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Oz

Diinya genelinde oldukg¢a yaygin olan sinir hasarlari, hastalarin yasam kaliteleri iizerinde carpici diizeylerde etkilere sahiptir. Mevcut
terapilerle olduk¢a kisitli diizeyde rejenerasyon saglanabildigi icin alternatif ve yenilik¢i rejeneratif yaklagimlara biiylik ihtiyag
bulunmaktadir. Sinir doku miihendisligi sahasinda, hasarli aksonlarin lineer oryantasyonuna kilavuzluk edebilecek topografyaya
sahip, biyouyumlu ve iletken sinir kilavuz kanallarinin gelistirilmesi i¢in yogun bir ¢aba verilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, nano-
kanall1 topografyaya sahip ve kersetin konjuge edilmis altin nanopartikiillerle (AuNP-Q) dekore edilmis, hibrit yapidaki SF/PLGA
film iskelelerin gelistirilmesi sonrasinda, bu malzeme {iizerinde farelerden primer olarak izole edilmis DRG (arka kok gangliyonu)
duyu néronlarmin davraniglarinin arastirilmasidir. Hibrit yapida iskele kullanilmasi malzemenin fiziksel ve mekanik 6zelligini
artirmistir. Laminin kaplama hiicresel adezyonu ve biiylimeyi desteklemistir. Nanopartikiil modifiye edilmis nano-kanalli iskeleler
(SF/PLGA Gos-AuNPs3-Q) aksonal oryantasyonu yiiksek diizeyde tesvik etmistir. Gelistirilen biyomalzemenin, potansiyel in vivo
sinir doku miihendisligi ¢aligmalar1 kapsaminda, hiicresel noritlerin ve aksonlarin oryantasyonuna yardimci olabilecegi ve bir sinir
hasar1 bolgesine implantasyonu sonrasinda rejenerasyonu destekleyebilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: ipek fibroin/PLGA, Néral doku miihendisligi, Nano kanallar, Elektron demeti litografisi, Aksonal kilavuzluk.

Design of Gold Nanoparticle/quercetin Modified, and Nano-channeled
SF/PLGA Film Scaffolds for the Oriented Growth of Sensory Neurons

Abstract

Nerve injuries, which are very common around the world, have dramatic effects on life quality of the patients. There is a great need
for alternative and innovative regenerative approaches, since a very limited level of regeneration can be achieved with current
therapies. In the field of nerve tissue engineering, intensive efforts are being made to develop biocompatible and conductive nerve
guidance channels with topography that can guide the linear orientation of damaged axons. The aim of this study is to develop hybrid
SF/PLGA film scaffolds with nano-channeled topography and decorated with quercetin-conjugated gold nanoparticles (AuNP-Q) and
to investigate the behavior of DRG (dorsal root ganglion) sensory neurons primarily isolated from the mice on these materials. The
using hybrid film scaffold increased the physical and mechanical properties of the material. The laminin coating promoted the cellular
adhesion and growth. Nano-channeled scaffolds modified with nanoparticles (SF/PLGA Go s-AuNPs3-Q) highly promoted the axonal
orientation. It was evaluated that the developed biomaterial could help the orientation of cellular neurites/axons and support
regeneration after implantation in a nerve injury site, within the scope of potential in vivo nerve tissue engineering studies.
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1. Giris

Diinya genelinde milyonlarca insani etkileyen ndral hasarlar, hastalarin yasam kaliteleri lizerinde 6nemli diizeylerde etkilere
sahiptir. Bu travmalar genellikle istihdam edilebilir yastaki gengleri ve eriskinleri etkilemekte olup, hastalarda kalici diizeylerde
bozukluklara yol agmaktadir (Taylor vd., 2008; Asplund vd., 2009; Seddighi vd., 2016). Cevresel sinir sisteminde (CSS) rejenerasyon
kapasitesi yiiksek olsa da merkezi sinir sisteminin (MSS) spontan rejenerasyon diizeyi kendi inhibitdr mikro-cevresi sebebiyle
oldukga kisithdir. MSS tedavisinde kullanilan ilaglar sadece hastaligin ilerlemesini geciktirmekte olup, kan beyin bariyeri oral ve
intravendz ilaglarin etkinligini azaltmaktadir (Tam vd., 2014). Noral doku miihendisligi kapsaminda gelistirilecek implant aday1 bir
iskelenin mekanik, biyokimyasal, topografik ve elektriksel 6zellikleri ile dogal ekstraseliiler matriks ortaminin taklit edebilmesi, sinir
rejenerasyonu ve fonksiyonel kazanim agisindan belirleyici parametrelerdir. Bahsi gecen tiim bu 6zellikler, akson ve ndrit uzamasini,
hiicre yapismasini, ndronal farklilasmayi ve hiicre gociinii etkileyecektir (Subramanian vd., 2009).

