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Anodik aliminyum oksit (AAO) membranlar biyomedikal miihendisliginin bir¢ok
uygulama alaninda fiziksel ve kimyasal avantajlari nedeniyle 6n plana ¢ikan seramik
bir malzeme grubudur. Bu tez kapsaminda, AAO membranlar doku miihendisligi ve
biyosensor uygulamalar1 acisindan ele alinmistir. Tezin ilk kisminda AAO
membranlarin néroelektrot olma potansiyelleri arastirilmistir.  Sonuglar, iletken 100
nm AAO (CAAO) membranlarin sinir gelisimini, farklilasmasini iletken 250 nm AAO
membranlara nazaran tetikledigini gostermistir. Dahasi, 100 nm AAO membranlar,
membranlardaki sinir bilyime faktorlerinin kontrollii salim parametreleri kontrol
edilirse ndro-elektrot ylizeyi olma potansiyeline sahiptir.

Ayrica, membranlar Alzheimer proteinlerinin tespiti i¢in faydalanilan Raman aktif
polikarbonat filmlerin iiretiminde kalip olarak kullanilmistir. Caligmalar 20 nm Au
kaplanmis multi ¢atal desenli substratlarin (Au@MDS) 0,5 pg/ml konsantrasyonuna
kadar amiloid B 1-42 (AB 1-42) proteininin tespitine olanak sagladigini gostermistir.
Ayrica yiizeylerin sinyal tekrarlanabilirligi (% RSD: %17), segiciligi (miyoglobin) test



edilmistir. Sonuglar Au@MDS lerin fiziksel yapilari nedeniyle sicak nokta olusumunu
tetikledigini gostermistir.

Ek olarak, damla yayma teknigi kullanilarak iiretilen kitosan:jelatin (K:J) nanodesenli
ve/veya epidermal biiytime faktori katkilanmig filmler diretilmis ve bu filmlerin
implant kaplama ve yara Ortii modeli (melanogenez perspektifinde) olarak
potansiyelleri in vitro/in vivo kosullarda takip edilmistir.

Kemik doku miihendisiligi ile ilgili yapilan ¢alismalar nano K:J filmlerin mezenkimal
kok hiicrelerini diiz K:J filmlere ve TCPS yiizeylere nazaran daha basarili kemik
hiicrelerine farklilagtirma potansiyeli oldugunu gostermistir. Ayrica benzer analizler
olgun kemik hiicreleri i¢in tekrarlanmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.

Deri doku miihendisligi ¢alismalari in vitro ve in vivo kosullarda yapilan protein ve
gen temelli testler ile sunulmustur. Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF),
melanogenezde Onemli bir etkiye sahip olmamasina ragmen, yaranin kapanma
performansini  arttirdigt  gosterilmistir.  Sonucglar  histoloji  boyamalar1 ile
dogrulanmistir. Ancak, nanotopografik etkinin melanogenezde aktif rol aldig: tespit
edilmistir. Tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, nano filmlerin EGF varliginda
Iyi bir yara yama modeli olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonuglar, AAO mebranlarin kontrol edilebilir parametrelerinin dogrudan ya da dolayli
(kalip) olarak hiicresel aktiviteyi ve optik sensorlerde sicak nokta olusumunu

tetikleyici bir potansiyele sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Anodik aliminyum oksit, Doku miihendisligi, Biyosensor
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Anodic aluminum oxide (AAO) membranes are a ceramic material group which comes
into prominence due to their physical and chemical advantages in various fields of
biomedical engineering. In the thesis scope, AAO membranes were contextualized
regarding their potential tissue engineering and biosensor applications.

In the first part of the thesis, the potential of AAO membranes as a neuro-electrode
was investigated. The results showed that conductive 100 nm AAO (CAAO)
membranes triggers neuron growing and differentiation compared to 250 nm AAO
membranes. Moreover, 100 nm AAO membranes has a potential to be neuron
electrode surfaces if controlled release parameters of nerve growth factors from the
membranes.

Additionally, the membranes were used as a mold to fabricate Raman active substrates
which were utilized for detecting of Alzheimer’s proteins. The results demonstrated
that 20 nm Au coated multibranched substrates (Au@MDS) provide detecting amyloid
B 1-42 (AB 1-42) proteins by 0,5 pg/ ml concentration. Furthermore, signal
reproducibility (RSD%: 17%) and selectivity (against to myoglobin) of surfaces were
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tested. Overall, the results indicated that Au@MDSs trigger hot spot formation due to
their physical structures.

Moreover, nano-designed and/or epidermal growth factor doped chitosan:gelatin
(C:G) films were synthesized with the drop casting technique and the potential of the
films as an implant coating or wound patch model (melanogenesis perspective) were
followed under in vitro / in vivo conditions.

Nano C:G films has potential to differentiate mesenchymal stem cells to bone cells
compared to flat films and TCPS control group. Additionally, the same analyses were
repeated for mature bone cells and same results were observed.

Skin tissue engineering studies were presented protein and gene-based analysis under
in vitro and in vivo conditions. Although epidermal growth factor (EGF) has no
significant effect on melanogenesis, it has been shown to improve wound closure
performance. The results were confirmed by histology staining. However, it is
established that nanotopography effect has taken active role on melanogenesis. When
all results are evaluated together, it is thought that nano films can be a good wound
patch model in the presence of EGF.

The results showed that the controllable parameters of AAO membranes have a
potential to trigger cellular activity and hot spot formation in optic sensors, directly or
indirectly (mold).

Keywords: Anodic aluminum oxide, Tissue engineering, Biosensor.
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1. GIRIS

Biyomedikal miithendisligi disiplinler arasi bir bilim dal1 olarak temelde canli sagligini
ve canlilarin etkilestigi ortamlar1 siirdiirtilebilir bir bi¢imde iyilestirmeyi/optimize
etmeyi amaglar. Elektronik miihendisliginden tipa hatta sosyal ve beseri bilimlere
kadar pek ¢ok alanla ortak paydalari bulunan bu alanin 6énemli paydaslarindan biri de
malzeme mihendisligidir. Malzeme miihendisliginin biyomedikal miihendisligi ile
kesigim noktalarindan biri olan biyomalzeme alani hastaliklarin tan1 ve tedavisine yon
verecek gelecek nesil uygulamalara imkan sunmaktadir. Ornek olarak kemik
hasarlarinin hizli ve kontrolli iyilesmesinde kullanilan titanyum ve alagimlarindan
tiretilmis implantlar [1], sinir hasarlarmin iyilestirilmesinde kullanilma potansiyeli
olan iletken polimer iskeleler [2] ya da kontrollii ilag salimina olanak saglayan

giidiimli ilag tasiyicilart [3] verilebilir.

Bu tez kapsaminda seramik bir biyomalzeme sinifi olan nanogézenekli anodik
aliminyum oksit (AAO) membranlar fiziksel ve kimyasal Ozellikleri agisindan
incelenmis ve bu malzemelerin doku miihendisligi ve biyosensorler alanlarindaki
uygulamalarina oOrnekler verilmistir. Bu doktora tez calismasi dort bolimden
olusmakta olup, AAO membranlarin dogrudan sinir-elektrot arayiizii olma
potansiyellerinin arastirilmasi ile baslamis ve AAO membranlarin kalip olarak
kullanildig1 optik biyosensor uygulamasina ilaveten yine bu membranlar kullanilarak
tretilen dogal polimer iskelelerin implant kaplama modeli ve melanizasyonu
tetikleyici yara Ortiisii olma potansiyelleri arastirilarak tamamlanmistir. Tezin ilerleyen

kisimlarinda elde edilen veriler paylasiimistir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, AAO membranlarin dogrudan ve kalip olarak kullanildigi doku
miihendisligi ve optik biyosensor uygulamalari iizerinden AAO membranlarin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerini analiz etmektir. Bununla ilintili olarak, bu tezin dort amact

bulunmaktadir ve bu amagclar asagida maddeler halinde sunulmustur.



Tezin ilk amact sinir dokunun rejenerasyonuna olanak verecek sinir gelisim
faktorii (NGF) katkilanmis iletken AAO (CAAOQ) iskelelerin sentezlenmesi ve
bu iskelelerin PC12 hiicrelerinin farklilasma, proliferasyon ve norit gelisimi

acisindan davraniglarinin incelenmesi amaglanmastir.

Tezin ikinci amaci Alzheimer proteininin su ve yapay salya c¢ozeltisi
igerisinden tespitine yonelik multi ¢atal desenli substratlarin (MDS) ve silindir
desenli substratlarin (SDS) sentezlenmesi ve bu ylizeylerin yiizey artirilmis
Raman spektroskopisi (SERS) aktif yiizeyler olarak potansiyellerinin

arastirilmasidir. Bu ¢alismada AAO membranlar kalip olarak kullanilmistir.

Tezin {iglincli amaci nano kitosan:jelatin (K:J) filmlerin sentezlenmesi,
nanotopografik etkinin ve film kaynakli kimyasal etkinin kemik doku
mineralizasyonuna etkisinin arastirilmasidir. Bu ¢alismada AAO membranlar

kalip olarak kullanilmistir.

Tezin son amaci epidermal biiylime faktorii (EGF) katkilanmig nano filmlerin
sentezlenmesi, nanotopografik etkiye ilaveten EGF saliminin in vitro ve in vivo
kosullarda deri hiicreleri ve ekzisyonel yara modelerindeki etkisinin

arastirilmasidir. Bu ¢alismada AAO membranlar kalip olarak kullanilmistir.

Tez igerisinde sunulan ¢aligmalarin 6zgiin yonleri de ayrica maddeler halinde bu

kisimda sunulmustur.

Tezin ilk kisminda literatiire sinirsel gelisimi elektriksel, kimyasal ve fiziksel
foktorler acisindan bir arada kontrol edebilen bir substrat tasarimi tarafimizca
ilk kez kazandirilmistir. Bu baglamda iiretilen malzemenin patenti ile ilgili

basvuru Tiirk Patent Enstitlisiine yapilmistir (Bagvuru numarasi: 2014/00005).

Tezin ikinci kisminda sunulan biyosensor uygulamasindaki yenilik¢i yon
tiyoflavin T ile modifiye edilmis MDS ve SDS polikarbonat (PK) yiizeylerin
amiloid B 1-42 (AB1-42) varligin1 ve miktarini algilamada ilk kez kullanilacak

olmasidir.

K:J filmlerle yapilan kemik doku ¢alismasinda dogal polimer iskeleler ilk kez
kalip sentez teknigi ile nanodesenli hale getirilmis, bu filmler iizerinde
olusturulan bu tip bir topografinin kemik hiicrelerinin mineralizasyonuna etkisi

ilk kez aragtirilmistr.



e Nano filmler ilk kez bu noktada EGF ile katkilanmis ve nanotopografik
etkiye ilaveten yiizeylerden saliman EGF 'nin deri hiicreleri ve ekziyonel
yara modelleri lizerindeki etkisi aragtirllmistir. Ayrica ilk kez fibroblastlar

varliginda melanositlerin melanin sekresyon performansi incelenmistir.

1.2 Literatiir Arastirmasi

AAO membranlar yiiksek safliktaki alliminyum tabakalarin elektrokimyasal
tekniklerle kontrollii olarak oksitlendirilmesi sonucu elde edilir. Halihazirda, benzer
ozellikteki nano pargaciklarin liretilmesi igin bu yiizeylerin nano gozenekli ve diizenli
yapisinin kalip olarak kullanildigi calismalar yapilmaktadir [4-8]. Ayrica AAO
membranlar {izerine buharlastirma ya da yiizeyden uzaklastirma yontemleri ile baska
malzemelerin aktarilmasi suretiyle elde edilen nanotiipler, nanogubuklar, nano
ozellikli yiizeyler, nano noktalar ile yapilan ¢alismalar da mevcuttur [9-11]. Ozellikle
AAO membranlarin yiizeylerinde bulunan dogal nanotopografik yap: ve hiicre/doku

etkilesimine gittik¢e artan bir ilgi mevcuttur [12].

Fiziksel ozellikler acisindan incelendiginde, yiizeyler iizerindeki nanoyapilarin
gozenek capmin kullanilan asit cinsi, uygulanan potansiyel fark, sicaklik ve
elektrolitin derisimi gibi parametrelere bagli olarak 50-400 nm arasinda degistigi
goriilmektedir. Bu parametrelere ek olarak anodizasyon siiresi kontrol edilerek
membran kalinligini da kontrol etmek miimkiindiir. Olusturulan nano yapilarin diizenli

dagilimi da baslangi¢ alliminyumunun yiizey pilriizliigiine ilaveten bahsi gecen

parametrelerle ilgilidir [13].

Fabrikasyon asamasi incelendiginde, AAO membranlar 4 asamal1 bir siire¢ sonunda
iiretildikleri goriiliir (Sekil 1.1). Ilk asamada elektrokimyasal olarak temizlenen
aliminyum tabaka tlizerinde bariyer oksit tabaka olugmaktadir. Bu olusum sirasinda
hizla akim yogunlugu diiserken es zamanli olarak voltaj artar. Sonrasinda bariyer oksit
tabakada akim yogunlugunun diisme hizinin azalmasi ve voltaj artma hizinin
artmastyla bariyer tabakada catlaklar olusur. Ugiincii asamada ise akim yogunlugunun
artmast ve voltaj degerlerinin azalmasina binaen gdzenek baslama noktalarinin
olusumunu gerceklesir. Son asamada ise akim yogunlugu ve voltaj arasinda bir denge

durumu olusur (Steady state) ve gbzenek olusumlart gériilmeye baglar [14].
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Sekil 1.1: AAO membranlarin tiretim mekanizmasi [14].

Bu yiizeylerin doku miihendisligi uygulamalari agisindan gelecek vadeden yonlerinin
oldugundan literatiirde siklikla bahsedilmektedir [12, 14-16]. AAO membranlarin
biyouyumlu yapilari, hiicreler arasi maktriks (ECM) ile benzer morfolojileri ve
tiretildikleri asit kaynakli kazandiklar1 iyonik karakter [17] kemik doku miihendisligi
caligmalart agisindan detayli incelenmesi gereken bir noktadadir [1]. Ayrica iletken
tabakalar ile kaplanmalar1 sonucu elektriksel iletkenlik kazandirilmast miimkiin olan
bu yiizeylerin sinir doku miithendisligi ¢alismalarinda kullanimlar1 da miimkiindiir [18,

19].

Bu membranlarin dogrudan kullanimlarmin yaninda kalip olarak kullanildig1 polimer
temelli calismalarda mevcuttur. Ilgili calismalarda taklit edilen gdzenek yapisinin
avantajlarindan faydalanildigi goriilmektedir. Organik gilines pillerinde artan yilizey
alan1 kaynakli performans artist [20] veya biyosensor teknolojilerinde kullanilan
yiizeylerin alanlarinin artmasi ile istatiksel olarak anlamli sekilde artan ve/veya
hassaslasan sinyal degerleri [21, 22] bu membranlarin kalip olarak kullaniminin
Oonemine vurgu yapmaktadir. Bunlarin disinda doku miihendisligi ¢alismalarinda da
artirtlmis ylizey alanina sahip polimer iskelelerin diiz iskelelere nazaran anlamli farkli
sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Ornegin, deri doku miihendisliginde calisilan yara
ortiilerine alternatif nanotopografiye sahip dogal polimer iskelelerinin sentezlenmesi

de miimkiindiir [23]. Bu noktada hizli yara iyilesmesini tetikleyecek etmenlerden
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faydalanarak {iretilen yiizeylerin ayn1 zamanda kontrollii ila¢ salimina olanak veren
yiizeyler olmasi saglanabilir. Mevcut durumda ticarilesmis kitosan yara ortiilerinin
performanslarin1  artirmaya yonelik olarak nanoteknoloji ve ilag salimi

teknolojilerinden faydalanmanin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir [23-26].

1.2.1 Sinir-elektrot olarak AAO membranlar

Sinir doku miihendisligi ag¢isindan bakildiginda bu yiizeylerin gelecek vadeden
yonlerinin oldugu distiniilmektedir. Hali hazirda 40 yildir kalga implantlarinda
kullanilan bu seramik malzemenin kemik doku iizerindeki etkileri giliniimiizde
yogunlukla arastirilmaktadir [12]. Kimyasal ve topografik ozelliklerinin kontrol
edilebilir olmasina ek olarak bu yiizeyler {i¢ boyutlu yapilar1 sayesinde ilag [14],
gelisim faktorii [27] ya da nanoparcaciklarin [28] salimina olanak vererek kemik hiicre
davranigini kontrol edebilmektedir. Kemik doku disinda kalan epitel, kas, kan ve sinir
doku kokenli hiicre hatlar1 ile tutunum, proliferasyon testleri ve filopodyum
gelisiminin takibi gibi calismalar yapilmaktadir [12]. Sinirsel hiicre hatlarinin AAO
membranlar tizerindeki davranislar1 genel olarak membranlarin topografi ve kimyasi
tizerinde yogunlagsmaktadir [29, 30]. Ancak bazi ¢aligmalarda hiicre sinyallerinin
kontrolii ve gelisimi igin AAO ile modifiye edilmis silikonlar [31, 32], birbirini
tamamlayan metal oksit yari iletkenler [33] ve altin elektrot yiizeyler [34]
kullanilmigtir. Ortopedik implant yiizeylerin modifiye edilmesi ile benzer mantiktan
dolayl, AAO membranlarla kaplanmis noroelektrotlar iizerinde hiicre tutunumu ve
hiicre sinyal kapasitesi artacaktir.

Ileri seviye ndroimplantlardaki bir diger 6nemli 6zellikde sinir doku rejenerasyonunu
tetiklemeleridir [35-37]. Literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma elektrik uyariminim sinir doku
rejenerasyonunu hizlandirabildigini basarili bir bicimde gdstermistir. Iletken polimer
yapi iskeleleri [2, 38] ve karbon nanotiipler [39, 40] sinirsel doniisiimde istenilen
gelisimin elde edildigi yeni yiizeyler olarak literatiire kazandirilmistir. Son olarak,
yakin gegmiste yapilmis NGF salimma olanak veren ndroimplantlarin sinirsel
dontisimil tetikledigi gosterilmistir [41].

Literatiir incelendiginde sinir gelisimini tetikleyici yiizeylerin elektriksel, kimyasal ve
topografik faktorler agisindan ayri ayri analiz edildigi goriilmiistiir [2, 42, 43]. Ancak
bu substratlarin hiicresel gelisimi tam anlamiyla kontrol edebilmesi i¢in bahsi gecen

lic faktorii ayn1 anda {izerinde tasiyan bir substrat iizerinde ¢alisiimasi1 gerekmektedir.



Bu baglamda 6nceki ¢aligmalarimizda irettigimiz CAAO membranlar iyi birer aday
olabilirler [18]. Uretilen ilekten AAO membranlar ii¢ boyutlu gbozenek yapilari
nedeniyle bir takim biiyltime faktorlerini, hormonlar1 ya da farkli molekiilleri tasima ve
kontrollii bigimde salma potansiyeline sahiptir. Elektriksel iletkenligin yaninda ayrica
membranlarin yiizeyindeki kontrol edilebilir topografide hiicresel cevap agisindan
onemlidir [44]. Dolayisiyla ilgili faktorler agisindan karakterize ettigimiz yiizeylerin

sinir gelisimini tetikleyici bir elektrot modeli olma potansiyeli mevcuttur.

1.2.2 Biyosensor teknolojisinde AAO membranlar

AAO membranlar kullanilarak elde edilen nano yapilarin optik sensor teknolojileri
acisindan gelecek vadettigi disiiniilmektedir [45]. Bu kapsamda tezin biyosensor
uygulamalart ile ilgili kisminda SERS kullamilmistir. Litografi tekniklerine [46]
alternatif damla yayma yontemi ile genis alanlarda ergonomik olarak sentezlenmis
nanodesenli polimer SERS yiizeyleri ile Alzheimer hastaligina yonelik proteinlerin
tespit edilmesine yogunlasilmistir.

Topografik 6zellikleri tiretim siirecinde ve sonrasinda kontrol edilebilir olan AAO
membranlarin kalip olarak kullanildig1 ¢alismalarin genel itibariyle optik ve arayiiz
(hidrofiliklik v.b) alanlarinda yogunlastigi goriilmiistiir [47-49].

Yiizeye dik olarak uzanan (kolon yapisi) ve diizglin sirali tek diize gozenekler ile
tiretilebilen AAO membranlarin yiizey 6zellikleri bir takim kimyasal uygulamalarla
modifiye edilebilir. Ornegin, dogal halleri hidrofilik olan membranlar silan kimyas1
kullanilarak uzun hidrofobik gruplarla kaplanabilir ve kalip olarak pek¢ok kez
kullanimlar1 miimkiin olmaktadir [22, 45]. Dolayisiyla bu yiizeyler kullanilarak
tiretilen sirali nano yapilara sahip polimer filmlerin optik sensdér uygulamalarinda
kullanimlar1 miimkiindiir. Optik sensorlerin ¢alisma alanlarindan biri de SERS
teknolojisidir.

SERS c¢alismalarinda normal Raman caligmalarinda bulunan bilesenlere ek olarak
metal kapli bir yilizey bulunmasi gerekir. Dolayisiyla SERS teknolojisinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in molekiil — 151k etkilesiminin yaninda metal — 151k etkilesiminin de
incelenmesi gerekir. Metallerin optik ozellikleri fizigin bir alt dali olan plazmonik
alaninda incelenir. Bu terim metallerdeki osile olmus iletim elektronlarinin fotonlar ile
olan etkilesimi anlatir. Metal nanopargacik ylizeyine ¢arpan lazer, dogru frekansta ise

metal yiizeyindeki iletim elektronlarinin toplu (collective) osilasyonunu uyarir. Bu



rezonansin frekansi metal ve ortamin dielektrik fonksiyonlarina baghdir. Giimiis ve
altin koloitler i¢in plazmon rezonans araligi goriiniir bolgededir. Bu sebeple bu
metaller optik frekanslarda uyarilabilirler. Kiiresel bir altin pargacik iizerine
elektromanyetik bir dalga yollandiginda ylizey yiikleri ayrisir. Bu tip bir rezonans
lokalize ylizey plazmonlarinin rezonansi olarak adlandirilir (LSPR) [50, 51]. Bu yiik
ayrimina bagli olarak metal nanopargacik {izerinde Sekil 1.2°de gézlenen etkin elektrik
alan olusur ve buna bagli olarak bir nanoanten ortaya ¢ikar. LSPR ile desteklenmis
metal yilizey ilizerindeki molekiillerde gerceklesen titresimler molekiil lizerindeki
elektron dagilimini degistirir ve bu titresim modlart artmis olan elektrik alanin
etkisiyle ¢ok daha giigli Raman sinyalleri olarak karsimiza ¢ikar [51]. Metal
nanomalzemede olusan bu LSPR olgusu, pek c¢ok ylizey artirilmis spektroskopi
tekniginde [52-55], kataliz ¢aligsmalarinda [56, 57], plazmonik giines hiicrelerinde [58]
veya biyo uygulamalar i¢in iretilen nanoyapili malzemelerde [59, 60] siklikla

kullanilmaktadir.
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Sekil 1.2: SERS yiizeylerinde gergeklesen elektromanyetik artirma (a) Altin
nanokiire LSPR etkisi ile bir nanoanten gibi davranir. (b) Gelen (yesil) ve giden
(turuncu) alan LSPR etkisi ile desteklenmis nanokiire yiizeyinden elastik 1s1k
sacilimu ile artirilabilir [51].

SERS c¢aligmalarinda molekiillere 6zgii sinyallerin yliksek g¢ikmasinda literatiirde
kimyasal ve elektromanyetik artirma mekanizmalarindan siklikla bahsedilmektedir.
Bu artirma mekanizmalar1 kullanilarak fM seviyede biyolojik molekiillerin tespit
edilebildigi gosterilmistir [61]. Metal kapli plazmonik yiizeylerde elektromanyetik
artirma faktorli daha baskindir. SERS siddeti (Isers) dogrudan gelen (winc) Ve giden
(®inc-ovib) dalganin frekansina baghidir. Yiizeydeki elektrik alan dagilimi (E) da



frekansin bir fonksiyonudur ve elektrik alan siddeti ile ilgili dalgalarin frekansa bagh
fonksiyonlar1 arasinda iissel bir iligki mevcuttur (Esitlik 1.1).
Isers=linc(®inc).I(®inc-0vib) = |Einc(®inc)[* |E(®inc-dvib)[* (1.1)

Dolayisiyla optimal SERS sinyal artmasi gelen 1smin ve Stokes Raman kaymasi
sonrasi olusan 1sinin metal yiizeydeki plazmon noktasi ile rezonans halinde olmasi
sayesinde gerceklesir. (winc) Ve (minc-tvib) birbirine ¢ok yaklastiginda yani rezonans
durumu gercekleitiginde |E|* yaklasim1 SERS sonuglar i¢in kabul edilebilir olur. Bu
noktada yiiksek bolgesel elektrik alanda SERS sinyal siddetinde Raman sinyal
siddetine gore daha fazla artma gozlemlenir. Ornegin Eioc/Einc=102 oldugunda SERS
‘teki sinyal artis1 elektromanyetik bu mekanizma nedeniyle (10%)* =10® olarak
gozlemlenir. Bagka bir deyisle Eioc/Einc oraninda meydana gelen kiiglik bir degisme
SERS sinyallerinde biiyiik bir karsilik bulur.

SERS c¢aligmalarinda molekiillerin metal kapli yiizeyle etkilesimi kadar yiizeyin
morfolojik 6zellikleri de 6nemlidir [62]. Literatiirde bulunan pek ¢ok ¢alismada farkli
nanoyapidaki yiizeylerin SERS sinyalleri tizerine olan etkisinden, 6zellikle birbirine
mesafesi kontrol edilen metal nanomalzemeler arasinda ¢ok daha etkin olusan elektrik
alan faktdriinden (hot spots) bahsedilmektedir. Ornegin Daglar ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada yeniden iiretilebilir, hassas ve genis alanli SERS substratlarinin
tizerine yogunlagilmistir [63]. Yapilan ¢alismada damla yayma yontemi kullanilarak
nanomotiflendirilmis silikon kaliplarin polimer ile dolmas1 saglanmis ve giimiis ile
kaplanan bu biyoesinlenilmis yiizeylerin antiyansitict 6zelliklerinin yaninda SERS
sinyallerine olan etkileri de aragtirilmistir. Rodamin 6G (R6G) molekiilii kullanilarak
diisiik konsantrasyonlarda yapilan ¢aligmalarda nano 6zellikli polimer yiizeylerde
SERS sinyallerinin diiz yiizeylere gore 4,9 x 10° kat daha iyi ¢ikt1g1 tespit edilmistir
[63] (Sekil 1.3). Burada nanoanten olarak kullanilan polimer nanogubuklar iizerine
kaplanan giimiis nanobasliklar1 arasindaki uzaklik, giimiis kaplama siiresi vasitasiyla
optimize edilmis ve bdylece etkin sicak nokta olusumu saglanmistir. Yine baska bir
calismada kalp krizinin 6n habercisi olan miyoglobin proteininin SERS vasitasiyla
tespiti lizerine c¢alisilmis ve giimiis parcaciklarla motiflendirilmis yiizeydeki

miyoglobin sinyallerinin daha yiiksek ¢iktigi tespit edilmistir [64].
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Sekil 1.3: Nanodesenlenmis silikon yongalar kullanilarak damla yayma
yontemiyle Uretilen 40 nm giimiis ile kaplanmis polimer yiizeylerin taramali
elektron mikroskobu (SEM) gériintiisii (a). 107 M R6G ile modifiye edilmis
diiz ve desenlenmis polimer yiizeyin SERS 6l¢iimleri (b). Nanoyapili filmde
yiiksek SERS sinyallerinin elde edilmesi, yiizey morfolojisine bagl olarak
olusan plazmonik 6zellikli sinyal artirici noktalar (hot spot) ile ilgilidir [63].

Calismamizda taniyici tabaka olarak kullanilan tiyoflavin-T (ThT)de SERS
calismalarinda siklikla kullanilan ve senil donem AP 1-42 plaklarinin tespitinde
kullanilan floresan bir boyadir. Bu boyanin floresan yogunlugu AB 1-42 plaklar ile
etkilestiginde artmaktadir [65, 66]. Dahasi metal yiizeylere kovalent olarak
baglanabildiginden karakteristik ThT sinyallerinin SERS c¢alismalarinda tespiti
miimkiin olabilmistir [67-69]. ThT nin B tabakalarla olan baglanma mekanizmasi
incelendiginde literatiirde pek ¢ok model oldugu ancak yaygin kami ThT
molekiillerinin B tabakalar bakimindan zengin fibrillerin arasina girdigi goriigiidiir. N8
ve N18 bolgelerinden ThT nin peptitler ile etkilesim kurdugu ve molekiiliin {izerindeki
benzilamin ve benziltiazol halkasal yapilarinin bu vasitayla donme kabiliyetlerini
kaybettikleri distiniilmektedir. Bunun bir sonucu olarak ayrica molekiil uyarilmig
halde kalmakta ve floresan sinyal siddeti artmaktadir [69]. ilaveten, ThT yapisinda
bulunan S11 atomu sayesinde metal yiizeylere immobilize olabilmektedir [69] (Sekil

1.4).

Sekil 1.4: Thioflavin — T molekiiliiniin AP 1-42 tabakalar1 ve metal yiizeyler
ile olan etkilesiminin sematik gosterimi [69].
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Kisaca Alzheimer hastaligi ile ilgili giincel verilerden de bahsetmek gerekirse
Alzheimer hastaligi, demans kaynakli noérodejeneratif bir hastalik olup, beynin
hipokampus ve serebral korteks bdlgelerinde doniilmez hasarlarin olusmasina neden
olmaktadir. Hastaligin seyri izlendiginde ileri donem hastalarda 6n bellekte hafiza
kayiplari, 6z bakim becerilerinin kaybedilmesi, anksiyete gibi belirtilerin oldugu
gozlemlenmistir [70]. Yine hasta yakinlari ile yapilan goriismelerde hastaligin kisi ve
ailesi tlizerindeki olumsuz etkisi ortaya konulmustur [71]. 2015 yili “Alzheimer
Raporu'na gore, gelecek 50 yilda Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklar iissel olarak artis gosterecektir [72]. Bu nedenle pek ¢ok ¢alisma grubu bu
hastaliklarin mekanizmalari lizerinde ¢alismakta, erken teshisin nasil yapilabilecegini,
hastaliklara nasil bir tedavi getirilebilecegini arastirmaktadir [70, 73].

Alzheimer hastaligi ile ilgili yapilan arastirmalar dikkate alindiginda AP 1-42
peptitlerinin beyinde tabakalar halinde birikim yaptig1 ve viicut sivilarindan belli
oranlarda tespit edilebildigi ortaya ¢ikmaktadir [74]. Kan, salya, idrar veya beyin
omurilik sivisindan (BOS) alinan numuneler i¢indeki ilgili peptit, Enzim baglantili
immiin testler (ELISA), polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) gibi pahali ve yiiksek
uzmanlik gerektiren yontemler ile tespit edilmeye ¢alisilmaktadir [74-77]. Ayrica bu
yontemler hastaligin ilerleyen donemlerinde kullanildigindan hastaligin seyri
acisindan geg kalinmis olmakta ve en azindan hastalig1 geciktirici dnlemlerin alinmasi,
hasta konforunun saglanmasi gibi hususlar tam anlamiyla saglanamamaktadir. Ek
olarak, erken donemde baslatilan tedavi silirecinin takibi agisindan da yiiksek
hassasiyetle testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Erken teshisin Oniindeki engellerden birisi AP 1-42 peptitlerinin viicut sivilari
icerisindeki diisiik konsantrasyonlarda bulunmasidir. Kan gibi kompleks ve biiyiik
hacimli bir dokuda ¢ok az miktarda bulunan bu peptitler, hastalik ilerlediginde ancak
tespit edilebilmektedir. Bununla birlikte peptitin tespiti amaciyla BOS se¢imi ise, hasta
konforu ve operasyon riskleri agisindan sorgulanabilir bir noktadadir. Salya temelli bir
tespit yonteminin secilmesi hem hasta refah1 hem de uygulama kolaylig1 agisindan
avantajli bir konumdadir. Ancak bu noktada literatiir incelendiginde normal bir bireyin
salyasindaki Alzheimer proteininin 2,89 + 4,96 pg/ ml seviyesinde oldugu hastalik
ilerledikce bu degerin ancak 11,70 + 34,76 pg/ ml ye kadar ¢ikabildigi goriilmiistiir

[78]. Dolayisiyla salya temelli olarak olusturulacak bir tan1 test modelinde ne tiir bir
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tespit yonteminin kullanilacagi iyi aragtirtlmalidir. Literatiir incelendiginde AP 1-42
peptitlerinin optik yontemlerden elektrokimyasal tekniklere kadar pek ¢ok teknik
kullanilarak tespit edildigi nanobiyosensor platformlarinin ¢alisildigr gériilmiistiir. Bu
sistemlerin bir Ozeti yapilan derlemede sunulmustur [79]. Bu sistemlerden biri de
neredeyse tek tabaka molekiil tespitine olanak veren ve optik bir yontem de daha 6nce

detaylandirdigimiz SERS teknigidir.

1.2.3 implant kaplama teknolojilerinde AAO membranlar: Dogal polimer

iskelelerin nanodesenlenmesindeki avantajlar

Titanyum ve alagimlari biyouyumlu dogalari, uygun mekanik ozellikleri, yliksek
korozyon direngleri nedeniyle implant olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu
malzemelerin biyouyumluluklar1 kimyasal komposizyonlari ve iizerlerinde tagidiklari
dogal oksit tabakasi ile iliskilidir. Ancak, bu oksit tabaka aliiminyum, vanadyum gibi
toksik metallerin salimin1 engelleyecek potansiyele sahip degildir [1]. implantlardan
salinan bu metallerin Alzheimer, retina dejenerasyonu, her iki cinsiyet i¢inde uzun
donemli fertilite problemlerine neden oldugu rapor edilmistir [1-3]. Ek olarak,
osteokonduktivite karakteri sinirlt olan bu oksit tabakanin yetersiz osteointegrasyon
nedeniyle kemik doku ve implant kayiplarina neden oldugu rapor edilmistir [4]. Bu
olumsuzluklarin iistesinden gelebilmek ve osteojenik rejenerasyonu tetikleyebilmek
adina kimyasal ve topografik olarak kemik ekstraselliilar matriksini (ECM) taklit eden
organik ya da inorganik orijinli implant kaplama modelleri 6nerilmistir.

