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DENIZ-TUREVi MOLEKI"JL;ER@N NOROVASKULER ETKILERININ 3B
MIiKRO CERCEVE KO-KULTUR MODELLERINDE INCELENMESI

OZET

Yapisal ve islevsel olarak yeterlilik saglayamayan dokulart olmasi gereken en
miikemmel hale getirmek amaciyla modelleme yapmak son zamanlardaki goézde
calismalardandir.

Bu calismada ise jelatin metakrilat (JeIMA) sentezi yapilmistir ve ekibimiz tarafindan
tasarlanmis cihaz ile fotomaske kullanilarak ultraviyole 151n (UV) yardimiyla JeIMA
polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Polimerize olmus hidrojele insan gébek kordonu
ven endotel (HUVEC) ve néroblastom (SH-SYS5Y) hiicreleri enkapsiile edilmistir.
JeIMA i¢ine farkli oranlarda katkilandirilmis deniz-tiirevi ‘Citreohybridonol’
molekiiliiniin ko-kiiltiir edilen hiicrelere etkileri incelenmistir.

Sentezi yapilan JeIMA polimerinin karakterizasyonu amaciyla Fourier doniisiimli
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) analizleri yapilmistir. Hiicre canliligi on-dort giin boyunca
metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ve hidrojen peroksit (H202) testleri ile
gozlemlenmistir. Canlilik analizleri sonucu elde edilen sayisal verileri GraphPad
Prism 8 iki yonli ANOVA ve post hoc olarak Tukey testi ile analiz edilmistir.
HUVEC hiicrelerinin canliligindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Noroblastom hiicrelerinin canliligindaki azalma ise istatistiksel olarak anlamlidir.
Molekiil etkisini gozlemlemek amaciyla HUVEC hiicre hatt1 icin Angiopoietin 1
poliklonal antikoru; SH-SY5Y hiicre hatt1 igin ise Nestin antikoru kullanilarak
immiinohistokimyasal boyama gerceklestirilmistir ve elde edilen goriintiilerin hiicre
canlilik analizlerini destekledigi goriilmiistiir.

Tiim analizler g6z oniine alindiginda, deniz kaynakli "Citreohybridonol" molekiiliiniin
HUVEC hiicre hatt1 ilizerinde olumsuz bir etkisi goriilmemistir. SH-SYSY hiicre
hattinda ise hiicre canlilig1 izerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: HUVEC, SH-SY5Y, insan gobek kordonu ven endotel,
noroblastom, citreohybridonol, gelatinmetakrilat, hidrojel, fotopolimerizasyon,
ultraviyole 151n
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INVESTIGATION OF NEUROVASCULAR EFFECTS OF MARINE-
DERIVED MOLECULES IN 3D MICRO FRAME CO-CULTURE MODEL

ABSTRACT

Tissue engineering is one of the most recent studies to make modeling in order to
optimize the tissues that cannot be adequately structurally and functionally.

In this study, gelatin methacryloyl (GelMA) synthesis was performed. GelMA
polymerization was performed with ultraviolet ray (UV) using photomask with the
device designed by our team. Polymerized hydrogel human umbilical vein endothelial
(HUVEC) and neuroblastoma (SH-SY5Y) cells were encapsulated. The effects of
marine-derived ‘Citreohybridonol’ molecule doped into GeIMA in different ratios on
the co-cultured cells were investigated.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM),
atomic force microscopy (AFM) analyzes were performed to characterize the
synthesized GelMA polymer. Cell viability was observed by methylthiazole diphenyl
tetrazolium (MTT) and hydrogen peroxide (H202) for 14 days. Numerical data
obtained from viability analysis were analyzed by GraphPad Prism 8 two-way
ANOVA and Tukey test as post hoc. Immunohistochemical staining was performed
by using Angiopoietin 1 polyclonal antibody for HUVEC cell line and Nestin antibody
for SH-SY5Y cell line in order to observe the molecular effect.The obtained images
were found to support cell viability analysis.

In all analyzes, the marine-induced "Citreohybridonol” molecule did not have a
negative effect on the HUVEC cell line. In SH-SY5Y cell line, it was found to have a
negative effect on cell viability.

Keywords: HUVEC, SH-SY5Y, human umbilical vein endothelium, neuroblastoma,
citreohybridonol, gelatin methacrylate, hydrogel, photopolymerization, ultraviolet
beam
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1. GIRIS

Doku miihendisliginin en kisa tanimi ¢esitli amaglarla modelleme yapmak seklinde
ifade edilebilir. Modelleme yaparken, insan viicudunun ii¢ boyutlu yapilara sahip ve
cesitli hiicre tiirlerinden olusan bir sistem oldugu disiiniildiigiinde; en Onemli
faktorlerden birinin biyomalzemeler ile olusturulan destek malzemesinin (iskele)
olusturulmasi oldugu bilinmektedir. Biyomalzeme, hiicreler igin fiziksel destek
saglamanin yani sira islevsel dokularin olusumu i¢in gerekli olan kimyasal ve biyolojik

Ozellikleri de tasimalidir.

Doku miihendisliginde iskele sistemini olusturmak amaciyla metalik, seramik,
polimerik ve kompozit biyomalzemeler {izerinde ¢alisilmistir. Titanyum ve tantalum
gibi metalik biyomalzemeler mekanik dayanimlari sayesinde genellikle kemik
rejenerasyonu ¢alismalarinda iskele olarak kullanilmigtir. [4; 62]. Karbonlar, aliimina,
zirkonya ve kalsiyum fosfat gibi seramik biyomalzemeler kalp kapakgiklarinda, deri
alt1 cihazlarinda, dis protezlerinde; mukavemet ve gozeneklilik gibi 6zelliklerinden
dolay1 tercih edilmektedirler. [18; 37]. Polimerik biyomalzemelerin ise gerilme
dayanim, elastik modiilii ve bozunma hiz1 genel olarak 6ngoriilebilir ve polimerik
biyomalzemeler tekrar iiretilebilir mekanik ve fiziksel 6zellikler gosterirler. Bununla
birlikte gézenekli bir yap1 elde etmek daha kolaydir. Bu ¢esitli 6zellikleri sayesinde
polilaktik asit (PLA) [6], poliglikolik asit (PGA), polikaprolakton (PCL), [91],
kitosan, jelatin, jelatin metakrilat gibi polimerik biyomalzemeler, ii¢ boyutlu hiicre

kiiltiirii caligmalarinda iskele sistemini olusturmak igin tercih edilmektedir [17].

Doku miihendisliginde, bir veya daha fazla farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimler
onemlidir. Bu etkilesimlerin roliinii incelemek amaciyla ko-kiiltiir ad1 verilen bir
sistem tanimlanmigtir. Boylece iki ve daha fazla hiicre birlikte kiiltiir edilerek ¢esitli

modellemeler de yapilabilmektedir.



1.1 U¢ Boyutlu Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi hasarli bir dokunun islevini yerine getirmek i¢in yeniden

modelleme yapmayi amaglamakta olan interdisipliner bir alandir [51].

Doku miihendisliginde, iskele yapisina kapsiile edilmek amaciyla kullanilan hedef
doku hiicrelerine veya farklilistirma yapilarak elde edilen kok hiicrelere onarimi

hedeflenen dokuya 6zgii 6zellikler kazandirilmaya ¢alisiimaktadir.
Doku miihendisliginde;

e Iskele yapisina ekilmek amaciyla kullanilacak hiicreler
e Biiylime faktorleri
¢ Biyouyumlu bir malzeme ile ii¢ boyutlu (3B) kiiltiir ortamini saglama gibi

temel olarak {i¢ ana faktor lizerinde durulmaktadir [52].

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii calismalarinin ardindan énemli bir adim olan ii¢ boyutlu
hiicre kiiltiirii calismalarinda (iic boyutlu biyomalzeme kullanilmasi) fizyolojik

sartlara uygun olarak hiicreler kiiltiir edilmektedir.

Bu faktorler arasinda en ¢ok kiiltiir ortamini saglayacak malzemeler iizerinde
durulmugtur. Ciinkii doku miihendisliginde hedefe yonelik olarak kullanilan
biyomalzemenin amaci; hiicreler arasin1 dolduran, gesitli protein ve polisakkaritlerden
olugmus hiicrelerin bulundugu ortam olan ekstraseliiler matriksi (EMC) taklit eden
iskele yapisi olusturmaktir [87]. Bu iskele sistemini taklit ederken g6z Oniinde

bulundurulmasi gereken ¢esitli parametreler bulunmaktadir [5]. Bu parametreler;

e Biyobozunurluk

e Biyouyumluluk

e Gozeneklilik

e Hedeflenen doku veya organin mekanik 6zelliklerine uygunluk

e Nontoksik, nonmutajenik, nonimmunojenik 6zellikler seklindedir [91].

1.2 Polimerler

Doku miihendisligi calismalarinda ekstraseliiler matriksi taklit etmek i¢in cesitli

malzemeler kullanilmaktadir. Bu malzeme gruplarindan birisi de polimerlerdir.



Polimerler monomer ad1 verilen gorece kiigiik molekiillerin tekrar etmesiyle olusan

zincirli yapilardir. Dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta incelenmektedirler.

Sentetik polimerler monomerlerin polimerize edilmesiyle elde edilmektedirler.
Polilaktik asit, poliglikolikasit, polietilen ve polipropilen sentetik polimerlere érnek
verilebilir. Dogal polimeler ise bitkilerden mikroorganizmalardan ve hayvanlardan
elde edilmektedirler. Kollajen, kitin, jelatin, kitosan ise dogal polimerlere ornektir
[73]. Cesitli polimer yapilar1 beraberinde tiretim farkliliklarr getirmistir. Gozenekli
yapida, biyobozunur, toksik etki olusturmayan, hiicre caligmalarinda yap1 iskelesi

olarak kullanilacak polimerin iiretim yontemleri Tablo 1.1°de verilmistir [5].

Tablo 1.1: Polimerlerin iiretim yontemleri.

Uretim Yontemi Isleyis

Gozenekli yapida polimerlerin elde
edilmesini saglayan yontemdir. Polimer
Dondurarak Kurutma belirli bir konsantrasyonda ¢oziicii

igerisinde ¢oziiniir. Olusan ¢ozelti
dondurulur ve ardindan yiiksek basing

yardimiyla liyofilize edilir.
Belirli bir voltaj uygulanarak polimerin
Elektroegirme fiber seklinde toplayicida birikmesi
saglanmaktadir.

Yiiksek basing yardimiyla CO2 gazi
kullanilarak polimer doygun hale getirilir.
Ardindan ¢dzelti icerisinden gaz
uzaklastirilir.

Gaz Kopiiklendirme

1.2.1 Hidrojeller
Son 50 yildir hidrojeller, genis uygulama alanlarindaki avantajlar1 sayesinde dikkat
cekmektedirler [1].

Arastirmacilar, yillar gectikce hidrojelleri farkli sekillerde tanimlamislardir.
Bunlardan en yaygin olani, hidrojelin, bir veya daha fazla monomerin basit
reaksiyonuyla iiretilen suda sisen ve capraz baglanmis polimerik ag olmasidir. Bagka
bir tanim, suyun 6nemli bir kismini kendi yapisinda sisirme ve muhafaza etme

yetenegi sergilemekle birlikte suda ¢6ziilmeyen bir polimerik malzeme olmasidir [1].

Hidrojeller, biliyiik miktarlarda su veya biyolojik sivilari emebilen ii¢ boyutlu,
hidrofilik, polimerik aglardir. Yiiksek su muhtevasi, gozenekliligi ve yumusak kivami

nedeniyle, dogal canli dokuyu diger sentetik materyallerden daha fazla taklit ederler.



Hidrojeller kimyasal olarak kararli olabilir veya bozulabilir ve sonunda parcalanabilir

ve ¢oziilebilir [12].

Hidrojeller bu o6zelliklerinin yani1 sira hiicre o6zellikleri bakimindan, mekanik
Ozellikleri dogal dokulara benzerken, oksijen, besin maddeleri ve diger suda
¢cozlinebilir metabolitlere kars1 yiiksek gecirgenlik sergilediklerinden, hiicre

enkapsiilasyonu i¢in kullanilmigtir [95].