Bir sinir hasar1 sonrasinda, hiicresel noritlerin lineer bir hat boyunca yoneliminin saglanmasi fonksiyonel bir rejenerasyonun
saglanmasi agisindan kritiktir. Bu kapsamda gelistirilen biyomalzeme yiizeylerinde degisik desenleme tekniklerine bagvurulmaktadir.
Ozellikle elektron demeti litografisi tekniginin sundugu yenilik¢i yaklasimlar sayesinde, olduk¢a kararli ve hassas nano-desenlemeler
biyomalzeme yiizeylerinde giivenle uygulanabilmektedir (Chen, 2015). Noral hiicrelerin elektriksel olarak bilgi tagiyan hiicreler
olmast sebebiyle, dizayn edilecek iskelelerde farkli iletkenlik yaklagimlarinin kullanilmast 6nemlidir. Uzun yilladir kullanilan iletken
polimerlere alternatif olarak altin nanopartikiiller oldukga popiiler bir hale gelmistir. Ustiin fizikokimyasal 6zellikleri, kolay
sentezlenebilmeleri, istenilen sekilde yiizey modifikasyonu uygulanabilmesi, stabiliteleri ve biyouyumluluklart avantajli yonleridir
(Ozcicek vd., 2021). Literatiirde antioksidan, anti-inflamatuar ve antibakteriyel 6zellikleri daha dnce gosterilen kersetin molekiiliiniin,
nanomalzemelerle konjuge bir sekilde kullanimin, rejeneratif tip caligmalarinda biiyiik bir kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Anand
David vd., 2016; Azeem vd., 2023).

Ipek fibroin (SF) biyouyumlu, biyo-bozunur, hiicrelerle etkilesimi giiclii dogal bir polimer olarak son zamanlarda doku
mithendisligi ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir (Meinel vd., 2005; Wang vd., 2008). Diger taraftan SF’in mekanik
ozelliklerinin zayif olmasi goz oniine alindiginda, sentetik polimerle hibrit sekilde kullanimi avantajli olabilir. Bu kapsamda FDA
onayli, mekanik 6zellikleri giiclii, esnek, biyo-bozunur, hiicre uyumlu ve kolay islenebilen bir sentetik polimer olan polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA) doku mithendisligi alaninda popiiler hale gelmistir (Zhou vd., 2004; Wang vd., 2006; Makadia ve Siegel, 2011).

Bu ¢aligmanin amaci, nano-kanalli topografyaya sahip ve kersetin konjuge edilmis altin nanopartikiillerle dekore edilmis, hibrit
yapidaki SF/PLGA film iskelelerin gelistirilmesi sonrasinda, bu malzeme iizerinde farelerden primer olarak izole edilmis DRG (arka
kok gangliyonu) duyu néronlarinin davraniglarinin arastirilmasidir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Ipek Fibroinin Saflastiriimasi

Bu amacla Bombyx mori (ipek bocegi) kozalar1 (Bursa Kozabirlik) acilarak larvalardan temizlenmis ve sonra %0,5’lik sodyum
bikarbonat (NaHCOs3, Sigma) ¢ozeltisinde 1 saat boyunca beher i¢inde kaynatilmigtir. 3 kez 1lik distile su ile yikandiktan sonra, oda
sicakliginda kurutulmustur. Yapi i¢indeki serisini ayrigtirmak amaciya bir ¢dzelti hazirlanmistir (CaCl, (Sigma), C;HsOH (Sigma) ve
H,O; 1:2:8 molar oranda). Bu ¢dzeltiden 100 mL alinarak 70 °C’de bekletilmis, lizerine 7.6 g ipek ilave edilerek 3 saat daha
inkiibasyona devam edilmistir. Daha sonra 7.000 rpm’de 5 dk. boyunca santrifiij (Thermo Scientific-Sorvall Biofuge Stratos) edilmis,
istteki sivi ayrilarak diyaliz posetine (Sigma) doldurulmustur. 3 giin siiren diyaliz islemi sonucunda, ipek fibroin proteini saf olarak
elde edilmistir. Saflastirilan ipek fibroin; dnce sivi azot kullanilarak dondurulmus, sonra liyofilizatdre (Christ, Alpha 1-2 LDplus)
almarak, 3 giin boyunca liyofilize edilmistir. Elde edilen liyofilize ipek fibroinler, kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir
(Rockwood vd., 2011).

