz Bagh Spinal
S 100 Boyamasi Kord S 100 Boyamasi
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Sekil 4.23. Ham doku, deseliilerize ¢apraz bagli iskele ve hiicreli iskelelerin S100 boyamasi

98



BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Doku ve organ ihtiyacinin her yil diinyada artmasi ve uygun dondr bulunamamasi
doku miihendisligine olan ilgiyi arttirmaktadir. Doku miihendisligi hastalik ya da travma
sonucu, kaybedilmis/hasarli doku ve organlarin tedavisi ic¢in hiicresel biyoloji,
biyomalzemeler ve miihendislik bilimlerini kullanarak hiicreler, iskeleler ve biyoaktif
molekiillerin kombinasyonlarmin bir arada oldugu multidisipliner bir alandir. HDM’in son
yillarda doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanindaki kullanim1 oldukg¢a popiiler olmustur.
HDM, bir doku veya organin yerlesik hiicrelerini barindirarak yapisal ve islevsel rollere
hizmet etmektedir. HDM, hiicre popiilasyonu ile dinamik bir denge halindedir. Ayrica doku
ve organlarin degisen ¢evresel kosullarmna cevap vermektedir. Doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilan biyomalzemeler de dogal HDM’in yapisini taklit
etmede kullanilmaktadir. Bu malzemelerde, dogal veya sentetik kaynakli olarak farkli alt
dallara ayrilmaktadir. Dogal veya sentetik kaynakli biyomalzemelerin kullaniminda bazi
avantaj ve dezavantajlar bulunmaktadir. Ornegin immiinojenite, doku uyusmazliklari,
biyobozunma ve isleme zorlugu gibi dezavantajlar bunlarin baslica olanlaridir. Bu konuda
yapilan caligmalar son yillarda hiz kazanmis olup yeni alternatif ¢calismalar yapilmaktadir.
Sinir doku miihendisliginde yapilan ¢alismalarda otolog greft kullaniminda meydana gelen
kisitlamalar (ikincil ameliyat ve enfeksiyon riski) sonucu allogreflere olan ilgi artmustir.
Ancak allogreflerde meydana gelen dondr saha morbiditesi, doku uyusmazligi/reddi,
enfeksiyon riski gibi problemler allogreft kullaniminida smirlandirmigtir. Bilim insanlari
yapilan bu caligmalara ek olarak hiicrelerinden arndirilmis doku temelli matriksleri son
donemde yaygin bir sekilde kullanmaktadir. Bu sayede elde edilen HDM, dogal HDM’e en
yakin Ozellikte olmaktadir. Ayrica bu sekilde elde edilen biyomalzemelerde doku
uyumsuzlugu, enfeksiyon riski gibi problemler en aza indirilmektedir. Hiicrelerinden
armdirilmig HDM, hasarli doku veya organa implante edildiginde o bdlgenin onariminda,
yenilemesinde ve hiicrelerin tutunmasinda gorev almaktadirlar.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak gergeklestirilen tez ¢alismasinda; sigir kaynakli spinal
kord dokusu 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile homojenize edilerek biyoiskele haline getirilmistir.
Ardindan iskelelerin dayanikliligini arttirmak amactyla NHS-EDC ile g¢apraz baglama
islemleri yapilmistir. Capraz baglama isleminin ardindan iskelelerin mekanik dayanim
kazandig1, tampon/deterjan ¢ozeltisi i¢erisinde parcalanmadigi ve hiicre kiiltiirti caligmalar1

icin de uygun saglamlikta oldugu gbézlemlenmistir. Bu basamaktan sonra 8 farkli yontem
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denenerek hiicrelerinden arindirma islemi gergeklestirilmistir. 8. Yontemde; i¢inde %1 SDS
bulunan hipertonik ¢ozelti iginde 72 saat ¢galkama islemine maruz birakilmistir. Ardindan 2
giin boyunca ultra saf su ile yikanmiglardir. Sonrasinda iskeleler tamponda hazirlanmig
DNAaz ve RNAaz ¢ozeltisi i¢inde 37,5 °C’da 24 saat boyunca muamele edilmistir. Bu
islemin ardindan 2 giin ultra saf suda yikanan iskeleler etanol-perasedik asit igeren ¢ozeltisi
ile 5 saat boyunca dekontaminasyon islemine tabi tutulmus ve sonrasinda ultra saf su ile
yikanmistir. Ardindan iskeleler liyofilize edilmistir Hiicrelerinden arindirilma islemi gesitli
deterjan enzimler kullanilarak %86,57 oraninda DNA igeriginin azaltilmasiyla etkili bir
deseliilerizasyon islemi yapilmistir. Islenmemis ham doku ve hiicrelerinden armdirilmis
spinal kord i¢in DNA igerik analizi, agaroz jel elektroforezi, SDS-PAGE, glikozaminoglikan
analizi ve hidroksiprolin testi gibi ¢esitli yontemler kullanilarak karakterize edilmistir.
Hiicrelerinden arindirilmis biyoiskelelerin ve ham dokunun mekanik dayinimini belirlemek
icin mikro mekanik test, fizikokimyasal karakterizasyonlari i¢in TGA, FTIR analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucunda iskelelerin mekaniksel dayanimlarinin in vitro ortamda
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Spinal kordun dogal yapisi, zayif ve yogun bir
matrikse sahip oldugundan gapraz baglama ve deseliilerizasyon islemleri, tretilen 3D
iskeleye pozitif bir katki saglamistir. Ancak iskelelere ¢ok fazla ¢apraz baglama islemi
yapilmasi sonucunda, hem hiicrelerinden arindirma islemi i¢in (kimyasallarin yap1 i¢inde
birikip iskeleden disar1 ¢gitkamamasi) hem de iskelelerin in vitro sartlarda hiicreler {izerinde
yaratacagi olumsuz durumlar g6z oniine alindiginda (hiicrelerin yapiya nufiiz edememesi,
hiicre adezyonu ve migrasyonunda problemler yasanmasi) en uygun capraz baglama
yontemi tercih edilmelidir. Aksi takdirde gozenek caplari hiicrelerin tutunamamasina,
yapinin su tutma kapasitesinin diigmesine neden olur. Bu sonuglarin ger¢eklesmesi halinde,
hiicreler iskele i¢ine giremeyerek gerekli faaliyetleri gosterememektedir. Bu yiizden asir1
capraz baglama yontemlerinden de kaginilmasi gerekmektedir. Ayrica biyoiskele olugturma
asamasinda kullanilan 0,1 M NaOH ¢o6zeltisi, spinal kordun yapisinda bolca bulunan
bulunan lipidler (fosfolipid ve galaktolipidleri) i¢in 1y1 bir solvent oldugu diisiiniilmektedir.
Bunun disinda kullanilan 6rnegin asidik ¢ozeltilerde, yap1 yeterince ¢oziinememekte ve
siispanse halde kalmaktadir. Asidik cozeltilerin kullanilmasiyla gelistirilen biyoiskelede
olumsuz durumlar (liyofilizasyon sonrasi ¢dkeme, yapinin hidrofobik hale gelmesi)
meydana gelmektedir. Bu sebeple spinal kord homojenizasyonu i¢in asidik ¢ozeltiler uygun
olmamaktadir. Bu dogrultuda gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicrelerinden
arindirilmig biyoiskeleler tizerine IAMKH’ler ekilerek in vitro kosullarda hiicre canlilig1 ve