Hidroksiapetit (HA) (Cas(PO4)3(OH)) kemik ECM 'sinin baskin komponentlerinden
biridir ve siklikla inorganik implant kaplama modeli olarak kullanimlar1 mevcuttur.
Metal yiizeyler tizerindeki HA kaplama modelleri biyouyumlu dogalari, biyoaktif ve
osteokondiviteyi tetikleyici yapilari ile dogal oksit tabakalara nazaran timit verici
sonuglar vermistir [5]. Bu olumlu 6zelliklerine ragmen, yiliksek maliyetli kaplama
prosediirleri (plazma sprey, iyon demeti ile biriktirme) ve enfeksiyon/inflamasyon
temelli implant ve kemik doku kayiplart HA kaplama modellerinin kullanimini
siirlamaktadir. Bakterilerin Ca®* iyonlarinca zengin HA yapilarina olan ilgisinin,
kaplamalarin bakterisidal 6zelliklerini zayiflattig1 diisiiniilmektedir. Alternatif olarak,
kaplama stratejilerinde organik matrikslerden (dogal polimerler veya proteinler)
faydalanabilecegi pek ¢ok arastirma grubu tarafindan rapor edilmistir [6-8]. Ornegin,

Liu ve arkadaslar1 kemik morfojenik protein-2"yi (BMP-2) kok hiicre farklilasmasi ve
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osteoblast rejenesyonunu gostermek igin implant kaplama modeli olarak basarili bir
bicimde kullanmistir [6]. Biyolojik molekiillere ek olarak, kemik-implant etkilesimi
artirmak i¢in polimer temelli kaplama modelleri de Onerilmektedir. Optimum
osteointegrasyon saglanabilmesi i¢in ECM benzeri bir topografinin olusturulmasinin
yaninda sec¢ilen polimer veya polimer karigiminin (blend) ne olacagi da biiyiik 6nem
kazanmaktadir. Bu tip ¢alismalar i¢in literatiirde siklikla poli (D, L-laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) koplimeri [9], polilaktik asit (PLA) [6] veya nano-HA/kitosan karigimlari
biyobozunur dogalar1 [7] geregi tercih edilmektedir.

Kitosan bol bulunurluk, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve antibakteriyel 6zellikleri
nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla tercih edilen bir
biyopolimerdir. Bunlarin yaninda hiyaliinorik asit benzeri dogasi nedeniyle de
hiicresel aktiviteler agindan biiyiik avantaj saglamaktadir [80]. Kitosanin bu 6zellikleri
doku miihendisligi uygulamalarinda sik kullanilan bir biyomalzeme olmasina sebep
olmustur [81, 82]. Bu ¢alismalarda kitosana membran [83], yapiskan [84], hidrojel
[85], fiber [86] , mikrokiire [87] veya gozenekli iskele [88] formlarinda rastlamak
miimkiindiir. Ayrica kitosanin pek c¢ok biyomolekiiliin yiizeyine yapismasina izin
veren pozitif yiikli kimyasmmin yaninda biliylime faktorlerinin salgilamasim
kolaylastirict bir yonii de vardir [89, 90]. Ancak yumusak doku hiicreleri ile kitosan
tizerinde yapilan ¢aligmalarda hiicre tutunumunun ve migrasyonunun zayif kaldigi
rapor edilmistir [91-93]. Bu durumdan kurtulmak amaciyla literatiirde kitosanin jelatin
ile kanistirilarak kullanilmasi gerektigi rapor edilmistir [94]. Jelatinin hiicre
tutunumunu artiracak etkide RGD sekansi tasimasi ve kitosanin antibakteriyel
ozellikler gostermesi bu kombinasyonunun doku miihendisligi acisindan potansiyeli
oldugunu gostermektedir [92, 95]. Kitosan-jelatin karisimi diiz filmlerde keratinosit-
fibroblast hiicre hatlar1 birlikte kiiltiirleme teknigi ile ¢alisilmis ve hiicre yayilliminin
son derece uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Hatta bu filmlerin fibroblast ¢alismalari
icin en uygun filmlerden biri oldugu rapor edilmistir [26].

Giincel klinik uygulamalar takip edildiginde kitosan, jelatin ve polaksamer
karisimlarinin yapigkanlik 6zellikleri kontrol edilerek jinekolojik hastaliklarla ilgili
ameliyatlarda kullanildig1 veya meme kanserinde doku diseksiyonu sonrasi bariyer
membran olarak ilgili bolgeye yerlestirildigi calismalar mevcuttur. Bunun disinda kan

akisini engelleyici yamalar ya da yara ortiisii olarak kullanim1 da mevcuttur [24, 87,
96].
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Kimyasal olarak incelendiginde yapisindaki D-glikozamin ve N-asetil-D-glikozamin
gruplarinda var olan amin ve hidroksil gruplari kitosan1 biyouyumlu bir ¢evre haline
getirmektedir. Ancak bu tarz aktif gruplarca zengin bir polisakkaritin nano boyutta
desenlenmesinde birtakim problemlerle karsilasilmaktadir. Bu noktada c¢apraz
baglayicilar (guluteraldehit, formaldehit, poli etilen glikol diglisidileter (PEGDE),
sodyumtrifosfat vb.) veya baska polimerlerle (jelatin, polietilen glikol) katkilma
yoluyla stabilite artirilmaya ¢alisilmaktadir. Ancak halihazirda literatiirde kalip sentez
teknigi  kullanilarak  K:J  karistmmin  nanodesenlenmesi  caligmalar1  ile
karsilagilmamuistir. Bu tip bir desenlemenin hiicre rejenerasyonunu ve sekresyonunu
tetikleyici potansiyelde olacagi diistiniilmektedir [97].

Nanoyapilar bakimindan zengin (50-500 nm caplarindaki kolajen fiberler) kemik doku
ECM yapist taklit edilerek tiretilen kaplama modellerinin optimum osteointegrasyona
etkisi de giincel aragtirma konular1 arasinda yerini almistir. Literatiirde hiicre
tutunumu, farklilagmasi veya osteointegrasyon/osteorejenerasyon kavramlari
tizerinden ilgili malzemeler iizerinde artan hiicresel cevap tartisilmaktadir [98, 99].
Hiicre sinyallerini tetikleyici arayiiz (interface) malzemelerinin sentezlenmesinde
elektroegirme, litografi, anodizasyon ve kalip yaklasimlari gibi gesitleri teknikler
kullanilmaktadir  [22, 100-102]. AAO membranlar hekzagonal siralanmig
nanogozenekli yapist ve kontrol edilebilir topografik parametreleri ile pek cok
biyomedikal uygulamada aliminyumdan arinmig membran formunda [14], farkli
bilesenlerle modifiye versiyonlarda [19] ve ayrica implant kaplama malzemesi [103]
olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda ilgili morfolojinin nanotopografik olarak dogl
polimer ylizeyine aktariminda hiicresel cevap agisindan olumlu sonuglar doguracagi

diistiniilmektedir.

1.2.4 Yara ortii modelleme teknolojilerinde AAO membranlar: Dogal polimer

iskelelerin nanodesenlenmesindeki avantajlar

Kitosan ve jelatin iskelelerin siklikla tercih edildigi bir diger alan yara Ortiileridir. Deri
doku miihendisligi derideki kendiliginden tamiri miimkiin olmayan hasarlarin tedavisi
ile ilgilenir. Bu noktada derinin iyi taninmasi ve yaralanmalarda uygun iyilestirme
stratejilerinin  gelistirilmesi lizerine yogunlasilmasi gerekmektedir. Kisaca deri
dokunun elemanlarindan ve bu elemanlarin fonksiyonlarindan bahsetmek gerekirse,

deri immiin sistemin ilk bariyeri olarak adlandirilmakta ve distan ice dogru epidermis,
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dermis ve hipodermis tabakalarindan olugmaktadir. Epidermis tabakasi keratinosit,
melanosit, Langerhans ve Merkel hiicrelerini yapisinda tagimaktadir. Keratinositler
deri dokunun mekanik dayanimini saglayan keratini salgilarken, melanositler UV
15181n  absorbsiyonundan, yansitilmasindan ve oksidatif serbest radikallerin
temizlenmesinden sorumlu melanin pigmentlerini salgilayarak dokudaki tonlamay1
saglamaktadirlar. Ayrica melanositler melanosomlar araciligi ile keratinosit
hiicrelerine melaninin aktarimini saglar ve bu hiicrelerin genetik materyalini UV
1sinlarina kars1 korurlar. Epidermis tabakasindaki Langerhans hiicreleri immiinolojik
denetimden sorumlu iken Merkel hiicreleri sensor reseptorlerini tagimaktadir.
Keratinosit hiicreleri disinda fibroblast ve Langerhans hiicreleri de melanosit
hiicrelerinin aktivitesini diizenlemede gorevlidir [104, 105]. Dermis tabakasi ise deriye
elastikiyet ve dayanim kazandiran kolajen, elastin ve fibrilin gibi yapilardan olusan
kalin bir tabakadir. Bu tabaka ayn1 zamanda kil koklerini, kan damarlarini, ter bezlerini
ve sinir uglarni da icerir. Kas ve deri arasinda bulunan hipodermis tabakasi ise
fibroblast ve adiposit hiicrelerince zengin, deriye kan ve sinir hiicrelerinin
iletilmesinden sorumlu gegis tabakasidir [106]. Deri bu ¢ok katmanli yapisi ile
viicudun en biiyiik organ1 olmasinin yaninda fazla isinin viicuttan atilmasi, suyun
viicutta tutulmasi, kimyasal ve mekanik etkilerin viicuda zarar vermemesi gibi pek ¢cok
hayati fonksiyona da sahiptir. Bu organin ¢esitli katmanlarinda genetik, akut travma,
kronik yaralar ve ameliyat sonrasi yasanan kayiplar enfeksiyonlarla hatta 6liimlerle
sonuglanabilmektedir [107, 108].

Deri yaralanmalar1 epidermal ya da tam derinlikli olabilir ve tedavi siireci bu
derinliklere gore sekil alir. Ornek vermek gerekirse giines yamklar1 daha gok
epidermal yaralanmalar sinifina giren az agrili yaralanmalarken, rejeneratif epitel
dokunun tamamen bozuldugu 3. derece yamiklar tam derinlikli yaralanmalara
girmektedir [107].

Yara iyilesme silireci normal bir yaralanma acisindan incelendiginde hemostas,
inflamasyon, mezenkimal hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve gogii, anjiyogenez,
hizli1 yeniden epitelizasyon, hiicreler arast matriks (ECM) bilesenlerinin yaranin
mekanik 6zeliklerinin iyilestirilmesi amaciyla salimi1 agamalari ile karsilasilir [109].
Ancak diyabet {ilserleri, basi yaralar1 gibi kroniklesme egiliminde olan yaralarin
davranislar incelendiginde iyilesme siirecinin genellikle epitelizasyon asamasinda
sekteye ugradigt gozlemlenmistir ve bu durum sistemik enfeksiyona yol

acabilmektedir. Yara temizligi, beslenme gibi hastaya bagli etkenlerin yaninda,
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bliylime faktorlerinin yara bolgesinden saliminin azalmasi, salian faktorlerin
proteazlar tarafindan parcalanmasi, yetersiz ECM olusumu, metalloproteinlerin yara
dokusunda asir1 bir bicimde taninmasiyla ECM yikiminin hizlanmasi ve yaslanmis
hiicrelerin  proliferasyon kabiliyetini kaybetmesi gibi etmenlerde dokularin
iyilesememesinde 6nemli etkenlerdir [110, 111].

Yara iyilesme siirecinde karsilagilan bir diger sorun bdlgenin eklem esnekligini
engelleyecek bi¢cimde olusan yara dokusu ve bu dokunun medikal, kozmetik ve sosyal
acidan biiylik sorunlar olusturan heterojen renk dagilimidir. Yara ortiisii olarak
kullanilacak materyalin aynt zamanda melaninin  salimin1 da tetiklemesi
beklenmektedir [112]. Yara iyilesme siirecinde yara merkezine dogru artan
hipopigmente bolgelerin giines 151gmin zararh etkilerini absorbe etme kabiliyetinin
azalmasi ile birlikte bu bolgelerde cesitli yaniklarin, deri kanserlerinin olusabilecegi
rapor edilmistir [113]. Dogal ortaminda keratinositler igerisinde filopodialar uzatarak
yayilan melanosit hiicrelerinin keratinositler varliginda daha yiiksek verimle melanin
tirettigi ve melanosomlarin transferinin gergeklestirilebildigi gosterilmistir [114]. Bu
durum 3 boyutlu bir ortamda melanositlerin daha aktif ¢calisabilecegini gostermektedir
[115].

Baska calismalarda ise palmoplantar fibroblastlar varliginda melanosit aktivitesinin
diistiigi diger kisimlardaki fibroblastlarin ise melanosit aktivitesini artirdii rapor
edilmis hatta konu ile ilgili embriyonik donem g¢alismalarina literatiirde yer verilmistir
[116, 117]. Yaralanmalar sirasinda ortamda bulunan fibroblastlarin da yara
iyilesmesinin tetiklenmesi i¢in gerekli olan ECM bilesenlerini (kolajen 1, fibronektin,
elastin) ve melanosit stimiilasyon hormonunu salgilamak gibi 6nemli gorevleri vardir
[116]. Gen seviyesinde bakildiginda ise fibroblastlarda COL1, FN genleri ECM
bilesenlerinin salimini kontrol ederken melanositlerde tirozinaz, TRP1, TRP2 genleri
hiicre pigmantasyonunu kontrol eder. Bu genlerin tespiti amaciyla PCR ve ilgili
proteinlerin tespiti ile ilgili “Western Blot” ve ELISA kullanilabilmektedir [118-121].
Ayrica melaninin tespiti amactyla kolorimetrik analizler yapilabilmektedir [115].
Dolayistyla her iki hiicre tipinin uygun bir ylizeyde gelisimini saglayabilmek,
pigmentasyon ve yara iyilesmesi perspektifinde bahsi gecen hiicresel analizleri
tamamlamak uygun yara Ortiilerinin sentezlenmesi acisindan kritik 6neme sahiptir.

In vitro deri miihendisligi ¢aligmalarinda tek bir hiicrenin davranisinin incelenmesi,
diger hiicrelerin ortamdaki katkilarinin gz ardi edilmesi hiicre ¢caligmalarini ¢ikmaza

sokabilmektedir. Ayrica tek boyutlu hiicre kiiltiir sistemlerin derideki yapiy1 temsil
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etmesi oldukga giictiir. Bunun yerine ikKili kiiltiirleme (co-culture) yontemi kullanilarak
farkli hiicre hatlarinin bir arada biiyiitiildiigli mikrodesenli sistemler tercih edilmistir
[105, 115, 122]. Ikili kiiltiirleme yonteminde karsilasilan en 6nemli giicliiklerden biri
ise hiicre hatlarinin gozlemsel olarak birbirinden ayrilamamasidir. Ancak
calismamizda da kullanilacak olan melanosit ve fibroblast hiicre hatlari morfolojik
olarak son derece farkli iki hiicre hatti oldugundan yara tedavi ve pigmentasyon
caligmalarinin in vitro eksenli ikili kiiltiirleme yontemi kullanilarak g¢alisiimasinin
sorun olusturmayacagi diistiniilmektedir. Benzer bir c¢alismada keratinositler
melanositler ile birlikte kiiltiirlenmis ve morfolojik olarak bu hiicrelerin birbirinden
oldukga farkli oldugu, melanosit hiicrelerinin polar yapida oldugu gosterilmistir [105]
(Sekil 1.5). Ayrica hiicre morfolojileri benzer olsa bile hiicre stoplazmalarinin farkli

floresans boyalarla boyanmasi suretiyle hiicrelerin ayrigtirilmasi saglanabilir.

Sekil 1.5: Keratinosit ve melanosit hiicrelerinin ikili kiiltiirleme ¢aligsmalar1
sonucu elde edilen (a) kontrol grubunun ve (b) 4 giin 50 nM melanosit
stimiilasyon hormonu ile inkiibe edilen ¢alisma grubunun optik mikroskop
gorilintiileri  [40]. Bu goriintiiler melanosit hiicrelerinin morfolojisinin
fibroblastik hiicre hatlarindan oldukga farkli oldugunu ortaya koymaktadir.

Derinin kendisini yenilemesinin ve dogru renklenmeyi saglamasinin giic oldugu
kronik yaralanmalarda tedavi amacl olarak otogreftler, allogreftler veya hayvan
kokenli ksenogreftler kullanilabilmektedir [94, 111]. Ancak biiyiik alanl
yaralanmalarda saglikli deri dokusunun miktarinin yetersiz olusu, baska kaynaklardan
alman greftlerde yasanan immiinolojik sorunlar dogrudan bu ydntemlerin
kullanimlarin1 sinirlamaktadir [107]. Bu duruma alternatif olarak literatiirde ¢esitli
dogal ve/veya sentetik biyobozunur polimerlerden sentezlenen doku iskeleleri
onerilmektedir [123]. Bu iskelelerin hiicrelerin kolay tutunabildigi, enfeksiyon riski

azaltilmis, yara nem dengesini koruyabilecek ve mekanik 6zellikler acisindan deri ile
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uyumlu nitelikte olmas: gerekmektedir [94, 124]. Ayrica bu malzemeler yara
iyilesmesini hizlandirmak amaciyla farkli biiylime faktorleri, hormonlar veya ilaglarla

da katkilandirilmas1 da miimkiindiir [125, 126].

Dogal polimerlerden biri olan kitosanin biyouyumlu, biyobozunur, biyoyapiskan
olmast ve fonksiyonellestirilebilmesi gibi 0Ozellikleri, onun doku miihendisligi
uygulamalarinda sik kullanilan bir biyomalzeme olmasina sebep olmustur [81, 82]. Bu
calismalarda kitosana membran [83], yapiskan [84], hidrojel [85], fiber [86],
mikrokiire [87] veya gozenekli iskele [88] formlarinda rastlamak miimkiindiir. Ayrica
kitosanin pek cok biyomolekiiliin ylizeyine yapismasina izin veren pozitif yiiklii
kimyasinin yaninda biliylime faktorlerinin salgilamasini kolaylastirict bir yonii de
vardir [89, 90]. Ancak yumusak doku hiicreleri ile kitosan iizerinde yapilan
calismalarda hiicre tutunumunun ve migrasyonunun zayif kaldigi rapor edilmistir [91-
93]. Bu durumdan kurtulmak amaciyla literatiirde kitosanin jelatin ile karistirilarak
kullanilmasi gerektigi rapor edilmistir [94]. Jelatinin hiicre tutunumunu artiracak
etkide RGD sekansi tasimasi ve kitosanin antibakteriyel ozellikler gostermesi bu
kombinasyonunun deri doku miihendisligi agisindan potansiyeli oldugunu
gostermektedir [92, 127]. Kitosan-jelatin karigimi diiz filmlerde keratinosit-fibroblast
hiicre hatlar1 birlikte kiiltiirleme teknigi ile ¢alisilmis ve hiicre yayiliminin son derece
uyumlu oldugu goézlemlenmistir. Hatta bu filmlerin fibroblast caligmalari i¢in en

uygun filmlerden biri oldugu rapor edilmistir [26].

Epidermal bityiime faktorii (EGF) keratinositlerin ve fibroblastlarin farklilasma ve gog
egilimlerini yaralanma bolgelerinde regiile etmekle birlikte doku graniilasyonunu da
saglayan bir biiylime faktortidiir [128]. Literatiirde EGF stabilitesinin yaranin fiziksel
ve kimyasal kosullar1 nedeniyle bozuldugu gosterilmis ve bu durumun doku kayb1 ve
enfeksiyonu tetikledigi belirtilmistir [129]. C6ziim olarak kontrollii salima olanak
veren diisilk maliyetli, genis alanlarda firetilebilen, antibakteriyel ve hemostatik
aktivite gosterebilecek biyouyumlu dogal polimer sistemler onerilmistir [94, 96, 127,
128]. Ayrica c¢alismada kullanilan jelatinin yara bdolgesinde salinan EGF
proteolizislerinin inhibisyonunu sagladigi rapor edilmistir [128]. Biitiin bunlarla
birlikte EGF saliminin fibroblastlardaki fibronektin mRNAlarmin artmasini sagladigi
gosterilmistir [130]. Fibronektin ECM nin bilesenlerinden biri olmasinin yaninda
plazma glikoproteinleri arasindadir. Kolajen, fibrinojen ya da aktinlere tutunum

gosterir ve hiicre yapismasi, ¢ogalmasi ve gogiinde dnemli roller iistlenir. Ayrica yara
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iyilesme siirecinde de 6nemli roller iistlenmektedir [130]. Dolayisiyla kontrollii EGF
salim1 yapan sistemlerde yara iyilesme siirecinin de bir belirteci olan fibroblastlarin

fibronektin salimi takip edilmelidir.

ECM yapisinda pek ¢cok nano boyutlu bilesen barindirsa da EGF katkilandirilmis sirali
nanodesenli dogal polimerlerden {iretilmis yara Ortiileriyle literatiirde
karsilagilmamistir. Bunun yerine elektro-egirme yontemi kullanilarak sentetik ve/veya
dogal polimerlerden sentezlenen iskeleler ile karsilasilmistir [81, 82, 131]. Bu ortiiler
yiikksek gozeneklilik, iic boyutlu yapi gibi avantajlar1 mikro ¢evrede saglamaktadir
[132]. Biyomolekiillerin etkin bir bi¢imde tasinabilmesi i¢in organik ¢oziiciiler
icerisinde hazirlanan polimer ¢ozeltileri ile hidrofilik ortamda ¢6ziinen biyomolekiiller
cekirdek kabuk yapisi olusturacak bigimde ortak eksenli (co-axial) olarak ozel
diizeneklerde elektro-egirme yontemine tabi tutulabilmektedir [131]. Elektro-egirme
yontemi kullanilarak iiretilen doku iskelelerinde karsilasilan hiicre infiltrasyonu ile
ilgili problemler tuz uzaklastirma, nano/mikro parcacik katkilama ya da yapidaki
ikincil polimerin uzaklastirilmasi stratejileri izlenerek asilabilmektedir [133]. Getirilen
¢oziimlerle elektro-egirme yontemi doku iskeleleri agisindan kullanish bir iiretim
yontemi haline gelmistir. Ancak olusturulan fiberlerin kalsinasyon sonrasi kirilgan
ozellik kazanmasi, endiistriyel skaladaki diisiik tiretim hiz1 nedeniyle olusan ytiksek
maliyet bu yontemin ¢6ziim bekleyen sinirliliklar arasindadir [134]. Ayrica bu yontem
kullanilarak nanogubuklarla bezeli bir filmin tiretilmesi miimkiin degildir. Elektro-
egirme uygulamalar1 diginda kitosan jeller icerisine katkilandirilmis EGF nin farkh
yaralar tizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismalar ile karsilasilmistir [25, 125]. Bu
caligmalarin birinde EGF katkili kitosan jel kullaniminin yara iyilesmesini
hizlandirdig1 rapor edilmistir [25]. Ayrica nanog6zenekli seramik yapilarin keratinosit
aktivitesini artirdig1 ve yara iyilesme siirecini hizlandirdigi rapor edilmistir [135]. Bu
baglamda dogal polimerler kullanilarak sentezlenecek nanodesenlemelerin yara
iyilesme siirecine olan katkilarinin aragtirilmas: gerekmektedir. Bahsi gegen
yontemlerin  kombinasyonlarmin da deri doku miihendisliginde kullanimi
miimkiindiir. Ornegin tezde kullandigimiz nanodesenlemenin elektro-egirme yontemi
ile birlesimi saglanabilir [136]. Boylece ylizey alani nanoboyutta da artirilmis, hiicre

tutunumunu, go¢iinii ve yara nem dengesini saglayacak filmler sentezlenebilir.

Polimerler kullanilarak nanotopografinin taklit edilebilmesi amaciyla literatiirde

litografik tekniklerin ve kalip temelli iiretim metotlarin siklikla kullanildig

18



gozlemlenmistir [20, 45, 137]. Ancak yiiksek maliyet, diisiik verim ve limitli tekrar
tiretilebilirlik sorunlar1 bu ¢alismalar1 negatif yonde etkilemektedir. Alternatif olarak,
AAO membranlar nanotopografi ile desenlenmis polimer filmlerin liretiminde kalip
olarak kullanilmaktadir. AAO kaliplar diisiik iiretim maliyetleri, genis alanlarda
iiretilebilir olmalar1 (~50 cm?), tekrar tekrar kullanilabilmeleri yoniiyle nanodesenleme
caligmalarinda 6n plana ¢ikmaktadir [22, 138]. Bu bilgiler 1s18inda tezin bu kisminin
konusunu ECM yapilarinin sentezlemesinden goérevli fibroblast hiicrelerinin ve doku
renklenmesini saglayan melanositlerin nanodesenli filmler {izerindeki davranislarinin
takip edilmesi olusturmaktadir. Bunun igin kitosan-jelatin karisimi ile hazirlanmig
EGF (+/-) filmler AAO kaliplar kullanilarak sentezlenmis ve bu filmlerin fiziksel ve
kimyasal analizleri tamamlanmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarina gegildiginde ise bu
filmler tizerindeki fibroblast ve melanosit hiicrelerinin davranislar: canlilik, tutunum,
gen ve protein analizleri vasitasiyla incelenmistir. Melanositlerden salgilanan melanin,
ticari olarak elde edilen melanin ¢ozeltisi ile hazirlanan standart egriye gore hiicre
lizatlarindan kolorimerik olarak tespit edilmistir. Ayrica fibroblastlardan elde edilecek
fibronektin ELISA kullanilarak analiz edilmis olup ¢alismanin ilk asamasinda
hiicrelerdeki epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin varligi da yine ELISA ile tayin
edilmistir. Biitlin bu ¢alismalar ayrica diiz silikon yongalardan elde edilen diiz polimer
filmlerde de tamamlanmis, bu sekilde nanotopografiye sahip kitosan-jelatin karigimi

filmlerin bir yara ortiisit modeli olma potansiyelleri arastirilmistir.

Yara ortii modelleri ile calisilirken kullanilan malzeme kadar kullanilan yara modeli
de 6nem arz etmektedir. Rodent deri dokusu ile ¢alisilirken karsilasilan giigliiklerden
birisi dokunun insanlarda oldugu gibi yeniden epitelizasyon ile iyilesmemesidir.
Bunun yerine biiziilerek (contraction) kiiciilen yara dokusu ¢alisma sonuglarini
etkilemektedir. Bu noktada ekzisyonel yara modeli rodentler iizerinde tibbi silikon

halkalar vasitasiyla olusturulmustur [139].

Melanin dagilimi agisindan in vivo ¢aligmalar incelendiginde farkli goriislerin ortaya
konuldugu tespit edilmistir. Gine domuzlar1 lizerinde yapilan arastirmalarda yara
dokusundaki iyilesmeyi takiben melanositerin epitel dokunun 1-2 mm uzagina kadar
migrasyonunun gerceklestigi gosterilmistir [140]. Diger taraftan dermal tabaka insan
yaralar1 ile yapilan ¢alismalarda epitelizasyon Oncesi melanositlere rastlanmadigi
rapor edilmistir. Bu durumun epitelizasyon sonrasi melanosit migrasyonuna isaret

ettigi diistiniilmektedir [140]. Her iki goriisiinde ortak noktasi epitel doku ¢evresinde
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gozlemlenen melanin birikimidir. Dolayisiyla bu doku igerisindeki fibroblastlarin
proliferasyonu melanin sekresyonu ile iligkilendirilebilir [141]. Yaralanmis dokuda
melanositlerin varligi lizozom organelleri temelli melanozomlarin varligi agisindan
onemlidir. Melanozomlardan salinan melaninin UV 1sinlarina karsi koruyucu yapisi
haricinde reaktif oksijen tiirlerine karsi olan aktivitesi de bu hiicrelerin yara dokuda
birikimlerinin artmasini1 6nemli hale getirmektedir. Yaralanmis dokudaki melanin
birikimine ilaveten takip edilecek tirozinaz aktivitesi, bu bolgedeki melanizasyon
hakkinda bilgi vermektedir [142].
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2. SINIR-ARAYUZ MALZEMESI OLARAK PROTEIN SALIMI YAPAN
ILETKEN ANODIiK ALUMINYUM OKSIiT MEMBRANLAR

2.1 Amag

Calismamizin amaci kimyasal, morfolojik ve elektriksel 6zellikleri bakimindan
kontrol edilebilir nanogdzenekli AAO substratlarin sinir doku miihendisliginde
kullaniminin arastirtlmast ve uygun noroelektrot modelinin tespit edilebilmesini

saglamaktir.

2.2 Materyal ve Yontemler

2.2.1 Materyaller

Calisma sirasinda kullanilan aliiminyum folyo (Puratronic, %99,99), CuCl..2H,0 Alfa
Aesar firmasindan temin edilmistir. HsPOs (%85) BDH Prolabo firmasindan, HCI
(%37), okzalik asit (%99) ve NaOH Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.
H2S04 (%95-98), CrO3 Fluka firmasindan alinmistir. Hiicre ¢alismalarinda kullanilan
PC12 hiicre hatt1 (ATCC® CRL-1721™) Amerikan Hiicre Kiiltiirii koleksiyonundan
temin edilmigtir. Fatal sigir serumu (FBS), at serumu, L-glutamine Invitrogen
firmasindan, penisilin-streptiyomisin ve besi yeri (DMEM) Gibco fimasindan satin
alinmigtir. Membranlart kaplama materyali olarak kullanilan kolajen Advanced
Biomatrix firmasindan, NGF Life Technologies'ten saglanmistir. NGF-ELISA Kiti
(CYT304) EMD Millipore firmasindan temin edilmistir.

Calisma sirasinda akim-voltaj kaynagi (Sorensen), SEM (Quanta 200 FEIl), fiziksel
buhar biriktirme cihazi (GATAN, “Presicion Etching-Coating System”), atomik
kuvvet mikroskobu (AFM, ez-AFM, “tapping” modu, PPP cantilever,
Nanomagnetics), otoklav (MLS-3751L, Panasonic), inkiibator (INNOVA 40,

Eppendorf), absorbans 6lgiim cihazi (Multiscan Go, Thermo Fischer), temas agisi
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6l¢tim cihaz1 (Dataphysics, OCA 30, ABD) ve atomik tabaka kaplama cihaz1 (ALD,
Fiji, F200-LL ALD reaktor, Cambridge Nanotech Inc.) cihazi kullanilmistir.

2.2.2 Deneysel yontemler

2.2.2.1 AAO ve iletken AAO (CAAO) membranlarin sentezi ve

karakterizasyonu

AAO ve CAAO membranlarin sentezi ve Karakterizasyonu ile ilgili detayli bilgi
onceki ¢alismamizda verilmistir [18]. %99,999 safliktaki aliiminyum folyolar mekanik
olarak temizlendikten sonra su ve aseton ile yikanip, sonikasyona tabi tutulmuslardir.
Ardindan 450 °C de tavlama (annealing) islemine tabi tutulan ylizeyler oda sicakligina
sogutulmus ve ylizeyler elektrokimyasal olarak kursun katot varliginda HsPO4s, H2SO4
ve CrOz bilesenlerinden olusan ¢ozelti igerisinde temizlenmistir. Temizleme
islemlerinin ardindan yiizeyler bir ya da iki asamali anodizasyona tabi tutulmustur.
Yaklasik 250 nm ortalama gdzenek capina sahip AAO membranlar tek asamali
anodizasyon ile 160 V potansiyel fark altinda 0,4 M H3zPOs ¢ozeltisi igerisinde
sentezlenmistir. Son gozenek g¢apina tretilen membranlar 22 dk sulu kromik asit
cozeltisinde bekletilerek erigilmistir. Burada iki asamali anodizasyon kullanilmamustir.
Ciinkii ilk anodizasyon asamasinda olusan oksit tabaka farkli uzaklastirma ¢ozeltileri
kullanilmasina ragmen ylizeyden uzaklastirilamamistir. Yaklasik 100 nm ortalama
gozenek c¢apina sahip AAO membranlar ise iki asamali anodizasyon yoOntemi ile
sentezlenmistir. Her iki anodizasyonda 0,3 M okzalik asit ¢ozeltisi i¢erisinde 18 saat
olarak gercgeklestirilmistir. Seyreltilmis fosforik asit c¢ozeltisi igerisinde AAO
membranlar son gozenek capina ulagmalari i¢in bekletilmistir.

Tipik olarak aliiminyum folyonun her iki tarafinda da oksit tabaka meydana
gelmektedir [143]. Bu membranlardan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda faydalanabilmek
icin alt tabakada bulunan aliiminyum folyonun yiizeyden uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Bunun i¢gin AAO membranlardan birinin yiizii parafilm ile kapatilip
diger yiizdeki AAO membran ve aliiminyum metali sirastyla NaOH ve asidik CuClz
cozeltileri kullanilarak ylizeyden uzaklastirilmigtir. Parafilm tabaka ile korunan AAO
membran hekzan ile muamele edilip su ile yikandiktan sonra parafilm tabaka
uzaklastirilmis ve aliiminyumdan arindirtlmis AAO membranlar elde edilmistir [18].
Elektrik stimiilasyonunun hiicreler iizerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in iletken

AAO substratlara ihtiya¢ duyulmustur. Bu durum termal buharlagtirma sistemi
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kullanilarak AAO membranlarin 20 nm karbon ile kaplanmasi ile agilmistir. Boylece
nanogdzenekli CAAO membranlar elde edilmistir. Uretilen tiim yiizeylerin elektriksel,
morfolojik ve kimyasal karakterizasyonlart AFM, X 1sin1 spektrokopisi, enerji
dagilimli X 1s1mm1 spektroskopisi, akim-voltaj 6l¢timleri, SEM ve gegirimli elektron
mikroskopisi kullanilarak tamamlanmistir [18]. Image J programi kullanilarak AAO
membranlarin ortalama gozenek capi ve gézeneklilik degerleri hesaplanmigtir. AAO

membranlarin ylizey piriizliliigii (roughness) AFM kullanilarak analiz edilmistir.