2.2. ipek Fibroin/PLGA Hibrit Polimer Cozeltisinin Eldesi

PLGA (%5 w/v, Mw: 66,000-107,000, 75:25 laktit/glikolit, Sigma-Aldrich) ¢o6zeltisi HFIP (Hekzafloroizopropanol, Merck)
icinde coziilerek hazirlannustir. Ipek fibroin (%10 w/v) cozeltisi yine HFIP icinde 4 saat karistirlarak hazirlanmistir. Ipek
fibroin/PLGA hibrit ¢6zeltisi ise (1:1, v/v) esit hacimsel oranda karigtirilarak elde edilmistir.

2.3. Silikon Kaliplarin Uretimi ve Karakterizasyonu

Nano-kanalli SF/PLGA film iskelelerin elde edilebilmesi igin Oncelikli olarak Si-kaliplarin dizayni ve iiretimi elektron demeti
litografisi teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalipta planlanan cati genisligi 500 nm; kanal genisligi (G) 1 um ve oluk
yiiksekligi (H) ise 1 um’dir. Boylece 1 mikron periyotlarla tekrar eden, 500 nm kanal genigligine sahip film iskeleler elde edilmistir.
Bu amagla, silikon alttaslar (4 in¢) 1 cm x 1 cm'lik pargalar halinde kesilmistir (Disco DAD 320 Otomatik Dicing Saw) ve ardindan
standart kalip temizleme prosediirii uygulanmigtir. Kaliplar, PMMA elektron 1s1n direnci ile kaplandiktan sonra, desenleme islemi
elektron demeti litografi sistemi (Raith EBPG 100 kV) ile yapilmistir. Uretilen kaliplar, dnceden optimize edilmis anizotropik kuru
asindirma sisteminde (Oxford PlasmalLAB System 100 ICP 300 Deep RIE) SFs-CsFs gaz karisimlari ile muamele edildi. Yiikseklikler
bir ylizey profilometresi (KLA Tencor) ile dlgiiliip dogrulanmustir. Elektron demeti litografisi teknigiyle mikro/nano desenleme islemi
uygulanan silikon kaliplarin oluk, ¢at1 genisliklerinin ve derinliklerinin taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss Geminisem 500)
karakterizasyonlar1 yapilmistir ve planlanan hedeflerle ortiistiigli dogrulanmustir.
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2.4. Altin Nanopartikiillerin Sentezi, Kersetinle Yiizey Fonksiyonizasyonu ve Karakterizasyonu

Altin nanopartikiil (AuNPs) olarak sitrat ile stabilize edilmis, yaklasik olarak 50 nm capta ve negatif yiizey yiikli, yiiksek
monodispersiteye sahip nanomateryallerin sentezi icin su yontem takip edilmistir: {lk asamada, yiiksek monodispersiteye sahip
yaklagitk 20 nm boyutundaki ¢ekirdek altin nanopartikiiller sentezlenip, ilerleyen asamalarda yaklasitk 50 nm ¢aptaki altin
nanopartikiillerin  sentezinde kullanilmistir. Cekirdek nanopartikiillerin sentezi Turkevich metodu biraz degistirilerek
gergeklestirilmigtir (Turkevich vd., 1951). Cekirdek altin nanopartikiillerin sentezi i¢in 100 mL, 0.25 mM konsantrasyonunda
kloroaurik asit (H[AuCls]) ¢ozeltisi (Sigma) hazirlanmistir. Kaynamakta olan ¢ekirdek altin sentez ¢dzeltisinin donme hizi artirilarak,
indirgeyici ajan olan trisodyum sitrat dihidrat (Sigma) ¢ozeltisi, %0.033 konsantrasyonunda ilave edilmistir. Yaklasik 10 dakika daha
karistirilarak sogumaya birakilmistir. Sentezlenen ¢ekirdek altin nanopartikiiller 7000 g’de 1 kez 30 dakika santrifiij (Eppendorf-
Santrifiij-5418 R) edilerek, ultra saf su i¢inde dagitilmustir. Ikinci asamada cekirdek-biiyiitme yontemi kullanarak yaklasik 50 nm
boyutundaki orta boyuttaki altin nanopartikiiller sentezlenmistir (Perrault ve Chan, 2009). Bu amacla 100 mL 0.25 mM kloroaurik asit
¢ozeltisi hazirlanmis, 2.4 mL ¢ekirdek altin nanopartikiil eklenmis ve orta hizda karigtirtlmistir. Daha sonra trisodyum sitrat 0.15 mM
ve hidrokinon 0.25 mM (Sigma) konsantrasyonunda eklenip, 10 dakika boyunca karistirilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller 7000
g’de 30 dakika santrifiij edilerek, ultra saf su i¢inde dagitilmistir (Ozcicek vd., 2021).