Hidrojellerin su emme Kkabiliyeti, polimer omurgasina bagl hidrofilik islevsel
gruplardan kaynaklanirken, ¢6ziinme direnci ag zincirleri arasindaki ¢capraz baglardan

kaynaklanmaktadir [1].

Hidrojel hazirlamada kullanilan teknolojiler
Hidrojeller genellikle hidrofilik monomerler temelinde hazirlanirken, hidrofobik
monomerler bazi uygulamalar ile 6zelliklerinin diizenlenmesi sonucu hidrojel

hazirlamada kullanilabilir [1].

1.2.2 Hidrojel hazirlamada kullanilan teknolojiler
Hidrojeller sentetik polimerlerden veya dogal polimerlerden hazirlanabilir. Dogal ve
sentetik kokenli suda ¢oOziinlir dogrusal polimerler, ¢esitli sekillerde hidrojel

olusturmak {izere ¢apraz baglanir [1].
Jellesme islemini gerceklestirmek igin;

e Kiitle Polimerizasyon
e (Cozelti Polimerizasyonu/Capraz Baglama gibi iki temel yontem bulunmaktadir

[1].
Kiitle polimerizasyonu monomerlerin dogrudan dogruya uygun bir baslatict varliginda
sicaklik ve basing ile polimerizasyonuna dayanmaktadir. Bununla birlikte
polimerizasyonun sonuna dogru viskozitedeki artis ve 1s1 aktarimindaki dagilim

sorunlar1 yontemin dezavantajlarindandir [80].

Cozelti polimerizasyonu ise monomer, ¢oziicii ve baslaticinin varliginda monomerin
reaksiyona katilmayan bir ¢oziicii i¢cinde dig bir kaynak ile etkinlestrilmesi ile
polimerlestrilmesidir. Cozelti kullanilmast ortamin seyrelmesini sagladigindan
viskozitenin diismesini ve 1s1 aktariminin kolaylasmasini saglamaktadir [80]. Cozelti

polimerizasyonuyla capraz baglama islemi gergeklestirilirken kullanilan baglaticilar
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belirli bir dalga boyunda yiliksek emilime sahip olabilir. Bu durumda

fotopolimerizasyondan soz edilebilmektedir.

Fotopolimerizasyon teknigi, kontrol edilebilir parametreleri, nispeten daha az toksisite
ve hafif jellesme kosullar1 sayesinde, hiicrelerin foto ¢apraz bagh hidrojeller iginde
kapsiillenmesine ve canli kalmasina izin vermektedir [81]. Bu nedenle
fotopolimerizasyon yontemi hiicre enkapsiilasyonunda en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Bu calismada da jellestirme islemi sirasida fotopolimerizasyon teknigi

kullanilmustir.

1.2.2.1 Fotopolimerizasyon ve teknigi

Fotopolimerizasyon, polimerlerin 1s18a maruz kalmadan Once akrilatlar veya
metakrilatlar ile reaksiyona sokuldugu bir tekniktir. Daha sonra, bir foto-baslatici
madde varliginda ve dis bir uyar1 olarak 1sik ile foto ¢apraz baglanma meydana

getirilmektedir [68].

Isinimin uygun 151k dalga boyu ile birlesmesi ve 15181 emen farkli maddelerin varligi,

fotopolimerizasyonu baslatir.

En yaygin olarak kullanilan reaktif monomerlik malzemeler, radikal bir foto-
baslaticinin kullanimi ile ¢apraz baglanacak sekilde yapilabilen diisiik molekiiler

agirlikli doymamig akrilat veya metakrilat monomerlerdir [74].

Foto-baslatici, hidrojel 6ncii ¢ozeltisinde (monomer ya da makromer) ¢coziindiirtiliir ve

uygun bir 151k kaynagina maruz kaldiginda, dncii ¢ozelti hidrojel haline doniistiiriiliir
[21].

Su zamana kadar fotopolimerizasyon i¢in yiiksek enerjili radyasyon, ultraviyole (UV)
radyasyonu ve goriiniir 151k radyasyonu iizerinde durulmustur. Doku miihendisliginde
hiicre canlilif1 g6z oniinde bulunduruldugunda UV radyasyonunun daha iyi sonug

verdigi goriilmiistiir [49].

1.2.2.2 Fotobaslatici

Fotopolimerizasyonda kullanilan belirli bir 151k dalga boyunda yiiksek emilime sahip
olan foto-baslaticilar biyouyumluluk, suda ¢Oziiniirliik, stabilite ve sitotoksite
ozelliklerine dikkat edilerek se¢ilmektedir [68].



Son on yilda, daha iyi foto polimerizasyon saglamak icin c¢esitli foto-baslaticilar

arastirilmistir.

Hiicre kapsiilleme i¢in en ¢ok kullanilan UV foto-baslatici, Sekil 1.1°de kimyasal
formiili  verilen  1-[4-(2-hidroksietoksi)-fenil]-2-hidroksi-2-metil-1-propanon'dur
(AKA TIrgacure 2959). Diger birinci sinif foto-baslaticilar arasinda en yiliksek su
¢ozlinlirliigline sahip olmasina ragmen, optimum kosullarda su ¢oziiniirliigii % 2'den

de daha azdir [66].

OH
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c

Sekil 1.1: Trgacure kimyasal formiilii.

1.2.3 Doku miihendisliginde fotopolimerlestirilmis hidrojeller
Doku miihendisliginde fotopolimerlestirilmis hidrojellerin li¢ ana uygulama alani
bulunmaktadir. Bunlar ilag tagima sistemi [57], yaralanmalarin sonrasindaki iyilesme

slirecinde bariyer olarak hidrojeller [38] ve hiicre enkapsiillemedir [14].

[lag Tasima Sistemi; Hidrojellerin benzersiz fiziksel ozellikleri, ilag dagitim
uygulamalarinda kullanimlarinda 6zel bir ilgi uyandirmaktadir. Gozenekli yapilar: ve
jel matrisindeki c¢apraz baglarinin yogunlugu ve sisirildikleri sulu ortam igindeki
afinitelerinin kontrol edilmesiyle kolaylikla ayarlanabilir. Gozeneklilikleri ayni
zamanda ilaglarin jel matrisine yiiklenmesine ve sonradan ilag saliminin, jel molekiilii
vasitasiyla kiiciikk molekiiliin veya makromolekiiliin difiizyon katsayisina bagli bir

hizda olmasina izin verir [35].

Hidrojel bariyerleri hasarli doku ylizeyleri tizerinde bir kaplama makromerleri olarak

biyo-bozunabilir poli(etilen-glikol-ko-laktik asit) diakrilatlardan yapilmistir [44].

Hidrojel malzemesinin oksijenin, besin maddelerinin ve metabolik iiriinlerin kolay bir
sekilde difiizyonuna olanak sagladigi sonucuna varildigindan hiicre enkapsiilasyonu
icin foto-polimerize hidrojellerin kullanimi arastirilmistir [68]. Biyolojik olarak

tiiretilmis hidrojellerden 6rnegin kollajen [75], jelatin metakrilat [20], hiyaliironik asit



(HA) [11], agaroz [42] ve sentetik hidrojellerden 6rnegin Poli(etilen glikol) (PEG) [32]

hiicreleri kapsiillemek i¢in kullanilmistir.

1.2.4 Kollajen

Doku miihendisliginde temel amacin hiicrelerin bulundugu ekstraseliiler matriksi
(ECM) taklit eden ideal bir iskelenin olusturulmasi oldugundan bahsetmistik. Bu
amagla da mekanik biitiinliik ile fonksiyonel doku olusturmak tizere hiicreleri uyarmak

icin dogal hiicre dis1 matrikse ideal olarak benzeyen hidrojeller kullanilir [47].

ECM, hiyaliironik asit, kondroitin siilfat gibi glikozaminoglikanlar [40] ile kollajen,
fibronektin, elastin ve laminin gibi lifli proteinler olan iki ana makromolekiilden

olusmaktadir [3].

Kollajen, en yaygin kullanilan doku kaynakli dogal polimerdir ve deri, kemik,
kikirdak, tendon ve ligament dahil olmak iizere memeli dokularmmin hiicre disi

matrislerinin ana bilesenidir [55].

Bununla birlikte kollajenler hiicreler tarafindan taninan ve hiicrelerden salgilanan
enzimler (kollajenaz) tarafindan ayristirilan aminoasit  dizilerinin  belirli
dizilimlerinden meydana geldiginden, biyolojik tasarim parametrelerinin bir¢ok

kismini karsilamaktadirlar [84].

Ancak fiziksel olarak olusturulmus kollajen jeller termal olarak tersinirdir ve sinirlt bir

mekanik 6zellik araligi sunmaktadirlar [55].

1.2.5 Jelatin

Jelatin ise ila¢ endiistrisinde ve biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan ve
kikirdak, kemik, deri ve bag dokusunun baslica protein bileseni olan ve hayvanlarda
ECM'lerin biiyiik bolimiinii olusturan hidroliz yoluyla elde edilen bir kollajen
tirevidir [59] ve bilesimi kollajen ile hemen hemen aymidir [8]. Temel olarak
biyouyumluluk, diisiik maliyet ve jelasyon kolayligi nedeniyle tercih edilmektedir [27;
45].

Iki tip jelatin vardir; jelatin A ve jelatin B. Jelatin A, termal denatiirasyon dncesi asidik
islemle hazirlanirken, jelatin B, yiiksek bir karboksilik igerige yol acan alkali

muameleyle islenir [36]



Ancak jelatini bir biyomateryal olarak kullanmak i¢in, viicut 1sisindaki kararsizliginin

kovalent ¢apraz baglama yontemleri ile giderilmesi gerekmektedir [78].

1.2.6 Jelatin metakrilat
Jelatin metakrilat (JeIMA), ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olusan ve hali hazirda
yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu i¢in ii¢ boyutlu (3B) iskeleler dahil olmak iizere

bir¢ok uygulamada kullanilan fotopolimerize edilebilir bir hidrojeldir [77].

Foto-gapraz baglama isleminin foto-baslatici molekiilleri ile 1518a maruz kaldiginda
yeni baglar olusturan metakrilat ya da akrilat molekiillerinin varligim gerektirdigini
soylemistik. JeIMA da, metakrilamit ve metakrilat gruplarindan olusan bir jelatin
tirevidir [50]; jelatin molekiilii tizerindeki ¢oklu metakrilat gruplarindan olusur ve bir
foto baslatici ilave edildiginde ve bu radikal vasitasiyla hafif polimerize edilebilir hale
gelmektedir [13].

JeIMA sentezi i¢in farkli protokoller rapor edilmistir. Bunlardan esas olarak Van Den
Bulcke ve arkadaslari tarafindan bildirilen genel bir yontem bulunmaktadir. Bu
yonteme gore JeIMA, jelatinin, 50°C'de fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) igindeki
bir metakrilik anhidrid ile dogrudan reaksiyonu seklindedir [89]. Sekil 1.2°de JeIMA

sentezini anlatan bir gorsel bulunmaktadir [93].
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Sekil 1.2: Foto ¢apraz bagli JeIMA hidrojel olusumunun sematik gosterimi.



(i) Metakriloil siibstitiisyon gruplarimin asilanmasi icin jelatin ve metakrilik anhidrit
reaksiyonu meydana gelmektedir. Bu asamada modifikasyon, birincil amin ve
hidroksil gruplarinda gergeklesmektedir. Arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) alanlari,
JeIMA zincirleri boyunca kirmizi boliimler olarak kimyasal yapilari ile birlikte de
verilmektedir. (ii) Hidrojel aglari olusturmak igin JeIMA'nin foto ¢apraz baglanmasi
sirasinda temsili tepkimeler verilmistir. Burada serbest radikaller, metakriloil
ikamelerinin zincir polimerizasyonunu baglatan fotobaslaticilardan tiretilmektedir.
Yayilma, aymi zincir lizerinde ve farkli zincirlerde bulunan metakriloil gruplar
arasinda gerceklesmektedir. Sonlandirma ise iki yayilan zincir arasinda veya bir

propagasyon zinciri ve bir ikinci radikal arasinda olugmaktadir.