2.2.2.2 Hiicre Kiiltiirii ¢calismalar:

PC12 hiicreleri %10 FBS, %10 at serumu, %21 penisilin-streptiyomisin ve %1 L-
glutamin igerikli besi yeri igerisinde 37 °Cde %5°lik CO2 ortaminda gelistirilmistir.
Hiicrelerin pasaj numarasi ¢alisma siiresince diisiik tutulmustur ve giin asir1 olarak
besi yeri degisimi saglanmistir. Steril malzemeler kullanmilmis ve c¢ozeltiler
kullanilmadan 6nce 0,22 pm filtreden gegirilmistir. Membranlar ve kendi tasarimimiz
olan cam kuyular 45 dk 121 °C"de otoklav igerisinde steril edilmis ve sonrasinda yatay
akis kabini i¢erisinde kullanilmistir. Biitiin AAO, CAAO membranlar ve doku kiiltiiri
icin hazirlanmig polistiren yiizeyler tip 1 sigir kolajeni ile kaplanmistir. Kaplama
yapilmadan gerceklestirilen calismalarda bu durum ifade edilmistir. Kaplamada
kullanilan kolajen c¢ozeltisi steril fosfat tampon tuzu ¢o6zeltisinde (PBS) son
konsantrasyon 53,5 pg/ml olacak bigimde hazirlanmistir. Tiim 6rnekler bu ¢ozelti

icerisine 60 dakikaligina daldirilmis ve ardindan PBS ile yikanmaistir.

Hiicre canhilik analizleri

Farkli yiizeyler lizerindeki hiicre canliliginin tespiti igin WST-1 hiicre proliferasyon
kiti iiretici firmanin protokollerine gore tamamlanmigtir. 100 ve 250 nm gdzenek
capina sahip AAO ve CAAO membranlar (n=3) yaklasik 0,25 cm? alanlarda kesilip
TCPS kontrolle birlikte kolajen kaplamaya tabi tutulmustur. Bu membranlar 96
kuyulu plakaya yerlestirilmis ve iizerlerine 10° hiicre/ml konsatrasyonda hiicre ekimi
yapilip 6rneklerin 2 ve 7 giinliik canlilik testleri tamamlanmistir. Her 6rnek 24 saat
sonra 20 ng/ml NGF ile katkilanmis ve 7 giin ¢alismasinda giin asir1 besi yeri degisimi
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi her kuyuya 10 pl WST-1 ¢dzeltisi eklenmis
ve Ornekler 10 dk c¢alkalamali inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan 37 °C %5 CO2
ortaminda 6rnekler 2 saat boyunca inkiibe edilmis ve calkalama islemi tekrarlanmistir.

Membranlardan kaynaklanan absorbans degerini azaltmak i¢in absorbans degerleri
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oOl¢iilecek ¢ozeltiler membranlarin bulundugu kuyulardan ¢ekilerek yeni bir 96 kuyulu

plakaya aktarilmis [144] ve 450 nm dalga boyunda absorbans gergeklestirilmistir.

Hiicre yapisma ve norit ol¢ciim calismalari

Kendi tasarimimiz olan cam kuyu tasarimlari kullanilarak membranlar {izerindeki
hiicre tutunum ¢aligmalari tamamlanmistir. Bu kuyu sistemlerinin kullanilmasindaki
amag belli bir alandaki membran iizerinde belli hacimde besi yeri kullanilarak inkiibe
edilen hiicre hatlarinin elektrik uygulamalar1 sonrasi1 gosterecegi davranisin
karsilagtirmali olarak belirlenebilmesidir. Ayrica bu tasarim sayesinde elektrik
uygulamasinda kullanilan elektrotlar dogrudan hiicre ortami ile temas etmemistir. 0,3
cm? agikliga sahip 1 cm kalinligindaki cam tabaka ve standart lam arasina parafilm ve
doku yapistiricisi ile desteklenerek sikistirilan AAO ve CAAO membranlar ile sistem
olusturulmustur. Besi yeri sizmalarinin engellemesi i¢in metalik kiskaglarla bu tasarim
sikisilmistir. Gerekli oldugu yerlerde CA AO membranlar tizerinde elektrik baglantilar
saglanmis ve bu baglantilarin hiicre soliisyonlari ile etkilesimi engellenmistir. Diiz
aliminyum oksit (gézeneksiz) ve TCPS ylizeyler kontrol olarak kullanilmigtir. Atomik
olarak gozeneksiz 5 nm kalinligindaki aliiminyum oksit tabakalar silikon yongalar
tizerine ALD yontemi kullanilarak kaplanmistir. TCPS kontroller 6 kuyulu
plakalardan 2 cm?’lik alanlar ¢ikartilarak hazirlanmustir. Tiim calismalardan &nce
numuneler kolajen ile kaplanmustir.

Cam kuyular icerisinde ayn1 aktif alana sahip drnekler iizerine 2x10* hiicre/ml PC12
hiicre hatt1 ekilip hiicre tutunumu i¢in 24 saat inkiibasyon yapilmistir [145]. Ardindan
tiim numuneler son konsantrasyon 20 ng/ml olacak sekilde NGF ile katkilandirilmis
ve 36 saat hiicre doniisiimii (differentiation) i¢in inkiibasyon yapilmistir. Toplam
inkiibasyon siiresi 60 saattir. CAAO membranlar {izerinde inkiibe edilen hiicreler 0,1
V DC voltaja inkiibasyonun 57. saatinde 1 saat olarak tabi tutulmustur [2, 146]. 60
saatlik siirecin sonrasinda Ornekler SEM goriintiilemesi i¢in fiksasyona tabi
tutulmustur. Elde edilen mikrograflar farkli substratlar iizerine tutunan hiicre sayisi
kadar ortalama ndrit uzunlugu ve hiicre basina diisen nérit sayisinin tespitinde de
kullanilmigtir. Fiksasyon protokoliinde, 60 saatin sonunda PBS ile yikanan drnekler,
%?2 formaldehit-%2 gluteraldehit ¢ozeltisi i¢erisinde 90 dk bekletilmistir. Sonrasinda
artan etanol konsantrasyonu olan ¢ozeltiler (%50 etanol igerikli ¢dzelti igerisinde 2 dK,
%75 etanol igerikli ¢ozelti igerisinde 2 dk, %100 etanol igerisinde 45 dK) igerisinde

bekletilmistir. Son olarak numuneler 10 nm altin ile fiziksel buharlastirma teknigi
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kullanilarak kaplanmig ve SEM analizleri tamamlanmistir. Ayni zamanda bazi
orneklere ait floresan mikroskopi analizleri de tamamlanmis ve tartisma kisminda ilgili
sonuglara yer verilmistir.

Yiizeylere yapisan hiicre sayisi 3 bagimsiz 6rnegin rastgele 5 farkli alanindan elde
edilen SEM gériintiilerinden elde edilmis olup sonuglar mm? basina diisen hiicre sayisi
olarak hesaplanmistir. Image J programi kullanilarak ortalama ndrit uzunlugu yaklasik
5 um*den daha uzun uzantilar norit olarak kabul edilerek 6l¢iilmiistiir. Ayn1 hesaplama
yontemi hiicre basina diisen norit sayisi hesaplanirken de kullanilmistir [147, 148].
Burada, ornekler iizerinde dallanmis olan noritlerden sadece en uzunu dikkate alinmis
olup iki hiicrenin paylastig1 noritler bir hiicreye ait olarak hesaplanmistir. Farklilasma
oranini hesaplarken hiicre ¢apindan uzun noritler dikkate alinmustir [147, 149].
Istatiksel analizler igin iki grubun karsilastirilmasinda “Student t-test” veya birden
fazla ikilinin karsilagtirilmasinda tek yonliit ANOVA ve post-test olarak da “Scheffe
test” kullanilmistir. p < 0,002 degeri anlamli kabul edilmis farkli degerler kabul

edilmisse metin i¢inde belirtilmistir.

NGF katkilama ve salim ¢alismalari

Hiicre tutunumu ve ndrit uzanimi agisindan gelisim gosteren yiizeylerin 60 saatlik
standart prosediir ile incelenmesine ek olarak yiizeyler NGF ile katkilanmis ve hiicre
gelisimi bu yiizeyler tizerinden de takip edilmistir. Burada standart prosediirden kasit
NGF dogrudan hiicre besi yeri igerisinde ¢ozlinmesidir. 100 nm gézenek ¢apina sahip
AAO ve CAAO yiizeylerden in vitro olarak NGF salimi analiz edilmistir. Bu yiizeyler
stok ¢ozeltiden alinan 80 ng/ml NGF ile muamele edilmis ve gece boyu kurumaya
birakilmistir. Yaklasik 0,2 cm? alana sahip NGF ile katkilanmis bu AAO ve CAAO
membranlar (n=3) 96 kuyulu plakalar igerisinde 200 pl salim medyasina (su)
birakilmistir. 6, 24, 48 ve 72 saat icin NGF salim analizleri NGF-ELISA Kkiti
kullanilarak tamamlanmistir. Kalibrasyon egrisi ve ELISA iiretici firmanin

protokollerine gore tamamlanmustir.

2.3 Tartisma

Yayimlarimizda [18, 138] AAO ve CAAO membran iiretim ve karakterizasyonu ile
ilgili sonuglar paylasildigi i¢in tezin bu boliimiinde sadece AAO membranlarin SEM

gorintiilerine yer verilecektir. Bunun disinda kalan hiicre ¢aligmalar1 ise detayli bir
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bicimde anlatilacak ve standartlastirilmis prosediirlerin nasil olusturuldugu eldeki
sonuglar ile ortaya konulacaktir.

Aliiminyumdan arindirilmis yaklasik 100 ve 250 nm gozenek ¢apina sahip AAO
membranlar yiiksek safliktaki aliiminyumun sirasiyla okzalik ve fosforik asit
icerisinde anodizasyonu sonrasi elde edilmistir. Elde edilen AAO membranlarin
bariyer ve soliisyon olmak iizere iki farkli yiizli bulunmaktadir. Bu ¢alismada soliisyon
yiizii kullanilmis ve bu ylizeydeki gozenekler seyreltilmis asit ¢ozeltisi ile agilip 100
ve 250 nm gbzenek ¢apina eristirilmistir. Dahasi elektriksel stimiilasyonun etkilerinin
arastirilmasi i¢in, bazi membranlar fiziksel buharlastirma yontemi kullanilarak karbon
kaplanmis ve iletken hale getirilmistir. Sekil 2.1'de goriildiigii iizere resimlerde
karbon kaplama sonrast AAO membranlarin rengi degismistir. SEM goriintiileri de
acik¢a karbon kaplama sonrasi ortalama gozenek caplariin 97,8 + 2,3 nm oldugunu
gostermektedir. Ayrica 245,8 = 21,9 nm gozenek capina sahip CAAO membranlar da
tek asamal1 anodizasyon kaynakli olusan daginik gozenek yapisi gozlemlenmistir. Bu
membranlarin  fiziksel, kimyasal ve elektriksel karakterizasyonu Onceki
caligmalarimizda tamamlanmistir [18]. Bu ¢alismada ylizeye kaplanan karbonun
yiizeyde iletkenligi sagladigi iletken AFM analizleri ile gosterilmistir. Ayrica
gozeneklere giren karcon miktarinin sinirl oldugu ancak tiip benzeri yapilar olusturma

potansiyelleri oldugu gosterilmistir.

Uretilen AAO ve CAAO membranlar iizerinde PC12 hiicre hattinmn proliferasyon ve
baskalasim analizleri yapilmadan once hiicrelerin TCPS yilizeyde gelisimi ve
kullanilacak hiicre yogunlugu, yiizeylere hiicre tutunumunu artirmak amaciyla
kullanilacak hiicreler arasi1 matris bileseninin tespiti ve optimum NGF miktarinin
tespiti lizerine yogunlagilmistir. Bu baglamda sigan, insan ve sigir kolajenleri ile
yiizeye tutunum ve ndrit gelisim caligmalar1 TCPS iizerinde yapilmistir. Sigir
kolajeninde hiicre tutunumunun diger kolajenlere nazaran c¢ok daha iyi oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 2.2). Tim calisma boyunca sigir kolajeni ile “Deneysel
Caligmalar” boliimiinde belirtilen protokoller dogrultusunda yiizeylerin kaplamasi

yapilmustir.

Hiicre tutunumuyla ilgili sorunlar asildiktan sonra diisiik pasaj numarali hiicre
hatlarinda uygun NGF miktarimin tespiti lizerine ¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalarla birlikte hiicre konsantrasyonu ile ilgili optimizasyon c¢aligmalar1 da

gerceklestirilmistir. Calismalar sonras1 20 ng/ml NGF ile 2x10° hiicre/ml hiicre ile ¢a-
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Sekil 2.1: Aliiminyumdan armndirilmis AAO (sagda) ve CAAO (solda)
orneklerinin fotograflari (a). 100 nm (b) ve 250 nm (c) gdzenek ¢apina sahip
CAAO membranlarin SEM gériintiileri. Olgek ¢ubugu 1 cm (a), 1 pm (b) ve 5
pum (c¢) uzunluklart temsil etmektedir.

lismanin istatiksel analiz yapilmasi agisindan uygun oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.3).

Diisiik hiicre yogunlugunda ve uzun inkiibasyon siiresinde yiliksek NGF miktarlari ile
caligildiginda hiicrelerin topaklandiglr gézlemlenmistir. Bu durum, hiicrelerle ilgili
istatistiki analizlerin yapilmasi agsamasinda hem birtakim giicliikler getirmekte hem de
sonuglarimizin tekrarlanabilir bir aralikta olmasina engel olmaktadir. inkiibasyon
stiresi kisaltilip NGF miktar1 azaltildiginda ve bunlara paralel olarak baslangigta ekilen
hiicre sayist artirildiginda hiicrelerin  birbirinden daha ayr1 konumlandigi
gozlemlenmistir ve istatiksel analizler agisindan bu kosullar takip etmenin daha dogru

olduguna karar verilmistir.
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Sekil 2.2: Sigan (a), insan (b) ve sigir (c¢) kolajeni kullanilarak kaplanan TCPS
yiizeylerin 40X biiyiitmedeki optik mikroskop goriintiileri. Sican kolajeni ile
yapilan c¢aligmalarda hiicrelerin topaklandigi insan ve sigir kollajeninde
yayilimin arttigi ancak hiicre sayist bakimindan sigir kollajeninin daha
avantajli oldugu diisiiniilmektedir. Olgek gubuklart 50 pm uzunlugu temsil
etmektedir. Calisma 12°lik mikroplakada tamamlanmustir.

Norit gelisimini daha iyi analiz edebilme ve literatiir ile dogru bir sekilde karsilagtirma
yapabilme adina inkiibasyon siiresi 60 saate ve NGF miktar1 da 20 ng/ml’ye
distirilmistitr [150].

Gozenekli yiizeyler tizerinde PC12 hiicrelerinin canlilik egilimlerini gézlemlemek igin
WST-1 kiti kullanilmistir. Yaklasik 0,2 cm? biiyiikliikteki AAO ve CAAO membranlar
standart TCPS plakalara yerlestirilmis ve 2 ve 7 giin i¢in canlilik verileri elde
edilmistir. Analizi yapilacak ¢ozeltiler membranlarin da bulundugu mikroplakadan
hizl1 bir sekilde bos bir mikroplakaya aktarilmis ve absorbans degerlerinin okunmasi
yeni mikroplakalarda yapilarak membran kaynakli varyasyonlardan bagimsiz analiz

sonuglari ortaya konulmustur [144] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3: 100 nm-AAO membran tizerine 9500 hiicre/ml konsantrasyonunda,
iyohiicre hattinin diisiikk biiylitmedeki (a) ve yiiksek biiyiitmedeki (¢) SEM
goriintiileri. 20000 hiicre/ml konsantrasyonunda, 25 ng/ml NGF igerikli besi
yerinde, 3 gilin inkiibasyon yapilarak biiyiitilen hiicre hattinin diislik
biiyiitmedeki (b) ve yiiksek biiyiitmedeki (d) SEM goriintiileri. Olgek cubuklari
10 pum wuzunlugu temsil etmektedir. Calisma 96'lik mikroplakada
tamamlanmustir.

250
Em TCPS
200 * E= 100 nm AAO
; 1504 ES 100 nm CAAO
E BE= 250 nm AAO
; 100- EN 250 nm CAAO
50
0_

2 giin 7 giin

Sekil 2.4: PC12 hiicrelerinin 2 ve 7 giin boyunca inkiibasyonu sonrast WST-1
test kiti kullanilarak elde edilen hiicre canlilik sonuglari. Calisma 96°lik
mikroplakada tamamlanmistir. (* p <0,002)
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Canlilik analizi sonuglari membran topografi ve kimyasmin hiicre metabolizmasi
tizerinde etkili oldugunu gostermistir. Kolajen kaplama olmadiginda CAAO
membranlar iizerinde ekili hiicre hatlarinin canlilik degerlerinin kontrol ve diger test
gruplarina gore oldukea diistiigli gozlemlenmistir. Bu durumun nedenleri arastirilirken
kullanilan yiizeylerin temas ac1 6l¢timleri yapilmis ve CAAO membranlarin iizerinde
bulunan hidrofobik kaplamadan dolay1 temas agisinin 101,2°£2,2 olarak 6l¢iildiigii ve
bu degerin hiicre tutunumunda kullanilan yiizeylerin temas agisindan (yaklasik 55°)
fazla oldugu gortlmistiir [43]. Benzer sekilde 100 nm gbzenek ¢apina sahip AAO
membranlarin kolajen kaplama olmadan (38,73°£2,6) ve kolajen kaplama yapildiktan
(49,69°+2) sonraki temas agis1 6l¢timleri tamamlanmistir. CAAO membranlar kolajen
kaplandiktan sonra bu yiizeylerin temas acist 66,47°+4,1 olarak Sl¢iilmiistiir. Sekil
2.4"da goriildiigii izere AAO membranlar 2 ve 7 giinliik inkiibasyon siireleri i¢cin AAO
membranlar toksik etki gostermemistir. Ilgili degerlerdeki farkliliklar TCPS kontrole
gore anlamli degildir (p> 0,05). Ek olarak, her iki gézenek ¢ap1 iginde karbon kaplama
kolajen kaplamaya ragmen hiicre canliligin1 olumsuz yonde etkilemistir. Bu durum
hidrofobik karbon kaplamanin yiizeylerdeki etkin kolajen kaplamay1 engelledigini ve
hiicre canliliginin bu sebeple diistiigiinii diisiindiirmektedir. Ayrica yiizey kimyas1 ve
topografinin de hiicre davranislarini etkiledigi diisiiniilmektedir. Ornegin 250 nm
gozenek capina sahip AAO membranlardaki (gézeneklilik = %62,3+3,4 piiriizliilik =
112,7 £ 10,3 nm) canlilik degerleri en yiiksek ¢ikmig ayn1 zamanda gozeneklilik ve
piirtizlilik acgisindan 100 nm gézenek ¢apina sahip AAO membranlardan
(gozeneklilik = %48,6 + 2,3 pirtizlilik = 31,2 + 4,4 nm) daha yiiksek degerlere
sahiptirler. Bu hipotezi test etmek amaciyla yaklasik 60 nm gbzenek ¢apina sahip AAO
membranlar (gozenek ¢ap1 = 64,7 + 1,8 nm gozeneklilik = %44,1 + 1,8 piiriizlilik =
3,6 £ 0,1 nm) iizerinde canlilik analizleri yapilmis canlilik degerleri TCPS ylizeye gore
%64,8 + 7,1 (Veri sekilde sunulmamustir.) olarak tespit edilmistir. Boylece
gozeneklilik ve piiriizliliiglin canliligl pozitif yonde etkiledigi 2 giinliik inkiibasyon
stiresi i¢in gosterilmistir.

Hiicre canlilig1 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda da analiz edilmistir. Bu sette yapilan
analizler 2 giinliik canlilik sonuglarina gére TCPS kontrole kiyasla 100 ve 250 nm
AAO membranlarin hiicre tutunum ve gelisimini tetikledigini gostermistir ve benzer

sonuclar SEM analizi araciligi ile dogrulanmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: 100 nm gozenek capina kolajen kaplanmis AAO membranlar (a),
kollajen kaplanmis TCPS yiizeyler (b) ve kollajen kaplanmamis 100 nm
gozenek capina sahip AAO membranlar (¢) lizerinde inkiibe edilen PC12
hiicrelerinin SEM gériintiileri. Olgek cubuklar1 50 pm uzunlugu temsil
etmektedir.

Sekil 2.4 “deki sonuclar bu gézlemi desteklemekte olup 100 ve 250 nm gézenek ¢apina
sahip AAO membranlarda yiiksek canlilik trendi 7 giinliik inkiibasyon siiresi i¢in
TCPS yiizeylere gore artis gostermistir. Topografik faktorler bu farkin olusmasinda
onemli rol oynamistir. Nanogodzenekli membranlar TCPS kontrol grubuna gore
artirtlmis yiizey alanina sahiptir. Giin asir1 besi yeri degisimleri yapilarak siirdiiriilen
uzun inkiibasyon siiresi boyunca nanogodzenekli membranlar hiicre yapismasini
tetiklemis ve gozeneksiz TCPS yiizeye gore ¢ok daha fazla hiicrenin yapismasini
saglamistir. Yikama ile yiizeye zayif olarak baglanmis hiicrelerin TCPS ylizeyden
uzaklastigi ve hiicre canliligimin bu nedenle kontrol grubunda diistiigi
distiniilmektedir.

Ancak, 7 giinliik ¢alismalarda AAO membranlar arasindaki canlilik trendi tersine
donmiistiir. Bu calismalarda 100 nm AAO membranlar {izerindeki hiicrelerden alinan
canlilik degeri 250 nm AAO membranlardan daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durum 100
nm AAO membranlardaki 250 nm AAO membranlara gore daha diisiik gézeneklilik
ve piiriizliiliik degerine ragmen gergeklesmistir. Onceki ¢alismalarda anodizasyon igin
kullanilan elektrolit tipine bagli olarak olusan titanyum oksit tabakanin kimyasal
ozelliklerinin degistigi ve bunun hiicre davraniglarini degistirdigi gozlemlenmistir
[151]. Benzer faktor bizim ¢alismamizin sonuglarini da agiklamakta kullanilabilir ve
bu durumu dogrulamak i¢in detayl calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Ayrica, karbon kaplamanin negatif etkisi bu durum i¢in bir kanit olusturabilir. 100 nm
ve 250 nm CAAO membranlar AAO membranlara gore diisiik hiicre canlilig
gostermislerdir, ancak bu fark 250 nm AAO-CAAO ikilisi i¢in istatiksel olarak daha
dramatiktir. 250 nm AAO-CAAO membran ikilisi i¢in p degeri 0,0002 iken 100 nm
AAO-CAAQO ikilisi i¢in bu deger 0,02 dir.
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Farkl1 yiizeyler {izerinde hiicre yapigmasi ve norit olusumu ile ilgili detayli calismalar
yapilmas: ve bunlarla ilgili parametrelerin optimize edilmesi ndral implant
uygulamalari i¢in 6nem arz etmektedir [35, 36]. AAO ve CAAO membranlar
tizerindeki hiicre yapisma ve ndrit olusum caligmalarinin standart platformlarda
yapilabilmesi amaciyla ve ayni zamanda CAAQO membranlar iizerinde elektrik
stimiilasyonlarimnin takibi amaciyla kendi tasarimimiz olan cam kuyular kullanilmistir
(Sekil 2.6).

SEM goriintiilemeleri i¢in hiicre fiksasyonu ile ilgili protokol optimize edildikten
sonra hiicre tutunum ve norit uzama ¢aligmlar1 tamamlanmistir. Sekil 2.7 °de AAO ve
CAAO membranlar iizerinde biiyiitilen PC12 hiicre hatlarinin SEM goriintiileri
verilmistir. Bu resimler 6 farkli substrat ilizerinden yapisan hiicre sayisini ve norit
uzunluklarini hesaplamak i¢in kullanilmigtir. AAO, CAAO ve elektrik uygulamasi i¢in
hazirlanmis elektrik uygulanmis iletken AAO (CAAO-E) membranlarinda 100 ve 250
nm gdzenek ¢api i¢in ve her defasinda 5 rastgele yerden 3 bagimsiz 6rnekten (n=3)
alman goriintiilerle analiz edilmistir. SEM analizleri sonrasi iki 6nemli gozlem
olusmustur. Ik olarak AAO membranlara CAAO membranlara gore ¢ok fazla sayida
hiicre yapistig1 gdzlemlenmistir. Ikinci olarak elektrik uygulamasi sonrasi elde edilen
ndrit uzunluk verilerinin elektrik uygulamasi yapilmamis yiizeylerden yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir.
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Sekil 2.6: Hiicre tutunumu ve norit uzamasi i¢in kullanilan substrat diizenegi
(a). Si1zma sorunu ¢oziilmiis aktif AAO alanli cam kuyucuklardan bir goriintii
(b). Goriintii hiicre ¢alismalari sirasinda alinmaistir.
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Farkli yilizeylerde yapisan hiicre popiilasyonlar: ile ilgili sonuglar Sekil 2.8'de
verilmistir. Incelenen substratlar arasinda, 100 nm ve 250 nm gbzenek capina sahip
AAO membranlar tizerinde tutunan hiicre sayis1 benzer ¢ikmis (p> 0,7) ve bu durum
Sekil 10b ile paralellik gostermektedir. Bolim baslangicinda da bahsedildigi iizere
karbon kaplama AAO membran kimyasini degistirmekte ve dolayisiyla kolajen
kaplama etkin bir bicimde yiizeye kaplanamamaktadir. Bu durum 100 ve 250 nm
gbzenek capina sahip CAAO membranlar {izerindeki hiicre tutunumunu otomatik ola
rak diisirmektedir. CAAO ve CAAO-E membranlar1 karsilastirlldiginda elektrik
uygulamasinin yapisan hiicre sayisini anlamli olarak degistirmedigi tespit edilmistir
(p> 0,3 her iki AAO membran seti i¢in).

Hiicre yapismasinda yiizey morfolojisinin etkisini arastirmak icin atomik seviyede
diizgiin aliminyum oksit substratlar ALD teknigi kullanilarak sentezlenmistir. 50 nm
kalinliginda aliiminyum oksit ile kaplanan silikon yongalarin piiriizliiliik degeri 1,2 nm

olarak olgtilmistiir (Sekil 2.9). 30 nm piiriizliilik degerine sahip 100 nm AAO memb-

Sekil 2.7: 100 nm gbzenek ¢apina sahip AAO (a) ve CAAO-E (b) membranlar
ile 250 nm gozenek capina sahip AAO (c) ve CAAO-E (d) membranlar
iizerinde biiyiitiilen PC12 hiicrelerinin SEM goriintiileri. (b) i¢erisinde bulunan
resimler artan ndrit olusumunu (sag) ve elektrik uygulamasi sonrast dallanmis
ndrit formunu (sol) gostermektedir. Calisma 96°'lik  mikroplakada
tamamlanmastir. Olgek cubuklart 10 um uzunlugu temsil etmektedir.
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ranlarla karsilastirildiginda silikon yongalar iizerindeki hiicre yapismasi ve norit
olusumu dramatik olarak diigmiistiir.

Cam kuyu tasarimi kullanilarak yapilan bu ¢aligmada diiz aliminyum oksit {izerindeki
hiicre younlugu 86,1 = 2,6 hiicre/mm? olarak 6l¢iilmiis ve bu deger en diisiik tutunum
degerinin bile altindadir. (CAAO mem branlar — 103,0 + 16,1 hiicre/mm?, iistelik daha
toksik, bkz. Sekil 2.5). Benzer sonuglar osteoblastik [152], epitel [153], primer ndron
[30] hiicre tiplerinde de AAO membranlar {izerinde gozlemlenmistir. Bu durum
topografinin Onemine ve nanotopografileri ile AAO membranlarin noral

biyomalzemeler olarak bir potansiyele sahip olduklarini isaret etmektedir.

Hiicre yapismasina elektrik stimulasyonunun etkisinin siurli kaldigr gortilmiistiir

(Sekil 2.8). Ancak elektrik uygulamasi PC12 hiicrelerinin ndrit davranisini dramatikce
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Sekil 2.8: Bar grafik 6 farkli substratin {izerinde biiyiitiillen PC12 hiicrelerinin
karsilagtirmali olarak ylizeylere yapisma egilimini gostermektedir (a).
Gozeneksiz aliiminyum oksit (b) lizerinde 100 nm gozenek ¢apina sahip AAO
membranlara (c) gore daha az hiicre yapistigin1 gosteren SEM resimleri.
Calisma 96'lik mikroplakada tamamlanmistir. SEM resimlerinde bulunan
olgek gubugu 50 um'yi temsil etmektedir. (*p <0,002, **p <0,005)
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degistirmektedir. Sekil 2.10a ortalama norit uzunlugu ile ilgili verileri igerirken, Sekil
2.10b'de ise hiicre basina diisen norit sayis1 farkli substratlar {izerinden gosteril
mektedir. Hem 100 nm hem de 250 nm gézenek capina sahip CAAO membranlarda
elektrik uygulamasi ortalama norit uzunlugunu ve sayisini artirmistir. Bu durumun o
lusmasinda iletken alt tasin etkin oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle 100 nm CAAO
membranlardaki artis dikkat cekmektedir. Bu tip egilimler literatiirde farkli substratlar
tizerinde de goriilmektedir [154, 155] ve bu durum ndron ya da néron benzer hiicreler

tizerinde elektrik stimiilasyonunun nororejeneratif kapasitesi ile ilgili bir durumdur.
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Sekil 2.9: ALD ile aliiminyum oksit kaplanmis silikon yongalarin kolajen
kaplanmadan once (a) ve kaplandiktan sonraki (b) topografik profilleri. Bu
gorlintiiler ve ilgili piirtizlillik degerleri Nanomagnetics EZ AFM cihazi
kullanilarak elde edilmistir (PPP-NCLR tip). Nanogozenekli AAO
membranlarin kolajen kaplandiktan sonraki topografik profile ve piiriizliliik
degeri (c). Goriintiilerden anlasildig1 iizere AAO membranin piirtizliilik
degerleri diger yiizeylere nazaran daha yiiksektir.
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Ortalama norit sayisinda agik olarak farklar olugsa da (Sekil 2.10b) hiicrelerin
baskalasim orani sadece elektrik uygulamasi ile az miktarda degismistir (Sekil 2.10c,
p> 0,2). Burada, hiicrelerin baskalasiminda 6lgiit alinan kriter hiicreler tizerindeki

noritlerin hiicre ¢apina esit ya da daha uzun olmasidir [147, 148].
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Sekil 2.10: Ortalama norit uzunlugunu (a), hiicre basina diisen norit sayisini (b)
ve % doniisiim oranini (c) gosteren bar grafikler. Calisma 96 1ik mikroplakada
tamamlanmigtir. (*p <0,002 ve **p <0,005)

Fenotipteki degisim i¢in gerekli minimum etki elektrik uygulamasi ile ilgili degil besi

yeri igerisindeki NGF miktar1 ile iliskilidir. Ayni miktarda NGF uygulanmis
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substratlardaki hiicre donlisiimii benzer bigimde gerceklesmis olup doniisiim ~%70

olarak belirlenmistir.

Nanogozenekli AAO membranlarin dogalari geregi barindirdiklar gézenek hacmi ilag
[14], protein, nanopartikiil [28, 156] gibi malzemelerle doldurulabilir. AAO
membranlarin néron implant arayliziindeki ila¢ salim/baskalasim potansiyelini
gosterebilmek icin, 80 ng NGF en yiiksek hiicre tutunumunun gézlemlendigi yilizeye
(100 AAO) ve en yiiksek norit uzaniminin goriildiigi yiizeye (100 nm CAAO-E)
katkilandirlmigtir. Sonrasinda hiicresel olarak elde edilen cevap standart kosullar
(NGF dogrudan besi yeri igerisinde ¢Oziinmesi) ile karsilagtinnlmistir. Bu
karsilagtirmadan once ex vivo NGF salim trendi elektrik uygulamasi olmayan
yiizeylerden tespit edilmistir. Sekil 2.11'de goriildiigi tizere her iki tip membranda
tizerine yliklenen NGF 'nin %20’sini ilk 60 saatte salmistir. 72 saatin sonunda ise
toplam NGF nin %25"i salinmistir. Bu yavas salim pek¢ok ¢alisma igin avantaj olabilir
[14].

5100 nmAAO
/7
7. %100 nm CAAO

% Salim

Sekil 2.11: 100 nm AAO (a) ve CAAO membranlardan (b) ex-vivo
NGF salimint gosterimi, 100 ng NGF ile katkilandirilan AAO
membranlar tizerindeki diisiik hiicre tutunumunu (b) ve kapal
gozenekleri gosteren (c) SEM goriintiileri. Grafiklerdeki kat1 ¢izgiler
verilerin takibini kolaylastirmak i¢in kullanilmistir. Calisma 96'lik
mikroplakada tamamlanmistir. SEM resimlerinde bulunan d&lgek
cubugu 100 um’yi temsil etmektedir.
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NGF salinan membranlarla gergeklestirilen in vitro ¢calismalarda kendi tasarimimiz
olan kuyular (V = 1 ml) kullanilmis ve iki farkli senaryo ile NGF katkilandirma iglemi
tamamlanmustir. lk olarak standart NGF uygulamasi ile benzer kosullar (100 ng/ ml
NGF nin %20°si 20 ng/ml = [NGF]standart) saglanmasi amaciyla yiizeyler 100 ng/ml
NGF ile muamele edilmis ve bu miktar 60 saatlik inkiibasyon siiresi dikkate alinarak
belirlenmistir. Ikinci senaryoda ise yiiksek dozdaki NGF'nin hiicreler iizerindeki
olumsuz etkisi goriilerek membranlara 20 ng NGF katkilamas1 yapilmistir. Bu durum
Sekil 2.11b ve c ile dogrulanmis ve diisiik hiicre tutunumuna ilaveten yiizeylerde
tikanmis gozenekli yapi ile karsilasiimistir. Sekil 2.8 de de gosterilen standart kosullar
kullanilarak biiyiitiilen PC12 hiicre hatlarinin tutunum ve bagskalasim trendlerine
nazaran Sekil 2.11b"de gosterilen hiicrelerin daha az tutundugu ve standart kosullara
nazaran bu ¢aligmada baskalasimin sinirl kaldig1 gozlemlenmistir. Ayrica yiizeylerde
biriken protein tabakanin AAO membranin hiicreler iizerindeki olumlu topografik
etkisini baskiladigi diigiiniilmektedir (Sekil 2.11c).