Sentezlenen yaklasik olarak 50 nm g¢apa sahip nanopartikiillerin kersetin ile ylizey modifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu
amagla Oncelikle kersetinin (Q) (Sigma-Aldrich) stok ¢ozeltisi (10 mg Q/mL) DMSO (Sigma) icinde 30 dakika karistirilarak
hazirlanmigtir. Kersetin ¢ozeltisi, sentezlenen orta boyuttaki altin nanopartikiil ¢ozeltisine (AuNPso) 10 pg/mL konsantrasyonda
eklenerek 40 dakika karistirilmistir. Elde edilen kersetin konjuge altin nanopartikiil ¢ozeltisi (AuNPs3-Q) 10.000 rpm’de (10 °C) 40
dakika santrifiij edilerek ultra-saf su i¢inde dagitilmistir.

Hazirlanan altin nanopartikiil ¢ozeltilerindeki, altin miktarlarii kesin olarak kantifiye edebilmek amaciyla, indiiktif olarak
eslestirilmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) 6l¢iimii yapilmistir (Perkin Elmer ICP-MS, Nexion 300X). Boylece her bir
mililitredeki altin miktar1 pg Au/mL cinsinden yiiksek giivenilirlikle belirlenmistir. Sonraki uygulamalarda kolaylik saglamasi igin
altin nanopartikiil ¢ozeltileri, 50 pg/mL konsantrasyonda altin (Au) icerecek sekilde standardize edilerek +4 °C’de, karanlik
kosullarda saklanmuistir. Hazirlanan altin nanopartikiiller i¢in taramali elektron mikroskobu karakterizasyonlar1 (SEM-Zeiss
Geminisem 500), zeta-sizer (Zetasizer Ultra-Malvern) analizleri (ortalama Z-boyut, zeta potansiyel ve polidispersite indeksi), UV-
goriiniir spektrofotometrik (Shimadzu UV-1800) 6l¢iimleri (SPR pik dalga boylar1) yapilmistir.

2.5. SF/PLGA Film Iskelelerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Daha dnce hazirlanan (Kisim 2.2’de belirtilen) SF/PLGA hibrit polimer ¢ozeltisi kullanilarak diiz ve nano-kanall1 film iskelelerin
iretimi gerceklestirilmigtir. Tiim film iskelelerin {iretimi spin kaplama teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Diiz yilizeyli (D)
iskelelerin eldesi icin, kiiclik diiz tabanli cam petriler igine 10 mL SF/PLGA hibrit ¢ozeltisi kademe kademe homojen ve ince bir
tabaka olusturacak sekilde ddokiilerek, ¢eker ocak icinde 1 gece boyunca kurumaya birakilmistir. Filmler cam yiizeyden dikkatlice
¢ikartilarak serin ortamda muhafaza edilmistir. Nano-kanall1 (G) SF/PLGA film iskelelerin elde edilebilmesi i¢in elektron demeti
litografisi teknigi ile iiretilmis olan Si-kaliplar ve spin kaplama teknigi kullanilmigtir. Si-kaliplar 6ncelikle kiiclik cam tabanli petrinin
tam ortasina entegre edilmis ve sonra petri spin kaplama sistemine dahil edilmistir. Her bir petriye toplam 10 mL SF/PLGA ¢ozelitisi
damla damla ilave edilerek ¢eker ocak i¢inde 1 gece boyunca kurumaya birakilmigtir. Ertesi giin nano-kanalli filmler, kaliplardan
dikkatlice ayrilmig ve serin ortamda muhafaza edilmistir.