1.2.7 Ug boyutlu JeIMA iiretimi
Bir doku veya organi modellemeye calisirken, viicuttaki doku ve organlarin

cevresindeki ii¢ boyutlu (3B) ortam diisiiniilerek sistem tasarlanmalidir.

3B ortam1 destekleyici yapi olarak daha oOnce oOzellikleri anlatilan JeIMA
kullanilabilmektedir ve 3B {iretim icin UV 151n kaynagi kullanilarak foto-gapraz
baglama gerceklestirilmektedir. Bu islem gerceklestirilirken kullanilan 15181n belirli bir
bolgeden gegmesine izin veren fotomaske yapilar1 kullanilmaktadir. Bu yapilarin
kullanilmas1 ¢esitli geometrilerin olusturulmasina saglamakta ve farkli hiicre tipleri

tizerinde ¢alisilmasina olanak tanimaktadir (Sekil 1.3) [31].

Her seferinde en
EBEBEB o ufak karede
¢ jellesme
EB%@ gerceklestirmek
%EB% sartiyla islem

tekrarlanmaktadir

Sekil 1.3: 3B JeIMA iiretimin basite indirgenmis sematik gosterimi.

1.3 Ko-Kiiltir Sistemi

Hiicre-hiicre etkilesimleri doku ve organ gelisiminde dnemlidir ve hiicre gogalmasini,
farklilasmasin1 ve fizyolojisini etkiler [7]. Doku miihendisliginde, hiicre-hiicre

iletisimi ve farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimlerin roliinii incelemek igin ko-
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kiiltir sistemi tanmitilmistir [24]. Temel diizeyde, bir ko-kiiltiir, iki ya da daha fazla
farkli hiicre popiilasyonunun, aralarinda bir derecelik temas ile biiyiitiildiigii bir hiicre

yetistirme diizenegi olarak tanimlanmaktadir [28].

Ik ko-kiiltiir ¢alismasinda sigan yumurtalik granulosa hiicreleri ile fare miyokart

hiicreleri tizerinde ¢alisilmistir [54].

Ko-kiiltiir islemini gerceklestirirken goéz Oniinde bulundurulmasi gereken bazi

parametreler vardir. Bunlar;

o Kiiltiir ortaminin ve hiicrelerin se¢imi
e Hiicrelerin ekim prosediirii

e Hiicre tipi karakterizasyonu seklinde ifade edilebilmektedir [46].

Bu konuda, Homilton ve arkadaslari hiicre-hiicre temasi olan ve olmayan ko-kiiltiiriin
etkilerinin arastirilmasinda yeni bir 3B hidrojel bazli ortak kiiltiir modeli gelistirirler.
Bu sistem ile farkl1 hiicre popiilasyonlarinin mekansal diizenini ve zamansal dagilimin

kontrol etmek miimkiin kilinmigtir [33].

1.4 Endotel Hiicreler

1.4.1 Tarihi

1628 yilinda William Harvey ilk defa kan dolagimi kelimesini tanimladi. Ardindan
Malphighi, damar aginin varligini ileri siirdii. Reckingausen 1800°1ii yillarin ortasinda
damarlarin i¢i bos tiinellerden var olmadigini, hiicrelerin damar i¢ kisimlarini sardigini
kesfetti. 1900’1l yillarda ise Gowan’in fizyolojik calismalar1 ve Palade’nin elektron
mikroskobisi alanlarindaki c¢alismalari sonrasinda, endotel hiicreleriyle kan

damarlarinin gesitli islevleri kesfedilmeye baslandi [25].

1.4.2 Tanim
Kan damarlarmin ve lenfatik damarlarin i¢ yilizeyini kaplayan ve liimen iginde
dolagimdaki kan veya lenf ile damar duvarinin geri kalan kismi arasinda bir arayiiz

olusturan hiicreleri belirtir [22].

1.4.3 Fonksiyonu
Uzun siire boyunca endotel hiicreleri, vaskiiler boslugu interstiSyumdan ayirmak igin

sadece etkisiz bir bariyer olusturan ve homojen olmayan bir hiicre popiilasyonu olarak
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kabul edildi. 1966 da ise Florey bu inanglara meydan okudu ve endotelin bir
cekirdeklenmis selofan tabakasindan daha fazlasi oldugunu ileri siirdii [26]. Yaklagik
25 yil once, endotelin vaskiiler diiz kas tonusunu ve pihtilasmasini diizenlemeye
katildig1 yoniindeki ¢igir agan arastirmalar endotelyumun sadece pasif bir bariyer
oldugu kanisini ortadan kaldirmaktadir [76]. Kan ve dokular arasindaki arayiizde yer
alan endotel hiicreler, Sekil 1.4’de verildigi iizere vaskiiler tonu, bariyer, hemostaz ve
pihtilasma, enflamatuar tepkiler ve anjiyogenez dahil, birgok kritik fonksiyonlar igin

merkezi bir rol oynamaktadirlar [64].

Anjiyojenez

Hemostaz
ve " EndOtel N Bariyer
Pihtilasma Hl'icreler
Vaskiler
Tonu

Sekil 1.4: Endotel hiicrelerin ¢oklu fonksiyonu.

1.4.4 insan gobek kordonu ven endotel hiicresi (HUVEC)

HUVEC (Sekil 1.5), dogumdan sonra atilan bir dokudan da temin edilebildigi igin
kolay ve ucuz bir sekilde bulunabilir. Ayrica endotel hiicrelerinin temel 6zelliklerini
barindirdigindan in vivo endotel tabakasina oldukga iyi bir modeldir. Bununla birlikte
genis yiizeye sahip ve dallanma yapmayan damar olmasi 6zelligiyle de galisilmasi
kolay bir hiicre hattidir [92].
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Sekil 1.5: HUVEC hiicre hatti.
1.5 Noroblastoma Hiicreleri

Noroblastom (NB) hiicre hatlari, temel ve uygulamali nérobiyolojinin ¢esitli yonlerini

incelemek i¢in in vitro modelde yaygin olarak kullanilan bir hiicredir [83].

Noroblastom en sik goriilen ikinci ¢ocukluk cagi solid tiimoridiir ve pediatrik

timorlerin % 10-15'ini olusturmaktadir. [10].

NB, periferik sinir sisteminin bilesenlerini tagiyan ve go¢ eden sinir kretinden tiiretilen

progenitor hiicrelerden kaynaklanmaktadir [83].

NB tiimorleri yiiksek derecede metastatiktir ve radyasyon veya kimyasal tedavi gibi
geleneksel tedavilere direnglidir. Farklilasmanin indiiksiyonu ve daha yakin zamanda

apoptoz NB'nin klinik yonetiminde iyilesme i¢in arastirilan stratejilerdir [83].

1.5.1 insan néroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y)

SH-SY5Y (Sekil 1.6), SK-N-SH noroblastom hiicre hattindan tiiretilen ¢ alt-
klonlanmig bir hiicre ¢izgisidir. Norodejeneratif bozukluklar i¢in bir model gorevi
goriir, ¢iinki hiicreler belirli bilesiklerin eklenmesiyle gesitli fonksiyonel néronlara
dondistiirtilebilir. Ek olarak, SH-SY5Y hiicre ¢izgisi, noronal farklilasma, metabolizma
ve norodejeneratif iglemlerle ilgili fonksiyon, norotoksisite ve nodroproteksiyonun

analizi dahil olmak tizere deneysel norolojik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmistir
[48].
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Sekil 1.6: SH-SYS5Y hiicre hatt1.

1.6 Citreohybridonol

Noroinflamasyon; mikroglia, astrositler ve kan beyin bariyerine katilan endotel
hiicrelerinin aktivasyonunu, plazma proteinlerinin ve immiin sistem hiicrelerinin beyin
dokusuna infiltrasyonunu ve inflamasyon iligkili mediatorlerin beyin dokusuyla

etkilesimini igeren karmasik bir olaydir [2].

Noroinflamasyon, beyin i¢inde noronal hasara yol acan ve Alzheimer hastaligi,
parkinson hastaligi ve amiyotrofik lateral skleroz (ALS), HIV ile iliskili demans, inme

ve multipl skleroz, epilepsi gibi nérodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir mekanizmadir
[16].

[lk kez Cho ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda siinger tiirevi Penicillium
Atrovenetum'un kati piring kiiltiirlerinden izole edilen ve Sekil 1.7°de yapis1 verilen
Citreohybridonol’tin aktif BV-2 hiicreleri lizerindeki anti-néroinflamatuar aktivitesi
gozlemlenmistir. Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD) ve amiyotrofik
lateral skleroz (ALS) gibi noroinflamasyon ile baglantili hastaliklarin tedavisi igin

ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilecegine varilmistir [15].
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Sekil 1.7: Polar ¢oziiciilerdeki citreohybridonol keto-enol totomerlerinin yapilari
[70].

1.6.1 Citreohybridonol izolasyonu

Tez kapsaminda kullanilan citreohybridonol molekiiliiniin izolasyon siireci Sekil
1.8’de verilmigstir. Buna gore ilk olarak Canakkale’nin Kémiir Liman1 kiyilarindan 10
m derinlikten scuba dalis1 ile ¢ikarilan Spirastrella cunctatrix stingerinden Penicillium
atrovenetum susu izole edilmistir. Sus, kat1 piring ortaminda inkiibe edilmistir.
Kiiltivasyon islemi sonrasinda 6ziitleme ve kurutma islemleri yapilmistir. Bu sekilde
elde edilen oziitten bilesenlerin, biri hareketli digeri sabit iki faz arasinda ayrilmasi ve
saflastirilmast iglemi olan kromotografik ayirma islemi yapilmistir. Bu sekilde elde
edilen citreohybridonol molekiili metanolde ¢oziindiiriilmiis ve oda sicakliginda

Kristallenmesi i¢in kurutulmustur [70].

Kati Pirin¢ Ortaminda o s
Kiiltiir Y 75 v &
13{ \ [0 \
\ N3 ™
Kromotografik 2 X %

" 6 I3s
Ayirma 2 25

Penicillium Atrovenatum

Oda sicakhginda
Metanol icinde
Kkristalizasyon

Sekil 1.8: Citreohybridonol molekiiliiniin elde edilme siireci.

Citreohybridonol molekiiliine ait tek kristal X-isin1 sonuglart ise Tablo 1.2°de

verilmektedir.
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Tablo 1.2: Citreohybridonol molekiilii kristal verileri.

a=1,07496(5) nm, b =1,43286(7) nm,
¢ =1,74909(8) nm

Molekiil formulii; C2sH360s

Molekiiler agirligi; 506,9 g/mol B =103,235(2)°; V = 2,6225(2) nm®
Kristal yapis1; monoklinik Topolojik polar yiizey alani; 1,16 nm?
Uzay grubu; P2; Z = 2; Deaica = 1,280 glcm?®

Polar yiizey alani, bir ilacin hiicrelere niifuz etme yeteneginin optimizasyonu i¢in
yaygin olarak kullanilan bir tibbi kimya 6l¢iimiidiir. 140 A% (1,4 nm?) daha biiyiik polar
yiizey alanina sahip olan molekiiler hiicre zarlarindan niifuz ederken zayif olma
egilimindedirler [71]. Bununla birlikte molekiillerin kan-beyin bariyerini agmasi (ve
boylece merkezi sinir sistemindeki reseptorlere etki etmesi) icin genellikle 90 A?den

(0,9 nm?) daha kiigiik olmas1 gerekmektedir [34].

1.7 Nanobilim ve Nanoteknoloji

Richard P. Feynman'in Aralik 1959'da Pasadena'daki Amerikan Fizik Dernegi'ne
sundugu konusma metninde, ilk defa maddenin atomik katmanda islenebilmesi

olasiligindan bahsetmistir. Bu durum nanoteknolojinin temellerini atmistir [23].