proliferasyon Kkapasitesi belirlenmistir. Ayrica iAMKH’ler ile ¢oklu soy farklilasma
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calismalarida yapilmistir. Bu calismalar sonucunda iAMKH’ler basarili bir sekilde
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik soylara farklilastigi, yapilan boyama ¢aligmalari ile
gosterilmistir. Hiicrelerinden arindirilmis iskeleler tizerine 300,000 hiicre/iskele olacak
sekilde iAMKH’ler ekilmistir. Iskele iizerindeki iAMKH’lerin hiicre canlilig1 3., 7. ve 10.
giinlerde yapilan MTT testi ile belirlenmistir. Yapilan MTT testi sonucunda hiicre
canliliginda az da olsa bir diisiis goriindiigii ancak istatiksel olarak bir fark olmadig:
sonucuna varilmistir. Ayrica biyoiskelelerin herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi tespit
edilmistir. Deseliilerize iskelelerin morfolojik olarak karakterizasyonunda gozeneklilik gap1
cesitli biiyiitmelerde yapilan SEM analizleri ile belirlenmistir. Ayrica 3.,7. ve 10. giin i¢in
yapilan SEM analizleri sonucunda iskelenin mikromimarisi incelenmistir. iskele {izerine
ekilen iIAMKH’ler gozenekli bir yapiya sahip olan iskelenin tiim yiizeylerini kaplamistir.
SEM mikrograflar1 ile goriintiilen iskelelerin gbzenek c¢aplarmin hiicre tutunmasi ve
cogalmasi icin ideal olabilecegi belirlenmistir. Bununla beraber deseliilerize iskele ham
doku iskele ile karsilastirildiginda, ¢apraz baglama ve hiicrelerinden arindirma yontemleri
basarili bir sekilde gergeklestirilmis ve hiicreler iskeleyi kaplamislardir. Yapilan analizler
sonucunda, hiicrelerinden arindirilmis spinal kord iskeleleri tek basina klasik kiiltiir sartlar
(%10 Fotal Sigir Serumu, %1 L-glutamin, %21 penisilin-streptomisin ve %88 DMEM yiiksek
konsantrasyonda glikoz iceren) altinda noroindiiktif etki gostermedigi gériilmiistiir. Ancak
yapilan histolojik analizler sonucu klasik kiiltiir sartlarinda iskelelerin bazi boélgelerinde
hiicre yogunlugunun fazla oldugu ve bu boélgelerde bulunan hiicrelerin kiiresel formda
kaldig1 goriilmiis, buna ek olarak hiicrelerin kiimelenmeye dogru gittigi gozlemlenmistir.
Hiicrelerin kiiresel formda olmasi ‘‘ndrogenezis’’ adi verilen noronal gelisim evresi i¢in
onemlidir. Hiicrelerin daha ileriki asamalara giderek astrosit, oligodendrosit ve glial hiicreler
gibi olgun sinir hiicresine doniigebilmesi i¢in 6zel nérobazal medyum ve biiyiime faktorleri
iceren besiyerleri tercih edilebilir. Bu bulgular 1s18inda hiicrelerinden arindirilmis spinal
kord biyoiskelelerin sinir doku miihendisliginde kullanilan esdeger biyomalzemelere kiyasla
daha 1iyi bir noroindiiktif etki gosterebilecegi tahmin edilmektedir. Bu da ileri ¢alismalarla
mutlaka desteklenmelidir. Sonug¢ olarak gelistirilen ¢apraz bagli ve hiicrelerinden
arindirilmis biyoiskelelerin sinir doku miihendisligi uygulamalari ig¢in Kkullanilabilecek

potansiyel bir biyomalzeme oldugu diisiintilmektedir.
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