AuNPg3-Q nanomateryaller kullanilarak hazirlanan diiz ve nano-kanalli SF/PLGA film iskelelerin yiizeylerinin iletken hale
getirilmesi amaglanmistir. Bu amacla nanopartikiil ¢ozeltisinin 100 mikrolitresi (50 pug Au/mL) yavas bir sekilde her bir film yiizeye
damlatilarak, iskeleler laminar-akis kabini iginde kurumaya birakilmistir (Thermo Maxisafe 2020 Class II). Ayni zamanda herhangi
bir iletkenlik yaklasimi uygulanmayan film yiizeyler de ¢aligmalarda kullanilmistir. Noral hiicresel adezyonu ve gelisimi saglamaya
yonelik biyomolekiil kaplamalar1 gergeklestirilmistir. Poli-L-lizin (PLL, Sigma) kaplama i¢in yiizey iizerine % 10’luk PLL
¢ozeltisinden cok ince bir tabaka olusturacak sekilde ylizeye kaplanmig ve kurutulmustur. Sonrasinda laminin ¢ozeltisinden (Sigma)
yine yiizeyde ¢ok ince bir tabaka olusturacak sekilde kaplama yapilmis ve kurutulmustur. Tiim kaplamalar steril kosullarda
gerceklestirilmigtir. Hazirlanan tiim SF/PLGA filmler, hiicresel ¢aligmalara gegmeden 6nce 5 dakika %70 etanol (Ethanol, Sigma-
Aldrich) ve UV maruziyeti (30 dakika) ile steril edilmistir. Elde edilen tiim filmlerin, 4 nm kalinliginda Au/Pd sputter kaplamalar1
(Leica EM ACE200) sonrasinda yilizey SEM karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda film iskele kalinliklar1 kesitsel
incelemelerle belirlenmistir.

2.6. Duyu Néronlarimin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Duyu noronlarin izolasyonu Balb-c ki disi ve erkek farelerin arka kok gangliyonlarmin (DRG) diseksiyonu yoluyla
gerceklestirilmistir. Hayvan temini igin Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi olan MEDITAM kullanilmustr.
Hayvan deneyleri icin gerekli etik kurul izni alinmstir (IMU-HADYEK, onay numarasi: 56). Hiicre izolasyonu amaciyla, 1 adet
yetiskin Balb-c ki albino fare 1-2 dk siireyle, 6n anestetik olarak fareyi sakinlestirmek amaciyla az miktar eter (Sigma) pamuga
emdirilerek farenin solumasi saglanmis ve daha sonra intraperitonal olarak 2 mL ketalar (Bayer) verilmistir. Anestezi etkisini
gosterdikten sonra deney hayvani strafor tizerine igne kullanilarak sabitlenmis ve iizerine % 70’lik etanol sikilmistir. Deney hayvani
laminar kabin igerisine alinarak sirt derisi kaldirilmistir (Thermo Maxisafe 2020 Class 11). Makasla dekapitasyon islemi uygulanmis
ve uygun cerrahi malzemelerle, stereo mikroskop altinda, arka kok gangliyonlar1 diseke edilmistir (Zeiss Stereo Microscope
Discovery V8). Arka kok gangliyonlarmin diseksiyonu yoluyla ¢ikarilan DRG’ler bekletilmeden % 1 glutamin (Sigma) ve % 1
antibiyotik (Sigma) iceren RPMI 1640 (Sigma) vasatinin igine konulmustur. RPMI 1640 vasatinda bekleyen DRG’ler sonra; % 1
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glutamin, % 1 antibiyotik ve % 2 B27 (Thermo Fisher-Invitrogen) de ihtiva eden NBA (Thermo Fisher-Invitrogen) vasatin igerisine
aktarilmistir. Igerisine tip IV kollajenaz (Sigma) eklenerek 40 dk. siireyle etiivde (Thermo Scientific HERACELL 150i) inkiibe
edilmistir. Daha sonra Hank’s (Sigma) soliisyonuyla 3 kez yikama yapilmustir. Ustiine NBA vasat ve tripsin (Sigma) enzimi konularak
15 dk. etiivde bekletilmistir. Ardindan kiiltiir tiriitre edilmistir. Bunun i¢in 6nce kesik uglu mavi, mavi, sar1 pipet uglari kullanilmis ve
bir siire de ajitatorde bekletilmistir. Sonra hiicre siispansiyonu insiilin enjektoriinden gecirilmistir. DNAaz (Sigma) enzimi eklenerek
yarim saat daha hiicreler etiivde inkiibe edilmis ve daha sonra hiicreler 5 dk. siireyle 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve bu arada Percoll
(Sigma) gradiyenti hazirlanmistir. % 10’luk, % 35’lik ve % 60’lik olmak iizere 3 ayr1 gradiyent olusturulmustur. Elde edilmek istenen
hiicreler % 60°lik tabakanin orta kisminda bulunmaktadir. Santrifiijden ¢ikan hiicrelerin iistiindeki sivi cekildikten sonra; {izerine
tripsin inhibitorii (Roche), FBS (Sigma) ve NBA vasat eklenmistir. Sonra bu karigim percoliin iizerine eklenmis ve 1700 rpm’de 20 dk
santriflij edilmistir. % 60’lik gradiyentin ortasindan bir miktar hiicre i¢eren sivi ¢ekilmis ve ardindan bol miktar NBA eklenerek, 5 dk.
1000 rpm’de santrifiij edilmis ve bdylece percoliin etkisi ortadan kaldirilmigtir. Saflastirilan duyu ndronlari, hazirlanan iskelelere
(kisim 2.5’te belirtilen) ve kontrol grubu olarak NBA varliginda, 1 giin énceden % 10’luk poli-L-lizin (Sigma) ve % 1°lik laminin
(Sigma) kaplanmis cam tabanl petrilere ekilmistir. Hiicreler NBA kiiltiir vasati (% 1 antibiyotik, % 1 glutamax ve % 2 B27 ihtiva
eden) icinde, 37°C’de, % 95 hava, % 5 CO; ve % 21 O; kosullarinda toplamda 3 giin boyunca inkiibatorde kiiltiir edilmislerdir
(Ozcicek vd., 2021).