Literatiirde ‘“nanoteknoloji” nin ¢ok sayida tanimi bulunmaktadir. Ancak ilk
nanoteknoloji kelimesini 1974 yilinda Japonya Tokyo Bilim Universitesinden
Profesér Taniguchi soylemistir vee nanoteknolojiyi, “1 nanometre (nm) yani 107°
metre uzunlugunda hassaslik ve incelikte ekstra yiiksek dogruluk ve ultra ince boyutlar
elde etmek i¢in liretim teknolojisidir” seklinde tanimlanmigtir [85]. Bir diger tanim ise
nanometre Olceginde sekil ve biiylikliigli kontrol ederek yapilarin, cihazlarin ve
sistemlerin tasarimi, karakterizasyonu, iiretimi ve uygulamasidir. Nanobilimin tanimi1
da, atomik, molekiiler ve makromolekiiler Glgceklerde malzemelerin fenomenlerin

incelenmesi seklindedir [82].

1.7.1 Nanomalzemeler
Bir nanoteknoloji konusu olarak nanoyapilt malzemeler, en az bir yonde bir mikron

alt1 veya nano 6lcekli yap1 birimlerinden olusan ve boyut etkilerini sergileyen diisiik
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boyutlu malzemelerdir. Nanoyapili malzemeler sekillerine bagl olarak, sifir-boyutlu,
bir-boyutlu, iki-boyutlu ve tig-boyutlu olarak siniflandirilmaktadir. Nanopartikiiller,
sifir-boyutlu; tabakali yapilar, bir-boyutlu; tel veya tiip yapilar, iki boyutlu ve kiitlesel
yapililar ise lig-boyutlu nanoyapilardir [88].

Nanopartikiiller (NP) genellikle 100 nm'den daha az olan en az bir boyuta sahip
parcaciklt madde olarak tanimlanmaktadir [53]. Ve bu nanopartikiiller, nano boyutlu
malzemelerin ve nano teknolojinin temelini olusturmaktadirlar [65]. NP'ler,
morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak genis 6l¢iide cesitli
Kategorilere ayrilmaktadir [53]. Ornegin, karbon bazli, metalik, seramik, yariiletken,
polimerik ve lipit bazli nanopartikiiller [43]. Yiiksek yiizey/hacim oranina sahip
olmalar1 nanoparcgaciklara istiin ozellikler saglamaktadir. Bu o6zelliklere yiiksek
yaymim, mukavemet, diislik yogunluk, yiiksek elektrik direnci, 6zgiil 1s1 gibi 6zellikler

ornek verilebilmektedir [61].

1.7.2 Bir partikiiliin nanoparcacik/molekiil olarak adlandirilmasi

Bir partikiiliin nanopartikiill veya molekiil olarak adlandirilmasiyla ilgili farkl
yaklagimlar vardir. Bu yaklagimlardan biri adlandirmanin boyuta bagli olmasidir. Bu
yaklasimda genellikle bir molekiiliin pikometre araliginda oldugu {izerinde
durulmaktadir. Ornegin bir karbon-karbon bag1 154 pikometredir, bu nedenle ¢ogu
molekiiliin  100-1000 pikometre (0,1 ila 1 nanometre) araliginda olmasi
beklenmektedir. Ayrica bir ribozom veya deoksiribo niikleik asit (DNA) gibi biiyiik
bir molekiil 10-1000 nanometre araligindadir. Dolayisi ile bu aralia diisen her sey,
dogas1 geregi "nano" boyuttadir. Diger bir yaklasim ise adlandirmanin boyuttan
bagimsiz olmasidir. Yani genellikle, nanopartikiiller birka¢ nm ila 100 nm'dir ve cogu
molekiil daha kiigiiktiir. Bununla birlikte yiiksek molekiiler agirlikli bir polimerin tek
zinciri veya bir DNA molekiilii 100 nm'den ¢ok daha biiyiik olabilmekte ve bu da
konvansiyonel "nano" araliginin disina ¢ikmaktadir. Bu durum da adlandirmadaki
ayrimi biraz bulaniklastirmaktadir ve beraberinde bir fullerenin bir molekiil mii yoksa
nanopartikiil mii oldugu veya neden polistrenin "molekiil" ve bir karbon nanotiipiin
"nanoparcacik" olarak adlandirildig: seklindeki sorular1 sordurmaktadir. Bu sorularin
cevabi olarak ise partikiiliin "gri alanda", nasil davrandig1 ve nasil kullanildigr ile ilgili

oldugu ongoriilmektedir. Bir baska ifadeyle daha biiylik parcaciklar gibi (nitel olarak)
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ayni sekilde davranirsa ve benzer sekilde kullanilabilirse, genellikle nanoparcacik
olarak adlandirilmaktadir. Bir sey kati veya sivi bir malzeme olusturmak i¢in birbirine
yapisir ise de genellikle bir molekiil olarak adlandirilmaktadir [90]. Nanomalzemelerin
boyutlarmin diger ortak malzemelerle karsilastirildigit gorsel Sekil 1.9’da

verilmektedir.

Nanomalzemeler (1-1000 nm)
Su molekiilii

-
10 "' nm

Altin atom

310 am

Gilikoz molekiilii
Hemoglobin . o

ﬁ Lipozom Fulleren

- 10nm -
% Viriis
DNA * ar

- 100 nm

238 3T o,
o

Bakteri

A F4 be
Kirmizi : .
kan hiicreleri Dendrimer Karbon nanotiip
- 10000 nn 050\
Sag YY)
100000 nom -
Karinca
- 10° om f
Grafen
Beyzbol

4 N
<’/¢-¢ 10 nm -
{3

Sekil 1.9: Nanomalzeme boyutlari [72].

1.7.3 Doku miihendisliginde nanopartikiiller

Nanopartikiiller iistiin 6zelliklerinden dolay1 doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan
nanoyapilarin baginda gelmektedirler. Nanopartikiiller taniminda da bahsedildigi gibi
100 nm’den daha kiiclik olma 6zelliklerinden dolay1 hiicre i¢ine alinabilmektedir ve
bu sayede de hiicre goriintiilemesini miimkiin kilmaktadirlar. Bunun yani sira yine
boyut oOzelliklerinden dolayr ¢okelti olusturmadan kan dolasiminda hareket
edebilmektedirler. Bu hareketleri sayesinde de tasima ve saliim isleminde
kullanilabilmektedirler [29].
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Nanopartikiiller ¢esitli alanlarda kullanilabilmek i¢in amaca yonelik olarak kaplama
islemine de tabi tutulabilmektedir. Ornegin kaplama sayesinde cesitli peptit yapilarinin

ya da antikolarin nanopartikiil yiizeyine baglanmasi saglanabilmektedir [29].

1.7.4 Nanopartikiillerin hiicreye girisi

Nanopartikiiller hiicrelere fagositoz ve pinositoz olmak iizere iki ana mekanizmaya
boliinmiis endositozla girer. Fagositoz, daha biiyiik pargaciklar (> 500 nm) i¢in tercih
edilen alimdir, pinositoz ise daha kiiciik nanopartikiillerin hiicreye alimindan sorumlu
mekanizmadir. Endositoza ii¢ ana mekanizmanin hakim oldugu sdylenebilmektedir.
Bunlar, fagositoz, pinositoz (makropinositoz, mikropinositoz) ve klatrin bagimli

endositoz (reseptor aracili endositoz) seklinde ifade edilmektedir [94].

Fagozitoz: Hiicre zarinda olusan yalanci ayaklar tagmmacak maddeyi tamamen
sarmaktadir. Bu sekilde olusan yap1 zardan koparak ayrilmaktadir. Ayrilan kisim besin
kofulu olarak stoplazma vasitasiyla lizozomla birlesmekte ve burada sindirim

gerceklesmektedir [79].

Makropinositoz: Diger endositoz yollar1 ile miimkiin olmayan biiyiik NP'lerin alimini
saglayan bagka bir siirectir. Aktin-diizenlenmis bu islem sirasinda, plazma zar1, farkl
sekillerde c¢ukurlar olusturmakta ve zar gukurlar1 kapatarak ve biiyiik vezikiiller
(makropinosomlar) meydana getirerek ¢ok sayida hiicre disi siviyr gekmektedir. Hiicre
dis1 akigkanlardaki biitiin NP'ler veya molekiiller, spesifik olmayan hiicre dis1 bir s1vi

alimi yoluyla makropinosomlarin iginde kapsiillenir [94].

Kalatrin bagimli endositoz: Igeri almacak molekiillere 6zgii reseptdr bolgelere sahip
proteinleri igeren hiicre zar1 vezikiillerinin, ige dogru kivrilma yaparak, molekiilleri

icine aldig1 bir islem olarak ifade edilmektedir [63].

1.7.5 Nanoteknoloji Karakterizasyon yontemleri

Temel nanoteknoloji, ebatlar1 nanometre araligina diisiirtildiiglinde malzemenin
ozelliklerinin ¢arpict bicimde degismesi gercegine dayanmaktadir. Her ne kadar
nanoyapili ve nanomateryallerin sentezlenmesi konusunda arastirmalar yapilsa da, bu
nanolasmis materyalleri karakterize etmek ayni1 zamanda bilim adamlar1 ve teknoloji
uzmanlar1 igin bircok zorluklar ortaya c¢ikaran bir alandir [9]. Bu nedenle

nanoteknolojide, nano araliktaki malzemelerin morfolojilerinin ve boyutlarinin daha
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iyi kontrol edilmesini saglamak i¢in nano karakterizasyon tekniklerinin arastirilmasi
ve uygulanmasi onemli bir konu olmaktadir. Bu amagla cesitli karakterizasyon
teknikleri bulunmaktadir [9]. Bu tekniklere malzemenin morfolojisini ve bilesimini
incelemek amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM), yiizey piiriizliiliigiiniin
niceliksel olarak Ol¢iilmesi i¢in atomik kuvvet mikroskobu (AFM), atomik &lgekli
yanal ¢oziiniirliige sahip yiizey gorlntileri iretmek i¢in taramali tlinelleme
mikroskobu (STM), kristal yap1 ve kompozisyon bilgisi i¢in X-1s1n1 difraktometresi
(XRD), yiizey bilesimi i¢in Fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR),
atomik kompozisyonu i¢in niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR), drnek

olarak verilebilir [67].
1.7.5.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, numune yiizeyini yiiksek enerjili elektron demeti ile
tarayarak goriintiileyen bir elektron mikroskobudur. Geleneksel 151k mikroskoplari,
151k dalgalarimi blikmek ve biiyiitilmiis bir goriintii olusturmak igin bir dizi cam
mercek kullanirken, taramali elektron mikroskobu 151k dalgalar1 yerine elektronlar
kullanarak biiyiitilmiis goriintiller olusturmaktadir. Elektron demeti numunenin
yiizeyine c¢arptiginda ve numunenin atomlar1 ile etkilesime girdiginde, ikincil

elektronlar olusur ve numunenin topografik goriintiisii elde edilir. [41].
1.7.5.2 Atomik kuvvet mikroskobu

Atomik kuvvet mikroskopisinde, bir konsol kirisinin ucuna yakin bir keskin ugtan
(nominal ug¢ yaricapt 10 nm civarindadir) olusan bir prob, piezoelektrik tarayicilar
kullanilarak bir numunenin yiizeyinde taranir ve nanometre Olgekli yiizey

pliriizliliigliniin niceliksel olarak 6l¢iilmesini saglamaktadir [41].
1.7.5.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopisi bir titresim spektroskopisi seklidir ve FTIR spektrumu hem
molekiiler yapiy1 hem de molekiiler ortami yansitir. Bu teknikte, 6rnek bir kiziltesi
kaynaktan kizilotesi radyasyon ile 1sinlanir ve bu radyasyonun emilmesi, enerjinin
kantitatif titresim modlarina birakarak titresim hareketlerini uyarir. Bu nedenle, bir
molekiil sicak kaynagin termal emisyonunun iirettigi radyasyona maruz kaldiginda,
gorliniir (kirmiz1) ve kisa dalgalar arasindaki elektromanyetik spektrum bolgesinde,

molekiiler titresim modlarina karsilik gelen frekanslar1 absorbe eder [19].
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2. DENEYLER
2.1 Cihazlar

2.1.1 Omnicure S2000 Spot light Ultraviole (UV) curing device (Excelitas
Technologies Corp., ABD)

Sekil 2.1°de verilen OmniCure S2000, 30 W/cm?ye kadar ¢ikis saglayan giilii 200
Watt UV lamba ile birlikte gelir. 4000 saate kadar tipik Omiirleriyle 2000 saatlik
garantili bir lamba Omriine sahiptir. S2000, patentli Intelli-Lamp® teknolojisi ile
yiiksek ¢ikis giiciinii genis spektral yapistirict uyumlulugu ve otomatik kullanim saati
takibi ile birlestirdiginde, tiiriiniin en degerli ve akilli UV kiir lambasi sistemidir. Tez

sirasinda hiicre enkapsiilasyonu yapilirken jeli kiirlestirmek amaciyla kullanilmistir.