20 ng NGF katkilanmig AAO ve CAAO membranlar lizerindeki PC12 hiicre hatlar ile
ilgili sonuglart Sekil 12°de verilmistir. Burada CAAO membranlar 1 saat elektrik
uygulamasina tabi tutulmustur. Onceki calismalarimizla paralel olarak bu ¢alismada
da AAO membranlar iizerinde tutunan hiicre sayist CAAO membranlara nazaran
yiiksektir (Sekil 2.12a, b). Her iki yiizeyde de diisiik NGF konsantrasyonu kullanildig:
icin gozenekli yapinin varligini stirdiirdiigii goézlemlenmistir (Sekil 2.12c, d) ve bu
ylizden hiicre yapigsmasinda topografik faktorler kimyasal faktorlerden One
cikmaktadir. Sekil 2.12¢ ve f"de hiicrelerle ilgili tutunum ve norit uzunlugu caligmalari
tamamlanmistir. Bu calismalar elektrik uygulamasma tabi tutulan CAAO
membranlarda nérit uzunluklarinin standart yontemlerle calisildiginda elde edilen
ndrit uzunluklarindan fazla oldugunu gostermistir. Katkilandirilmig 100 nm AAO
membran beklendigi gibi en yiiksek hiicre tutunum davranisinin goézlemlendigi
substrattir. Elde edilen tutunum degeri (149,5 = 20,7 hiicre/ ml) (Sekil 2.12e) normal
kosullarda elde edilen tutunum degeri (163,0 + 10,7 hiicre/ ml) (Sekil 2.8a) ile
benzerdir.

NGF katkilandirilmis CAAO membranlardaki hem hiicre tutunumu hem de norit
uzunluklar standart kosullarda kullanilan CAAO membranlarin bu degerlerinden
diisiik oldugundan NGF katkilamanimn 100 nm CAAO-E numuneler {izerinde negatif
etkiye sahip oldugu soylenebilir. Ancak, katkilandirma ¢aligsmalarinda kullanilan AAO

membranlar iizerindeki hiicrelerin ortalama norit uzunlugu standart uygulamadaki n6-
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Sekil 2.12: 20 ng NGF ile katkilandirilmis AAO (a, ¢) ve CAAO membranlar
tizerindeki PC12 hiicrelerinin diisiik ve yliksek biiyiitmedeki SEM gortintiileri.
Sekil 21c ve d i¢ resimde goriildiigii lizere protein katkilamasi sonrasi
gozenekler agiktir. Hiicre yapismasi (e) ve ortalama norit uzunlugu (f) standart
NGF uygulamasi ve katkilandirma uygulamasi sonrasi gosterilmistir. Calisma
96'lik mikroplakada tamamlanmistir. Tek yonlii ANOVA sonrasi Scheffe testi
yapilarak istatiksel karsilastirma yapilmistir (p<<0,05). a ve b i¢in 6l¢ek gubugu
10 um, ¢ ve d i¢in 5 um’dir.
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rit uzunluklarinin (Sekil 2.10a) neredeyse {li¢ katidir ve normal kosullarda kullanilan
CAAO-E membranlar ile bu deger yakindir (Sekil 2.12f, p> 0,05). Standart kosullar
uygulandiginda 100 nm AAO membranlar kimyasal ve topografik 6zelliklerinden
dolay1 yiiksek hiicre tutunumu gostermektedirler. Ancak uygun miktarda NGF ile
katkilandirildiklarinda tipki elektrik uygulanmis CAAO membranlar gibi onlarin
tizerinde de ortalama ndrit uzunluklari fazla olan hiicreler olusmakta ve hiicre yapisma
trendi kendi dogasi ile uyumlu bir egilim gdstermektedir. Bu parametrelerin PC12
hiicrelerindeki ndritlerin olugsmasi ve uzamasinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmis
olup, protein salimi yapan AAO membranlar {izerindeki bosluklarin igerisinde bulunan
artirtlmis  bolgesel NGF konsantrasyonunun altta yatan sebep olabilecegi

diistiniilmektedir [145].

2.4 Sonuc¢

Tezin bu bolimiinde AAO membranlar dogrudan kullanilmis ve {izerlerine yapilan
karbon kaplama ile iletken hale getirilmislerdir. PC12 hiicre hatlarinin NGF, gozenek
capt ve elektrik uygulamalarina bagli olarak verdigi hiicresel cevaplar analiz
edilmistir. PC12 hiicre davranmiglart AAO ve CAAO membranlar iizerinde hiicre
canlilig1, yapismasi ve norit uzamasi gibi parametreler dikkate alinarak incelenmistir.
100 ve 250 nm gozenek ¢apina sahip AAO membranlar sentezlenmis ve iletken CAAO
membranlarin eldesi icin AAO membranlar ince karbon tabakasi ile kaplanmislardir.
AAO membranlarin her iki gozenek capi i¢inde hiicreler acisindan toksik olmadigi
goriilmiistiir. Yine her iki gézenek ¢api i¢in de diisiik hiicre yapismasi CAAO
membranlarda gozlemlenmistir. Benzer durumla gozeneksiz aliiminyum oksit
yiizeylerde de karsilagilmistir. Ancak ortalama norit uzunlugu ve hiicre basina diisen
norit sayisi elektrik uygulanmis CAAO membranlarda 6nemli 6l¢iide artmistir. NGF
katkilamas1 yapildiginda Orneklerde artan bir hiicre yapigmasi ve ndrit uzamasi
gozlemlenmistir. Elde ettigimiz sonuclar, NGF katkilama kosullar1 optimize
edildiginde, 100 nm gdzenek ¢apina sahip AAO membranlarm PC12 hiicrelerinin
yapismasinda elektrik uygulanmis CAAO membranlara nazaran ideal platformlar
oldugunu gostermektedir. Bu yiizeylerde norit uzamasimin CAAO-E membranlardaki
uzama miktarlar1 ile es deger oldugu goriilmistiir. Artirilmig hiicre yapismasi ve
tetiklenmis baskalasim noroimplantlarda aranan 6zelliklerdir ve ¢alismamizda tespit

ettigimiz durumlar protein katkilandirilmis nanogézenekli AAO membranlarin bu iki
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Ozellik acisindan da ndroimplant teknolojisinde kullanima uygun oldugunu
gostermektedir. Ornegin, termal olarak buharlastirilan aliiminyum elektrot
yiizeylerinde bu tip bir oksit kaplamaya doniistiiriilebilir ve elektrot empedansi

degistirilmeden bu filmlerin kalinlig1 ayarlanabilir.
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3. TIYOFLAVIN T MODIFIYE NANODESENLEMELI POLIMERIK
YUZEY ARTILMIS RAMAN SPEKTROSKOPISI SUBSTRATLARININ
AMILOID g 1-42 PEPTITLERININ ULTRA HASSAS DEDEKSIYONUNDA
KULLANIMI

3.1 Amacg

Tezdeki bu calismanin amaci, AAO kaliplar kullanilarak iiretilen nanomotifli PK
filmlerin Alzheimer hastaliginin teshisinde biyoalgilayict platformlar olarak
kullaniminin arastirilmasidir. Elde edilen PK filmlerin motifleme bi¢imleri gibi
kosullar optimize edilerek bir tani test modeli ortaya ¢ikarilmast hedeflenmistir. Bu
hedeflere ek olarak ThT molekiilii ile modifiye edilmis ve edilmemis ylizeylerin AP 1-
42 peptiti ile olan etkilesimlerinin su ve yapay salya ¢ozeltisi igerisinde SERS

araciligiyla incelenmesi amaglanmistir.

Literatiir incelendiginde gerek ThT nin gerekse AP 1-42nin varliginin SERS metodu
araciligiyla tespitini i¢eren ¢aligmalar mevcuttur. Bizim ¢alismamizdaki en yenilik¢i
yon AAO kaliplar vasitasiyla olusturulan oval ve catalli baslikli nanomotifli PK
platformlarin AP 1-42'nin varligini algilama ve tayini i¢in ilk defa kullanilacak
olmasidir. Bu tip nanomorfolojiye sahip yiizeylerin SERS aktif yiizeyler oldugu 6nceki

calismalarimizda gosterilmistir [45].

Catalli yapida olusturulacak PK nanokolonlarla giittiiglimiiz amag¢ birim alandaki
metal adacik sayisini ¢ogaltmak ve sinyal artirict nokta (hotspot) yogunlugunu
artirmaktir ve bu yonde literatiirde bir ¢alisma yoktur. Buna ek olarak literatiirde ilk
olarak AP 1-42" yi tayin edecek SERS platformlari (nanomotifli PK yiizey) 6l¢timlerin
tekrarlanabilirliginin, ylizeylerin dayanikliliginin (Altin kaplanmis yiizeyde yikamayla
degismeyecek kararli sinyaller) tespiti amaci ile ThT modifikasyonu ile ¢alisilmistir.
Literatiirde bagka amaglar i¢in metal yiizeyler ThT ile modifiye edilmistir ve bunlar
yol gosterici olarak calismamizda kullanilmistir. Elde edilen yiizeylerle AP 1-42
varlig1 cesitli sekillerde tespit edilebilir. Ilk diisiindiigiimiiz yontem AB 1-42 varligina
bagl olarak 572-1580 cm™ bant araliginda olusacak konsantrasyon ilintili sinyal
artirrmidir. S6z konusu sinyal artirimi ThT kaplanmamis yiizeylerde de incelenmistir.
Ancak, yukarida bahsedilen 6zgilliik, tekrarlanabilirlik ve dayanim kriterlerinden
dolay1 boyle bir platformda gercek 6rneklerde yanlis pozitiflerin ve yikamaya bagh

sinyal kayiplarinin olusabilecegi goriilmiis ve ¢alismalarda ThT kaplanmis yiizeylere
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yogunlagilmistir. Bunlara ek olarak incelenen parametreler ThT SERS sinyalinin
konsantrasyon ve altin kaplama kalinligina bagl olarak degisimidir.

Genel olarak, tiretilmesi amaglanan tani test modelinin yukarida belirtilen 6zellikler
sebebiyle diisiik konsantrayonlarda protein tespitine olanak verebilecek O6zellikte

oldugu diistliniilmektedir.

3.2 Materyal ve Yontemler

3.2.1 Materyaller

Calisma  swrasinda  kullamilan  aliiminyum  folyo  (Puratronic,  %99,99),
oktadesiltrimetoksisilan (ODS), metilen mavisi (MB) Alfa Aesar firmasindan temin
edilmistir. H3PO4 (%85) BDH Prolabo firmasindan, HCI (%37), okzalik asit (%99),
diklorometan (DCM), hekzan, ethanol, trietilortosilikat (TEOS), tiyoflavin T (ThT),
AP 1-42, PK (Bisfenol A, 300 °C/1,2 kg) ve NaOH Sigma-Aldrich firmasindan satin
almmistir. HoSO4 (%95-98), CrOz Fluka firmasindan alinmistir.

Calisma sirasinda akim-voltaj kaynagi (Sorensen), SEM (Quanta 200 FEI), fiziksel
buhar biriktirme cihaz1 (Nanovak, HD), Raman spektroskopi cihazi (CCD dedektor,
Delta Nu “Examiner Laramie”) cihazi kullanilmistir. Simulasyonlar Lumerical FDTD

simiilasyon programi (Lumerical Solutions Inc.) kullanilarak tamamlanmastir.

3.2.2 Deneysel yontemler

3.2.2.1 AAO kaliplarim ve PK nanodesenlemeli yiizeylerin sentez ve

karakterizasyonu

Calisma kapsaminda iki farkli kolon yapisinda AAO kalip sentezlenmistir. Standart
AAO kaliplar iki agsamali anodizasyon teknigi kullanilarak sentezlenmistir [45, 157].
Kisaca yiiksek safliktaki aliiminyum folyo 600 gritlik zimpara ile mekanik olarak
temizlenip su (DI, 18 MQ) ile yikandiktan sonra hacimde agirlik¢a %95 H3POa, %5
H2SO4 ve 20 g/ml CrO3 karisiminda 65°C de elektrokimyasal olarak temizlenmistir.
Temizlenen aliiminyum tabaka 0,3 M okzalik asit ¢ozeltisi igerisinde 12 saat boyunca
50 V potansiyel fark altinda 5 °C"de anodize edilmistir. Aliiminyum tabakanin her iki
tarafinda da olusan ve bozuk gozenek dagilimina sahip oksit tabaka 75° C'de 0,4 M

HsPO4 and 0,2 M CrOs ¢ozeltisinde uzaklastirilmistir. Ikinci anodizasyon asamast ise
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ilk anodizasyon asamasi ile benzer kosullarda 3 dk boyunca siirdiiriilmiistiir. Bu yolla
300 nm gozenek derinligine sahip standart AAO kaliplar aliminyum folyo iizerinde
elde edilmistir. Son olarak standart AAO kaliplar hacimce %5 H3POj4 ¢ozeltisine 52
dk boyunca daldirilarak, kalibin gézenek ¢ap1 100 nm'ye ulastirtlmastr.

Multi-gatallanmis AAO kaliplarin sentezi i¢in iki asamali anodizasyon sonrasi kaliplar
0,3 M H2SOq4 ¢ozeltisi ile 25 V potansiyel fark altinda 0 °C anodizasyon yapilmistir.
Multi-gatallanmis AAO kaliplarin gozeneklerinin agilmasinda iki asamali bir yol
izlenmistir. ilk olarak ikinci anodizasyon asamasinin ardindan 25 dk, siilfiirik asit

anodizasyonu sonrasi 27 dk AAO kaliplar %5 HaPOs ¢6zeltisine daldirtlmistir.

Standart ve multi-catallanmis AAO kaliplar damla yayma teknigi i¢in kalip olarak
kullanilmistir [63] ve bu kaliplarin morfolojileri PK yiizeyler iizerine transfer edilerek
silindir (SDS) ve multi ¢atal desenli (MDS) substratlar elde edilmistir. Yapismaz AAO
kaliplarin eldesi igin yiizeyler 10 mM oktadesiltrietoksisilane (ODS):DCM ¢ozeltisi
ile muamele edilmistir. Silanlama isleminden sonra filmler 100 °C firinda 4 saat
bekletilmistir. SDS'lerin hazirlanmas1 amaciyla 5 ml hacimde agirlik¢a %6 ik PK
cozeltisi standart AAO kalip lizerine yayilmistir. Solventin ugmasi igin 1 giinliik siire
beklendikten sona filmler tek yone dogru kaliplar iizerinden kaldirilmis ve SDS
yiizeyler elde edilmistir [45, 63]. Ote yandan, MDS yiizeyler iki asamali damla yayma
yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Ilk olarak diisiik viskoziteli hacimde agirlik¢a
%1°1lik PK ¢ozeltisi multi-¢atallanmis AAO kaliba dokiilmiis ve solventin ugurulmasi
icin yap1 +4°C ‘de 1 gece bekletilmistir. Ardindan hacimde agirlikca %6 ik PK
¢ozeltisi ile muamele edilen 6rnekler 1 gece kurumaya birakilmis ve benzer prosediirle
MDS vyiizeyler elde edilmistir. Son olarak diiz silikon yongalar lizerine PK ¢6zeltisi

yayilmis ve diiz polimer substratlar (DPS) benzer prosediirle elde edilmistir.

Uretilen kaliplarm morfolojilerinin dogrulanabilmesi amaciyla kalip temelli sol-jel
kimyasindan faydalamilmistir [158, 159]. Ilk olarak kaliplar DI su ile yikanmis ve 100
°C firinda kurutulmustur. Etanol, trietilortosilikat (TEOS) ve 1 M HCI karisimi
hacimsel 50:5:1 orani ile hazirlanmistir. Hidroliz siirecinden sonra kaliplar bu ¢ozelti
ile 5 dk muamele edilmis ve 3 saat firinda kurumaya birakilmistir. Son olarak kalip 0,1
M NaOH solusyonuda uzaklastirilmis ve serbest haldeki silika nanotest tiipler

filtrelenmis ve “Whatman Nucleopore Track Etch” membrane filtre {izerinde su ile
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yikanmistir. Goriintiileme amagh tiipler 10 nm Au-Pd ile kaplanmigs ve SEM

goriintiilemeleri yapilmigtir.
3.2.2.2 Altin kaplama, ThT modifikasyonu ve SERS oél¢iimleri

SDS, MDS ve DPS’ler ThT modifikasyonu oncesi 10, 20 ve 30 nm kalinliginda altin
ile 10° torr basing altinda 0,1 kA/sec kaplama hizinda termal buharlastirict
kullanilarak kaplanmistir. Gerektiginde altin kaplanmis ylizeyler SEM aracilig: ile
gorlintiilenmistir. Metal evaporasyonundan sonra, ornekler farkl
konsantrasyonlardaki sulu ThT ¢ozeltilerine 28 °C*de 12 saat boyunca daldirilmistir.
Ardindan 6rnekler su ile yikanmis ve oda sicakhiginda kurutulmustur [68]. Uretilen
subsratlarin SERS spektrumlari Raman modiilii tarafindan CCD dedektor kullanilarak
toplanmustir. Olgiimler 785 nm lazer kaynag: kullanilarak 150 mW giigte ve 3 um lazer
spot biiyiikligii kullanilarak 60 saniyelik 6l¢lim zamanlamasi ile tamamlanmistir. Her
spektrum 9 6l¢iimiin ortalamasini temsil etmektedir. Bu 9 nokta 3 farkli 6rnegin 3
farkli noktasindan edinilmistir (n=3). SERS sinyallerinin tekrarlanabilirligi 3 bagimsiz
ornegin rastgele noktalarindan elde edilen spektrumlar (>10 nokta) vasitasiyla

sunulmustur.
3.2.2.3 FDTD simiilasyonlari

Maxwell esitliklerini ¢ozmekte gilivenilir bir yontem olan 3D-dalga vektér zaman
domeninde sonlu farklar yontemi (FDTD) metodu kullamilarak SDS ve MDS filmler
tizerindeki elektrik alan siddeti simiile edilmistir. Lumerical FDTD yazilimi
(Lumerical Solutions, Inc) kullanilarak FDTD hesaplamalar1 yiiriitilmiistiir. Sinir
kosullarinda kaynak (field-scattered field source), nano yapilar ve monitdr ayn1 eksen
tizerine yerlestirilmistir. Calismada, 151k kaynaktan z-ekseni boyunca gonderilmistir (A
merkez = 785 nm, zaman offset 1,5x104 s). Simiilasyonda etkilesim ortami hava
olarak alinmistir. Antismetrik ve simetrik sinir kosullari sirasiyla x veya eksenlerinde
kullanilmistir. Absorber tabaka olarak z ekseninde yerlestirilmis tabaka (a stretched
perfect matching layer) kullanilmigtir. Hesaplama zamani1 100 fs, hesaplama adim

biiyiikliigii 0,00113 fs olarak belirlenmistir.
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3.2.2.4 Artma faktoriiniin hesaplanmasi

Hem ThT hem de MB artma faktoriiniin hesaplanmasinda kullanilmistir (Esitlik 3.1)
[37, 40]. Bu amagla 10 M sulu boya ¢ézeltilerinin 10 pl'si metal kapli MDS ve DPS
iizerine damlatilmistir. Ornekler kurutulduktan sonra, SERS spektrumlar1 ayni

kosullarda toplanmustir.
Artma faktori = (NrRaman*Isers) / (Nsers*Iraman) (3.1)

Isers Ve Iraman MDS ve DPS iizerindeki ThT nin 1601 cm™'deki sinyal siddetini
gostermektedir. Bu degerler MB i¢in 1620 cm™'den almmustir. Nsgrs Ve Nraman ise

ayni ornekler i¢in ayn1 alandaki molekiil sayisin1 temsil etmektedir.
3.2.2.5 AP 1-42 miktar analizleri

ThT modifiye substratlar sulu AP 1-42 ¢ozeltilerine farkli konsantrasyonlarda 12 saat
boyunca 4 °C'de daldirilmistir. Artan peptit konsantrasyonuna bagl olarak 1601cm”
deki ThT sinyallerinin degisimi takip edilmistir ve tespit edilen en diisiik
konsantrasyon (LOD: limit of detection) lineerligin bittigi nokta tespit edilerek
bulunmustur [160]. Dinamik aralik hesaplamalarinda maksimum Ap 1-42
konsantrasyonu baskilanan ThT sinyallerinin 1601 cm™'deki sinyal giiriiltii oram
dikkate alinarak tanimlanmistir. Belli deneyler, peptit ¢ozeltileri su yerine yapay salya
cozeltileri igerisinde hazirlanmistir. Yapay salya c¢ozeltileri lonta ve ark. tarafindan
onerilen prosediirle hazirlanmistir [161]. ThT nin 1601 cm™ deki sinyal siddeti ile
ilgili istatiksel analizler eslesmemis “Student’s t test” kullanilarak farkli peptit

konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonrasi tamamlanmistir (p<0,05).
3.3 Tartisma

Sekil 3.1a"da SDS'lerin silindirik kolon yapisina sahip standart AAO membranlardan
damla yayma yontemi kullanilarak nasil iiretildikleri gosterilmistir. Bu nanogdzenekli
kaliplar okzalik asit elektrolitti igerisinde iki asamali anodizasyon protokolii ile
tiretilmistir [157]. Ardindan tiim numuneler yiizey enerjilerinin azaltilmasi ve tekrar
kullanilabilir olmalar1 amaciyla ODS soliisyonu ile muamele edilmistir. PK uygun
refraktif indeks ve yiiksek transmitans Ozellikleri nedeniyle optoelektronik
uygulamalarida siklikla kullanilir. Ozellikle damla yayma uygulamalarinda,

nanodesenli kaliplardam desen kopyalamada basarili sonucglar elde edilmektedir.

47



Nanodesenli filmlerin solvent ugurulduktan sonra yilizeyden kolaylikla kaldirilabildigi
gosterilmistir [63]. Onceki calismalarda altin modifiye nanodesenli PK yiizeylerin
SERS substrati olarak kullanimi gosterilmis ve pM hassasiyette R6G tespit edilebildigi
rapor edilmistir [45]. Bu tip ylizeylerin hassasiyetini artirmak i¢in makul bir yaklasim
ise nanodesen sikligini artirmaktir. Boylece yiizeyde ayn1 geometrik alanda olusacak
sicak nokta sayisi artirilmis olacak ve sinyal siddeti artirilabilecektir. Bu amagla Multi-
catallanmis AAO kaliplar sentezlenmistir [162] (Sekil 3.1b). Ugiincii anodizasyon
stilfiirik asit igerisinde gerceklestirilmis ve genis silindir kolonlar igerisinde daha dar
gozenekler elde edilmistir. Ardindan damla yayma yontemiyle kiiciik gozenekler

sayesinde MDS'ler elde edilmistir.
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Sekil 3.1 : SDS (a) ve MDS’lerin (b) silindirik ve multi-gatallanmis kolon
yapilit AAO membranlardan elde edilisinin sematik gosterimi. Hidrofobik hale
getirilmis AAO membranlara PK soliisyonlar1 damlatilmis ve solventler
uzaklastirilip filmler elde edilmistir.

AAO membranlarin ve nanodesenli filmlerin karakterizasyonu SEM kullanilarak
tamamlanmistir (Sekil 3.2). Standart AAO membranlar iki asamali anodizasyonla
okzalik asit igerisinde diizenli silindirik gozeneklere sahip olarak sentezlenmistir
(Sekil 3.2a) ve bu kaliplardan damla yayma yontemi ile SDS’ler elde edilmistir (Sekil
3.2b). Nanoyapilar incelendiginde st kisimlarinin alt kisimlarina gére daha genis
oldugu goriilmektedir. Bu durumun filmlerin kaldirilmasi sirasinda uygulanan
kuvvetten kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu yaklagimi dogrulamak i¢in kaliplar
Martin ve ark. tarafindan literatiire kazandirilan kalip temelli sol-jel kimyasi

kullanilarak sentezlenen silika nanotest tiiplerin tiretiminde kullanilmistir [163]. Bu
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yaklasimda kat1 silika katmanlart AAO membranin duvarlarinda birikme yapmaktadir

ve kalip uzaklastirildiginda kalibin kolon yapisini biiyiikk oranda taklit eden silika
nanotest tiipler elde edilmistir [143, 158] (Sekil 3.2¢).

Sekil 3.2 : Standart (a), multi-catallanmis (d) AAO membranlarin, SDS (b) ve
MDS'lerin (e) SEM goriintlisii. Dallanma noktalart ok ile gosterilmistir.
Silindirik ve multi-catallanmis yap1 ayrica sol-jel kimyasi temelli olarak
sentezlenen silika nanotest tiipler ile de diiz (c) ve dallanmis (f) topografi de
gosterilmistir.
Sekil 3.2d'de catalli daralmig gozenekler ( ~ 20 nm capli) daha biiyiik silindirik
gozenekler ile siilflirik asit anodizasyonu sonrasi gosterilmistir. Anodik aliiminada
hiyerarsik gozenek geometrisi voltaj degisimi ile elde edilebiliyor olmasina [162]
ragmen tekrarlanabilir desen transferi igin elektrolit degisimi stratejisi tercih
edilmistir. Biiyiik alan MDS ler (~50 cm?) bu kaliplar kullanilarak sentezlenmistir ve
iretilen yapilar ayn1 nanokokten ¢ikan dallanmis ¢oklu uzantilar seklindedir (Sekil
3.2e). Yumusak dogasi geregi nanoyapilar katlanma ve biikiilme gosterse de
MDS'lerin farkli noktalarinda dallanma gosterilmistir. Kolay gozlem ig¢in sol-jel ile
sentezlenen dallanmis silika nanotest tiipler kullanilmistir. Beklendigi iizere {iretilen
silika nanotest tiipler asagiya dogru daralmakta ve dallanma gostermektedir (Sekil
3.2f).
SDS'lerin SERS substrati olarak kullanim potansiyeli Raman raportorii olan RG6
kullanilarak Onceki ¢aligmalarda gosterilmistir [63]. MDS'lerin SERS temelli

biyosensor caligmalarinda kullaniminin gosterilmesi igin AP 1-42 peptitlerince zengin
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amiloid plakalarinin arasina spesifik olarak giren ThT seg¢ilmistir [65]. Bu molekiil
ayrica plazmonik metal nanoparcaciklara kovalent olarak baglandiktan sonra Raman
spesifik sinyaller vermektedir [67, 69]. ThT SERS sinyallerinin Ap 1-42 ile etkilesimi
sonras1 potansiyel varyasyonu bu biyosensor ¢alismasinin temelini olusturmaktadir.
SERS aktif yiizeyler ve molekiil arasindaki 6zel etkilesim ile Raman 6l¢iimlerine
nazaran diisiik konsantrasyonlarda biyomolekiil dedeksiyonu miimkiin olmaktadir
[164]. Sekil 3.3 DPS, MDS ve SDS'lerin farkli altin kaplama kalinliklar1 sonrasit ThT
ile modifiye oldugunu gostermistir. Karakteristik ThT sinyalleri 539, 743, 938, 1134,
1392 ve 1601 cm™ dalga numaralarinda biitiin nanodesenli filmler {izerinde elde
edilmistir [67] ve ilgili dalga numaralarinin hangi vibrasyon modlarina karsilik geldigi
Cizelge 3.1 de gosterilmistir.

Sekil 3.3'te gosterildigi lizere, ultra diiz silikon yongalar {izerinde damla yayma
yontemi ile elde edilen DPS lerden altin kalinligina bakilmaksizin en diisiik sinyaller
elde edilmistir. Bu tip filmlerde plazmonik parcaciklarin olusma ihtimali ¢ok diistiktiir.
Bu arada, 10, 20 ve 30 nm kalinlilarin tamaminda en yiiksek SERS sinyalleri MDS"ler
tizerinde elde edilmistir. Bu durum ¢ok sayida plazmonik yapinin nanodallanmalar
arasinda olustugunun artan yiizey alam ile saglandigini gostermistir. Dallanma ile
birlikte plazmonik metal parcaciklar1 arasinda nanobosluklarin olusma ihtimalinin
arttigr diisiiniilmektedir. Nanobosluk temelli sicak noktalarin benzer nanoyliizeylere
nazaran elektrik alan artirnmini daha iyi sagladigi rapor edilmistir [45]. Farkli kaplama
kalinliklarinda MDS'lerden elde edilen sinyaller incelendiginde, 20 nm altin
kaplamada en yiiksek ThT SERS sinyallerinin elde edildigi gosterilmistir. Calismanin
bundan sonraki kisminda 20 nm altin kapli MDS'ler kullanilmistir (Au@MDS).

SDS yiizeylere gére MDS yiizeylerdeki artan sicak nokta olusum ihtimali FDTD
kullanilarak analiz edilmigtir. SEM goriintiilerinden yola ¢ikarak olusturulan geometri
simiilasyona uygulandiginda dallanma arttikca sicak nokta olusum ihtimalinin arttigin
gostermistir (Sekil 3.4). Bu sicak noktalarin olusumunda elektromanyetik artma
faktorlerinin kimyasal artma faktorlerine nazaran etkin oldugu diistiniilmektedir.
Optimum kaplama kalinliginda (20 nm) catallar arasinda olugan nano bosluk kimyasal
olarak adsorbe olmus ThT molekiilleri etrafinda nanoanten olarak davranmakta ve

sinyal giiclinii artirmaktadir.
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= 30 nm Altin Kaplama

Dalga Numarasi (cm'i)

Sekil 3.3 : DPS, MDS ve SDS'lerin 10,20 ve 30 nm altin kaplanmis ThT SERS
sinyalleri. Baz1 ThT 6zgii sinyaller spektrumlar lizerinde isaretlenmistir ve en
yiiksek sinyal 20 nm altin kapli MDS lerde goriilmiistiir.

Cizelge 3.1 : Deneysel olarak gézlenen ThT Raman titresim modlarini ve bu
modlara karsilik gelen dalga numaralarinin gésterimi [67, 68]. Kisaltmalar: v,
gerilme; o, diizlem icine egilme; vy, diizlem disina egilme; p, diizlem ici
katlanma, breath: gevseme s, simetrik; as, asimetrik.

Raman Dalga

Titresim Modlar
Numarasi (cm) Itrest !

8(CSC)[67, 68], V(CCC)halka) [67, 68], Y(CCC)halka iy [67],

>39 v(CNC) [67]

743 8(CCC) [67, 68], v(C6SC) [68], v(CN18C) [67]

938 v (N18CC) [67], v (CH3)(c10,11) [67, 68], V(CC)(breath ) [67]

1139 P(CH3)c11 [68], p(CCH)(halka 1) [68], V(CH) [68]

1392 V (CH3s)c10,11 [67, 68], Vas(N5C6C12) [67] , V(CCH)hallka 1)
(67, 68]

1601 V(CCy(halkam) [67, 68]
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Elektromanyetik artma faktorii SDS yiizeyler i¢in 1.5 x 10° V/m, Au@MDSler igin
3,7 x 10* V/m, 10 nm kaplama kalinlig1 i¢in 88,2 V/m ve 30 nm kaplama kalinlig1 7,6

X 10?2 V/m olarak hesaplanmistir.

-140 -30 80 -140 -30 80
x/nm @ x/nm m

-70

-140 -30 80 -140 -30 80
m
x/nm x/nm @

Sekil 3.4 : 20 nm altin kaplama ile muamele edilmis SDS (a) ve MDS (b)
filmler lizerindeki FDTD-simiile elektrik alan yogunlugu. Ayrica altin kaplama
kalinliginin etkisi 10 (c) ve 30 nm (d) kosullari i¢in simiile edilmistir.

Sekil 3.5a farkli ThT konsantrasyonlarinda SERS sinyallerinin Au@MDS yiizeylerde
degisimini gostermektedir. Burada azalan konsantrasyonla birlikte bazi1 6nemli ThT
sinyallerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Literatlirde, ThT nin dimetilaminobenzen
yapisindaki C-C gerinmesinden kaynaklanan 1601 cm™ deki sinyalin plazmonik metal
yiizeylere kemisorbe olan ThT miktarini takip etmede kullanilabilecegi gosterilmistir
[67]. Bu sinyal kullanilarak, pikomolar seviyelerden daha alt seviyelerde ThT
modifikasyonunun ThT bulunmayan kontrol spektrumlariyla karsilastirilarak (0,1 pM
ThT i¢in sinyal/giiriilti=~10) nanodesenlemeli yiizeyler {izerinden tanimlanabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu baglamda ThT sinyallerinin tekrarlanabilirligi de bazi dalga

numaralar1 i¢in analiz edilmistir. Bagimsiz hazirlanmis ii¢ Au@MDS 6rneginin ¢esitli
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noktalarindan toplanan spektrumlarin ortalamasi Sekil 3.5b’de sunulmustur. Burada

yiizde relatif standart sapma (RSD%) bazi Onemli sinyaller i¢in~ %17 olarak

hesaplanmis ve bu veriler Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2 : 10° M ThT modifiye Au@MDS spektrumlarindan edinilen
sinyal siddeti, standart sapma ve CV degerleri.

Raman Dalga Sinyal Siddeti Standart sapma % RSD
Numarasi (cm™) (a.u.)

539 2028 409,29 17,87
743 238,33 33,51 14,00
938 126,33 30,24 23,93
1139 2122,22 201,46 9,49

1392 986,77 209,10 21,18
1601 949,77 169,74 17,87

Iyi bir Raman raportdrii olarak bilinen MB boyas1 yiizeyden elde edilen sinyallerin
tekrarlanabilirligini gostermek ve artma faktoriiniin hesaplanmasi amaciyla
kullanilmigtir  (Sekil 3.5c). Ayrica MB boyasindan alinan 6nemli sinyallerin
tekrarlanabilirligi ve bunlarin karsilik geldigi modlarin neler olabilecegi sirasiyla

Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4'te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.3 : 10° M MB modifiye Au@MDS spektrumlarindan edinilen
sinyal siddeti, standart sapma ve CV degerleri.