2.7. SF/PLGA-D Film iskelelerin Hiicresel Uyumluluk Calismalar:

Noral hiicresel davranig caligmalarina gegmeden once, iiretilen SF/PLGA D iskele gruplarmin (PCL/PLGA-D ve SF/PLGA-D-
AuNPs3-Q) biyouyumluluklar: degerlendirilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak cam tabanli petriye ekilen hiicreler kullanilmusgtir.
Canlilik analizleri 2, 24, 48 ve 72 saatlik zaman periyotlar1 igin belirlenmistir. Ortalama hiicre canlilig1 yiizdesini hesaplayabilmek
i¢in, propidyum iyodiir (PI- Thermo Fisher) boyasi1 ve lazer taramali konfokal mikroskobu (LSCM, Zeiss LSM 780) kullanilmistir. Bu
amagla steril edilen film iskeleler cam tabanli petri kaplarina yerlestirilmis ve her bir ndral hiicre grubu ayri ayr ekilerek (1000
hiicre/iskele) NBA kiiltiir vasati iginde 72 saat inkiibe edilmistir (37 °C, % 95 hava, % 5 CO, ve % 21 O;). PLL ve laminin kapl cam
petriler kontrol grubu olarak kullanilmistir. PI boyasinin 6lii hiicrelerin ¢ekirdegini kirmiziya boyamasindan dolayi, hesaplamalar 6lii
hiicreler tizerinden yapilmistir. Bu amagla her gruptaki DRG ve motor ndronlardan 20x objektifte ve T-PMT modda, konfokal
mikroskopta rastgele 10 bolge segilerek hesaplama yapilmis, ortalamalar1 alinmistir. Bdylece 2, 24, 48 ve 72. saat zaman dilimlerinde
ortalama hiicre canlilifi hesaplanmistir. Sadece ndronlar hesaba katilmis, glial destek hiicreler goz ardi edilmistir. Noronlarin
¢ogalmayan hiicreler olmasindan dolay1 baslangictaki hiicre canlilig1 yilizdesi de en yiiksektir. Boylece her bir petri bolgesi icin, belli
zaman noktasindaki ortalama canli hiicre yiizdesi hesaplanabilmistir. Tiim gruplar i¢in ortalama canlilik yiizdeleri elde edildikten
sonra, istatistiksel analizlerde SPSS Statistics 22 kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklar1 ortaya koymak igin ANOVA testi
kullanilmis, her bir konsantrasyon kendi i¢inde degerlendirilerek, *P<0.05 ise; kontrol grubuna kiyasla, ilgili grubun 6nemli diizeyde
farkli oldugu kabul edilmistir.