Sekil 2.1: Omnicure S2000 Spot lambasi ultraviyole kiirleme cihazi.
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2.1.2 Santrifiij (Thermo fisher, SL 16R, ABD)
Merkezkag¢ kuvveti prensibi sayesinde elektrikli bir motor yardimiyla ¢alismaktadir.
Cihaz -10°C ila +40°C sicaklik araliginda ve 15-2000 rpm hiz ile ¢alisabilmaktedir.

Bu ¢alismada santrijiij, hiicre ayristirmak amaciyla kullanildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Santrifiij.

2.1.3 Su banyosu (Niive, NB5, Tiirkiye)

Programlanabilir N-Prime™ mikroislemcili kontrol sistemleri ile sicaklik hassasiyeti
ve dagilimi sunmaktadir. Hazne igerisinde herhangi bir pompa ya da 1sitic
bulunmadigindan kullanilabilir hacim kaybi olmamaktadir. Tank ic¢indeki su,
kullanim1 kolay bir tahliye hortumu ile kolayca bosaltilabilmektedir. Gosterge
panelinden c¢alisma kosullart izlenebilmektedir. Caligma sirasinda  farkh
sicakliklardaki soliisyonlarin oda sicakligima veya 37°C sicakliga ulagmasi icin

kullanilmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Su banyosu.

2.1.4 Finnpipette™ (Fixed 20-100-1000) nL. (Thermo fisher, ABD)

Sekil 2.4’de verilen Finnpiptte™ mikro hacimlerin etkili bir sekilde iletilmesi i¢in
iifleme 6zelligi sayesinde cesitli 6rneklerin kullanimi i¢in ideal bir sistemdir. Farkli
hacim araliklarinda kullanilabilen ¢esitleri mevcuttur. Ust kisimda bulunan
dondiiriilebilir baslik sayesinde hacim ayarlamasi yapilabilmekte ve iist ylizeyde
bulunan gosterge kismindan ayarlamalar goriilebilmektedir. Caligmada mikro
hacimdeki soliisyonlarin karistirilmasinda, hiicre agma ve pasajlama agsamalarindaki

hiicrenin siispanse edilmesi amaciyla kullanilmstir.

Sekil 2.4: Finnpipette™.
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2.1.5 Hemositometre (Neubauer)
Hiicre sayiminda kullanilan, iki adet sulandirma kanalindan ve 9 bdlgeye ayrilmis

kisimlarin bulundugu sayim kamarasindan olusan alettir. Hiicre sayimmi sirasinda

kullanilmustir (Sekil 2.5).

/ Tioty
-
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Sekil 2.5: Hemositometre.

2.1.6 Isik mikroskobu (Olympus CK2, ABD)

Incelenecek 6rnek icerisinden bir kaynaktan saglanan goriiniir 15181 gegerek objektif
mercegine ulasmast ve burada 1s18in kirilarak okiiler araciligi ile goze ulagmasi
prensibi ile ¢alisir. Calismada hiicre ekili flasklar1 gézlemlemek ve hiicre sayimini

gerceklestirmek amaciyla kullanilmigtir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6: Isik mikroskobu.
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2.1.7 Mikroplaka fotometre (Thermo fisher, ABD)

Mikroplaka okuyuculart icat eden ve Multiskan'1 tasarlayan LabSystems, Thermo
Fisher Scientific'in bir parcasidir. ilk Multiskan'in 40 yildan daha uzun bir siire dnce
icat edildiginden bu yana yapilan hassas miihendislikten sonra rutin absorbans
analizleriniz igin giivenilir bir mikroplaka fotometredir (Sekil 2.7). Genis dalga boyu
araliginda (340 ila 850 nm) hem 96 hem de 384 kuyucuklu plakalarin hizli okunmast
saglanmaktadir. Sicaklik acisindan kritik deneyler i¢in 50°C'ye kadar ¢alkalama ve
inkiibasyon 0Ozelligi sunmaktadir. Genis renkli ekran ve c¢esitli dil siirtimlerinde
kullanim kolaylig1 sayesinde iistiin kullanilabilirlik ve mantiksal Thermo Scientific ™

Skanlt ™ yazilimi da cihazin sundugu avantajlardandir.

—

Sekil 2.7: Plate okuyucu.

2.1.8 Konfokal mikroskop (Zeiss, Almanya)

Sekil 2.8’de calisma prensibi verilen konfokal mikroskop, mikroskobik bir goriintiiniin
noktasal 1giklandirma ve ‘pinhole’ denilen kiigiik bir diizlemsel delik¢igin kullanildigi
ve bu sekilde optik ¢Oziiniirligiiniin ve goriniirliigliniin arttirlldigr goriintiileme
teknigidir [39]. Deneysel ¢alisma sirasinda, immiinohistokimyasal boyama yapilan

hiicrelerin goriintiilenmesinde kullanilmistir.



Konfokal Pinhole

Aydinlatma Pinhole

Objektif Lens

Sekil 2.8: Konfokal mikroskop ¢alisma prensibi.

2.1.9 SEM (Zeiss GeminiSEM 500, Almanya)

Sekil 2.9’da verilen GeminiSEM 500, 6zellikle ¢ok diisiik voltajlarda daha fazla sinyal
ve daha fazla ayrint1 sunmaktadir. Onemli dlgiide arttirilmis algilama sinyali sayesinde
hizl1 ve minimum Ornek hasart ile net goriintiiler elde edilmektedir. Diisiik gerilimlerde
yiiksek c¢oziiniirlik ve kontrast ile nano Ol¢ekli ayrintilar i¢cin oldukga idealdir.

Polimerin yiizey morfolojisini goriintiilemek amaciyla kullanilmistir.

Sekil 2.9: SEM cihazi.

26



2.1.10 AFM (Nanosurf Flex Axiom, Isvicre)

Sekil 2.10°da verilen AFM cihazi X-Y-Z eksenlerinde tarama yaparak malzemelerin
yiizey ozelliklerini 2 ve 3 boyutlu olarak goriintiileyebilmektedir. Z ekseninde 100 um
ile 5 mm arasinda farkli yiiksekliklerde goriintii alabilmektedir. Biiyiik ya da birden
fazla numuneler iizerinde 6l¢iim yerleri 32x32 mm? numune alanini kapsayan genis
bir goriis alan1 taranarak goriintii alinabilmektedir. Cihaz hem atmosfer ortaminda
hem de sivida giivenilir topografik ve meteorolojik goriintiileme elde edebilmektedir.
Calismada kullanilan hidrojelin  yiizey piriizliliginii belirlemek amaciyla

kullanilmustir.

Sekil 2.10: AFM cihazi.

2.1.11 FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS50, ABD)

Sekil 2.11°deki FTIR cihazi ikili 151n kaynagi ve ticlii detektor optik igermekte olup,
sisteme monteli ¢oklu dijitallestirici sayesinde spektrometrede veriye ve sinyal
kontroliine kolay erisim saglamaktadir. Polimerin yiizey bilesenlerini belirlemek

amaciyla kullanilmistir.

Sekil 2.11: FTIR cihazi.
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2.2 Yontemler
Calismanin deneysel kisminda izlenilen islemler asagidaki sekilde siralanabilir.

a) 3B jel olusturmak i¢in kullanilan cihazin tiretimi
b) JeIMA Sentezleme

¢) Lamel yiizeylerinin islenmesi

d) Polimer soliiyonun hazirlanmasi

e) 3B JeIMA iiretimi

f) Hiicrelerin ekimi ve biiylimesi

g) 3B ko-kiiltiir olusumu

h) Ko-kiiltiir yapilan hiicrelerin karakterizasyonu ve goriintiilenmesi

2.2.1 3B jel olusumu i¢in kullanilan cihazin iiretimi

Fotomaskelerin kullanimint miimkiin kilacak sekilde hassas hidrojel bloklarinin
tiretilmesi i¢in ekibimiz tarafinda SolidWorks 9.9.14 uygulamasi kullanilarak cihaz
tasarimi1 yapilmustir. Yapilan tasarim Izmir’de bulunan YONSIS lazer tarafindan
iiretilmistir. Uretim sirasinda 304 paslanmaz celigi kullanilmistir. Uretilen pargalar
Sekil 2.12°de goriildiigii sirayla vida yardimiyla tutturulmustur ve Sekil 2.13’de

verilen sistem elde edilmistir.

(@) O||O 0|10 o||0 O
1 2 3 4

O O||O Of||0 OJ|O O
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)

t

Sekil 2.12: 3B hidrojel bloklari tiretim cihazi tasarimi.
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Sekil 2.13: 3B hidrojel tliretiminin gergeklestirildigi sistem.

2.2.2 JeIMA sentezi

Bir beher igerisindeki 100 ml Dulbecco’s fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisine (DPBS)
(Bioshop, Kanada) agirlik¢a %10 yogunluga sahip ¢6zelti olusturulacak sekilde jelatin
(Fluka Analitik, Almanya) eklendi. Manyetik karistirici sayesinde 60°C’de karistirma
islemi yapilarak jelatin ¢6ziindiiriildii. Cozeltinin rengi berraklagtiginda jelatin gram
basina 0,8 ml metakrilik anhidrit (Sigma Aldrich, Almanya) dakikada 1 ml olacak
sekilde ¢ozelti igerisine eklendi. Cozelti, reaksiyonun tam gergeklesmesi i¢in 3 saat
boyunca karistirma islemi devam edecek sekilde 50°C’de tutuldu. Ardindan ¢ozelti
DPBS eklenerek 5 kat daha seyreltildi. Bu islem reaksiyonu durdurmak igin
yapilmistir. Reaksiyon sonrasi olusan tuzlart ve reaksiyona katilmamis olan
bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in 1 hafta boyunca diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz
isleminden sonra ise ¢ozelti, gozenekli kopilik benzeri bir yapida JeIMA elde etmek
icin liyofilize edilmistir. Ardindan elde edilen JeIMA -80°C’de 1s18a maruz
kalmayacak sekilde saklandi.

2.2.3 Lamel yiizeylerinin islenmesi

Yiizey isleme, lamellerin adhesiv 6zelligini arttirmak amaciyla yapilmistir. Bu islemde
ilk olarak lameller %10’luk sodyum hidroksit (Merck, Almanya) ¢ozeltisi i¢erisinde
oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Ardindan tek tek saf su dolu bir beher igerisine
daldirilip ¢ikartildilar. Filtre kagidi tizerine dizilip kurumast igin etiivde bekletildiler.
Belirli bir siire sonra kuruyan lameller bir petri kabina alindi1 ve tizerlerini gegecek
kadar 3-(trimetoksilsilil) propil metakrilat (TMSPMA) (Sigma-Aldrich, Cin) eklendi.
Ardindan lameller 80°C’de gece boyunca TMSPMA iginde beklemistir. Bir giiniin
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sonunda TMSPMA uzaklastirildi. Lameller dakikada 50 ile 80 devir arasinda dénen
bir karistirict lizerinde 5’er dakika ara ile ii¢ defa etanol kullanilarak (her seferinde
etanol uzaklastirilarak) yikandi. Bu yikama isleminden sonra da lameller tek tek filtre
kagidi tizerine dizildi ve etiivde kurutuldu. Tim kurutma islemleri de 80°C’de

yapilmistir. TMSPMA kaplanmis tiim lameller en ge¢ 7 giin sonunda kullanilmistir.