Raman Dalga Sinyal Siddeti Standart sapma % RSD
Numarasi (cm™) (a.u.)
445 6975,37 1190,06 17,06
772 2690,83 482,63 17,94
890 1512,88 277,05 18,31
1392 3143,88 459,86 14,63
1620 3422,50 340,10 9,94

MB boyasinin artma faktériiniin hesaplanmas1 amaciyla 102 M MB Au@MDS ve 10°
®> M MB DPS iizerine uygulamanmis ve 1620 cm™'deki sinyal seviyeleri analiz
edilmistir [37]. Sinyal siddetleri sirasiyla 96,77+£16,00 ve 88,16+£13,58 olarak
ol¢iilmiistiir (Sekil 3.6a). Ayrica boya damlalarinin ¢aplari dikkate alindiginda mm?'ye
diisen molekiil sayis1 arasinda ~4 kat fark bulunmustur. Bu sebeple EF= (10°/10%2) x
(0,25) =2,7x10° olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde 1601 cm™'deki sinyalin
ortalama siddeti kullanilarak ortalama artma faktori ThT icin 4,6x10° olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.6b). Goreceli olarak diisiik artma faktorleri SERS artma
faktoriiniin hesaplanma yontemi [165] ile ilgili bir durumdur. Tek bir sicak noktadan

elde edilen veriler yerine tiim alandan alinan sinyaller dikkate alinmistir.
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Sekil 3.5 : AU@MDS ler tizerinde ThT sinyallerinin azalan konsantrasyonla
birlikte degisimi (a). 3 bagimsiz Au@MDS nin farkli noktalarindan alinan
spektrumlarin ortalamalarinin tekrarlanabilirligin gosterilebilmesi amaciyla
standart sapma barlart ile birlikte ThT (b) ve MB (c) boyalart i¢in gosterimi.

54



Cizelge 3.4 : Deneysel olarak gézlenen MB Raman titresim modlarinin ve bu
modlara karsilik gelen dalga numaralarinin gosterimi [166]. Kisaltmalar: v,
gerilme; o, diizlem i¢ine halka deformasyonu; vy, diizlem disina egilme; J,
diizlem i¢i katlanma

Raman Dalga

Titresim Modl
Numarasi (cm™) itresim Modlar

445 V(CC)halka
772 v(CH)
890 B(CH)
1392 o (CH)
1620 V(CC)nalka

MB i¢in daha biiyilik artma faktorleri artan elektromanyetik artma faktoriine ilaveten

artan kimyasal artma faktorii nedeniyle elde edilmistir [167].

ThT ve AP 1-42 peptitlerince zengin amiloid plaklarinin 6zel etkilesimi giiniimiizde
Alzheimer hastaliginin tespitinde klinik olarak kullanilmaktadir [168]. Bu nedenle,
ortamdaki peptit varliginin ThT SERS sinyallerini potansiyel olarak etkileyebilecegi
beklenmektedir [46]. Sekil 3.7a’da Au@MDSler artan konsantrasyondaki sulu Ap 1-
42 c¢ozeltileriyle inkiibe edildiginde kademeli olarak azalan ThT sinyalleri
gosterilmistir. Baz1 dnemli sinyallerde de sinyal azalmasi goriilmiis olmasina ragmen,
1601 cm™*deki sinyal peptit varlig1 ile agik sekilde azalma gdstermistir (Sekil 3.7b).
Onceki calismalar ThT nin SERS ve floresan sinyallerinin ¢dzelti fizikokimyasal
ozelliklerine karsi hassas oldugunu gostermistir [67-69]. Caligmamizda sinyal
azalmasina boya etrafinda konumlanmaya calisan P tabaklarinca zengin peptit
molekiillerinin neden oldugu diisiiniilmektedir [65, 66]. Plazmonik yiizey tizerindeki
boya peptit konsantrasyonu arttik¢a bu sinyal engellemesinden etkilenmektedir [22].
Ancak bu davranigin daha iyi agiklanabilmesi i¢in detayli analizlere ihtiyag¢ vardir. Bu
noktada molekiiler afinite sabitlerinin detayli sekilde arastirilmasi ve ylizey tizerinde
konumlanmis ThT molekiillerinin AP 1-42 proteinleri ile olan etkilesim sonrasi nasil

konumlandigi analiz edilmelidir.

ThT modifikasyonu bulunmayan Au@MDS leri 100 pg/ml AP 1-42 ile muamele
edilmis kontrol 6rneginden anlamli bir spektrum elde edilememistir. Bu sonug ortamda
ThT olmadiginda peptitlerin yikama sonrast ylizeyden kolaylikla uzaklastiginm
gostermektedir. Bir 6nemli vurgulanmas1 gereken nokta da peptit uygulamasi sonrasi

ThT modifiye Au@MDS lerde plak olusumu gézlemlenmemesidir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.6 : Altin kaplanmigs MDS ve DPS’ler iizerinde (a) MB ve (b) ThT nin
SERS spektrumlart.

Literatiir incelendiginde bu tip plak olusumlarinin pM seviyedeki AP 1-42
konsantrasyonlarinda oldugu rapor edilmistir [168]. Ancak bu ¢alismada en fazla 0,12
uM konsantrayonda AP 1-42 ile ¢aligilmistir.

1601 cm™'deki orijinal ve baskilanmis ThT sinyallerinin farki Sekil 3.7c’de
sunulmustur. Beklendigi iizere, baskilama peptit konsantrasyonu arttikga artmistir. En
yogun c¢ozelti 250 pg/ml olarak hazirlanmis ancak bu nokta Sekil 3.7c’de
gosterilmemistir. Cilinkii bu noktada sinyal/gliriiltii oran1 3 {in altina diismiistiir. Diger
yandan, AP 1-42 dedeksiyon tayin limiti 0,5 pg/ml olarak hesaplanmistir ki bu deger
bu platformlarda lineerligin rapor edildigi en kii¢iik degerdir [160]. Coziilebilir AP 1-
42 icin biyonanosensorlerle tespit edilebilen en kiiciik deger yine aynidir [169]. ilging

olarak literatiirde antikor iligkili bir caligma ile karsilasilmis ve bu ¢alisma ile benzer
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sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir (500 fg/ml) [169]. Ayrica, 0,5 pg/ml ile 100 ng/ml
lincer aralikta galisacak sekilde ilgili sistem gelistirilmistir. Bu aralik viicut
stvilarindaki AP 1-42 seviyelerini 6lgecek Ozelliktedir. Serebrospinal sivida bu oran ~

400-700 pg/ml iken salyada ~3-10 pg/ml [78] araligindadir.
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Sekil 3.7 : 10° M ThT ile modifiye edilmis Au@MDS'lerde artan A 1-42
konsantrasyonuna bagli olarak degisen SERS spektrumlar1 (a), artan peptit
konsantrasyonuna bagli olarak 1601 cm™ deki sinyal degisim (b) ve 1601 cm™
1deki SERS sinyal baskilanmasinin log [AB 1-42] kars1 degisimi (c).Bu grafik
kullanilan platform i¢in dinamik araligin 0,5 pg/ml ile 100 ng/ml arasinda
oldugunu ve R? degerinin~1 oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.8 : 10 pg/ml AB 1-42 uygulanmis ThT modifiye Au@MDS lerin SEM
goriintiisti. Calisilan konsantrasyon aralifinda ylizeylerde plak olusumu
gozlenmemistir.

Son olarak biyosensor filmler kalicilik, cevap siiresi ve gergek ortamlardaki durum
acisindan arastirtlmistir. Sekil 3.9a’da ThT modifiye Au@MDS'lerin 1 ve 30 giin
sonundaki sinyal Ol¢timleri verilmistir ve Ornekler bu siire boyunca 4 °C'de
saklanmigtir. Sinyal yerlerinde ve siddetlerinde g6z ardi edilebilir degisimler
gozlemlenmistir bu ThT modifiye substratlarin stabil kalabildigini gostermistir.
Platformlarin hizli cevap verebilme kabiliyetleri de ayrica aragtirmistir. 100 pg/ml AB
1-42 uygulamasi 1 saat ve 12 saat i¢in yapilmus istatiksel olarak farkli olmayan sinyal
azalmalar1 elde edilmistir (Sekil 3.9b, p<0,05). Inkiibasyon siiresini daha fazla

azaltilmasi benzer sinyal azalmasina neden olmadigindan rapor edilmemistir.

Nanodesenli filmlerin salya ¢ozeltisi igerisindeki performanslari da arastirilmigtir. ThT
modifiye filmler peptit katkilanmamis salya ¢ozeltileri igerisinde tipik sonuglari
vermistir (siyah spektrum, Sekil 3.9¢). Bu sinyaller Ap 1-42 uygulamas1 sonrasi biiyiik
oranda azalmistir. Miyoglobinin plazmonik yiizeyle olan etkilesimi nedeniyle
sinyalleri baskiladig diisiiniilmektedir [160] ancak yine de AP 1-42 katkilamasinda
oldugu gibi ThT kaplanmis 6rnege (siyah spektrum) nazaran anlamli bir farkli bir
azalma gostermemistir. Yine de yanlis pozitif elde etme ihtimalini ortadan kaldirmak
amaciyla ylizeye farkli modifikasyonlarin (aptamer, peptid vb.) yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.
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Sekil 3.9 : ThT modifiye Au@MDS'lerin 1 ve 30 giin sonundaki SERS
spektrumlar1 (a), ve farkli inkiibasyon siirelerinde 1601 cm™'deki sinyal
degisimi gosteren grafik (b). Benzer spektrum protein katkilanmamis salya
cozeltisinden de alinmustir (¢, siyah spektrum). ThT sinyalleri ortama AP 1-42
eklenmesi sonrasi baskilanmis fakat bu azalma miyoglobin katkilmasi ile
anlamli sekilde gergeklesmemistir. (C, mavi ve kirmizi spektrum). 1601cm’
1deki sinyal azalmas1 d"de gosterilmistir. Her veri 3 bagimsiz 6rnegin rastgele
noktalarindan alinmistir (n=3). ¢ ve d'deki lejantlar aynidir.

3.4 Sonug

AP 1-42 peptitlerinin ultra hassas dedeksiyonu (0,5 pg/ml, literatiirde ve ¢caligsmamizda
tespit edilebilmis en kiiclik konsantrasyon) amaciyla MDS'ler multi-¢atallanmis AAO
kaliplar kullanilarak tasarlanmistir. ince altin tabaka kaplama sonrasi damla yama
yontemi ile tiretilen MDS lerden SDS ve DPS’lere nazaran metal kaplama kalinligina
bakilmaksizin ytliksek sinyaller elde edilmistir. Tekrarlanabilir SERS sinyalleri pM ve
alt1 seviyelerde ThT modifiye MDS lerden elde edilmistir. Ancak daha 6nemlisi artan
peptit konsantrasyonu ile birlikte ThT sinyallerinde kademeli bir azalma
gozlemlenmistir. Peptitler i¢in dedeksiyon tayin limiti 0,5 pg/ml olarak belirlenmistir.
Stabil ThT sinyallerinin 30 giin sonunda da alinabildigi, anlamli sinyal azalmalarinin

1 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda da elde edilebildigi gosterilmistir. Ayni
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baskilama trendi salya c¢oOzeltilerinde de goriilmiis olmasina ragmen segiciligin
gelistirilmesi i¢cin daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmektedir ve

alternatif stratejiler bu noktada arastirilmaktadir.
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4. NANODESENLI KITOSAN: JELATIN FILMLERIN FABRIKASYON VE
KARAKTERIZASYONU, IMPLANT KAPLAMA MODELI OLARAK VE
MELANIN SENTEZINI TETIKLEYICi YARA ORTUSU MODELI OLARAK
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Yasayan organizmalarin dogal yapilarindan esinlenen biyomimetik stratejileri nano-
biyomateryallerin tasariminda siklikla kullanilmaya baslamustir. Ozellikle, litografik
olmayan teknikler biiyiik 6l¢ekte bu tip topografilerin iiretimine imkan saglamaktadir.
Ortopedik biyomateryallerin, kaplamalarin ya da yara ortii modellerinde genis alanli
tiretim son derece dnem kazanmaktadir. Ayni sekilde tercih edilen malzemenin fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri de uygulama alanlar1 ile baglantili olarak 6nem kazanmaktadir.
Bu noktada dogal polimerlerin kullanimi amince zengin, biyobozunur, biyouyumlu
dogalar1 geregi doku miihendisligi uygulamalarinda belli avantajlar saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Dolayisiyla tezin bu kisminda implant kaplama ve yara ortii modeli
olarak nanodesenli kitosan: jelatin (K:J) filmlerin kullanimina karar verilmistir.
Temelde tezin bu kismu ii¢ ana bdliimden olusmaktadir. ik olarak K:J filmlerin iiretim
ve karakterizasyonundan bahsedilecek olup sonrasinda iiretilen filmlerin kok
hiicrelerin kemik dokuya farklilagsmasi ve mineralizasyonuna etkisi ile ilgili elde edilen
hiicre bazindaki sonuglar paylasilacaktir. Son olarak da filmlerin yara iyilesmesine
etkisinin yaninda melanin salimina etkisi ikili kiiltiirleme teknigi kullanilarak
hazirlanan hiicre kiiltiir sistemleri lizerinden analiz edilecek ve bu filmlerin yara
iyilesmesi ve melanin sentezine etkisi ekzisyonel yara modelleri iizerinden

tartisilacaktir.

4.1 Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amacit nano K:J filmlerin kemik ve deri doku rejenerasyonunu
tetikleyici potansiyelinin aragtirilmasidir. Bu baglamda kemik doku hiicreleri ile
yapilan c¢alismalarda dogrudan nano K:J filmleri kullanilirken, deri doku
caligmalarindan epidermal biiylime faktorii (EGF) katkilanmis nano filmler diger
kontrol gruplar1 ile karsilastirmali olarak kullanilmustir. Literatiirde damla yayma
yontemi kullanilarak hazirlanmis nanodesenli dogal polimer filmlerin olmayisinin
yaninda bu tip filmlere kars1 alinan hiicresel sinyallerin de ilk kez rapor edildigi

calismamiz literatiirde ilk olma 6zelligindedir.
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4.2 Materyaller ve Yontemler

4.2.1 Materyaller

Kaliplarin tiretiminde kullanilan aliiminyum folyo (Puratronic, %99,99) Alfa Aesar
firmasindan temin edilmistir. HsPO4 (%85) BDH Prolabo firmasindan, HCI1 (%37),
okzalik asit (%99), antimitotik-antibiyotik soliisyonu, kitosan (medium molekiiler
agirlik, 190-310 kDa, %75-85 deasetilasyon derecesi), asetik asit (glasiyal, %99,85),
poli (etilen glikol) diglisidilether (PEGDE, molekiiler agirlik 500 g/mol), gliserin ve
etilen glikol (%99,8), tryptic soy agar, B-gliserofosfat, askorbik asit, deksametazon,
alkalin fosfataz dietanolamin aktivite kiti (AP0100), tripsin-EDTA, L-34-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA), Anti-GAPDH, izoflorin, MgCl2, proneazCB ve
NaOH Sigma-Aldrich firmasindan satin alimmustir. Jelatin (sigir jelatini, deri kaynakli)
Halavet Gida Sanayi ve Ticaret A.S.'den temin edilmisitir. ProtinEX soliisyonu
GeneAll firmasindan edinilmistir. H2SOs4 (%95-98), CrOz Fluka firmasindan
alinmigtir. Sa0s-2 (ATCC® HTB-85™), mezenkimal kok hiicre (MSC, ATCC® PCS-
500-12™)  NIH3T3 (ATCC® CRL-1658™), B16F10 (ATCC® CRL-6475™),
J774A.1 (ATCC® TIB-67™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853; gram-
positive), Staphylococcus aureus (ATCC 12600; gram-negative), mezenkimal kok
hiicre gelistirme kiti (fibroblastik biiytime faktori, L-Alanin-L-Glutamin, ATCC®
PCS-500-041™), penisilin-stepriyomisin-amfoterisin B (ATCC® PCS-999-002™),
Amerikan Hiicre Kiiltiirii koleksiyonundan temin edilmistir. FBS, ikincil antikor (Goat
anti-Mouse IgG (H+L) Superclonal™ Secondary Antibody, Alexa Fluor 488)
Invitrogen firmasindan, besi yeri (DMEM, 4,5 g/L glikoz & L-glutamine) Corning
firmasindan, McCoy's 5A besi yeri Gibco fimasindan satin alinmistir. Canlilik
analizleri i¢in kullanilan 2,4 M 3- [4, 5-dimetiltiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazol bromiir
(MTT) tuzu, SYTO™ 9 yesil floresans niikleik asit boyasi, propidiyum iyodid,
bikinkoninik asit analizi (BCA), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ELISA kiti, RIPA
soliisyonu, NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels (NP0321BOX), PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder (10 to 250 kDa), iBlot® Gel Transfer Stacks (PVDF,
Regular), Pierce™ 20X TBS Tween™ 20 tampon ¢ozeltisi, Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA Assay Kkiti Thermo Fisher Scientific firmasindan temin edilmistir.
Osteogenesis miktar tayin Kiti, dimetilsulfoksit (DMSO), merkaptoetanol, Trizol
Merck firmasindan, Quick RNA™ izolasyon kiti Zymo Research firmasindan, CDNA

sentezleme kiti, SYBR ® green reaksiyon soliisyonu Applied Biosystems firmasindan,
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RNAlater Qiagen firmasindan alinmistir. Primer sekanslari Eurofins firmasindan
temin edilmistir. EGF (rekombinant insan kaynakli, 6.2 kDa + %10) GenScript
firmasindan satin alinmistir. EGFR (fare, 10207-630), fibronektin (fare, 76172-336)
ELISA kitleri Boster Biological Technology'den alinmistir. Hiicre stoplazmalarinin

boyanmas! amaciyla kullanilan boyalar CellBright™

firmasindan temin edilmistir.
Laemmli yiikleme tampon ¢ozeltisi (X4) BIO-RAD firmasindan, tirozinaz antibadisi
(sc-20035) Santa Cruz firmasindan satin alinmistir. Optimal kesme sicaklik bilesigi
(OCT) Scigen firmasindan, hematoksilin&eosin (H&E) ve Masson's trikrom boyama
kitleri Polysciences Inc. firmasindan satin alnmistir.

Calisma sirasinda akim-voltaj kaynagi (Sorensen), SEM (Quanta 200 FEI), AFM (ez-
AFM, “tapping” modu, SSS cantilever, Nanomagnetics), inkiibatér (Thermo
Scientific), absorbans 6l¢iim cihazi (Multiscan Go, Thermo Fischer), temas agisi
Ol¢im cihaz1 (Dataphysics, OCA 30), PCR dongii cihazi (LightCycler® 480
Instrument 1), optik mikroskop (Keyence), floresans mikroskop (Zeiss AXxio
Observer, Zen 2 Pro goriintiileme yazilimi), life iBlot2 sistemi (Thermo Scientific)
cihazi, Nanodrop2000 (Thermo Scientific) Fourier Doniisimli Kizil6tesi
Spektroskopisi (FTIR, Mattson 1000), niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
(NMR, Varian MR 400 MhZ) kullanilmistir.

4.2.2 Deneysel yontemler

4.2.2.1 AAO kaliplarin ve K:J nanodesenlemeli yiizeylerin sentez ve

karakterizasyonu

AAO kaliplar bu tezin bir Onceki kisimlarinda belirtilen kosullarda 300 nm
derinliginde 100 nm c¢apinda gozeneklere sahip olacak bi¢imde iiretilmistir.
Sonrasinda filmler ODTS ile kaplanmis ve hidrofobik hale getirilmistir. Tezin bir
onceki boliimiinde de detaylandirildigi lizere damla yayma teknigi kullanilarak
nanodesenleme dogal polimer yiizeye aktarilmistir. Bu polimer ¢ozeltisi (agirlikga
1,25 kitosan: 0,25 jelatin) hazirlanirken hacimce %0,3 asetik asit sulu icerisinde 1000
rpm de 45 °C de iki giin karistirma yaparak elde edilmistir. Filmlerin sulu ortamda
stabilitelerini artirabilmek amaciyla PEGDE hacimce %0,3 olacak sekilde ¢ozeltiye
katkilandirilmistir (pH 7,5). 15 dk ik karigtirma siirecinin ardindan ¢ozeltiler AAO

kaliplar ve silikon yongalar lizerine yayilmistir. Kaliplar tizerindeki ¢6zeltiler 25 °C de
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nem kontrollii bir inkiibator igerisinde gece boyu bekletilmis ve filmler ylizeyden tek
yone dogru ¢ekilerek kaldirilmistir.

Filmlerin morfolojik karakterizasyonu SEM ve AFM kullanilarak tamamlanmuistir.
Diiz ve nanodesenli filmlerle ilgili piirtizliiliik degerleri 3 boyutlu AFM taramalarindan
elde edilmistir. Damla analiz sistemi kullanilarak filmler iizerinde rastgele secilen
noktalardan temas agis1 Ol¢iimleri alinmig ve Owens/Wendt esitligi (Esitlik 4.1)
kullanilarak filmlerin ylizey enerjileri hesaplanmistir.  Yiizey enerjilerinin
hesaplanmasinda su, gliserin ve etilen glikol kullanilarak elde edilen temas agisi

degerlerinden faydalanilmistir.

/2

1

oL(cos 6+1) of 1/2

2 = LP1/2 + 07 (4.1)
L

PN1/2
2(6)v/2 (05)

c
Yukaridaki Owens/Wendth esitliginde o ve of sivilar icin yiizey geriliminin
dispersif ve polar komponentlerini gdstermektedir. o ve of yiizeyler icin yiizey
geriliminin dispersif ve polar komponentlerini gostermektedir. 6 ise temas agisini
gostermektedir.
Filmlerin capraz baglanma ile ilgili kimyasal karakterizasyonlar1 FTIR ve NMR
kullanilarak tamamlanmistir. FTIR analizleri i¢in Ornekler dogrudan ATR-FTIR
cihazina yertlestirilip 400-4000 cm™ araliginda tarama yapilmistir. NMR analizleri
i¢in s1v1 formdaki 6rnekler D20 igerisinde 1:100 oraninda seyreltilerek NMR tiiplerine
aktarilmis ve ol¢iimler tamamlanmistir (n=2).
Filmlerin sisme ve bozunma performanslar1 ayrica takip edilmistir. Sisme
kabiliyetlerinin takibi amaciyla 6 mm c¢apindaki filmler 1 ml PBS igerisinde (pH 7,2)
37 °C"de 20 giin boyunca takip edilmistir. Ilgili zaman noktalarinda filmlerdeki fazla
stvi uzaklastirilmis ve sisme orani (Q) Esitlik (4.2) kullanilarak hesaplanmistir.

Q= (W2—Wo) x100/Wo (4.2)
Burada W> 1., 2., 3., 4., 5., 10. ve 20. giinlin sonunda kalan film agirligin1 temsil
ederken Wy filmlerin ilk agirligini géstermektedir.
Ayn1 zaman noktalarinda filmlerde olusan toplam agirlik kaybinin analizi i¢in 6 mm
capinda filmler kullanilmigtir. Bu filmler hacimde agirlik¢a %0,02 sodyum azit ve
%0,5 NaCl c¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir (pH 7,4). Sonrasinda 24 saat boyunca
liyofilize edilmis ve Esitlik (4.3) kullanilarak kalan agirlik oran1 (Wr) hesaplanmustir.
Wr = (W2) x100/Wo (4.3)

Burada W ve W sirasiyla kalan agirlik ve filmlerin ilk agirligini temsil etmektedir.
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4.2.2.2 K:J filmlerin antimikrobiyal aktivitesi

Filmlerin antibakteriyel 6zelliklerinin arastirilmasi amaciyla nanodesenli ve diiz K:J
filmler koloni sayma ve O6lii-canli testleri kullanilarak analiz edilmistir. Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853; gram-positive) ve Staphylococcus aureus (ATCC 12600;
gram-negative) bakteri tiirleri kullanilarak yapilan analizlerde bakteriler triptik soy
agar (TSB) icerisinde bir gece inkiibe edilmis ardindan 10° CFU/ml bakteri
konsantrasyonu kullanilarak analizler tamamlanmistir. Koloni sayma ¢alismasi i¢in
filmler 96'lik mikroplaka igerisine yerlestirilmis ve bakterilerin gelisimi 4 ve 24 saat
zaman noktalari i¢in yiizeylerde takip edilmistir. Ardindan filmler tizerinde gelisimleri
takib edilen bakteri ¢ozeltileri 10° ve 107 kez seyreltilerek TSB agar yiizeyler iizerine
10 pl hacimde damlatilmig ve agarlarin 37°°C de %5 CO> ortaminda inkiibasyonu
saglanmistir. Ardindan TSB agarlar {izerindeki koloniler sayillmis ve gerekli
hesaplamalar yapilmaistir. (n=3)

Anti-bakteriyel aktivitenin gorsel olarak sunulabilmesi i¢in Olii-canli testleri
propidiyum iyodid ve SYTO-9 boyamas: yapilarak tamamlanmistir. 106 CFU/m
bakteri konsantrasyonu filmlerin iizerinde bir gece inkiibe edildikten sonra bahsi gegen
boyalar hacimce 1:1 oraninda karistirilmis ve filmlerle 10 dk boyunca muamele

edilmistir. Ardindan floresan mikroskop ile goriintiilemeler yapilmigtir.

4.2.2.3 Kemik doku ¢alismalari

Kemik doku ile ilgili ¢aligmalar kapsaminda insan osterosarkoma hiicreleri (Saos-2)
ve insan kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicre hatti (MSC)
kullanilmistir. Saos-2 hiicre hatt1 %10 FBS) ve %1 antibiyotik-antimitotik soliisyon ile
katkilandirilmig McCoy's 5A besi yeri igerisinde rutin olarak 37 °C'de %5 CO>
ortaminda gelistirilmistir. Tipik olarak hiicre besi yeri her ii¢ giinde bir yenilenmistir.
Hiicrelerin osteojenik aktivitesini artirmak amaciyla bahsi gecen hiicre besi yeri 5 mM
B-gliserofosfat, 50 mM askorbik asit ve 10 nM deksametazon ile katkilandirilmigtir.
MSC hatti ise %7 FBS 2.4 mM rekombinant insan insiilin biiyiime faktorii-1, 5 ng/ml
fibroblastik biiylime faktorii-p, 2,4 mM L-Alanin-L-Glutamin ve %1 penisilin-
stepriyomisin-amfoterisin B katkilanmis bazal besiyeri igerisinde biyiitiilmiistiir.
MSC'lerin osteojenik farklilagmasini tetikleyebilmek icin ilgili besi yeri igerisine 10
mM B-glycerophosphate, 50 mM askorbik asit ve 10 nM deksametazon katkilamasi
yapilmistir. Bagkalasim besi yeri her 3-4 gilinde bir degistirilmistir. TCPS iizerinde
biiyiitiilen hiicrelerden elde edilen sonuglar kontrol olarak degerlendirilmistir.
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Filmlerin iizerindeki immiinolojik cevabr gérmek i¢in J774A.1 (ATCC® TIB-67™)
miirin makrofaj hiicreleri kullanilmistir. %10 FBS ile desteklenmis DMEM igerisinde
blyiitiilen hiicreler filmler iizerinden 24 saat sonra toplanmis ve TNF-a gen

ekspresyonu gPCR ile analiz edilmistir.
Canhihk

Hiicre canliigmin takibi amaciyla, Saos-2 ve MSC hatlar1 10* hiicre/kuyu
konsantrasyonunda filmler iizerinde 3 giin inkiibe edilmis ardindan besi yeri fenol
kirmizi igermeyen besi yeri ile degistirilmis ve bu besi yeri 10 pl MTT tuzu ile
katkilanmustir. 2 saat 37 °C de inkiibasyon yapildiktan sonra tetrazolyum kristallerini
¢ozmek amaciyla kuyulara 100 pul DMSO eklenmistir. 37 °C'de 10 dk'lik
inkiibasyonun ardindan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 540 nm dalga boyunda

okunmustur.
Alkalin fosfataz aktivitesi

Saos-2 ve MSC hiicre hatlarinin alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi p-nitro fenil fosfatin
p- nitro fenola doniisiimiiniin takibine dayali olarak takip edilmistir. Hiicreler filmler
tizerinde gelistirildikten sonra 1, 3, 7 ve 10. giinler icin ALP analizi yapilmistir.
Sonuglarin normalizasyonu i¢in yiizeyden tripsin ile kaldirilan hiicre hatlarindan
ProtinExTM soliisyonu ile protein ekstraksiyonu yapilmistir. Toplam protein miktari
BCA ile tamamlanmistir. ALP analizi igin 2 pl 0,67 M p-nitro fenil fosfat 96 ul 10 M
diethanolamin ve 0,5 mM MgCl: igeren ¢ozeltiye eklenmis ve bu ¢ozelti 37 °C'de 1
saat inkiibe edilmistir. Ardindan 20 pl kontrol ve test gruplar1 kuyulara eklenmistir.
405 nm dalga boyunda okuma yapilmis olup ayn1 analizler MSC hatti i¢in 14. ve 21.

giinler i¢inde tekrarlanmistir (n=3).

Alizarin kirmizis1 boyamasi, mineral birikimin miktarinin belirlenmesi ve

protein adsorbsiyonu

Hiicrelerdeki mineral birikimini gostermek amaciyla hiicreler (10* hiicre/kuyu)
nanodesenli ve diiz filmler tizerinde 3,10, 14, 21 giin siireyle inkiibe edilmis tripsin ile
kaldirilarak TCPS yiizeye transfer edilmistir. Hiicreler bir giinliik inkiibasyonun
ardindan formalin ile fikse edilmis ve %2 Alizarin kirmizisi ile 30 dk muamele

edilmistir. Yikama sonrasi hiicreler optik mikroskop ile goriintiilenmistir. Ayrica,
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mineral miktar1 ve filmlerin adsorblayabilecegi protein miktar1 analiz edilmistir.
Alizarin kirmizisi ile boyanan hiicreler 80 ul %10 asetik asit ¢ozeltisi ile 30 dk inkiibe
edildikten sonra hiicreler yiizey hiicre kaziyicisi ile kaldirilmistir. Ardindan ¢ozeltiler
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve 80 °C de 10 dk inkiibe edilip 5 dk buz iizerinde
bekletilmistir. 20000 xg de 15 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernantlar yeni bir tiipe
aktarilip 30 pl %10 amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. 405 nm dalga
boyunda okuma yapilmistir (n=3). Orneklerle ilgili normalizasyon toplam DNA
miktari tizerinden tamamlanmistir. Bu baglamda tris (10 mM)-EDTA (1 mM) tampon
cozeltisi (pH 7,5) igerisinde Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA c¢ozeltisi 20 kat
seyreltilmistir. 1:2 oraninda fenol kirmizisi icermeyen DMEM ile seyreltilen
orneklerin igerisine bu c¢ozelti ile esit hacimde (100 pl) seyreltilmis PicoGreen™
¢ozeltisi eklenmistir. 2-5 dk inkiibasyon yapildiktan sonra eksitasyon 450 nm, emisyon

520 nm dalga boyunda okuma yapilmustir.

Protein adsorbsiyonu i¢in ayni agirliktaki nanodesenli filmler %5 FBS igerisinde 2 saat
bekletilmistir. Ardindan, filmler tizerindeki fenol kirmizisi igerigi bulunmayan medya
mikroplakaya transfer edilerek BCA analizi sonrast 562 nm dalga boyunda okuma
yapilmigtir. FBS ile muamele edilmemis 6rnekler ile normalizasyon yapilmis ve TCPS

kontrol grubu olarak se¢ilmistir.

gPCR analizleri

Saos-2 ve MSC hatlar1 nanodesenli ve diiz filmler {izerine 2x10° hiicre/kuyu
yogunlukta 12°lik mikroplakalar icerisinde ekilmistir. 1 gilinliik inkiibasyonun
ardindan, besi yerleri osteojenik ortam ile degistirilmistir. 3,10 ve 21. giinlerin sonunda
tripsin-EDTA ile hiicreler yiizeylerden kaldirilmis ve elde edilen hiicre pelleti PBS ile
yikandiktan sonra RNA izolasyonu yapilmistir. Toplam RNA icerigi Quick-RNA™
izolasyon kiti ile tamamlanmistir. RNA konsantrasyonu Nanodrop2000 ile tespit
edilmistir. ¢cDNA transkripsiyonu cDNA sentezleme kiti (Applied Biosystems)
kullanilarak tamamlanmistir. Hiicrelerdeki RUNT iligkili transkripsiyon faktorii 2
(RUNX2), osteokalsin (OCN), osteopontin (OPN) ve GAPDH miktarlar1 7300 Real-
time PCR cihazi ile SYBR® green reaksiyon dongiisii kullanilarak analiz edilmistir.
Primer sekanslart RUNX2 (F:5’-TTACTTACACCCCGCCAGTC-3’; R:5’-
TATGGAGTGCTGCTGGTCTG-3’), OCN (F:5’-GACTGTGACGAGTTGGCTGA-
3’ R: 5’-CTGGAGAGGAGCAGAACTGG-3’), OPN (F:5°-
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TGGAGTACGTCAAGCAGGAG-3’; R:5’-GTGTCTTGGTCGCCATTTTT-3’) ve
GAPDH (F:5’-GACTGTGACGAGTTGGCTGA-3’; R:5’-
CTGGAGAGGAGCAGAACTGG-3’) olarak belirlenmistir. J774A.1 makrofajlar
icinde TNF-a (F: 5’-CCGATGGGTTGTACCTTGTC-3; R: 5’-
CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’), ve GAPDH (F: 5’-
GGTCCTCAGTGTAGCCCAAG-3’; R: 5- AATGTGTCCGTCGTGGATCT-3’)

sekanslari tercih edilmistir.

Istatiksel analizler

Biitiin veriler 3 bagimsiz 6rnek kullanilarak saglanmistir ve sonuglar ortalama =+
standart sapma seklinde sunulmustur. Tek yonlii ANOVA analizi test ve kontrol
gruplart arasindaki iliskiyi gostermek ic¢in kullanilmig ve p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.
4.2.2.4 Deri doku calismalari

EGF katkili filmlerin sentezi ve EGF saliminin takibi

Filmler hazirlanirken soliisyon agamasinda katkilanan EGF miktarinin tespiti i¢in
ELISA analizi kullanilmigtir. 6 mm ¢apindaki filmler 100 ul fosfat tampon ¢6zeltisine
(10 mM, pH 7,5) 6, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat siirelerince 37 °C’de tabi
tutulmustur. Siireler sonrasinda ilgili ¢ozeltiler lizerinde ELISA analizi kullanilarak
miktar tayini yapilmistir. Her 9,3 mm?lik alan (6 mm cap, ~50 pm film kalinligr)
icerisine 14,5 ng/ml EGF katkilamasi yapilmistir.