2.2.4 Polimer soliisyonunun hazirlanmasi

On polimer solisyonunun hazirlanmasi polimer UV 1s181na maruz birakilmadan hemen
once gerceklestirildi. Foto-¢apraz baglanmayi saglamak i¢in foto-baslatict Kimyasal
1-[4-(2-hidroksietoksi)-fenil]-2-hidroksi-2-metil-1-propanon (Irgacure 2959)
(Boyasan Boya Sanayi Ticaret, Tiirkiye) %1 (w/v) olucak sekilde tartildi ve iizerine
1000 ul DPBS eklenerek 80°C’de ¢ozilindiiriildii. Ardindan hazirlanan bu ¢dzeltinin
tamami, son ¢ozelti yogunlugu %10 (w/v) olacak sekilde tartilan JeIMA {izerine
eklendi. JeIMA ve c¢ozeltiden olusan karisgim vortekslendi ve JeIMA’ nin iyice

¢oziinmesi i¢in 80°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

2.2.5 3B JeIMA iiretim

Bu asamada ilk olarak “frame” olarak adlandirilan pargalarin {izerine boyutlar1 12-12
mm olan fotomaskeler yapistirildi. Bu asamada hizalamanin iyi yapilmasi 6nemlidir.
Tersi bir durumda olusturulacak 3B jelin kaymasi s6z konusu olabilir. Fotomaskelerin
yapismis oldugu frame, cihazin “cekmece” olarak adladirilan yapisina oturtuldu ve
cekmece sistemi aparata takildi. Aparatin iist kismina daha 6nce TMSPMA kaplanarak
adhesiv ozelligi arttirimig boyutlart 22-22 mm olan lamellerden yerlestirildi. Lamel
tizerine hazirlanmis polimer soliisyonundan eklendi ve soliisyon “spacer” adi verilen
aparat sayesinde lamel ile arasinda tutuldu. Ardindan soliisyon UV 1s18ina maruz
birakildi. Tiim bu siirecin anlatimi Sekil 2.14°de kullanilan iki farkli fotomaske tiiriine
gore verilmistir. Matriks fotomaskesininde en kii¢iik karenin bir kdsesinin uzunlugu
300, en kiigiik iki kare arast mesafe 100 um ve 9 ufak kareden olusan kareler arasi
mesafe de 500 um’dir. Doughnut maskelerde ise sirasiyla 1 ve 2 numarali maskelerin
caplar1 ise R=1000 pm ve R=500 pm’dir. Uretim siirecinde kullanilan UV, polimer

soliisyonu ve ekilen hiicre degerleri ise Tablo 2.1’de verilmistir.
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a=300 pm d=100 c=500 pm

R=1000 um

000000
000000
000000
000000
000000
000000

Sekil 2.14: a) Matriks fotomaske kullanilarak b) ‘Doughnut’ fotomaske kullanilarak
3B JeIMA iiretim siireci.
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Tablo 2.1: 3B JeIMA iiretim siirecinde kullanilan degerler.

uv
Maruz Siiresi 50 sn
UV Probu
Aparat Aras1 Mesafe 55 mm
e 6,25 W/cm?
Giicii
Foto-baslatici Cozelti % 1
Konsantrasyonu
JeIMA .
Konsantrasyonu (2x) %10
Ekilen .
Hiicre Miktari 1x10° hiicre/ml

2.2.6 Hiicre ekimi

Hiicre deneyleri i¢in iki farkli hiicre hatti kullanildi. Sivi azot i¢inde depolanan
sirasiyla 13 ve 14 pasajlarinda Insan gébek kordonu ven endotel hiicresi (HUVEC),
noroblastom (SH-SY5Y) hiicreleri %80 oraninda su banyosunda ¢oziindiiriildi.
Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco, Waltham, MA) %10 fetal bovin serum
(Gibco, Waltham, MA), %1 penisilin/streptomisin (Gibco, Waltham, MA, ABD), %1
sodyum piruvat (Gibco, Waltham, MA) ve %1 L-glutamin (Gibco, Waltham, MA)
iceren besi ortam1 hazirland1 ve hiicreler 75°lik flasklara ekildi. Hiicrelerin ekildigi
flasklar, %95 izafi nem, %5 CO02 ve 37°C’de sicakliktaki inkiibatorde inkiibe edildi.

Hiicreler canlilik testleri ve goriintiilenme Oncesi iki kez alt kiiltiirlendi.

2.2.7 3B ko-kiiltiir olusumu

HUVEC ve SH-SY5Y hiicreleri %0,25 tripsin-EDTA (Gibco, Waltham, MA, ABD)
ile tripsinize edildi ve hiicreler ayr1 ayr1 1x10° hiicre/ml konsantrasyonunda, hazirlanan
polimer sollisyonuna eklendi. Hazirlanan hiicre-polimer karigimm 50 pl’si
fotomaskenin yer aldigi 3B jel olusturma aparatina yerlestirilen TMSPMA ile
kaplanmis lamel yiizeylerine eklendi ve 55 mm'lik bir mesafeden 6,25 W/cm? giig ile
50 saniye boyunca UV 1s181 ile kiirlendi. Ardindan fotomaske degistirilerek ayni islem
hiicrelerden digerinin bulundugu soliisyon ile ayn1 lamel yiizeyinde tekrar
gerceklestirildi. Polimerize olmayan 6n polimer sollisyonunun uzaklagtirilmasi igin
lamel yiizeyi DPBS ile yikand. Istenilen geometri elde edildikten sonra lamel 6 oyuklu

plakaya aktarildi ve iizerlerine besi ortami eklendi ve plakalar inkiibatore yerlestirildi.
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Ayrica hiicre-polimer karigimina citreohybridonol molekiilii katkilandirilarak da
hiicrelerin gelisimi gozlemlenmistir. Bu asamada ilk olarak 1 mg citreohybridonol
molekiili 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, Almanya) ¢ozeltisi
igerisinde ¢oziindiiriildii ve hiicre-polimer karisimina 20-40-80 pl oranlarinda eklendi.
Tim ko-kiiltiir olusum siireci izlenerek citreohybridonol molekiilii katkilandirilmis
hiicre-polimer karisimi iginde uygulandi. Sonugta molekiilsiiz ve 20-40-80 pl
oranlarinda citreohybridonol molekiilii katkilandirilmis HUVEC, SH-SY5Y ve
HUVEC/SH-SYS5Y hiicrelerinin enkapsiilasyonuyla giin basina toplamda 24 (12x2)
jel tizerinde calisildi. Tiim deney siireci 0-1-4-7 ve 14 giinlerde izlendi. Deney

slirecinde giin bagina hazirlanan 6rnek listesi Tablo 2.2’de goriilmektedir.

Tablo 2.2: Giin basina hazirlanan 6rnekler.

HUVEC HUVEC HUVEC HUVEC

(molekiilsiiz) (20 uM) (40 uM) (80 uM)
Giinler SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y
(0-1-4-7-14) (molekiilsiiz) (20 uM) (40 uM) (80 uM)
HUVEC HUVEC HUVEC HUVEC
SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y

(molekiilsiiz) (20 uM) (40 uM) (80 uM)

2.2.8 Hiicre canhhik testi

Hiicre canlilik testleri sirasinda MTT (metiltiazol difenil tetrazolyum) Hiicre Canliligi
Test Kiti (Sigma Aldrich, Almanya) kullanildi. ‘3B ko-kiiltiir olusumu’ baslig altinda
anlatilan deney siireciyle elde edilen 6-well plate de bulunan enkapsiile edilmis
hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi. 1:9 oraninda MTT-DMEM soliisyonu hazirlandi ve
giin bazinda enkapsiile edilmis hiicreler lizerine 2’ser ml ilave edildi. 4 saat siire
boyunca %95 izafi nem, %5 C0. ve 37°C’de ki inkiibatorde inkiibe edildi. Siire
sonunda 2’ser ml DMSO ile 15 dakika boyunca plaka karistiricida da 37°C’de
karirstirildi. Ardindan plaka okuyucu cihazi kullanilarak 570 nm’de absorbans

degerleri olciildii.

Hiicre canliligi ile ilgili bir diger test ise hidrojen peroksit (H20.) analiz Kiti
(BioVision, ABD) kullanilarak yapilmistir. Kit igerisinde yer alan 0.88 M’lik
H202’den 10 pl alinarak 870 pl distile su ile ¢oziilmiistiir. Elde edilen 10mM’lik H20>
¢ozeltisinden de tekrardan 10 pl H202 alinarak tizerine 990 pl distile su ilave edilmis

ve boylece 0.1 mM’lik H20; galigsma soliisyonu elde edilmis oldu. Elde edilen ¢alisma
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soliisyonundan Tablo 2.2°de belirtildigi gibi H20. analizi i¢in 96-well plate de
hazirlanan 6rneklere 10 pl eklendi. Ardindan her bir kuyucuk tizerine kit igerisinde yer
alan tampon ¢ozeltisinden 46 pl, OxiRed™ Probe ¢ozeltisinden 2 pl, yabanturpu
peroksidaze (HRP) c¢ozeltisinden ise 2 pl eklendi. Bdylece reaksiyon karigimi
hazirlanmis oldu. Ardindan enkapsiile edilen hiicreler oda sicakliginda 10 dakika

boyunca inkiibe edildi ve 595 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii.

2.2.9 Immiinohistokimyasal boyama

Giin basina 24 adet olarak hazirlanmis olan hiicre enkapsiile edilmis jellerin bulundugu
6 well-plate igerisinden kiiltiir ortamlar1 gekildi ve hiicreler DPBS ile yikandi. Ardindan
DPBS uzaklastirildi ve hiicreler %4 paraformaldehit-DPBS (Santacruz, ABD) oda
sicakliginda 10 dakika boyunca fikslendi. Siire sonunda %4 paraformaldehit-DPBS
uzaklastirildi ve %0,5 Triton X100-DPBS (Sigma Aldrich, Almanya) kullanilarak
hiicreler oda sicakliginda 5 dakika boyunca gecirginlestirilir. %1 Bovine Serum
Albumin (BSA)-DPBS (Sigma Aldrich, Almanya) ile hiicreler oda sicakliginda 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinden sonra DPBS kullanilarak yikama
yapildi. 5 dakika sonra DPBS uzaklastirildi. HUVEC hiicresini goriintiilemek
amaciyla Angiopoietin 1 poliklonal antikoru (bs-0800R) (Bioss, ABD); SH-SY5Y
hiicresini goriintiilemek igin ise Nestin antikoru (sc-23927) (Santacruz, ABD) 1:800
oranlarinda %1 BSA-DPBS ile seyreltilerek kullanildi. Antikorlar eklendikten sonra
enkapsiile edilmis hiicreler 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin antikorlar
uzaklastirildi ve 5 dakika araliklar ile 3 defa DPBS kullanilarak yikama iglemi yapildi.
Bu islemden sonra sekonder antikor islemi ger¢eklestirildi. HUVEC i¢in Goat anti-
mouse IgG H+L sekonder antikor, FITC (62-6511) (Invitrogen, ABD), ; SH-SY5Y
icin Alexa Fluor™ 680 phalloidin (A22286) sekonder antikorlar1 kullanilmistir. Bu
islemden sonra hiicreler oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
5 dakika araliklar ile 3 defa yikama islemi yapildi ve ¢ekirdegin goriintiilenmesi i¢in
DAPI antikoru (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma Aldrich, Almanya) 1:20
oraninda %1 BSA-DPBS ile seyreltilerek eklendi. 45 dakika oda sicakliginda hiicreler
inkiibe edildi. Siire sonunda 5 dakika boyunca DPBS ile yikama yapildi. Yikama
islemi sonrasinda 6rnekler iizerine gdmme ortami olarak adlandirilan Entellan (Sigma
Aldrich, Almanya) damlatildi. Ardindan 6rnekler lamel iizerinde sabitlendi ve 6rnekler

konfokol mikroskopta (Zeiss, Almanya) goriintiilenmek tizere hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1 JeIMA Yiizey Morfolojisi

JeIMA’ nin morfolojik 6zellikleri SEM ile incelenmistir. Sekil 3.1°de verildigi tizere
farkli biiylitmelerde goriintiiler alinmis ve por biiyiikliigli belirlenmistir. Goriintiiler
JeIMA’nin gozenekli yapisin1 gdstermektedir. Por biiyiikliigii ise ortalama 54.92 um

olarak hesaplanmuistir.

Sekil 3.1: JeIMA'nin SEM goriintiileri a) 993X biiyilitme b) 413X biiylitme c) por
biytkligi.
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3.2 JelMA Hidrojelinin Yiizey Topografisi

JeIMA hidrojelinin yilizey piriizliligi, temassiz modu ile AFM kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen iki ve ti¢ boyutlu AFM goriintiileri, Sekil 3.2'de gosterilmistir.

Piirtizliiliik degeri ise 26-30 nm olarak Sl¢iilmiistiir.

b Z-Axis - Scan forward Line fit

Z-Axis - Scan forward Line fit

Line fit 156nm

Line fit 156nm

Z-Axis range

Om X~ 10um

Sekil 3.2: JeIMA hidrojelinin iki ve ii¢ boyutlu ylizey topografik goriintiisii.
3.3 JeIMA H!NMR Sonuclar

Calisma siirecinde kullanilan JeIMA’nin metakirilasyonu karakterize edildiginde
jelatin aromatik kalintilara (7.4 ppm) (Sekil 3.3) ve metakrilamid gruplarina (5.59 ppm
ve 5.80 ppm) rastlandi (Sekil 3.4). Bu sonuglar JeIMA’nin kullanima hazir oldugunu

gostermektedir [20].
3 g
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NHZ ‘ 16
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Sekil 3.3: Jelatin H NMR grafigi [20].
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Sekil 3.4: JeIMA H NMR grafigi [20].

3.4 JeIMA Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Sekil 3.5°de verilen FTIR analizi grafiginde 3750 ila 3050 cm™ arasindaki genis bant
OH bandin1 temsil eder. 1645 cm™’deki pik, JeIMA'daki jelatin ve metakrilat anhidrit
arasindaki etkilesimi sunan karbon cift bagina karsilik gelir. 1500-1570 cm™’deki
bant, C-N-H biikiilmesine karsilik gelirken, 3200-3400 cm™’deki bant, peptit
baglarinmn varhigim goésterir. 1240 cm™°deki pik ise, N-H (amid I11) grubuna denk

gelmektedir. Bu veriler JeIMA sentezinin gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.5: JeIMA FTIR analiz grafigi.
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3.5 JeIMA Olusumu

HUVEC ve SH-SYS5Y hiicre hatt1 enkapsiilasyonunda kullanilan fotomaske dizayninin
sematik gosterimi ve fotomaske kullanilarak elde edilen jelin geometrik olusumu Sekil
3.6’de; HUVEC ve SH-SY5Y ko-kiiltiiriinde kullanilan fotomaske dizayninin sematik
gosterimi ve fotomaske kullanilarak elde edilen jelin geometrik olusumu Sekil 3.7°de;

verilmisgtir.

a=300 pm d=100 ¢=500 pm

Sekil 3.6: HUVEC ve SH-SYSY hiicre hatt1 enkapsiilasyonunda kullanilan
fotomaske ve jel olusumu.
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Sekil 3.7: HUVEC ve SH-SY5Y ko-kiiltiirtinde kullanilan fotomaske ve jel olusumu.
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3.6 Hiicre Canhlig Istatistiksel Analizleri

Tiim absorbans sonuclari, GraphPad Prism 8 yazilim programinda ‘ortalama + S.E
(Standart hata)’ olarak hesaplanmistir. MTT ve H20> degerleri iki yonlii ANOVA ve
post hoc olarak Tukey testi ile analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0,05 anlamsiz,

p<0,05 anlaml1 olarak degerlendirilmistir.

3.6.1 Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) hiicre canhilik testi ve istatistiksel
analizi

HUVEC ve SH-SYS5Y hiicre hatlarina ve HUVEC: SH-SYS5Y ko-kiiltiiriine yapilan
hiicre canlilig1 testleri sonucunda zamana (glin) bagl hiicre canliligi (%), farkl
oranlarda citreohybridonol molekiilii katkilandirilmis JeIMA enkapsiilasyonu goz
onitinde bulundurularak incelenmistir. Sekil 3.8’de verilen HUVEC hiicre canliligi
(%)-zaman (giin) grafigine bakildiginda hiicre canlilig1 14 giine kadar dogru orantili
olacak sekilde artmistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak p>0,05 oldugundan anlamli
degildir. Sekil 3.9’da ise SH-SYS5Y hiicre hattina ait hiicre canlilig1 (%)-zaman (giin)
grafigi verilmistir. Grafik incelendiginde 4. giinden sonra hiicre canliliginda molekiil
molaritesindeki artis miktariyla dogru orantili olacak sekilde bir azalma meydana
gelmistir. Istatistiksel olarak bakildiginda 7. giinde kontrol grubuna kiyasla 40 uM ve
80 uM molekiil yogunlugundaki JeIMA igerisine enkapsiile edilmis hiicrelerin
canliligindaki azalma sirasiyla p=0,032 ve p=0,0016 degerleri ile anlamlidir. Giin
bazinda bakildiginda ise 14 giinliik siirede ise yine 40 uM ve 80 pM molekiil
yogunlugundaki JeIMA igerisine enkapsiile edilmis hiicrelerin canliligindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0011; p=0,0009). HUVEC ve SH-SY5Y
hiicre hatlarinin ko-kiiltiir edildigi sistemin hiicre canliligi (%)-zaman (giin) grafigi ise
Sekil 3.10°da verilmis olup grafik incelendiginde giin bazinda artan molekiil
konsantrasyonuyla hiicre canliliginda artis meydana gelmistir. Anacak kontrol
grubuna gore tiim giinlerde azalma goriilmektedir. Ko-kiiltiir edilen hiicrelerin
analizindeki bu artis ve azalmalarda p>0,05 oldugundan istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmemektedir. Sekil 3.11°de ise yapilan l¢iimiin ne kadar hassas oldugu hakkinda
genel bir fikir vermek i¢in MTT hiicre canlilik testi sonucunda elde edilen tiim veriler
icin tahmini hatay1 gosteren hata ¢ubugu grafigi verilmistir. Ortalama minimum +2

maksimum ise +10 hata pay: ile ¢alisildig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.8: HUVEC hiicre hatt1 giine bagl hiicre canlilig1 grafigi.
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Sekil 3.9: SH-SYS5Y hiicre hatt1 giine bagli hiicre canlilig1 grafigi.
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Sekil 3.10: HUVEC/SH-SY5Y ko-kiiltiirii giine bagli hiicre canlililigr grafigi.
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Sekil 3.11: MTT hiicre canlilik testi hata cubugu grafigi; HUVEC (mavi), SH-SY5Y
(kirmuzi), Ko-kiiltiir (yesil)

3.6.2 Hidrojen peroksit (H202) hiicre canhlik testi ve istatistiksel analizi

Hidrojen peroksit testi sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%)-zaman (giin)
grafikleri asagida verilmistir. Sekil 3.12°deki HUVEC hiicre hattina ait grafige
bakildiginda molekiiliin tiim katki oranlarinda hiicre canlilifindaki artis devam
etmektedir. Ancak bu artislar her grupta p>0,05 oldugundan istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir. Sekil 3.13’de ise SH-SY5Y noroblastom hiicrelerinin zamana bagh
hiicre canlilig1 grafigi verilmistir. Normal sartlar altinda hiicrelerin canlilig1 7. giine

kadar ciddi bir oranda artmaktadir. Ancak 20-40-80 uM oranlarinda citreohibridonol
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molekiilii katkilandirilmis JeIMA igerisine enkapsiile edilen néroblastom hiicrelerinin
canlilik oranlarinda ise 4. giinden sonra 6nemli oranda azalma meydana gelmektedir.
Bu azalmalar 7. giinde kontrol grubuna gore 40 ve 80 uM oranlarda p<0,0001
oldugundan anlamlilik gostermektedir. Giin bazinda ise 0. giin ile 14. giinilin yine 40
ve 80 uM oranlarda p<0,0001 oldugundan azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Endotel ve néroblastom hiicrelerinin ko-kiiltiiriine ait canlilik grafigi ise
Sekil 3.14’de verilmis olup tahmin edildigi lizere kontrol grubuna goére hiicre
canlihiginda azalma gériiliirken giin bazinda da bir artis meydana gelmistir. Istatistiksel
olarak artis ve azalmalar p>0,05 oldugundan anlamli bulunmamistir. Tiim veriler MTT
analizi sonucundaki hiicre canlilig1 verileri ile uyusmaktadir. Sekil 3.15°de H202
hiicre canlilik testi sonucunda elde edilen tiim veriler i¢in tahmini hatay1 gésteren hata
cubugu grafigi verilmistir. Ortalama minimum +1 maksimum ise £10 hata pay1 ile

calisildigi belirlenmistir.
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Sekil 3.12: 100 uM H20> ye maruz birakilmigs HUVEC hiicrelerinin zamana bagl
hiicre canlilig1 grafigi.

43



SHSYSY

i
150 - g
= e Bl Kontrol
(=
X2
> | mm 20 UM
= | 4
20 100 40 uM
E 80 UM
& T 1 a
> 50— z I T [
o
(5]
S
s
00— T T T T
0 1 4 7 14

Zaman (giin)

Sekil 3.13: 100 uM H20: ye maruz birakilmis SH-SYSY hiicrelerinin zamana bagl
hiicre canlilig1 grafigi.
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Sekil 3.14: 100 uM H20> ye maruz birakilmis HUVEC. SH-SY5Y ko-kiiltiiriiniin
zamana bagli hiicre canlilig1 grafigi.
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Sekil 3.15: H20 hiicre canlilik testi hata ¢cubugu grafigi HUVEC (mavi), SH-SY5Y
(kirmizi), Ko-kiiltiir (yesil)
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3.7 Immiinositokimyasal Goriintiileme

Tablo 3.1°de verilen HUVEC hiicre hattina ait goriintiilere bakildiginda, Angiopoietin
1 poliklonal antikorunun (bs-0800R) (yesil) , HUVEC hiicrelerinin vaskiiler yapi
olusumunu destekledigi gortilmiistir. DAPI (mavi) selektif olarak ¢ift sarmalli
DNA’ya baglanir ve hem canli hem de sabit hiicrelerdeki DNA’ y1 gorsellestirir.
Boylece 14 giinliik siire i¢inde canli hiicrelerin varlig1 goriilmiistiir. Endotel hiicrelerin
canlilik artig1 14. giine kadar belirgin bir sekilde goriilmektedir. Elde edilen endotel
hiicrelerin goriintiisiinde mavi bolgelerin daha fazla olmas1 da MTT testinde HUVEC
hiicre hattina ait hiicre canlilik oraninidaki artis1 dogrulamaktadir. Tablo 3.2’de ise SH-
SYS5Y hiicre hattina ait goriintiiler verilmistir. Nestin antikorunun (sc-23927) (kirmiz1)
ndroblastom hiicre iskele yapisina tutundugu gézlemlenmistir. DNA’ y1 gorsellestiren
DAPI (mavi) sayesinde 4. Gilinden sonra canliliktaki azalma da goriilebilmektedir.
Tablo 3.3’de ise HUVEC ve SH-SY5Y Kko-kiiltiir hiicrelerine ait goriintiiler vardir.

Hem damarlagma yapisi (yesil) hem de ndroblastom hiicre iskele yapisi1 goriilmektedir.

Sekil 3.16°da ise 4. ve 7. gilinler arasindaki SH-SYS5Y hiicresinin goriintiileri hiicre
canliliginin azaldigini belirtmek icin karsilastirilmali olarak verilmistir. Sekil 3.17°de
ise ko-kiiltiir hiicrelerinin ndrovaskiiler olusumlarina ait yiiksek biiylitmelerdeki
goriintiilere yer verilmigtir. Sekil 3.18’de jel igerisine enkapsiile edilen hiicrelerin
biiyiime sonrasi diger jellerdeki hiicreler ile etkilesimi gosterilmektedir. Bununla
birlikte immiinohistokimyasal goriintiilerden Imagej programi kullanilarak hiicrelerin

¢ekirdek sayisi belirlenmistir. Sekil 3.19°da ise grafiksel olarak bu veriler
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gosterilmektedir. Verilere uygulanan iki-yonlii ANOVA ve post hoc olarak da Tukey

testi analizleri sonucu istatistiksel anlamlilik belirlenmistir. Elde edilen tiim veriler

birbirini desteklemektedir.