Canhlik

NIH3T3 (fibroblast), B16F10 (melanosit) hiicreleri ve bu hiicrelerin ikili kiiltlirlendigi
hiicre sistemlerinin (NIH3T3:B16F10 1:1 ve 5:1) nanodesenli ve diiz filmler
tizerindeki canliliklar1 MTT canlilik analizi kullanilarak tamamlanmistir. 3 giinliik
inkiibasyon siirelerinin ardindan besi yerleri fenol kirmizis1 igerigi bulunmayan besi
yeri ile degistirilmis ve her kuyuya MTT soliisyonu eklenmistir. 2 saat 37 °C de
inkiibasyon yapildiktan sonra dérnekler DMSO ile muamele edilmis ve 6rnekler 540
nm dalga boyunda okunmustur. Canlilik ve diger protein temelli analizlerde hiicre
yogunlugu 10* hiicre/kuyu olarak inkiibasyon siiresi 3 giin olarak belirlenmistir.

Calismalar 96'1ik mikroplakalar kullanilarak tamamlanmastir.
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Epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin (EGFR) miktar tayini

3 giinliik inkiibasyon sonrasinda hiicreler ilgili filmler iizerinden tripsin-EDTA ile
kaldirilmis, PBS ile yikanmis ve santrifiij sonras1 hiicre pelletleri 100 pl memeli hiicre
protein ekstraksiyon tampon ¢6zeltisi (RIPA) ile muamele edilmistir. Sonrasinda elde
edilen protein ¢ozeltileri buza aktarilmis ve BCA analizi sonrasi esit miktarda protein
¢ozeltisi ile EGFR ELISA analiz tamamlanmistir. Calismalar 96'lik mikroplakalar

kullanilarak tamamlanmuistir.

Fibronektin saliminin tayini

NIH3T3 ve NIH3T3:B16F10 (5:1) hiicre hatlar1 ile fenol kirmiz1 icermeyen besi yeri
icerisinde 3 giin boyunca biiyiitiilmiis ve hiicre lizatlarindan elde edilen ¢ozeltiler 500
rpm'de santrifriij edilmistir. BCA analizini takiben ilgili ¢ozeltiler igerisindeki
fibronektin miktar1 ELISA analizi kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltilerin
optik yogunlugu 450 nm dalga boyunda tespit edilmistir (n=3). Calismalar 96 lik

mikroplakalar kullanilarak tamamlanmustir.

Tirozinaz enzim aktivitesinin tayini

B16F10 ve NIH3T3:B16F10 (5:1) hiicre hatlar1 3 giinliik inkiibasyon sonrasi tripsin-
EDTA ile ylizeyden kaldirilmis ve mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij
sonrasi elde edilen pelletler PBS ile yikanmis ve 100 ul RIPA tampon ¢d6zeltisi ile
muamele edilmis ve ¢ozeltiler 10000 rpm de 30 dk santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki
¢ozelti yeni bir tiipe aktarilmis ve BCA analizi sonrast 10 mM L-DOPA ¢ozeltisi 10
ul'lik hacimlerde ¢ozeltilere eklenmis ve bir saatlik inkiibasyonun ardindan 405 nm
dalga boyunda okuma yapilmistir. Calismalar 96 lik mikroplakalar kullanilarak

tamamlanmuistir.

Melanin saliminin farkh kaynaklardan tespiti

B16F10 ve NIH3T3:B16F10 (5:1) hiicre hatlar1 3 giinliik inkiibasyon sonrasi
kullanilan filmler, besi yeri ve hiicrelerden melanin miktar1 tespit edilmistir.
Kullanilan filmler 3 giin 1M sulu asetik asit igerisinde bekletilmis ve filmlerde biriken
melaninin salimi saglanmistir. Bu g¢alismada normalizasyon melanin birikmemis
filmlerden alinan optik yogunluklar kullanilarak yapilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler 405
nm dalga boyunda okunarak melanin miktar1 analiz edilmistir. Bunun yaninda ilgili

besi yerleri de benzer sekilde analiz edilmistir. Hiicreler ise IN NaOH+ %10 DMSO
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karisimi gerisinde bekletilmis ve 10000 rpm de 15 dk santrifiij sonrasi stipernatanlar
405 nm dalga boyunda okunmustur. Bu analiz i¢in esit miktarda protein soliisyonu

kullanimi1 saglanmistir. Calismalar 96 lik mikroplakalar kullanilarak tamamlanmistir.

Optik mikroskop analizleri

10* hiicre/kuyu yogunlugunda ikili kiiltiir hiicre hatt1 EGF katkili nanodesenli ve diiz
filmler iizerine ekilmistir. Bu ekim &ncesi B16F10 hiicreleri Cell Bright™ sitoplazmik
membran boyasi (kirmizi) ile 10 dk muamele edilmis ve sonrasinda ikili kiiltiir sistemi
olusturulmustur.  Ardindan optik mikroskop ile filmler iizerindeki hiicreler

goriintiilenmistir.

PCR analizleri

Onceki boliimlerde bahsedildigi sekilde ekstraksiyon, cDNA sentezi ve SYBR® green
reaksiyon dongiisti kullanilarak analiz tamamlanmistir. Melanin salim aktivitesinin
anlasilabilmesi amaciyla Tayrozinase (TRY), Tirozinaz iligkili protein-1 (TRP-1) ve
Tirozinaz iliskili protein-2 (TRP-2) genlerinin ekspresyon seviyesi takip edilmistir.
Primer sekanslar1 TRY (F:5’-CTCTGGGCTTAGCAGTAGGC-3’; R:5’-

GCAAGCTGTGGTAGTCGTCT-3"), TRP-1 (F:5°-
GCTGCAGGAGCCTTCTTTCTC-3’; R: 5’- AAGACGCTGCACTGCTGGTCT-3’),
TRP-2 (F:5-TGGAGTACGTCAAGCAGGAG-3’; R:5’-
ATTCGGTTGTGACCAATGGGT-3’) ve GAPDH (F: 5’-

GGTCCTCAGTGTAGCCCAAG-3’; R: 5- AATGTGTCCGTCGTGGATCT-3’)

olarak belirlenmistir.

Western blot analizleri

10° hiicre/kuyu ekimi yapildiktan sonra hiicreler 3 giin filmlerle birlikte 12°lik
mikroplakalarda inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler PBS ile yikanmis ve yiizeyden
hiicre kaziyicisi ile toplanan hiicreler ependorf tiipe aktarilmistir. 13000 rpm de 4
°C'de 5 dk hiicreler pellet olarak elde edilmis ve pellet {izerine 50 pul RIPA tamponu
eklenmistir. Ayn1 kosullarda 15 dk santrifiij sonrasi ¢ozeltiler yeni tiiplere aktarilmig
ve -20 °C’'de saklama kosulu olarak belirlenmistir. Toplam protein miktar1 BCA
analizi ile belirlenmistir. Sonrasinda 6rnekler Lamella loading tampon ¢dzeltisi ile
muamele edilmistir. Buffer kullanim ©ncesi merkaptoethanol ile 1:20 oraninda

katkilanmustir. Sonrasinda 6rnekler 1:1 oraninda bu ¢ozelti ile karistirilmis ve 95 °C de
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15 dk protein denatiirasyonu i¢in tutulmustur. Sonrasinda 6rnekler 4-14% SDS gel
icerisine yiiklenmis ve 100 V da 2 saat yiiriitiilmiistiir. Life iBlot2 sistemi kullanilarak
jeller PVDF membrana iizerine aktarilmis ve 7 dk'lik déngii kullanilarak proteinler
PVDF membrana transfer edilmistir. Ardindan membran ¢6zgeni TBST olan %5 lik
slit tozu ¢ozeltisi icerisinde oda sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda
sirasiyla 1:200 ve 1:1000 oraninda seyreltilmis GAPDH ve Tirozinaz antikorlar ile
%]1 siit tozu ¢ozeltisi igerisinde 4 °C’de 500 rpm ¢alkalama kosullarinda membran
inkiibe edilmistir. Ardindan membran 10 dk'lik 3 TBST yikamasina tabi tutulmus ve
ikincil antikor (Alexa Flour 488) ile %1 siit tozu ¢dzeltisinde inkiibe edilmistir. Ikincil
antikor direk goriintiilemeye izin verdigi ig¢in membran gelistirme ajanlar

kullanilmamustir.
Yara kapanma calismalari

18 adet 8-10 haftalik erkek C57BL/6 cinsi siyah/kahverengi fare (27 + 1,6 gram)
Northeastern Universitesi etik kurul onay: (Protokol # 17-0518R) ile Eczacilik
boliimiine transfer edilmis ve ti¢ giin boyunca ad libitum diyet uygulamasi ile 22-25
°C'de %55 nemlilik bulunan ortamlarda 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik dongiisii
kontrol edilerek gozlemlenmistir. Biitlin ameliyatlar izoflorin anestezik altinda
tamamlanmigtir. Yapilan uygulamalar sonrasi ii¢ giinlik 5 mg/kg Meloxicam
uygulamasi ile hayvanlarda agr1 kontrolii saglanmistir. Tiim uygulama siirecinde

hayvanlarin agirliklar: takip edilmistir.

Hayvanlarin dorsal flank bolgesi tras edilip ethanol ile steril edilmistir. Ardindan bu
bolgeye 6 mm capa sahip biyopsi punch kullanilarak iki ayr1 yara bolgesi agilmis ve
bolgeler tibbi silikon ve siitiirlerle sabitlenmistir. Sonrasinda ilgili bolgeye EGF katkili
olan ve olmayan nano K:J filmler yerlestirilmistir. Kontrol grubu olarak steril salin
soliisyonu uygulanmis yara bolgeleri kabul edilmistir. Her grup igin ii¢ hayvan ve
toplamda alt1 yara bolgesi takip edilmistir. Yara bolgeleri 10 giin boyunca
fotograflanmis ve yaralarin kapanma hizlari yara alani takip edilerek tespit edilmistir.
Sonrasinda yara bolgeleri ilgili bolgelerden edinilerek protein, gen ve histoloji
analizleri i¢in kullanilmistir. Calismada 5 ve 10 giin olmak {izere iki zaman noktasi ile
calisilmigtir (n=3, n: hayvan sayis1). 10. giiniin sonunda yaralar iizerinde kalan filmler
%?2 elektron mikroskopiye uygun formaldehit ile 30 dk muamele edilmis ardindan

hekzametildisilazanin %50 lik sulu ¢ozeltisi ile bir saat inkiibe edilmistir. Ardindan
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ornekler hekzametildisilazan ile dogrudan muamele edilmis ve bir gece yatay akis
kabini igerisinde bekletilmistir. Sonrasinda %10, 30, 50,70 ve 100 ethanol ¢ozeltileri
ile muamele edilen 6rnekler kurutulduktan sonra 10 nm altin ile kaplanip SEM

gorlntiilemesi ile incelenmistir.
Biyopsi érneklerindeki fibronektin miktarimin tayini

Protein ekstraksiyonu icin 20-50 mg agirligindaki doku sivi nitrojen igerisinde
saklanmis ve mikrosantrifuj tlip igerisine transfer edilerek proteaz inhibitor kokteyli
iceren soguk PBS icerisinde homojenize edilmistir. Ardindan 6rnekler 20 dk boyunca
1000Xg'de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatan BCA ve fibronektin ELISA
analizi i¢in -20 °C’'de saklanmistir. Toplam protein miktar1 esitlenmis ¢ozeltiler
ELISA analizine tutulmus ve 450 nm dalga boyunda okuma yapilarak sonuglar elde

edilmistir.
Biyopsi érneklerindeki tirozinaz aktivitesinin tayini

Protein ekstraksiyonu fibronektin analizlerinde bahsedildigi sekliyle tamamlanmuistir.
Tiiplerdeki ¢ozelti yeni tiiplere aktarilmis ve BCA analizi sonras1 10 mM L-DOPA
cozeltisi 10 pl'lik hacimlerde cozeltilere eklenmis ve bir saatlik inkiibasyonun

ardindan 405 nm dalga boyunda okuma yapilmistir (n=3).
Biyopsi 6rneklerindeki melanin miktarmin tayini

Melanin ekstraksiyonu i¢in 50-150 mg deri biyopsi 6rnegi likit nitrojen igerisine
daldirilmigtir. Cam bir vial igerisinde 5 ml su ile drnekler homojenize edilmistir.
Ardindan 6rnekler 20 dk boyunca 10000Xg de santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢okelti
5 ml 0,05 M, pH 6,8 fosfat tampon ¢6zeltisinde yikanarak ¢oziilebilir bilesenlerin
sistemden uzaklastirilmasi saglanmistir. Sonrasinda ¢okeltiler 2:1 kloroform:methanol
ve 3:1 ethanol:ether ¢ozeltileri ile sirasiyla ayni kosullarda santrifiij edilerek dokularda
bulunan yag dokusunun sistemden uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan elde edilen
¢okeltiler azot gazi ortaminda kurutulmustur. Bu sirada lizis ¢ozeltisi %0,3 saponinin
%0,9 NaCl g¢ozeltisi ¢oziinmesiyle hazirlanmis ve bu ¢ozelti ¢okeltilere 30 dk
uygulanarak hemoproteinlerinde uzaklastirilmasi saglanmistir. Cozelti tekrar santrifiij
edilmis ve her numune 0,15 M NaCl igerisinde hazirlanmis 5 mM MgCl; ¢ozeltisinin
7 ml'si ile 2 kere yikanmistir. Sonrasinda ¢okeltiler %0,5 sodyumdodesilsiilfat

igerisinde hazirlanmis 0,05 M tris tamponu ve 2 mg/ml proneazCB karisimi ile
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muamele edilmistir. Ornekler 30 °C'de 48 saat bu ¢ozelti igerisinde muamele
edilmistir. Ardindan 10000Xg'de 30 dk santrifjiij edilen 6rnekler 6 ml %0,9 NaCl
coOzeltisi ile yikanmistir. Son olarak ornekler bir kere su ile yikanip Ornekler
polipropilen tiiplere aktarilmistir. 1 N NaOH igerisinde ¢oziinen pelletlerden elde
edilen ¢ozeltilerin optik yogunlugu 405 nm dalga boyunda okunarak dokulardaki
melanin yogunlugu tespit edilmistir. Ticari olarak edinilen melanin kullanilarak

hazirlanan standart egrisi ile miktar tayini yapilmstir.
Biyopsi érnekleri icin PCR analizi

Onceki boliimlerde bahsedilen PCR analiz yontemlerinden farkli olarak RNA
ekstraksiyonu trizol kullanilarak tamamlanmistir. Ornekler -80°C  saklama
kosullarinda tutulmustur. Orneklerin iizerindeki RNAlater (Qiagen, ABD) ¢ozeltisi
ornekler santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Ardindan 6rnekler PBS ile yikanmis ve
PBS tamamen tiiplerden uzaklastirilmistir. 30 mg doku numunesi i¢in 600 pl Trizol
ile 6rnekler muamele edilmis ve orneklerin homojenizasyonu yapilmistir. 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilen ¢ozeltiler tizerine 120 pl kloroform (5:1 trizol:kloroform)
eklenmistir. 10 kere elde asag1 yukar1 yavas sekilde karistirilan ¢ozelti oda sicakliginda
3 dk daha inkiibe edilmistir. Ardindan hizlica vorteks ile muamele edilen Grnekler
4°C'de 12000Xg'de 15 dk santrifiij edilmistir. Bu asamada tiipler igerisinde iki fazl
bir goriintlii elde edilmistir. Sulu faz RNA igerigini tasidifindan yeni tiiplere
aktarilmigtir. Kullanilan trizoliin yar1 hacminde (300 pl) izopropanol ¢ozeltilere
eklenmistir. Kisa siireli vortekslenen numuneler oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edilmistir. Ikili faz dikkatle incelendiginde zamanla bulanik bir gériintii olustugu
goriiliiyorsa bu durum RNA'nin dokudan ekstre edilebildiginin bir gostergesidir.
Sonrasinda soliisyon 4°C'de 12000Xg'de 10 dk santrifiij edilmistir. Pellet elde
edildikten sonra tiiplere 1 ml %80 ethanol eklenmistir. Kisa siireli vortekslenen
cozeltiler 4°C’de 7500Xg'de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatan tiiplerden
uzaklastirilmistir. Oda sicakliginda ters bigimde 10 dk kurutulan tiipler igerisindeki
pelletlerin bulundugu bolgeler isaretlenmis 30-50 ul RNAaz-DNAaz bulunmayan su
ile icerisinde elde edilen pellet ¢oziilmiistiir. Sonrasinda Onceki boliimlerde de
bahsedildigi gibi RNA konsantrasyonu ayarlanmis, cDNA sentezi tamamlanmis ve
SYBR® green reaksiyon dongiisii ile Try, TRP 1 ve TRP2 genleri i¢in ekspresyon

analizleri GAPDH kontroliine gore tamamlanmuistir.
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Biyopsi ornekleri icin histoloji analizleri

Alman deri biyopsi 6rnekleri 1 giin %4 formaldehit, 2 giin %30 siikroz ve 1 giin FBS
igerisinde bekletilmis ve sonrasinda OCT ile muamele edilerek blok hale getirilmistir.
OCT igerisine zemine dik sekilde yerlestirilen biyopsi ornekleri histoloji kasetleri
icerisinde likit nitrojene daldirilarak dondurulmustur. Sonrasinda kroyostat ile 10 pm
kalinliginda kesit alinan deri numuneleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 deki protokoller
takip edilerek sirasiyla hematoksilin ve eosin (H&E) boyama ve Masson trikrom
boyamaya tabi tutulmustur. Boyama adimlari takip edildikten sonra kesitlerin fazla
kurumasina izin verilmeden “Cytoseal” ile kesitler kaplanmis ve uzun 6miirlii olmalari

saglanmustir. Istatiksel ve metrik analizler elde edilen gériintiiler ile tamamlanmustir.

Cizelge 4.1 : H&E boyama protokolii. ¥%70 ethanol igerisinde %5 asetik asit.

No Bilesen Uygulama Siiresi | No Bilesen Uygulama Siiresi
) Scott tampon
1 Ksilen 4 dk 12 r 10 daldirma
¢oOzeltisi

2 Ksilen 4 dk 13 | Musluk suyu Hizli yikama
3 Ethanol 2 dk 14 | %70 Ethanol Hizli yikama
4 Ethanol 3dk 15 Eosin 1dk

5 %95 Ethanol 1 dk 16 | %95 Ethanol 1 dk

6 %70 Ethanol 1 dk 17 | %95 Ethanol 1 dk

7 Distile su 2 dk 18 Ethanol 2 dk

Mayer
8 - 8 dk 19 Ethanol 3dk
Hematoksilin

9 Musluk suyu 1 dk 20 Ksilen 3dk

10 Asit alkol* 20 saniye 21 Ksilen 3dk

11 Musluk suyu Hizli yikama 22 Mikroskop slayt1 hazirlama

74




Cizelge 4.2 : Masson trikrom boyama protokolii

Uygulama Uygulama
No Bilesen Y9 No Bilesen Y9
Siiresi Stiresi
1 dk,
o mikrodalga o 3 kere hizli
1 Bouin Fiksatifi 7 Distile su
uygulamasi yikama
ile birlikte
2 Musluk suyu 5 dk yikama 8 %1 Asetik asit 1dk
Weigert demir
3 . 10 dk 9 %95 Ethanol 1dk
hematoksilin
4 Distile su Hizli yikama | 10 Ethanol 2 dk
Fosfotungustik/fo )
5 o 10 dk 11 Ksilen 1dk
sfofomoldik asit
6 Anilin mavisi 5 dk 12 Mikroskop slayti hazirlama

istatiksel analizler

Biitlin veriler 3 bagimsiz 6rnek kullanilarak saglanmistir ve sonuglar ortalama +

standart sapma seklinde sunulmustur. Istatiksel olarak p<0,05 anlaml1 kabul edilmistir.
4.3 Tartisma

4.3.1 Kemik doku calismalari

Tezin bu kisminda, nano K:J filmlerin litografik olmayan damla yayma teknigi ile
AAO kaliplardan elde edilmesi ve bu filmlerin osteojenik potansiyellerinin tespit
edilmesi tizerine yogunlasilmistir. Nano K:J filmlerin iiretimi sematik olarak Sekil
4.1a da sunulmustur. Kaliplar iki asamali anodizasyon teknigi kullanilarak 6nceden
de detaylandirildig1 sekilde iiretilmistir [18, 19, 22, 138, 170]. Oncelikle, AAO kaliplar
hidrofobik bir silan olan ODTS ile yiizey enerjilerinin azaltilmasi ve filmleri yiizeyden
kolaylikla kaldirilabilmesi amaciyla kaplanmistir. Modifiye edilmis ve modifiye
edilmemis kaliplarin temas acilar1 sirastyla 119,10+£17,80° ve 45,80+9,30° olarak
Ol¢iilmiistiir. AAO kaliplarin ve K:J filmlerin morfolojik karakterizasyonu SEM ile
tamamlanmistir. Sonuglar silindir gozeneklere sahip kaliplarin 103,9+44.20 nm

gozenek capina sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.1). Bu yapilar kullanilarak
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yaklagik 90 nm ¢apinda ve 300 nm yiiksekliginde nanodesenlerin K:J filmler {izerine
aktarilmasi saglanmistir. Kaliplar ve iiretilen nanodesenlerin kolon ¢aplari arasindaki
fark, filmler kaliplardan kaldirilirken olusan mekanik stresten kaynaklanmaktadir [22,
170].

Yiizey morfolojisinin ve enerjisinin bakteriyel/ hiicresel cevap iizerindeki etkisinin
aragtirtlmas1 amaciyla ODTS kaplanmis Si yongalardan kaldirilan diiz K:J filmler
kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Filmlerin piirtizliliik degerleri nanodesenli filmler
icin 190,00+£26,00 nm olarak diiz filmler i¢in 6,77+8,68 nm olarak tespit edilmistir.
Diiz filmlerin yiizey enerjisi 117,70 mN/m ve nanodesenli filmlerin yiizey enerjisi
42,24 mN/m olarak hesaplanmistir. Bu parametrelerin bakteriyel/hiicresel davranisa

ve protein adsorbsiyonuna olan etkisi tezin ilerleyen kisimlarinda tartigilacaktir.

Iyi bilinen biyouyumlu gapraz baglayici olan PEGDE, K:J filmlerin sulu ortamlarda
stabilizasyonu amaciyla kullanilmistir. Bu ¢agraz baglayici K:J soliisyonunda
hidroksil gruplart ve deprotone amine gruplari ile epoksi halkalarinin agilmasi
vasitasiyla bag kurmaktadir [23]. Capraz baglanma reaksiyonunun incelenmesi
amactyla *H NMR analizi yiiriitiilmiis ve farkli fonksiyonel gruplarin varlig1 ortaya
konulmustur (Sekil 4.2a,b). 3,5-4ppm ve 3,1 ppm de gozlenen piklerin glikoazamin
kaynaklt H-2 protonlar oldugu gozlemlenmistir. Bunlar kitosandaki primer amin
gruplarina isaret etmektedir (Sekil 4.2a). Aym sekildeki 1,5-2,00 ppm civarlarindaki
pikler jelatinin prolince zengin yapisina igaret etmektedir [171]. PEGDE eklenmesi ile
birlikte, 3,7 ppm ¢evrelerinde gézlemlenen pikin PEGDE 'nin -OCHz2 protonlarindan
kaynaklandig1r goriilmiistiir ve bu sinyal epoksit gruplarinin halka acilmasini
gostermektedir [172]. Iki spektradaki pikler (6rnegin 3,1 ppm) amin gruplarinca
karsilagtirildiginda serbest amin gruplarinin PEGDE eklemesiyle yaklasik %?23,7
azaldig1 gozlemlenmistir [23, 173].

Filmlerin kimyasal karakterizasyonu ayrica FTIR spektroskopisi ile analiz edilmistir
(Sekil 4.2e). PEGDE katkilanmamus filmlerde 1148 cm™ de gdzlenen pik kitosanin
tipik -NH2 grubundan kaynaklanmaktadir. Bu pik amin ve epoksi gruplarinin
etkilesimi sonras1 gdzlemlenmemistir. Ek olarak gapraz baglanmis filmde 1733 cm™
de gozlenen pik PEGDE varligi ile ilgilidir ve bu pik PEGDE ve kitosanin baglandigini
gostermektedir [173]. Jelatin ve PEGDE arasindaki ¢apraz baglanma ise 1117 cm™ de
gdzlenen C-O-H iliskili piki iliskilidir. Ayrica, 2870 cm™ dalga numarasinda PEGDE
kaynakl1 -CHz sinyalleri gézlemlenmistir.
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1524 cm™ ise kitosanin amin gruplar ile jelatinin hidroksil gruplar1 arasindaki
elektrostatik etkilesime isaret etmektedir [174]. NMR ve FTIR sonuglar1 birlikte
incelendiginde PEGDE 'nin kitosan ve jelatin ile kimyasal ve elektrostatik etkilesime

girdigi gézlemlenmistir.

Kitosan
Jelatin
PEGDE

/ (a)

T T T T T T T T T T

T
55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

/

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 e

\""’\f\

K:J Film
—T———

Capraz bagh K:J Film 1148
— 1524
‘f 1 17
‘ 1733 |
2870 1524
3600 2600 1600 600
Dalga Numarasi (cm) (c)

Sekil 4.2 : Nano K:J filmlerin kimyasal ve termal karakterizasyonu. Capraz
bagl olmayan (a) ve olan (b) filmlerin *H NMR spektrumlari1. Filmlerin FTIR
analizi (c).
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Kimyasal ve termal Ozelliklerine ek olarak, filmlerin su tutma ve degredasyon
davranislar1 incelenmistir [175]. lk olarak nanodesenli ve diiz filmlerin su tutma
kapasiteleri incelenmistir ve sonuglar malzemenin orjinal agirliginin %30 una kadar
miktardaki suyu absorblayabildigini gostermistir (Sekil 4.3a). Bu durum dogal
polimerlerin hidrofilik yapisi ile agiklanabilir. Her iki filminde 5 giin boyunca stabil
oldugu gozlemlenmistir ve 20. giiniin sonunda ilk agirliklarinin yaklasik %40 11
kaybettikleri gozlemlenmistir (Sekil 4.3b). Nanodesenlerin besi yeri igerisindeki
kaliciliklar1 ayrica incelenmistir. Ornekler 1, 3 ve 24 saat DMEM igerisinde
bekletilmistir. SEM analizleri 1 saatlik periyodun sonunda nanoyapilarin kismen
sistigi ve birbirine degdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3c). Sisen nanoyapilar 3 saat
sonunda biitlinlesmis bir goriinim almistir ve bu durum degredasyonunda su tutma
davranisi ile koordine oldugunu diisiindiirmektedir. Filmde bolgesel bosluklarin da bu
sebeple olustugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.3d). Bu degredasyon davranisi
gbzlemlenmis olmasina ragmen, nanodesen 24 saat sonunda halen gozlemlenmistir
(Sekil 4.3e). Hiicre hatlarmin saatler igerisinde benzer ylizeylere tutundugu
diistiniildiigiinde [176], goreceli olarak stabil nanoyapilarin kok hiicre ve/veya
osteoblast tutunum ve sonrasindaki gergeklesecek olan osteojenik baskalasimda rol

aldig1 diistinilmektedir [177-179].

S.Aeurus (gram pozitif) ve P.Aeruginosa (gram negatif) iyi bilinen kemik
patojenleridir ve implant yiizeylerinde biyofilm olusumundan sorumludurlar [180,
181]. Ayrica diger kiiltir tiplerine gore yiiksek antibiyotik direng gelistirme
potansiyeline sahiptirler [182]. Bu sebeple, bu bakteri tiirleri filmlerin antibakteriyel
ozelliklerinin arastirilmasinda tercih edilmistir. Polistiren (PS) yilizeyler antibiyotik
(Amphicilin) varliginda ve yoklugunda kontrol grubu olarak tercih edilmistir [180,
182, 183]. Koloni sayma analizi sonuglar1 nanodesenli ve diiz filmlerin antibiyotiksiz
PS kontrol grubuna gore baskin antibakteriyel ozellik gostermistir (Sekil 4.4).
P.Aeruginosa patojen grubunda 4 saat ve 24 saat i¢in nanodesenli ve diiz filmler
birbirinden anlaml farkli sonuglar vermemistir. Ancak antibiyotik katkilanmamis PS
yiizeye nazaran CFU/ ml degerlerinde 4 saat icin 2,9 kat (p>0,05) azalma tespit
edilmisken 24 saat yaklasik 1000 kat (p<0,05) azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.4a,b).
Bu durumun olusmasinda kitosanin antibakteriyel ozelliklerinin etkili oldugu

bilinmektedir [184].

Nanodesenli filmlerin (1555,56 + 525,1 CFU/ml) antibakteriyel 6zelligiinin diiz film-
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Sekil 4.3 : Nano K:J filmlerin fiziksel karakterizasyonu. K:J filmlerin su tutma
(@) ve % kalan agirlik (b) ¢aligsmalari. Capraz bagli olan K:J filmler tizerindeki
nanodesenlemenin besi yeri igerisinde 1 saat (c), 3 saat (d) ve 24 saat (e)
bekletildikten sonraki SEM goriintiileri.

lere (39666 + 1387,8 CFU/ml) gore S. Aeurus patojen grubu igin 4 saatlik inkiibasyon
sonrast yaklagik 25,5 kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.4c).
Benzer fark P.Aeruginosa patojen grubunda gézlemlenmemistir (Sekil 4.4a). 24
saatlik inkiibasyon siiresininsonunda S. Aeurus patojen grubu iginde antibakteriyel
aktivitenin nanodesenli filmlerde (1,01x107 + 2,90x10° CFU/mI) diiz filmlere
(7,00x10°+ 4,29x10° CFU/mI) nazaran 700 kat arttig1 goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.4
d).

Antibakteriyel aktivite i¢in ideal yiizey enerjisinin 20-30 mN/m olarak rapor edildigi
dikkate alinirsa [185], nanodesenli filmlerdeki goze ¢arpan yiiksek antibakteriyel
Ozelliklerin optimale  yakin yiizey enerjisi (42,24 mN/m) ve/veya topografi
(Rnano=190,00 + 26,00 nm) kaynakli1 [186, 187] olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak

diiz yiizeyler igin yapilan yiizey enerjisi hesaplamalarinda elde edilen diisiik R? degeri
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benzer yorumun diiz filmler i¢in yapilmasini giiclestirmektedir. Bu noktada sisen
filmlerin temas agisinin Olglimiinii zorlastirdigr tespit edilmistir. Topografik etki
literatiirdeki veriler ile birlikte degerlendirildiginde, hiicrelerin iki desen arasina
sikistiklarinda hiicre membranlarinin deforme olarak gerildigi ve sonug¢ olarak da

hiicre 6liimii ile siirecin sonuglandig: diistiniilmektedir [186].
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Sekil 4.4 : Nanodesenli ve diiz K:J filmlerin antibakteriyel aktivitesi. P.
Aeruginosa (a, b) ve S. Aureus (c, d) patojenlerinin filmler iizerindeki koloni
sayma sonuglari. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. (n=3)
Antibiyotik katkilama olmayan PS kontrol grubuna gore * p<0,05 ; diiz
filmlere gore * p<0,05 anlamli kabul edilmistir. Calisma 96 lik
mikroplakalarda tamamlanmis ve 10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile
caligilmistir.

Nanodesenli filmlerin antibakteriyel aktivitesi canli-6lii hiicre boyamalar ile ayrica
gorsellestirilmistir. Bu ¢aligmalar koloni sayma ¢alismalari ile benzer sonuglar1 ortaya

koymustur (Sekil 4.5) ve nanodesenli film biiyiik 6lgiide hiicre Oliimiine sebep
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olmustur (Sekil 4.5¢,d). Diiz filmler de hiicre 6liimiine sebep olmustur, ancak bu
durum nanodesenli ylizeylere gore daha zayif kalmistir (Sekil 4.5e,f). Kitosanin
antimikrobiyel 6zellikleri literatiirde tartisilmis ve kitosanin amin gruplari ile bakteri
hiicre membraninin fosfolipid bilesenleri arasindaki elektrostatik etkilesimin bakteri

oliimiini tetikleyebilecegi tespit edilmistir [188].

P. Aeruginosa S. Aureus

PS (Kontrol)

J Film

.
.

Nano K

J Film

Diiz K

Sekil 4.5 : P. Aeruginosa patojenin PS kontrol (a), nanodesenli film (c) ve diiz
filmler (e) tizerinde propidiyum iyodid ve SYTO-9 boyalar1 kullanilarak
yapilan canli-6lii boyamasi. S. Aureus patojenin PS kontrol (b), nanodesenli
film (d) ve diiz filmler (f) iizerinde propidiyum iyodid ve SYTO-9 boyalar
kullanilarak yapilan canli-6lii boyamasi. Olgek: 20 um. Calisma 96'hik
mikroplakalarda tamamlanmis ve 10° CFU/mI bakteri konsantrasyonu ile
calisilmstir.
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MSC hatlar1 ostegenesis silirecinde osteoblastik ve kondroblastik farklilasmanin
baslaticilart olmalar1 ve bu sayede kemik doku iyilesmesini sagladiklari i¢in biiyiik
oneme sahiptirler [189]. Bu sebeple, filmler iizerinde bu hiicre hatlarinin osteojenik
besi yeri varligindaki davraniglari bir takim mineralizasyon ve genetik analiz agisindan
incelenmistir. {1k olarak, hiicre canlilig1 analiz edilmis ve TCPS kontrole (%100+6,28)
gore canlilikta nanodesenli filmler (%94,67+7,90) i¢in anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir. Diiz filmlerin (%120+1,09) TCPS kontroliine goére daha anlamli
yiiksek canlilik sonuglarina sahip oldugu gézlemlenmis ve ¢alismada kullanilan biitiin

filmlerin MSC hatlari igin toksik olmadigi sonucuna ulagilmigtir (Figiir 4.6).
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Sekil 4.6 : 3 ginliik inkiibasyon sonrast filmler iizerinde biiyiillen MSC
hatlarinin % canlilik sonuglari, (n=3). TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05
anlamli kabul edilmistir. Calisma 96 lik mikroplakalarda tamamlanmis ve 10*
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistir.

Canlilik analizleri sonrasi, ALP aktivitesi ve kantitatif mineral birikimi 1 glinden 21
giine kadar yiiriitiilmiistiir. ALP aktivitesi sonuglar1 nanodesenli filmlerde (0,23+0,01
birim) diiz filmlere (0,06+0,01 birim) ve TCPS (0,07+£0,01 birim) yiizeylere gore 7.
giin i¢in daha yiiksek degerler sunmustur (p<0,05). Bu trend artarak 10. giinde pik
yapmustir (Sekil 4.8a). ALP osteojenik olgunlagsmanin ilk belirteglerinden oldugundan
[190], bu sonuglar farklilasmanin/mineralizasyonun 7. giinden itibaren nanodesenli
filmlerde diger substratlara gore daha fazla belirginlesmeye basladigini ortaya
koymaktadir. Benzer egilim mineral birikiminde de gdézlemlenmis olup 21. giinde

nanodesenli filmde (2,05+0,02 mM/pM DNA) mineral birikimin diiz filmlere
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(0,84+0,01 mM/uM DNA) ve TCPS yiizeylere (0,87+0,02 mM/uM DNA) nazaran
biiyiik oranda arttig1 belirlenmistir (p<0,005) (Sekil 4.8b).

Olusan nodiillerin gozlemlenmesi amaciyla alizarin kirmizis1 boyamasi yapilmustir.
Sekil 4.8c’de sunuldugu iizere nodiill olusumu nanodesenli filmler iizerinde diiz
filmlere ve TCPS ye gore ozellikle 10 giin sonrasi yapilan boyamalarda daha
belirgindir. 21. gliniin sonunda yine nanodesenli filmler iizerinde nodiil olusumun daha
fazla oldugu gozlemlenmis ancak, bu nodiillerin boyutlarinin 10. giine gore daha
kiigiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, nanodesenli filmlerin MSC hatlar1 i¢in
osteojenik farklilasmada umut verici oldugunu ve bu hiicre hatlarinin nanotopografiye
kars1 hassas oldugunu gostermistir [191]. MSC hatlarmin stimiilasyonu artan hiicre
reseptorerinin ve fokal adezyon bolgelerinin artmasi ile agiklanabilir ki bu durum
hiicreler arasi sinyal yolaklarini tetiklemekte ECM salimi ve takibinde osteogenesisi

kontrol etmektedir [192].
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Sekil 4.7 : Adsorbsiyon sonrasi ¢ozeltilerde kalan protein miktarinin TCPS
kontrol grubuna gore ve baslangic konsantrasyonuna gore karsilastirilmasi.
Veriler ortalama % standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol
grubuna gore ** p<0,005; baslangi¢c konsantrasyonuna gore # p<0,05 anlaml
kabul edilmistir. Calisma 96'lik mikroplakalarda tamamlanmis ve 10%
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistir.

Hiicresel aktivitenin bir ylizeyde artmasi yiizeye kisa siire igerisinde biriken protein
miktar ile iliskilidir. Proteinlerin adsorblanabildigi yiizeylerde hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 gibi aktivitelerin belirgin bigimde arttigi pekc¢ok calismada rapor

edilmistir [193]. Dolayisiyla tezin bu kisminda filmler tizerindeki kisa siire igerisinde
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yiizeylerde adsorblanabilen toplam protein miktart arastirilmistir (Sekil 4.7). Bu
kapsamda FBS c¢ozeltileri icerisinde numuneler bekletilmis ve baslangig
Konsantrasyonuna nazaran azalan protein miktar1 Olgiilmiistir. Diiz filmlerin
(0,9940,16) ve TCPS yiizeylerin (0,89£0,40) daldirildig1 protein ¢ozeltilerinden alinan
optik yogunluk degerleri baslangi¢ protein ¢ozeltisi optik yogunluguna (1,19£0,04)
nanodesenli filmlerin optik yogunluk degerlerine (0,61+0,02) nazaran daha yakindir.
Dolayistyla sonuglar nanodesenli filmlerde diger gruplara nazaran daha fazla proteinin
tutundugu gostermistir (**p<0,005). Bu durum artan yiizey alani ile iliskilidir. Ayn1
iligki fokal bolgelerin, yiizey reseptorlerinin ve salinan ECM proteinlerinin yapismasi
ile de iliskilendirilebilir. Bu durum da halihazirda nanodesenli filmlerde artan bir
farklilagsma ve mineralizasyona sebep olmaktadir.

Sonrasinda, 10. ve 21. giinler icin MSC hatlarinin osteojenik farklilasmadan sorumlu
RUNX2, OPN ve OCN genlerinin ekspresyon seviyeleri takip edilmistir. RUNX2
osteojenik farklilagsmanin baslangici icin belirleyici bir gen olarak bilinirken, OCN
post-proliferatif osteoblastlarda ekspres etmektedir ki bu gen osteogenesis yolaginda
baskin genlerden birisidir [194]. Ayrica OPN erken ve orta donemde glikolize fosfo-
proteinlerin salimindan sorumlu olup MSC farklilagmasini tetikleyici yapidadir [195].
MSC hatlarinin RUNX2 ve OCN ekspresyonu her iki zaman noktasi iginde anlamli
sekilde farklidir. Bu farklilik degisen nanotopografik ve artan inkiibasyon siiresi ile
dogru orantilidir. RUNX2 ekspresyonu TCPS yiizeylere gore 21 kat, diiz filmlere gore
18 kat daha fazladir (p<0,05) (Sekil 4.9a). Benzer trend 21. giin sonunda OPN ve OCN
genleri i¢in 10 kat olarak godzlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.9b,c). Bu sonuglar
nanodesenli filmlerin MSC hatlarindaki erken ve ileri donemdeki osteogenesisi
artirdigin1 gostermektedir. Benzer bigimde, OPN"deki artis artan mineral nodiilleri ile
iligkilendirilebilir [196]. Sonug olarak, ilgili genlerin yiiksek ekspresyonu ve gézlenen
yiiksek mineralizasyon egilim, nanodesenli filmlerin yani nanotopgrafik 6gelerin MSC
hatlarinin  farklilagmasinda/mineralizasyonunda 6nemli rol oynadigini ortaya
koymaktadir [197].

Kemik doku ile ilgili calismalarin son kisminda osteoblast benzeri Saos-2 hiicre
hatlarinin farklilasma ve mineralizasyon davraniglari incelenmistir. Bu hiicre hatlar
MSC hatlarina gére daha olgun hiicre hatlaridir [198]. TCPS kontrol grubu ile
karsilastirildiginda nanodesenli ya da diiz filmlerin canlilik sonuglarinin anlamli bir
farklilik gostermedigi gézlemlenmistir (Sekil 4.10). Bu durum filmlerin biyouyumlu
yapisina vurgu yapmaktadir.
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ALP aktivitesinin analizi i¢in filmler {izerinde bu hiicre hatt1 10 giline kadar inkiibe
edilmistir. Diiz (3,24+0,05 birim) ve nanodesenli (5,94+0,01 birim) filmler i¢in
maksimum ALP aktivitesi 3. giinliin sonunda goézlemlenmistir (Sekil 4.11a).
Nanotopografi diiz filmlere nazaran ALP aktivitesini 1,5 kat artirmistir (p<<0,05) ve bu
fark TCPS yiizeye (0,54+0,16 birim) gore 11 kattir (p<<0,005, 3 giin). Erken donemde
artan enzim aktivitesinin bu hiicre hatlarinin MSC hatlarindan daha olgun olmalariyla
iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Benzer sekilde nanodesenli yiizeylerde mineral birikimi ilk glinden itibaren gozle
goriillir bir farkla diger substratlardan farklidir (Sekil 4.11b). En biiyiik farklilik 10.
giinde gozlemlenmistir (nanodesenli filmlerde (0,13+£0,03 birim) diiz filmlere
(0,07£0,02 birim) nazaran 1,85 kat daha fazla artis, p<0,05). Bu sonuglar ayrica
alizarin kirmizisi boyamasi ile de dogrulanmistir (Sekil 4.11c). Nanodesenli filmler
tizerindeki hiicrelerde nodiil olusumunun biitiin zaman noktalari i¢in diger substratlar
dan fazla oldugunu goriilmiistir. MSC hiicrelerine nazaran Saos-2 hiicrelerinde kisa
siirede daha biiylik mineral nodiillerinin olustugu tespit edilmistir.

Mineralizasyon c¢alismalarinin devaminda RUNX2, OCN ve OPN genlerinin
ekspresyonlari da bu hiicreler igin 3 ve 10 giinliik siirelerle takip edilmistir (Sekil 4.12).
TCPS kontrol grubuna gore 3. giinlin sonunda nanodesenli filmlerde biiyiitiilen
hiicrelerdeki RUNX2 seviyesinin 4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,005).
Benzer sonug diiz filmlere kiyasla nanodesenli filmlerde 2 kat olarak elde edilmistir
(p<0,05) (Sekil 4.12a). Artan inkiibasyon siiresi ile bu farklarin 5 kata kadar ¢iktigi
gbzlemlenmistir. Benzer bicimde, OPN geninin ekspresyon seviyesi nanodesenli
filmler lizerinde diger gruplara gére anlaml sekilde fazladir (p<0,05). OPN mineral
tiretiminden sorumlu osteoid olusumunda ve patolojik kalsifikasyonda gorevlidir
[196]. Bu sebeple, nanodesenli filmler iizerinde olusan kalsiyum nodiil
formasyonlarinin yiiksek OPN ekspresyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Sekil 4.12b). OCN kemik mineralizasyonunun son agamalarinda yer alan bir gen
olarak [199] nanodesenli filmler iizerinde 3. giiniin sonunda TCPS yiizeylere nazaran
anlamli olarak artmistir. Benzer artig 3 kat olarak diiz filmlere ve TCPS kontrol grubu
na gore 10. glin sonunda da gozlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.12¢). Son olarak
dretilen filmlerin immiinolojik aktivitesi, kemik hasarlarinin iyilesmesinde
imflamasyon basamaginin aldig1 rol dikkate alinarak miirin makrofajlar ile
calistimistir [200]. inflamasyon belirteci olan TNF-a igin gen eskpresyonu sonuglart

miirin makrofaflar1 kullanilarak filmler ve TCPS yiizeyler lizerinden elde edilmis , g-
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Sekil 4.8 : Nanodesenli ve diiz K:J filmler iizerinde biiyiitilen MSC hatlarinin mineralizasyon ve osteoblast farklilasmasi agisindan
karsilagtiritlmasi. ALP aktivitesi (a) ve kantitatif mineralizasyon sonuglarinin (b) 1., 3., 7., 10., 14. ve 21. giinler i¢in analizi. 10. ve 21.
giinler i¢in alizarin kirmizis1 boyama sonuglar1. Olgek: 100 um (c). Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS
kontrol grubuna gore * p<0,05 ** p<0,005; diiz filmlere gore * p<0,05 ** p<0,005 anlaml1 kabul edilmistir. Calisma 96 lik mikroplakalarda
tamamlanmis ve 10* hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢alisiimustir.
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Sekil 4.9 : Filmler iizerinde biiyiitiilen MSC hatlarin 10 ve 21. giinler i¢in
qPCR sonuglar1. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3).
TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05 ** p<0,005; diiz filmlere gore * p<0,05
** p<0,005 anlamli kabul edilmistir. Calisma 12°lik mikroplakalarda
tamamlanmis ve 2x10° hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢alisiimistir.
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Sekil 4.10 : 3 giinliik inkiibasyon sonrasi filmler iizerinde biiyiilen MSC
hatlarmmn % canlilk  sonuglari. Ornekler arasinda anlamli  fark
bulunmamaktadir. Calisma 96'lik mikroplakalarda tamamlanmis ve 10%
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistir.
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ruplar arasinda herhangi bir anlamh fark tespit edilmemistir (Sekil 4.13).

Ozetle, galismanin bu kisminda damla yayma yontemi kullamlarak hazirlanan
nanodesenli filmler fiziksel ve kimyasal olarak karaketerize edilmistir. NMR ve FTIR
sonuglart PEGDE ile K:J filmlerin kovalent ve elektrostatik olarak etkilesime girdigini
gostermistir. Ayrica bu filmlerin 5 gline kadar sulu ortamlarda stabil kaldig1 sisme ve
kalan agirlik analizleri ile ortaya konulmustur. SEM analizi ile filmler iizerindeki
nanotopografinin 24 saate kadar yiizeyde kalabildigi gosterilmistir. Ayrica filmlerin
antibakteriyel analizleri tamamlanmis ve kemik patojenlerinin nano K:J filmler
tizerinde canliliklarinin sinirlandig1 goriilmiistiir.

Olgun kemik hiicreleri ve kok hiicrelerin mineralizasyon potansiyelleri filmler
tizerinde ALP aktivitesi, Ca miktar tayini, alizarin kirmizis1 boyamasi1 ve PCR
analizleri ile ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar nano K:J filmlerin diger test
gruplarina nazaran minerilizasyonu tetikleyici 6zellikte oldugu tespit edilmistir.
Gelecekte uygun mekanik kosullar saglandiginda bu filmlerin implant yiizeylerine
modifikasyonu planlanmistir. Ayrica bu filmlerin farkli biiyiime faktorleri ya da

ilaglarla modifikasyonuda miimkiin goriinmektedir.
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Sekil 4.11 : Nanodesenli ve diiz K:J filmler iizerinde biiyiitiillen Saos-2 hiicre hatlarinin mineralizasyon ve osteoblast farklilasmasi a¢isindan
karsilastirilmasi. ALP aktivitesi (a) ve kantitatif mineralizasyon sonuglarinin (b) 1., 3., 7. ve 10. glinler i¢in analizi. 3. ve 10. giinler i¢in
alizarin kirmizis1 boyama sonuglari (d). Olgek: 100um. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna
gore * p<0,05 ** p<0,005; diiz filmlere gore * p<0,05 ** p<0,005 anlamli kabul edilmistir. Calisma 96 lik mikroplakalarda tamamlanmis
ve 10% hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢alistimistir.
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Sekil 4.12 : Filmler iizerinde biiyiitiilen Saos-2 hiicre hatlarinin 3 ve 10. giinler
icin RUNX2 (a), OPN (b) ve OCN (c) genlerinin ekspresyon sonuglari. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna
gore * p<0,05 ** p<0,005; diiz filmlere gore * p<0,05 ** p<0,005 anlaml
kabul edilmistir. Calisma 12'lik mikroplakalarda tamamlanmis ve 2x10°
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistir.
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Sekil 4.13 : J774A.1 miirin makrofajlariin filmler iizerinde bir giinliik
inkiibasyon sonrasi elde edilen qPCR sonuglar1. Gruplar arasinda anlamli fark
gbzlemlenmemistir. Calisma 12'lik mikroplakalarda tamamlanmis ve 2x10°
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistir.
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4.3.2 Deri doku calismalari

Kemik doku rejenerasyonuna olan katkilar1 g6z oOniine bulunduruldugunda K:J
filmlerin yumusak dokularda gosterece§i performansin da aragtirilmasi gerektigi
diistiniilmiistiir. Bu sebeple deri doku yumusak doku modeli olarak se¢ilmistir. Sekil
4.14°da gosterilen sematikten de anlasildigi {lizere tretim sirasinda filmlere EGF
katkilama yapilmis ve bu katkilamanin nanotopografi ile birlestirdiginde ortaya
koyacag1 olas1 sonuglar in vitro (ikili kiiltiirleme) ve in vivo olarak arastirilmustir. ilk
olarak fibroblast ve melanositlerin tekli ve ikili kiiltiirlenmesi ile ortaya konulan veriler
sonrasinda ekzisyonel yara modeli tizerinden C5BL7/6 fareleri ile yapilan ¢aligsmalar

ile desteklenmistir.

220 ) (1 c . . N
"W Damla yayma ] g E

=2 ’/'/ ’
(/4 / Nan®
2 Hiicreler (NIH3T3, B16F10) 1 In vitro
¢ Epidermal biiyiime faktorii (EGF)

== Nano K:J Film

Sekil 4.14 : Deri doku ile yapilan ¢aligmalarin akisini gosteren sematik.

Ornek sayismin fazlaligi sebebiyle &rnekler kodlama kullanilarak —sekillerde
sunulmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 : Analizlerde kullanilan 6rnekler i¢in olusturulan lejant tablosu

Ornek Lejant
Doku kiiltiiriine uygun polistiren TCPS
EGF kaplanms TCPS TCPS*
EGF katkilanmis nano K:J film Nano film_EGF (+)
EGF kaplanmis nano K:J film Nano film_EGF*
Nano K:J film Nano film
EGF katkilanmus diiz K:J film Diiz film_EGF (+)
EGF kaplanmus diiz K:J film Diiz film_ EGF*
Diiz K:J film Diiz film
Serum fizyolojik Salin (Kontrol)
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Tekli ve ikili kiiltiirleme ¢alismalarindan 6nce filmlerden salinan EGF miktart ELISA
analizi ile tespit edilmistir. 6 mm’lik ¢apta 96 ik mikroplaka ve deri yaralarina es
alanda kesilen K:J filmlerden salinan EGF 6., 24., 48., 72., 96., 120. ve 144. saatler
icin kaydedilmistir. 6. giiniin sonunda diiz yiizeylerde mm? basmna diisen EGF'in
tamaminin salimi (14,5 ng/ml) gergeklesmis, ancak bu miktar nanodesenli film igin
yaklasik %50 oraninda kalmistir (Sekil 4.15a). Nano filmlerin bu davraniglar1 daha
once tanimlamak su alma ve kalan agirlik analizleri ile de uyumluluk gostermektedir
(Bkz. Sekil 4.3). Literatiirde yara ortamindaki 1-5 ng/ml EGF in hiicre migrasyonunu,
farklilagsmasin1 ve yara iyilesmesini optimal kosullarda gergeklestirmede avantaj
saglayacagi gosterilmistir [201]. Salim analizi incelendiginde 3. giiniin sonunda
yaklasik 1,7 ng/ml EGF nin nano filmlerden, 5,3 ng/ml EGF ninde diiz K:J filmlerden
salindig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla bu zaman noktasinin hiicre kiiltiiri
caligmalarinda kullanimma karar verilmistir. Ayrica ani (burst) salim filmler
kullanilmadan 6nce PBS ile kisa siireli yikandigindan gézlenmemistir.

Filmlerin NIH3T3, B16F10 ve bu hiicrelerin ikili kiiltiirlemesi i¢in biyouyumluluklar
(mitokondriyel aktiviteleri) MTT analizi ile arastirilmistir (Sekil 4.15b-¢). Sonuglar
NIH3T3 ve B16F10 hiicre hatlar1 i¢cin Nano film EGF (+) numunelerinin TCPS
kontrol grubuna gore anlamli bir biyoaktivite farkliligina neden oldugunu gostermistir,
(p<0,05). Benzer durum EGF katkilanmamis filmler i¢inde gegerlidir. EGF
katkilmanin her iki hiicre hatti iginde hiicre canlilifina etkisi bulunmamaktadir.
Ormnegin; nano film EGF (+) numunesindeki canlilik degeri nano film'e gore
fibroblastlar i¢in anlamli farkli sonug¢lar sunmamistir (p>0,05). TCPS yiizeylere
nazaran filmlerde artan metabolik aktivite, fibroblastlarin genel itibari ile EGF ile olan
yiiksek uyumuna isaret etmektedir [202].

EGF 'nin hiicre ortamina génderiminde salim prensiplerinin kullanilmasinin sagladigi
artilar1 gostermek amaciyla filmlere yiiklenen miktarda EGF, TCPS ve film
yiizeylerine kaplanmistir. Elde edilen metabolik aktivite sonuglar1 salim sistemlerine
nazaran bu kaplama yiizeylerden alinan canlilik degerlerinin en az 2 kat diigiik ¢iktigini
gostermistir. Hiicrelerin filmler tizerindeki tekil davraniglari analiz edildikten sonra
ikili kiiltiirleme ortamindaki hiicresel performans arastirilmistir. Bahsi gecen iki hiicre
hatt1 1:1 ve 5:1 oraninda karistirilmis ve toplam hiicre sayis1 degistirilmeden canlilik
analizlerine baslanmistir. 3 gilinliik inkiibasyon siiresinin ardindan, 5:1 oraninda

calisilan kuyularda canlilik agisindan optimal sonuglar gézlemlendiginden ve bu oran
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deri dokudaki fibroblast:melanosit oranina daha yakin oldugundan ¢alismanin
devaminda kullanilmigtir.

Hiicre caligmalarina baslamadan 6nce bu hiicrelerin yiizeylerinde tasidiklar1 EGF
reseptorlerinin (EGFR) miktar1 analiz edilmistir (Sekil 4.15). Fibroblastlar icin
sonuglar incelendiginde TCPS kontrol grubuna gore (217,27+7,82 ng EGFR/ mg
protein) nano film_ EGF (+) 6rneginden (320,57+£2,61 ng EGFR/ mg protein) 1,5 kat
daha fazla EGFR elde edilmistir (p<0,05). Benzer sekilde, EGF yoklugunda nano
filmler (327,33+£3,27 ug EGFR/ mg protein) tlizerindeki fibroblastlardan elde edilen
EGFR miktarinin TCPS kontrol grubundan 1,5 kat fazla oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Bu durum nanodesenli filmlerde EGF varligina bakilmaksizin EGFR
reseptOrlerinin fibroblastlarda arttigini gostermistir. Ancak diiz film EGF (+) ve diiz
filmlerde benzer istatiksel farklilik gozlemlenmemistir. Diiz film EGF (+) 6rneginden
(125,38+8,25 pg EGFR/ mg protein) salinan EGFR miktar1 diiz filmlere (65,2548,15
ug EGFR/ mg protein) nazaran 1,9 kat daha fazladir (p<0,05) (Sekil 4.16a). Bu durum
EGF varligininin diiz filmlerde EGFR sentezini tetikledigini gostermektedir.

Burada dikkat ¢eken nokta fibroblastlarda bu fark diiz filmler {izerinde goriiliirken, {i¢
boyutlu keranosit aglar1 igerisinde gelisim gosterme egilimi olan melanositler i¢in diiz
film EGF (+) 6rnegi (31,20+£55,86 ng EGFR/ mg protein) ve diiz film (35,104+31,39
ng EGFR/ mg protein) arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmemesidir. Ancak EGF
varligina bagli benzer karsilastirma nano film EGF (+) 6rnegi (154,27+4,51 pg
EGFR/ mg protein) ve nano film (100,67+6,25 ng EGFR/ mg protein) 6rnegi arasinda
yapildiginda 1,5 fark tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16b). Dolayisiyla EGF
varligina ilaveten nanodesenlemenin de melanositlerde EGFR salimini tetikledigini
ortaya koymaktadir.

Tekli kiiltiirleme c¢alismalarina ilaveten, yapilan ikili kiltiir c¢aligsmalar1 da
melanositlerle yapilan caligmalarla benzer sonuglar1 ortaya koymustur. Nano filmler
tizerinde biiytitiilen ikili kiiltlir hiicrelerinin toplam EGFR salim1 mg protein basina
301,05 £ 7,01 pg olurken, bu deger nano film_EGF (+) 6rnegi i¢cin mg protein basina
462,05 * 2,67 pg olarak tespit edilmistir. Nano film_EGF (+) 6rnegi fibroblast ve
melanosit hiicreleri agisindan incelendiginde belirtilen oranda fibroblastlardan 256,46
ng ve melanositlerden 30,85 pg EGFR'in salimi beklenmektedir (Toplamda 287,31
ng). Ancak ikili kiiltiirleme sonucu elde edilen miktar (462,05 pg) bu degerden 1,61
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Sekil 4.15 : In vitro kosullarda EGF saliminin zamana bagli degisimini
gosteren grafik (a). EGF (+/-) filmler tizerindeki NIH3T3 (b), B16F10 (c) ve
bu hiicre hatlarmin 1:1(d) ve 5:1(e) oraninda hazirlanmig ikili kiiltiirlerinin
filmler lizerindeki canlilik degerleri. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak
sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05 ** p<0,005 ***
p<0,0005 anlamli kabul edilmistir. ikili gruplar halinde karsilastirma
yapilirken baglant1 ¢izgileri kullanilmig ve * p<0,05 ** p<0,005 *** p<0,005
anlaml kabul edilmistir. Calisma 9611k mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon
siiresinde tamamlanmis ve 10* hiicre/kuyu konsantrasyonu ile galigilmistir.
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kat daha fazladir. Bu durum hiicrelerin bu iki etmenin birlesiminde sekresyonlarini
belirgin sekilde artirdigini gostermektedir (Sekil 4.16¢). Yara iyilesme siirecinin bir
parcast olan ECM bilesenlerinin salim1 ayni zamanda melanogenez siireci i¢in de
belirleyicidir. Embriyonik ektoderm tabakasinda gecici olarak olusan ve ECM ve/veya
bliylime faktorlerinin etkisi ile farkli hiicrelere doniisen noral kreast adaciklarinin
fibronektin varliginda melanositlere farklilagmasi da bu ECM bileseninin melanojenez
acisindan 6nemini ortaya koymaktadir [203]. Bu sebeple, ¢alismada fibrolastlardan
ve ikili kiiltiir sisteminden salinan fibronektin miktar1 da takip edilmistir (Sekil 4.17).
Fibroblastlar agisindan yapilan analiz incelendiginde nano filmlerin (12,08+1,19 pg
fibronektin/ mg protein) TCPS kontrol grubuna (6,73+0,56 ug fibronektin/ mg protein)
gore 1,8 daha fazla fibronektin salimina olanak sagladig: tespit edilmistir (p<0,05),
(Sekil 4.17a). Bu durum EGF varligindan bagli TCPS kontrol grubuna nazaran anlamli
bir farklilik tespit edilmemistir. Ancak fibroblastlarda EGFR analizleri ile benzer
olarak fibronektin salimmninda da nano film_EGF (+) ve nano film &rneklerinde diiz
film gruplarina gore belirgin bir bigimde artis oldugu tespit edilmistir.

Ikili kiiltiirleme yapildiginda birim protein basina diisen fibronektin miktarinda her
numune i¢in yaklasik %20 bir azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.17b). Bu durumun
sistemde %20 oraninda azalan fibroblast (5:1 hiicre oran1 nedeniyle) miktari ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir. Ikili kiiltiir sistemi incelendiginde diiz film EGF (+)
orneginden (3,38+0,46 pg fibronektin/ mg protein) salinan fibronektin miktarinin diiz
film oOrneginden (1,95+0,55 pg fibronektin/ mg protein) salinan fibronektin
miktarindan 1,73 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Literatiir incelendiginde EGF varliginin fibronektin salimini tetikledigini goriilmustiir
[130]. Ancak, gerek tekli fibroblast kiiltiirlemesi (9,27+2,19 pg fibronektin/ mg
protein) gerekse ikili kiiltiirleme (6,84+0,39 pg fibronektin/ mg protein) i¢in bu
fibronektin salimini artirict bu etki nano film_EGF (+) 6rneginde nanotopografi ile
birlesmistir ve fibronektin salimi1 belirgin bi¢imde artmistir.

EGFR ve fibronektin salimlar1 birlikte degerlendirildiginde nanodesenlemenin EGF
varligindan bagimsiz olarak hiicresel aktiviteyi artirdii tespit edilmistir. Diiz
filmlerde EGF varliginin etkisi daha belirgin bigimde gézlemlenmistir. Bu durumun 3.
giiniin sonunda salinan EGF miktarimnin diiz filmlerde (5,3 ng/ml/mm?) nano filmlere
(1,7 ng/ml/mm?) nazaran daha fazla olmasi ile agiklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Deri yaralanmalarindaki sorunlardan biri de bu bolgelerde olusan melanin bakimindan

fakir hipopigmente bolgelerdir. Dis goriiniis ile ilgili endiselerin 6tesinde bu tip bolge-
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Sekil 4.16 : NIH3T3 (a), BI6F10 (b) ve ikili kiiltiir sistemindeki (c) EGFR
sekresyonunun TCPS kontrol grubu ve K:J filmler varliginda tespiti. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna
gore * p<0,05 anlamli kabul edilmistir. Ikili gruplar halinde karsilastirma
yapilirken baglant1 ¢izgileri kullanilmis ve * p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
Calisma 96 ik mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon siiresinde tamamlanmis
ve 10%hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢alisilmistir.

97



= 157 E 101
£ . 3
E“ ; 8 ek
=0 [-T1]
10+
& E &
= =0 *
— ~=_=—' ik
é 5 - -E 44
= 97 -
: 2 ==
e s
= 2
= o z 0-

& O & @S & S @

G Q
& & F & o RSP
> - >/ >/ &7
& & S Sl
o 5V & R\
NIH3T3 (a) NIH3T3:B16F10 (5:1) (b)

Sekil 4.17 : K:J filmler ve TCPS yiizeyler iizerinde biiyiitiilen NIH3T3 (a) ve
NIH3T3:B16F10 (5:1) (b) hiicrelerinden salinan fibronektin miktari. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna
gdre * p<0,05 ** p<0,005 *** p<0,0005 anlaml1 kabul edilmistir. ikili gruplar
halinde karsilastirma yapilirken baglanti ¢izgileri kullanilmis ve * p<0,05
anlamli kabul edilmistir. Calisma 96°1ik mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon
siiresinde tamamlanmis ve 10* hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligilmistr.

lerin melanoma tiirlerini tetikledigi bilinmektedir [204]. Dolayisiyla melanin salimi ile
ilgili yolaklarinda yara iyilesme siirecinde test edilmesi gerekmektedir. Melanin salim
yolagi melanin stimiilasyon hormonunun salimi ile baglamakta olup, tirozinaz salimi
ile devam eder. Bu nedenle tirozinaz enzim aktivitesi melanositler ve ikili kiiltiirleme

i¢in Ornekler tizerinde analiz edilmistir (Sekil 4.18).

Melanositler ile yapilan caligmalarda nano film EGF (+) ornegi (0,02+0,002
Unite/mgproein) TCPS kontrol grubuna (0,004+0,0003 Unite/mg ™ protein) gore 5 Kat
fazla bir enzim aktivitesi gostermistir (p<0,05). Ayrica nano film EGF (+) 6rnegi nano
filmlere (0,016+0,009 Unite/mgprowein) Nazaran 1,25 kat daha fazla enzim aktivitesi
gostermistir (p<0,05). Bu durum ii¢ boyutlu fimlerin EGF ile katkilandiklarinda
melanosit hiicrelerinin melanin sekresyonlarini tetikledigini gostermektedir (Sekil
4.18a). Ilging bir bicimde ikili kiiltiirleme teknigi ile ¢alisildiginda fibroblastlarin
varliginin tirozinaz aktivitesini her grup igin olumlu yonde etkiledigi gériilmiistiir.
Melanositlerin tekil kiiltiirlemlerindeki sonuglar ile paralel olarak, nano film EGF (+)
ornegi (0,077+0,008 Unite/mgprowein) Nano filmlere (0,070+E-18 Unite/mg protein)
nazaran 1,1 kat daha fazla enzim aktivitesi gostermistir (p<0,05). ikili kiiltiirleme
igerisinde melanosit miktar1 tekli kiiltiirlemeye gore 5 kat azalmasina ragmen (5:1

hiicre oran1 nedeniyle) fibroblast kaynakli hiicresel aktivitenin melanosit
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sekresyonlarini tetikledigi disiiniilmektedir [205]. Literatiirde bu noktada sinirlt bilgi

olmasi ¢alismamizin bu kisminda yapilabilecek aciklamalari sinirlandirmaktadir.
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Sekil 4.18 : K:J filmler ve TCPS yiizeyler iizerinde biiyiitiilen BI6F10 (a) ve
NIH3T3:B16F10 (5:1) (b) hiicrelerinin tirozinaz aktivitesi, Veriler ortalama +
standart sapma olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna gére * p<0,05
** p<0,005 anlamli kabul edilmistir. Ikili gruplar halinde karsilastirma
yapilirken baglanti ¢izgileri kullanilmis ve * p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
Calisma 96 ik mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon siiresinde tamamlanmis
ve 10* hiicre/kuyu konsantrasyonu ile galisiimugtir.

Melanogenez siirecinde son iiriin olan melaninin farkli kaynaklardan tespiti yapilmistir
(Sekil 4.19). Analiz edilecek Ornekler hiicre lizatlarindan, hiicre kiltiiri
medyumundan ve K:J filmlerden elde edilmistir. Nano film_EGF (+) 6rneklerinden
her {i¢ kaynak i¢in de elde edilen melanin miktar1 melanositler i¢cin anlamli bigimde
diger gruplardan fazladir. Hiicre i¢i biriken melanin agisindan melanosit kiltiirti
acisindan degerlendirildiginde nano film EGF (+) 6rnegi (178,00+0,92 ng melanin/
mg protein) kaynakli melanin miktariin nano film o6rneginden (65,06+0,23 png
melanin/ mg protein) 2,73 kat, diiz film_EGF (+) 6rneginden (59,90+0,33 pg melanin/
mg protein) 3 kat fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Melanin saliminin en biiyiik
kaynagini olusturan hiicre i¢inde biriken melanin miktarinin nano film EGF (+)
orneklerinde artmis olmasi bu filmlerin melanin saliminda diger gruplara gore daha
aktif rol aldigmi gostermektedir. Diger melanin kaynaklar1 kullanilarak yapilan
analizlerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir. Melanosit
hiicreleri acisndan toplam melanin miktar1 incelendiginde ise nano film_EGF (+)
ornegi kaynakli edinilen melanin miktarinin diger test gruplarina goére 2,8 kat daha

fazla oldugu tespit edilmistir (TCPS kontrol grubuna gore p<0,0005, nano film
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ornegine gore p<0,005) (Sekil 4.19a). Bu sonucun EGF varlig1 ve nanotopografik
etkinin ortak bir sonucu oldugu diisiintilmektedir.

Ikili kiiltiirleme a¢indan bakildiginda 5 kat daha az melanosit igerigi olan ikili kiiltiir
sisteminde de benzer sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.19b). Ancak burada
dikkat edilmesi gereken nokta nano film EGF (+) 6rneginden melanositlerin tekli
kiiltiirlemesinden mg protein basma 178,00+0,92 pg melanin elde edilmisken ikili
kiiltiirlemede 5 kat daha az melanosit kullanildiginda bu miktar 66,88+7,89 ug olarak
kaydedilmistir. Normal kosullarda 35,6 pg melanin saliminin (178 pg'in %207si)
gerceklesmesi gerekirken gozlemlenen bu 1,87 katlik farkin EGF ve nanotopografik
etkiye ilaveten ortamda bulunan fibroblastlar kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica Sekil 19a’da sunulan resimlerde nano film EGF (+) 6rneklerinde filmlerde
biriken melaninin diger gruplara nazaran dah belirgin oldugu tespit edilmistir. Ancak
fimlerden elde edilen melanin miktar1 ig¢in gruplar arasinda anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir.