Tablo 3.1: 0-1-4-7-14 giinler i¢cin HUVEC hiicre tipi goriintiileri.

14

HUVEC

HUVEC HUVEC
20pM 40 pM
Citreohybridonol | Citreohybridonol

HUVEC
80 pM
Citreohybridonol

o e
2 s
B L
)

*
-




Tablo 3.2: 0-1-4-7-14 giinler igin SH-SY5Y hiicre tipi goriintiileri.

14

SH-SY5Y

SH-SY5Y
20uM

Citreohybridonol

47

SH-SY5Y
40 pM
Citreohybridonol

SH-SY5Y
80 pM
Citreohybridonol




Tablo 3.3: 0-1-4-7-14 giinler i¢in HUVEC/SH-SY5Y ko-kiiltiir goriintiileri.

14

HUVEC
SH-SY5Y

HUVEC
SH-SY5Y
20uM
Citreohybridonol

HUVEC
SH-SY5Y
40 pM
Citreohybridonol

48

HUVEC
SH-SY5Y
80 pM
Citreohybridonol



Sekil 3.16: A) 4. giin sonunda SH-SYS5Y hiicre tipinin biiyiimesi a) kontrol b) 20 uM
c) 40 uM d) 80 uM B) 7. giin sonunda SH-SY5Y hiicre tipinin biiyiimesi a) kontrol
b) 20 uM ¢) 40 uM d) 80 uM.
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Sekil 3.17: 7. giin sonunda ko-kiiltiir hiicrelerinin biiyiimesi a) kontrol b) 20 uM c)
40 uM d) 80 uM.

Sekil 3.18: Iki jel arasindaki gegis a) Nestin b) DAPI ¢) aydinlik alan d) birlesme.
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Sekil 3.19: 4-7 ve 14. giin sonunda immiinohistokimyasal goriintiilerden elde edilen

hiicre sayilar1 ve istatistiksel analizi.
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4. TARTISMALAR

4.1 JeIMA Karakterizasyonu

Hiicrenin hayatta kalmasi ve iskele malzemelerine baglanma kabiliyeti, miihendislik
dokularinda galisilabilmesi igin gereklidir. Calismada hiicreler i¢in ii¢ boyutlu kiiltiir
ortamin1 saglamak amaciyla JeIMA kullanilmistir ve JeIMA’nin mikro yapilarin
yiizeyinde hizli hiicre yapismasina, c¢ogalmasmna ve gogline izin verdigi
gbzlemlenmistir. Nichol ve arkadaslar ¢esitli yogunlukta JeIMA kullanarak hiicrelerin
enkapsiilasyonunu sagladiklarinda hiicre yogunlugundaki benzer énemli farkliliklarin
yalnizca hiicrelerin yayiliminin artmasindan kaynakli olmadigini géstermislerdir [69].
Ayni zamanda Lee ve arkadaslart da JeIMA yogunlugu arttikga gozenek
biytikligiiniin azaldigin1 belirlemislerdir [56]. Fotopolimerize edilebilir jelatin
metakrilat hidrojelinin, insan mezenkimal kok hiicrelerinin endotel farklilasmasini
etkileri iizerine ¢alisan Lin ve arkadaslar1 %10 JeIMA hidrojelinin, insan kemik iligi
mezenkimal kok hiicre tip olusumunu gergeklestirmek igin uygun Kkosullari
sundugunu belirtmiglerdir [60]. Bunun gibi nedenlerden dolay1r daha yiiksek
yogunlukta JeIMA ile caligmak tercih edilmemistir.

4.2 Ko-Kkiiltiir

3B hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicrelerin birlikte kiiltiir edilebilmesi i¢in Ersoy ve
arkadaglar1 tarafindan tasarlanan ¢ekmece sistemi kullanilmistir [20]. Ancak
tasarlanan sistemin tek bir yonden kaynakla birlestirilmesi kullanim sirasinda diger
yonlerden ac¢ilmaya neden olmasi veya her yonden kaynakla birlestirilmesi durumunda
ise ¢ekmece parcasinin sisteme oturtulmasinda sorun olusturmasi gibi sebeplerden

dolay1 pargalar birbirine vidalama yontemiyle tutturulmustur.
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4.3 Norovaskiiler Etki

HUVEC ve SH-SYS5Y hiicrelerinin ko-kiiltlir halinde ise kontrol grubuna gore hiicre
canliliginda azalma meydana gelse bile giin bazinda canlilikta artis
gozlemlenmektedir. Kontrol grubuna goére canliliktaki azalmanin nedeni olarak
molekiilin SH-SYS5Y hiicrelerinin canliliginda azalmaya neden oldugundan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Hiicre canliliginin HUVEC hiicrelerinde 14 giin
boyunca kontrol grubuna kiyasla artmasi gézlemlenmistir. Ancak bu artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Organize bir vaskiiler ag1 bir mithendislik dokusuna dahil etmek i¢in, vaskiiler olusum
ve yeniden sekillenme siirecini anlamak onemlidir. Clinkii viicudumuzdaki damar

hiicreleri vaskiilogenez ve anjiyogenez yollar1 ile olugsmaktadir.

Embriyonel dénemde oncii hiicrelerin endotel hiicrelere doniismesi sonucu yeni
damarlarin olusmasi vaskiilogenez olarak adlandirilirken, var olan endotel hiicre

damarlarindan yeni kilcal damarlarin olusmasi da anjiyogenez olarak ifade

edilmektedir [86].

Fonksiyonel vaskiiler aglarin olusturulmasi, doku greftlerinin hayatta kalmasi ve
iskemik dokulara kan akisinin diizenlenmesi agisindan rejeneratif tip igin ¢ok

onemlidir.

Li ve arkadaslar1 tarafindan yaynlanan doku onarimi ve yenilenmesinde
anjiyogenezin rolii ile ilgili makalesinde de belirtildigi lizere de anjiyogenez, sinir
biiyiimesi ve rejenerasyon ile yakindan baglantilidir. Son zamanlardaki artan preklinik
aragtirmalar da da anjiyojenezin, periferik ve merkezi sinir sistemlerinde sinir
yaralanmasindan sonra hem onarim: hem de yenilenmeyi destekleyebilecegini

gostermektedir [58].

4.4 Hiicre Canlihg:

HUVEC ve SH-SYSY hiicrelerinin canlilik analizleri citreohybridonol molekiiliiniin
varliginda 0-1-4-7 ve 14 giin inkiibasyon siirelerinde MTT ve H2O: testleriyle
incelenmistir. Molekiiliin daha 6nce aktif BV2 hiicreleri anti-ndroinflamatuar etkisiyle

ilgili caligma yapilmistir [15]. Ancak bu galisma citreohybridonol molekiiliiniin sinir
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doku modelinde, endotel ve néroblastom hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT ve H202

hiicre canlilik testleri ile degerlendirilmesiyle ilgili ilk ¢aligmadir.

Calismada farkli molaritelerdeki citreohybridonol molekiilii katkilandirilmis JeIMA
igerisinde enkapsiile edilen hiicrelerin 14 giin siire ile bakilan canlilik analizlerinde
endotel hiicrelerinin vaskiiler olusumu artmaktadir. Noroblastom hiicrelerinde ise 4.
giinden itibaren molekiil molar miktarinin artisiyla dogru orantili olacak sekilde hiicre
canliliginda azalma meydana gelmistir. Bu ¢alismada ki sonuglar, citreohybridonol
molekiiliiniin vaskiiler olusumu destekler iken SH-SY5Y hiicrelerine karsi antikanser

etkisinde rol oynayabilecegini gdstermektedir.

Gir ve arkadaglari, yapmis oldugu bir ¢aligmada, bitkinin tohum, kok, yaprak ve
meyve kisimlarindan elde edilen ve bir¢ok biyoaktif maddelere sahip olan Momordica
charantia ekstresinin noroblastom hiicrelerine karsi  sitotoksik  etkilerini
incelemislerdir. Bitkinin farkli bolgelerinden elde edilen ekstresinin farkli sitotoksik
etkilere yol a¢tigimi gormiislerdir [30]. Bu nedenle, citreohybridonol molekiiliiniin
izolasyonu ve ¢esitli kombinasyonlarinin apoptotik etkilerinin arastirilmasi, yeni

antikanser ajanlarin kesfedilmesini saglayabilir.
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5. SONUCLAR

Ekibimiz tarafindan bir 6nceki calisma i¢in tasarlanan ii¢ boyutlu hidrojel ortak kiiltiir
sistemi tizerinde ufak degisiklikler yapilmistir ve sistemde sinir dokunun basit bir

modellemesi yapilarak ndronal ¢alismalardaki kolaylik saglanmustir.

Hiicreler i¢in {i¢ boyutlu kiiltiir ortamini saglamak amaciyla JeIMA sentezlenmistir.
Sentezlenen JeIMA’nin yiizey morfoloji, por biiyiikliigii, yiizey bilesimi analizleri
gerceklestirilmis ve hidrojel formunun topografik goriintiisii incelenmistir. Boylece
JeIMA’nin 3B hiicre kiiltiirli i¢in uygunlugu belirlenmistir. Sinir doku modellemesi,
insan gobek kordonu ven endotel hiicresi ve insan ndroblastom hiicrelerinin
molekiilsiiz ve 20-40-80 oranlarinda citreohybridonol molekiilii katkilandirilmis
jelatin  metakrilat hidrojeline enkapsiile edilmesi ile gerceklestirilmistir.
Katkilandirilan citreohybridonol molekiiliiniin hiicre canlili§ina etkisi ve nérovaskiiler
olusuma katkis1 tizerinde durulmustur. Elde edilen bulgular sonucunda saglikli
hiicreye citreohybridonol molekiiliiniin olumsuz bir etkisi gerceklesmemistir. Ancak
HUVEC hiicrelerinin canliligindaki artis da istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
Citreohybridonol molekiilii, néroblastom hiicresinde 4. giinden itibaren 20-40-80 uM
oranindaki artan katki miktariyla dogru orantili olacak sekilde hiicre canliliginin
azalmasina neden olmustur. Bu verileri dogrulamak amaciyla immiinohistokimyasal
boyamalar yapilmistir. Boyamalar sonucu konfokal mikroskop ile elde edilen
gorlntiiler incelendiginde hiicre canliligindaki artis ve azalma net bir sekilde

gorilmiistiir.
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6. ONERILER

Yapilan calisma sonunda tasarlanan cihazin, fotomaskelerin de kullanilmasiyla

birbiriyle iligkili iki farkli hiicre tipinin ko-kiiltiirlenmesini ve sisteme disaridan bir

maddenin etkisini gdzlemlemek icin olanak sagladigin1 gordik. Bu veriler

dogrultusunda diistiniildiigiinde ileriki ¢alismalarda;

Iki tip saglikli hiicre iizerinde calismalar yapilarak molekiiliin norovaskiiler

etkileri incelenebilir.

Citreohybridonol molekiiliiniin SH-SY5Y {izerindeki sitotoksik etkisine
bakildiginda molekiiliin, hangi yolak iizerinde apoptotik bir etki gdsterdigi ile

ilgili analizler yapilabilir.

Daha fazla hiicre hatti ve farkli giivenilir sitotoksisite analizleri ile ileri

arastirmalar yapilabilir.
Farkli yogunluklarda JeIMA kullanilarak enkapsiilasyon yapilabilir.
Citreohybridonol molekiiliiniin nanoenkapsiilasyonu iizerine ¢alisilabilinir.

Citreohybridonol molekiiliiniin JeIMA ile kimyasal birlesiminin nasil
gerceklestigi ile ilgili veriler elde edilebilir.
Farklt fotomaske tasarimlar1 kullanilarak {i¢ veya dort hiicrenin ko-

kiiltiirlenmesi saglanabilir.

Bazi hastaliklarin in-vitro modellemesi yapilabilir. Ornegin istemli kas
hareketinden sorumlu sinir hiicresinin hasarindan kaynakli ALS hastaligini

modellemek amaciyla kas ve sinir hiicreleri ko-kiiltiir edilebilir.

Modellemesi yapilan hastaliklarin tan1 ve tedavisinde cesitli molekiillerin,

ilaglarin test edilmesi saglanabilir.
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