Alternatif olarak dogal melanin birikimine olanak saglayan bu filmlerin, melaninin
reaktif oksijen tiirlerini baskilayici 6zellikleri nedeniyle karaciger yaralanmalarinda
yama olarak kullanimlabilecekleri diisiiniilmektedir [206]. Bu noktada fimlerde
biriken melanin miktarinin deney parametreleri gesitlendirilerek ¢alisilmalidir.
Fibroblastlar varlifinda artan melanojenik aktivite, bizi hiicrelerin ikili kiiltiirlemede
nasil bir dagilim gosterdigi sorusuna yoneltmistir. Melanositlerin hiicre sitoplazmalari
floresan boyama ile isaretlendikten sonra ikili kiiltiirleme yapilmis ve 6rneklerin optik
ve floresan goriintiileri ¢akistirilarak sonuclar elde edilmistir. Bu analiz i¢in melanin
saliminda en iyi sonucu veren nano film_EGF (+) 6rnekleri tercih edilmistir (Sekil
4.20a). Ayrica diiz filmlerde kontrol grubu olarak ¢alisilmistir (Sekil 4.20b). Sonuglar
nanodesenli filmler iizerinde hiicre yayiliminin diger yiizeye gore daha iyi oldugunu
gostermistir. Ayrica yapilan calismada melanositlerin fibroblastlar arasinda
kiimelenme egiliminde oldugu tespit edilmistir. Bu durum melanositlerin/pregenitor
hiicrelerin ~ bolgeselleserek  bir organoid/spheroid yapist meydana getirme
potansiyeline dikkat ¢ekmektedir [207]. Melanin dagiliminin kontrol edildigi deri
dokularin olusturulmasi ile ilgili ¢alismalarda bu ikili kiiltiir sisteminin gelecek vaat
eden bir yonii oldugu diisiiniilmektedir.

Protein temelli ¢alismalarin ardindan melanogenez mekanizmasindan sorumlu TRY,
TRP-1 ve TRP-2 genlerinin ekspresyon analizleri tamamlanmistir. Sonuglar nano

film_EGF (+) grubunun melanositlerin genetik stimiilasyonunu tetikledigini de TRY
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Sekil 4.19 : K:J filmler ve TCPS yiizeyler iizerinde biiylitillen B16F10 (a) ve
NIH3T3:B16F10 (5:1) (b) hiicreleri kaynakli melanin miktarinin farkl
kaynaklar iizerinden tespiti. Olgcek: 3 mm. Veriler ortalama =+ standart sapma
olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05 ** p<0,005
*** n<0,0005 anlamli kabul edilmistir. Ikili gruplar halinde karsilastirma
yapilirken baglanti ¢izgileri kullanilmis ve * p<0,05 ** p<0,005 *** p<0,0005
anlaml kabul edilmistir. Calisma 9611k mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon
siiresinde tamamlanmis ve 10% hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢aligiimistir.
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Sekil 4.20 : EGF katkilanmis nano (a) ve diiz (b) K:J filmler iizerindeki
NIH3T3:B16F10 (5:1) ikili kiiltiir hiicrelerinin mikroskop gériintiileri. Olgek:
50 pm. Calisma 96'lik mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon siiresinde
tamamlanmis ve 10* hiicre/kuyu konsantrasyonu ile calisiimustir.

geni agisindan bakildiginda nano film_EGF (+) 6rneginin TCPS kontrol grubuna goére
3 kat daha fazla gen ekspresyonuna sebep oldugu tespit edilmistir (p<<0,005) (Sekil
21a). Nano film_EGF (+) 6rneginin nano filmlerden 3 kat daha fazla TRY ekspresyonu
gosterdigi de ayrica tespit edilmistir (p<0,05).

TRP-1 ve TRP-2 genleri i¢in Ornekler acisindan benzer sonuglarin elde edildigi
goriilmiistiir. Ornegin; TRP-1 acisindan bakildiginda nano film EGF (+) 6rnekleri
TCPS kontrol grubuna gore 6,5 kat daha fazla ekspresyon artis1 saglamistir (p<0,005).
Ancak nano film EGF (+) 6rnegi ile nano film arasinda olusan 1,14 kat farkin
istatiksel ~ anlami  bulunmamaktadir.  Dolayisiyla, nanodesenleme TRP-1
ekspresyonunda pozitif yonde etki ederken filmlere EGF katkilamanin nanodesenli
filmlerde bir etkisi gézlemlenmemistir. Ancak, diiz filmlerde EGF varligina bagh
olarak diiz film EGF (+) ve diiz film Ornekleri arasinda 2,86 kat ekspresyon farki
olusmustur. Sonuglar TRP-1 geni agisindan genel olarak degerlendirildiginde,
nanodesenlemenin EGF varliina ragmen genetik ekspresyonu module ettigi
goriilmektedir. Topografik etkinin ortadan kalmasi ile EGF kaynakli ekspresyon
belirginlesmistir. Ancak bu noktada birim ylizeydeki EGF miktarmin 3. giiniin
sonunda nano filmlerde diiz filmlere nazara 3,1 kat daha az olmasminda etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

TRP-2 acisindan bakildiginda nano film EGF (+) 6rnekleri TCPS kontrol grubuna
nazaran 8,6 kat daha fazla ekspresyon artis1 saglamistir (p<0,05). Nano filmler ise
TCPS kontrol grubuna gore 5,23 kat ekspresyon farkina neden olmustur. Ancak nano
film_EGF (+) 6rnegi ile nano film arasinda olusan 1,53 kat farkin istatiksel anlami
bulunmamaktadir. Yapilan analizler TRP-1 geni i¢in yapilan yorumlarin TRP-2 geni

icinde gegerli oldugunu ortaya koymustur.
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Ekspresyon seviyeleri takip edilen genler ile melanin salimi arasinda pozitif bir
kolerasyon vardir [208] ve bu fark 6zellikle TRY geni i¢in nano film_EGF (+) 6rnegi
icin diger gruplara nazaran daha 6n plana ¢ikmaktadir.

Western Blot analizleri ile de tirozinaz proteinin hiicre lizatlar1 igerisinde varligi
tizerine calisilmigtir. GAPDH proteini kontrol grubu olara alinmistir. Ancak
tekrarlanabilir ve tek banttan olusan sonuglar alinamamustir. Hiicrelerde biriken
melanin yapilarin sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
jellerinde proteinlerin yiirlimesini zorlastirdigi tespit edilmistir. Bu durum esit
miktarda protein konulmasina ragmen GAPDH proteinleri kaynakli gézlenen farkli
kalinliktaki bantlar ile de dogrulanmustir. Ayrica, tirozinazin dimer-trimer olusturma
egiliminin jel lizerinde ilgili bolgelerde ikili tiglii bant olusumuna sebep oldugu
goriilmiistiir. Dolayisiyla bu veriler kullanilarak istatiksel analiz yapilamamistir (Sekil
4.21b).

Hiicresel analizler nanodesenli filmlerin melanosit sekresyonlarini tetiklemede diger
test gruplarina gore daha basarili oldugunu gostermistir. Bu baglamda nano film EGF
(+) ve nano film 6rneklerinin salin kontrol grubu ile karsilastirmali olarak ekzisyonel
yara modellerindeki performansi gen ve protein seviyesinde arastirilmistir.
Calismamizda kullanilan yara iyilesme fare modelinde ikili tiim kalinlik dairesel yara
lar (yaklasik 30 mm?) her farenin dorsal flank bolgesinde agilmistir. Yaralarin iyilesme
hiz1 her yara i¢in yara alaninin zamana kars1 bir fonksiyonu olarak tanimlanmustir. 10
giin i¢inde tiim test gruplarinda %95°ten fazla yara kapanmasimi gergeklestigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.22). Ozellikle ilk 7 giinde EGF katkilanmus filmlerdeki yara
kapanma orani %90a yaklastig1 (%87%12) tespit edilmistir. Yara bolgelerinden 10
giinlik uygulama sonrasi aliman K:J filmler SEM ile incelendiginde EGF katkili
filmler iizerinde daha fazla materyalin birikim yaptig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.23).
Bu durumun hiicrelerin materyal iizerine olan migrasyon egilimi ve EGF varligina
ilaveten yiizeye yapisan protein tabakasi ile ilgili oldugu bilinmektedir [209]. 7. giiniin
sonunda yara kapanma hizinda EGF filmler ile diger gruplar arasinda anlamli fark
gozlemlenmistir (Sekil 4.22b). Yapilan analizler ayrica histolojik boyama teknikleri
kullanilarak da ilerleyen kisimlarda tartigilacaktir.

Yara kapanma calismalarina ek olarak yara dokusundaki fibronektin miktar: da analiz
edilmistir (Sekil 4.24). Saglikl dokudaki fibronektin miktar1 2,69+0,28 ng/ mg protein
olarak tespit edilmistir. Ilgili veriler incelendiginde ilk 5 giinliik siirede nano film

(1,23+0,13 pg fibronektin/ mg protein) ile salin kontrol grubu (0,35+0,18 ng
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fibronektin/ mg protein) arasinda anlamli fark tespit edilmisken (p<0,05) bu nano
film_EGF (+) 6rnekleri (0,72+0,32 pg fibronektin/ mg protein) ile salin kontrol grubu
arasinda gozlemlenmemistir. Ayrica biitiin test gruplar1 saglikli dokuya gore daha az
fibronektin icermektedir (p<0,05). 10 giinliilk sonuglar incelendiginde salin kontrol
grubunda (0,26+0,06 pg fibronektin/ mg protein) diger test gruplarinda gézlemlenen
artisin  olmadigr goriilmiistiir (p<0,05). Ancak nano film EGF (+) Orneginin
kullanildig1 yara dokusundan (3,10+0,37 ug fibronektin/ mg protein) ve nano film
orneginin kullanildig1 yara dokusundan (2,64+0,29 pg fibronektin/ mg protein) elde
edilen fibronektin miktar1 5 giin analizleri ile karsilastirildigindan belirgin bicimde

artmistir.
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Sekil 4.21 : Melanogenez iliskili genlerin in vitro ¢aligmalar agisindan qPCR
sonuglari (a). Calisma 12'1lik mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon siiresinde
tamamlanmis ve 2x10° hiicre/kuyu konsantrasyonu ile ¢alisilmistir. Tirozinaz
proteinin  B16F10 hiicrelerindeki varliginin tespiti (b). Calisma 12'lik
mikroplakalarda 3 giinliik inkiibasyon siiresinde tamamlanmis ve 10°
hiicre/kuyu konsantrasyonu ile calisilmistir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05 ** p<0,005
anlaml1 kabul edilmistir. ikili gruplar halinde karsilastirma yapilirken baglanti
cizgileri kullanilmig ve * p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4.22 : Yara kapanma ¢aligmalar1 i¢in giin bazinda yaralardaki degisimi
gosteren fotograflar (a) ve yara kapanma hizinin zamana karsi degisimini
gosteren grafik (b). Olgek: 3 mm. Veriler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur (n=3). TCPS kontrol grubuna gore * p<0,05 anlamli kabul
edilmistir. Nano film EGF (+) Ornegi Nano film Ornegine gore yara
kapanmasinda anlamli farkli bir performans gostermistir. * p<0,05 anlamlh
kabul edilmistir.

Bununla birlikte 10 giiniin sonunda saglikli doku ile filmler kiyaslandiginda her iki test
grubunun da saglikli doku ile benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Yara kapanma
calismalar1 5 giin sonunda yara dokularindan edinilen fibronektin miktar1 ile
iliskilendirildiginde yara bolgesinin kapanmasi ile fibronektin salimi arasinda dogrusal
bir iliski oldugu tespit edilmistir. 5. giinlin sonunda salin uygulanmis yaralarin
%12+5"1 kapanmigken nano film EGF (+) 6rnegi i¢in bu deger %50+15, nano film
icin %30+8 dir.
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Sekil 4.23 : Yara kapanma calismalari i¢in kullanilan EGF katkilanmis nano

(a) ve katk{lanmamls (b) nano K:J filmlerin 10. giin sonundaki SEM

goriintiileri. Olgek: 50 pm.
Ancak 10. giin i¢in bakildiginda yara yamalarindan salinan EGF nin yara iyilesmesini
hizlandirdig1 ve ilk 5 giinliik fibronektin salimina nazaran daha fazla fibronektinin yara
bolgesinde salindigi tespit edilmistir. Hali hazirda 7. giinde nano film_EGF (+)
orneklerinin uygulandigi yaralarin diger gruplardan istatiksel olarak farkli sekilde
kapanmis olmasi 6 giinde salman toplam EGF miktar1 (7,285 ng/ml/mm?) ile
iliskilendirilmelidir. Sonu¢ olarak EGF varliginin nano filmlerde yara kapanmasi
iizerine olumlu etkisi oldugu yara kapanmasini belirgin sekilde hizlandirdigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.24 : Biyopsi orneklerindeki fibronektin miktarinin analizi. Veriler
ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur (n=3). Salin kontrol grubuna
gore *p<0,05; saglikli dokuya gore #p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Biyopsi orneklerindeki fibronektin miktarlarinin analizini takiben, bu &rneklerdeki
toplam melanin miktar1 ve tirozinaz aktivitesi de analiz edilmistir (Sekil 4.25).
Sonuglar ilk bes giin i¢inde birim protein basina tirozinaz aktivitesinin saglikli
dokulara (0,160,01 Unite/mgprowin) gore sadece nano film_EGF (+) érneklerinde
(0,38+0,06 Unite/mg lprotein) arttigini gostermistir (2,37 kat, p<0,05). Ancak bu
farklilik diger test gruplar arasinda istatiksel anlamli olarak tespit edilmemistir.
Topografik etkinin tek basina tirozinaz aktivitesini erken donemde (5 gilin) enzim
aktivitesini module edemedigi ancak EGF varliginda bu tip bir aktivite artis1 tespit
edilmistir.

Literatiirde dogrudan EGF wuygulamasi yapilmis melanositlerin tirozinaz
aktivitelerinin azaldigi bununla birlikte melanin salimlarinda da istatiksel bir
farkliligin olmadigi rapor edilmistir [210]. Ancak kullandigimiz kontrolli salim
sisteminin bu noktada avantaj sagladig tespit edilmistir.

10. giiniin sonunda salin kontrol grubuna (0,27+0,04 Unite/mgprotein) gore 2,7 kat
daha fazla enzim aktivitesi saglayan nano film_EGF (+) 6rnegi (0,73+0,12 Unite/mg’
Lorotein) (p<0,05), nano filmlere (0,56+0,08 Unite/mg ™ protein) Nazaran anlamli bir artis
trendi yakalayamadigi belirlenmistir (Sekil 4.25a). Dolayisiyla artan enzim
aktivitesinin topografi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Tirozinaz enzimi pek ¢ok
yerde bulunabilecek oksidatif bir enzim g¢esididir. Bu enzim proteinlerin diisiik

molekiil agirlikli fenol ve ulasilabilir tayrozin bolgelerini kuinonlara ¢evirebilme
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kabiliyetine sahiptir [211]. Jelatinin trizol bolgeleri ile etkilesime girebilen tirozinaz
enzimi Kitosan-jelatin karigimlarinda jel olusumunu kovalent baglar yardimiyla
tetikleyecek yapidadir [211-213]. Dolayisiyla yara dokusu igerisinde zamanla
sentezlenen tirozinaz enzimi sadece melanin sekresyonunu degil film stabilitesini de
etkilemektedir. Hiicrelerin oksijene duyarli bu enzimin daha uzun siire stabil olarak
kaldig1 bir ortamda daha fazla sekresyon (melanin salim1) yapmalari da muhtemeldir.
Benzer egilim melanin salimi ¢alismalarinda da elde edilmistir (Sekil 4.25b). Saglikli
dokuya (0,28+0,04 pug melanin/ mg protein) nazaran nano film EGF (+) 6rneginden
(22,61£10,34 ng melanin/ mg protein) 5. giiniin sonunda 80,8 kat fazla melanin salim1
gerceklesmistir (p<0,05). Saglikli dokuya nazaran nano film EGF (+) 6rneginden
(275,48+83,69 ng melanin/ mg protein) 10. giiniin sonunda 983,75 kat fazla melanin
salim1 gerceklesmistir (p<0,05). Bu durum melanin ac¢isindan eksik kalmis bolgelerde
melanin salimini tetikleyici 6zelligini tirozinaz aktivitesindeki sonuglara benzer olarak
ortaya koymaktadir. Ancak EGF varliginin 5. ve 10. giinler i¢in nano film_EGF (+)
ornekler nano filmlere nazaran anlamli bir farklilik gostermemistir.

Filmlerin melanogenezi tetikleme potansiyeli protein seviyesinde test edildikten sonra
TRY, TRP-1 ve TRP-2 genlerinin ekspresyonlart 10. giin 6rnekleri igin analiz
edilmistir (Sekil 4.26). Nano film_EGF (+) 6rnekleri iizerinde elde edilen tirozinaz
geni acisindan incelendiginde nano filmlere nazaran 2,13 kat fazla ekspresyon
gostermistir (p<0,05). Bu sonuglar tirozinaz aktivitesi ile ilgili sonuclari dogrular
niteliktedir. Benzer egilim saglikli dokuya nazaran nano film EGF (+) 6rneklerinde
4,76 kat olarak tespit edilmistir (p<<0,05). Nitekim EGF katkili yiizeylerdeki artan
melanin sekresyonunu TRP-1 genine ait ekspresyon sonuglart dogrulamaktadir. Ancak
TRP-2 genine ekspresyon seviyeleri in vitro PCR sonuglarinda oldugu gibi diger
gruplara nazaran diisiik ¢ikmistir. Bu durum olusmasinda TRP-2 geninin diger bahsi
gecen genlerden farkli olarak melanogenez mekanizmasinda sadece sekresyondan
degil UV uygulamasi sonrast melanositlerin apoptoz mekanizmalarinin
regililasyonundan sorumlu olmasi ile agiklanabilir [214].

Histoloji ¢aligmalar1 kapsaminda kesitleri alinan deri biyopsileri H&E ve Masson
trikrom boyalar1 ile boyanmistir (Sekil 4.27). H&E analizlerinde ilk gbze carpan
durum EGF katkilanmis nanodesenli filmler ile muamele edilen yara bolgelerindeki
epidermis-dermis arasindaki boslugun kolajence doldurulmus olmasidir [215]. Diger
gruplarda bu iki tabaka arasinda belli bolgelerde bosluklar olmakla birlikte bu

orneklerdeki epidermis tabakasinin kalinlig1 da dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.25 : Biyopsi orneklerindeki tirozinaz aktivitesinin (a) ve melanin
miktarmin (b) analizi. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
(n=3). Salin kontrol grubuna goére *p<0,05; saglikli dokuya gore #p<0,05
anlaml kabul edilmistir.
Bununla beraber EGF katkilanmis nano film ile muamele edilen yara bolgesinde blast
hiicrelerinin yogunlastigi (mor renkli hiicreler) gozlemlenmistir. Bu blast hiicrelerinin
yara iyilesme siiresinde fibroblasta farklilastigi bilinmektedir ve bu durumda yara
iyilesmesinin bagladiginin bir gostergesidir [216]. Diger 6rnek gruplarinda goriilen
cok ¢ekirdekli nétrofil yapist bu dokularda da inflamasyonun basladigim

gostermektedir.
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Sekil 4.25 : Melanogenez iligkili genlerin in vivo ¢aligmalar agisindan 10 giin
sonraki qPCR sonuglar1. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
(n=3). Salin kontrol grubuna gore *p<0,05; saglikli dokuya gore #p<0,05
anlaml1 kabul edilmistir.
Ancak, EGF katkilanmis filmlerin uygulandigi dokular kadar hizli bir yara iyilesmesi
nanodesenli filmlerde ve salin kontrol grubunda gézlenmemistir [217]. H&E boyama
sonuclarina bakarak EGF katkilanmis filmlerin yara dokusunun iyilesmesinde 6n
plana ¢iktig1 sdylenebilir. Ozellikle EGF varligma bagh olarak tetiklenen fibroblast
farklilagmasi bu filmlerin uygulandig: yaralart daha hizli iyilesmeye tesvik etmektedir.
Deri  biyopsi numuneleri ile yapilan melanogenez sonuglar1 da EGF
katkilanmis/katkilanmamis filmlerin melanin sentezini tetikleyici potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Bu noktada in vitro/in vivo sonuglar ve histolojik analizler
birlikte ele alindiginda Nano film_EGF (+) ornekleri yara 6rtii modeli olarak 6n plana
cikmaktadir.
Ek olarak, Masson trikrom boyamasi da kolajen birikimini detayli bigcimde
gbzlemleyebilmek i¢in deri kesitlerine uygulanmistir (Sekil 4.28). Elde edilen sonuglar
nano film_ EGF (+) 6rnekleri ile muamele edilen yara bdlgelerindeki kolajen birikimi
gozle goriliir bicimde diger test gruplarindan fazla oldugunu gostermektedir. Bu
durum yara iyilesme hizinin artmasinda 6nemli bir etkendir [218].
Sonug olarak bir melanin salimini tetikleyici yara ortii modeli olarak Nano film EGF
(+) Orneklerinin kullanimimin bahsedilen genomik ve proteomik analizlerin
sonuglarina dayanarak miimkiin olabilecegi diisiintilmektedir.
Ozetle, kemik galismasi sirasinda fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu yapilmis olan

nano filmler EGF ile katkilanmis ve nano film EGF (+) 6rneklerinden salinan EGF
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miktar1 diiz film_EGF (+) 6rneklerle karsilastirmali olarak tespit edilmistir. Ardindan
fibroblast ve melanosit hiicreleri ile canlilik analizleri yapilmis ve nano film_EGF (+)
orneklerinin hiicresel bazda biyouyumlulugu diger test gruplar1 ile karsilatirmali
olarak analiz edilmistir. Sonuglar EGF katkilamanin ve nanotopografinin biyolojik
aktiviteyi artirdigin1  gdstermistir. ikili kiiltiirlemede benzer sonuglari ortaya
koymustur. EGFR miktar1 agisindan hiicre lizatlar1 incelenmis ve ikili kiiltiirlemede
tekil kiiltiirlemelerin toplamindan daha fazla EGFR elde edilmistir. Ek olarak
fibronektin analizleride tamamlanmistir. Sonuglar EGF varligindan bagimsiz olarak
nanotopografinin fibronektin salimini artirdigin1 gostermektedir. Melanogenez ile
ilgili yapilan tirozinaz enzim aktivitesi, melanin salimi ve PCR analizleride nano
film_EGF (+) orneklerinin 6n plana ¢iktig1 sonuglar vermistir. In vitro kosullarda
tamamlanan analizlerin sonrasinda ekzisyonel yara modelleri iizerinde nano film EGF
(+) ve nano film orneklerinin salin kontrol gruplar ile karsilikli analiz edilmistir. 7.
giiniin sonunda nano film EGF (+) 6rneklerinin uygulandig1 yaralarin biiyiik oranda
kapandig: tespit edilmistir. Fibronektin analizleri acisindan analiz edildiginde EGF
varligindan bagimsiz olarak fibronektin salimini artirdigin1 gostermistir. Tirozinaz
enzim aktivitesi, melanin salim1 ve PCR analizleri agisindan incelendiginde yine
edildiginde EGF varligindan bagimsiz olarak melanogenezi artirdigi gézlemlenmistir.
Ek olarak yapilan histoloji ¢aligmalar1 nano film EGF (+) 6rneklerinin uygulandigi
yara modellerindeki epidemis dermis tabakasi arasinda diger gruplara nazaran
boslugun kayboldugunu, blast hiicrelerinin yara bolgesinde yogunlastigin
gostermistir. Sonuglar in vitro, in vivo ve histoloji sonuglar1 birlikte de
gerlendirildiginde nano film EGF (+) orneklerinin artan tirozinaz enzim aktivitesi,
melanin salim trendi ve gen ekspresyonlar ile yara yama modeli olma konusunda
potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Melanogeneze ek olarak yara bdlgelerinin
fiziksel olarak kapanmasi konusunda gosterdigi performansta bu filmlerin yama olma

potansiyeline dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.27 : Deri kesitlerinin 10. giin sonundaki H&E boyama goriintiileri.
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Sekil 4.28 : Deri kesitlerinin 10. giin sonundaki Masson trikrom boyama
gortintiileri.
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4.4 Sonug

Yenilik¢i biyobozunur K:J filmler AAO kaliplar kullanilarak nanodesenli hale
getirilmis antimikrobiyel aktiviteleri diiz filmler ve PS kontrol grubuna nazaran
arastirilmistir. Nanotopografi ve kitosan igerik kaynakli antibakteriyel aktivitenin
arttig1 gosterilmistir. Dahas1 nano K:J filmler tizerinde mezenkimal kok hiicrelerinin
ve olgun kemik hiicrelerinin farklilagma ve mineralizasyon aktivitesi aragtirilmistir.
ALP aktivitesine ilaveten yapilan mineral birikim analizleri ve PCR analizleri nano
K:J filmlerin osteojenik farklilasmaya diger gruplara nazaran yaptigi katkiy1 ortaya
koymustur. Nanoteknolojinin prensipleri kullanilarak dizayn edilmis implant
yiizeylerinin osteojenik farklilasmay1 tetikledigi g6z Oniinde bulunduruldugunda
[219], nano K:J filmlerin iistiin antibakteriyel 6zellikleri, osteoblastik farklilasmay1
tetikleyen yiizey ozelllikleri ve yiiksek verimlilikteki mineralizasyon kapasiteleri ile
ideal implant kaplama modeli olacaklar1 diisiiniilmektedir.

Fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari 6nceki ¢alismada tamamlanan nano filmler
EGF ile kaplanmis ve diiz ylizeylerle karsilastirmali olarak EGF salimi takip edilmistir.
In vitro ve in vivo kosullarda EGFR, fibronektin, tirozinas enzim aktivitesi, melanin
salim1 ve PCR analizleri tamamlanmistir. Sonugclar histoloji ve yara kapanma analizleri
ile birlikte degerlendirildiginde nano film EGF (+) Orneklerin melanogenezi
tetikleyici bir yama modeli olmasi miimkiin gériinmektedir. Bir yara ortii modeli
olarak diisiiniildiiklerinde bu filmlerin EGF katkilama ile hem yara iyilesmesinde hem
de melanin salimmin artirllmasinda hipopigmente yara bolgeleri igin avantaj
saglayacag diistiniilmektedir. Bu noktada biyomimetik bir yapiya sahip nano filmlerin
doku mihendisligi alaninda pekc¢ok uygulama agisindan yer bulabilecegi

diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

AAO membranlar fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle biyomedikal mithendisligi
uygulamalarinin bir¢ogunda kendine yer edinebilmis bir biyomalzeme simifidir.
Kontrol edilebilir gézenek cap1, gézenek derinligi ve yiizey kimyasi ile 6zellikle
hiicresel cevabin 6enmli oldugu doku miihendisligi uygulamalarinda iimit vaad
etmektedirler. Ozellikle kemik doku miikendisliginde implant kaplama modeli olarak
kullanimlar1 ile osteointegrasyonu artirict1 yonleri ortaya konulmustur. Fiziksel,
kimyasal ve elektriksel 6zelliklerinin bir arada kontrol edildigi membranlarin sinir-
implant modeli olma potansiyelleri bu ¢alisma kapsaminda arastirilmig ve sonuglar
100 nm gozenek capina sahip AAO membranlarinda en az iletken es degerleri kadar
deney parametrelerinin kontrolu ile beklenen norit farklilasmasini saglayabilecegini
gostermistir. Ilerleyen dénemlerde yapilacak calismalarda tasarlanan bu yiizeyler
tizerinde in vivo sinir gelisim perfomansinin takip edilmesi miimkiin gériinmektedir.
Ayrica bu iletken ylizeyler iretilirken kullanilan fiziksel buharlastirma teknigi daha
hassas tekniklerle (ALD) desteklenebilir ve serbest ya da bir yiizey lizerinde sirali
karbon tiiplerin yapimi miimkiin olabilir. Bu yiizeylerin elektronikten optik biyosensor
uygulamalarina kadar pek¢ok alanda kendine yer bulabilecegi diisiintilmektedir.
Ayrica sirali karbon tiiplerle bezeli yiizeylerin elektriksel iletkenliklerinin kemik veya
sinir hiicrelerinin gelisimine olan etkisi de yine arastirilmasi gereken konulardandir.

AAO membranlar ii¢ boyutlu, kontrol edilebilir yapilari geregi sirali yapilarin
tretiminde kalip da olarak kullanilmaktadir. Ayn1i  membranin defalarca
kullanilmasiin yaninda bu membranlar tek diize yapilarin olusturulmasi konusunda
da oldukga elverislidir. Bu durum sensor yiizeylerinden alinacak sinyallerin siddeti
kadar tekrarlanabilirligi agisindan da Onemlidir. Tezin ikinci kisminda bu siral
yapilarin optik bir biyosensor tasarimindaki etkisi arastirtlmistir. Yapilan ¢aligmalar
iretilen PC filmlerdeki nanodesenlenme arttikca alinabilecek sinyal siddetinin
artabilecegini/hassaslasabilecegini gostermistir. Alzheimer proteininin tespitine
yonelik yapilan ¢alismalarda dedeksiyon limiti literatiirdeki giincel alt sinir olan 0,5
pg/ml olarak tayin edimistir. Dolayistyla bu kaliplar kullanilarak tiretilen PC filmlerin
SERS teknolojilerinde biyolojik molekiillerin tespitine yonelik olarak kullanim
potansiyelleri mevcuttur. Yapay salya ¢ozeltisi igerisinde yapilan ¢alismalar
miyoglobin proteini uygulanmis ThT kapli Au@MDS o6rneklerden alinan ThT

sinyallerinin standart ThT sinyallerine nazaran istatiksel anlamli sekilde azalmadigini
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gosterirken bu fark AP 1-42 proteini uygulanmis yiizeyler ile standart ThT kaplanmig
yiizeyler arasinda anlamli bir farkliliga sahiptir. Bu durum, iiretilen substratlarin sinyal
hassasiyeti, tekrarli sinyal olusturma potansiyeli kadar amiloid spesific yiizeyler olma
konusundaki potansiyelini de ortaya koymaktadir. Ancak segicilik kriterinin farkl
proteinler ve bu proteinlerin karisimlari ile tekrarli bigimde yapilacak olgiimler ile
daha belirgin bicimde ortaya konmasi gerektigi diisiiniilmktedir. Ayrica bu ylizeylerin
aptamerler bakimindan zengin hale getirilmesi ve biyolojik silah ajanlarindan olan
risin B nin tekikinde olay mahalinde kullanilmasi da miimkiindiir.

AAO membranlar kullanilarak ayrica dogal polimer iskeleler de nanodesenli hale
getirilebilir ve bu ylizeyler amin gruplarinca zengin yapilart nedeniyle doku
miihendisligi uygularinda tercih edilebilir yiizeyler olabilirler. Ornegin tezin son
kisminda bahsedilen implant kaplama modeli osteointegrasyonu ve kok hiicre
farklilasmasimni tetikleyici Ozelliktedir. Kitosanin dogas1 geregi sagladigi
antibakteriyel ortama ilavEten jelatinin RGD sekanslarinca zengin &zellikteki
Kimyasal yapisi hiicresel yapisma ve farklilagmay: tetikler niteliktedir. Nitekim,
MSC'lerin nano K:J filmler iizerindeki osteojenik aktivitesi diiz filmler ve TCPS
kontrol grubuna nazaran arastirlmis ve sonuglar bu yiizeylerin kok hiicrelerin kemik
dokuya farklilasmasini tetikledigini gdstermistir. Ilaveten olgun kemik hiicreleri ile
benzer testler tamamlanarak benzer sonuglar elde edilmistir. Gelecekte bu filmlerin
tavsan tibiasina yerlestirilecek vida yapilarindaki mineralizasyonu tetikleyici
ozellikleri arastirilacaktir.

Ayni filmler yumusak dokularda jel 6zellikleri nedeniyle yara yamasi olarakda gorev
alabilirler. Ancak yara iyilesme hizini artirabilmek kadar kullanilan malzemenin
melanizasyona katkisini da bu noktada dikkate almak gerekmektedir. Soyle ki UV
1sinlaria kars1 korumasiz hipopigmente bir deri dokusu pek ¢ok melonoma tiirii igin
ideal bir ortamdir. Dolayisiyla kullanilacak yara yamasinin en az yara iyilestirme
ozelligi kadar melanin salimimi tetikleyici potansiyelinin olmasi1 gerekmektedir.
Dolayisiyla nano film EGF (+) orneklerle yapilan in vitro/in vivo analizler ilgili
filmlerin bu potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. In vitro, in vivo ve
histoloji boyama analizlerinin sonuglar1 dikkate alindiginda nano film EGF (+)
orneklerinin gerek fibronektin, EGFR ve melanin salimi, tirozinaz enzim aktivitesi ve
PCR sonuglar1 agisindan 6ne ¢ikar 6zellikte oldugu goriilmiistiir. EGF varligi kadar
nanodesenlemeninde yara iyilesmesini tetikledigi gosterilmistir. Ancak histoloji

boyamalarinda deri doku etrafinda biriken yiiksek kolajen miktar, iyilesmis
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epidermis-dermis tabakasi goriintiisii nano film EGF (+) &rneklerini nano fimlerden
daha avantajli hale getirmistir.

Bu filmler iizerindeki ikili kiiltiir yapis1i mikroskop altinda incelendiginde
mealnositlerin fibroblastlar iizerinde kiimeler halinde bulundugu tespit edilmistir. Bu
durum melanosom organoidlerinin olusturulmasi amaciyla tiretilen nano film EGF (+)
orneklerinin uygun substratlar olabilecegini diisiindiirmektedir.

Genel olarak degerlendiridiginde AAO membranlarin dogrudan kullanildigi veya
fiziksel ozelliklerinin taklit edildigi yiizey tasarimlarinin hiicresel cevabi artirici
Ozellikte oldugu, ilaveten biyosensor uygulamalarinda sinyal tekrarlanabilirligini
artiricr niteligine ilaveten diisiik konsantarsyonlu biyolojik yapilardan yiiksek sinyal

siddeti almaya olanak saglayabilecek potansiyelde oldugu tespit edilmistir.
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