2.8. Immiinositokimyasal Floresan Analizler

Kisim 2.6’da belirtildigi sekilde SF/PLGA iskele gruplarina (SF/PLGA-D, SF/PLGA-D-AuNPs3-Q, SF/PLGA-Gos, SF/PLGA-
Gos-AuNPg3-Q) ve kontrol grubu olarak cam tabanli petriye ekilen duyu néronlarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda
immiinositokimyasal floresan analizleri ve LSCM goriintiilemeleri gergeklestirilmistir. Bu boyamalar ayn1 zamanda aksonal yapilarin
ve ndritlerin davranisglarinin  kantifikasyonuna da olanak vermistir. Yine degisik ylizey kaplamalarinin akson, nérit ve hiicre
morfolojilerine olan etkisi de ortaya konulmustur.

Hiicrelerin immiinositokimyasal olarak boyanmasi amaciyla, oncelikle bloklayici ¢ozelti ve antikor sulandirma ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Her iki ¢dzelti de 1xPBS igerisinde hazirlanmis olup; 3/100 oranda sigir serum albiimini (BSA, Sigma), 3/1000 oranda
sodyum azit (Sigma) ve 1/100 oranda fetal ke¢i serumu (FCS, Sigma) icermektedir. Farkli olarak bloklayici ¢ozeltide 1/1000 oranda
Triton-X (Sigma), antikor sulandirma ¢dzeltisinde ise 1/100 oranda Tween-20 (Sigma) bulunmaktadir. Hiicrelerin iistiindeki vasat
cekildikten sonra hiicreler, 3 kez PBS ile yikanmustir. Sonra % 4°liikk paraformaldehit (PFA, Sigma) ile 15 dk. boyunca fikse edilmistir.
Yine PBS (Sigma) ile yikandiktan sonra, her bir petriye ImL blok soliisyonu eklenerek 30 dk. beklenmistir. 100’er pL gerekli primer
antikorlar (mouse beta-III-tubulin, abcam, 1:500; chicken neurofilament-200 kD, abcam, 1:500) eklenmis ve 1 gece +4°C’de
buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi giin, primer antikorlar c¢ekildikten sonra 3 kez PBS ile yikanmistir. Sonra uygun primer antikor
kombinleri de diisiiniilerek, sekonder antikorlardan (Alexa Fluor 488 goat-anti-mouse (Invitrogen), 1:500; Alexa Fluor 594 goat-anti-
chicken (Invitrogen), 1:500) 100 pL eklenerek, 3 saat +4°C’de bekletilmistir. 3 kez PBS ile yikandiktan sonra, 1 mL DAPI (Molecular
Probes) mavisi eklenerek 5 dk beklenmis ve sonra 3 kez daha PBS ile yikama yapilmistir. Hiicreler DAPI mavisiyle g¢ekirdek
boyamalari yapildiktan sonra, gerekli PBS yikamalar yapilmistir. Boyanmis hiicre 6rneklerini tasiyan iskeleler; FluorSave (Sigma)
reaktif ile Poli-L-lizin kapli lamlara aktarilmig ve lamelle kapatilmigtir. Lazer taramali konfokal mikroskopta hiicresel yapilar
goriintiilenmistir. Beta-III-tubulin, sinir sistemindeki néronlarin mikrotiibiillerinin major bilesenidir. Norafilament-200 kD protein ise,
ndronlarin olgun aksonlarindaki nérofilamentlerin agir zincirlerinin komponentidir (Ozcicek vd., 2021).

2.9. Akson Davramislarinin Kantifikasyonu

iki farkl1 yiizey modifikasyonuna (iletken olmayan ve iletken) sahip SF/PLGA Gy s iskeleler (kanalli topografyada) iizerinde 72
saat boyunca kiiltiir edilen duyu néronlarinin ICC floresan analizlerinden hareketle, hiicresel davranislari analiz edilmistir. DRG duyu
ndronlar igin ortalama olarak aksonal sapmalar1 degerlendirmek i¢in (NF-200 aksonal immiin-floresan boyamaya iliskin konfokal
mikroskop goriintiilerinden hareketle), aksonlarin kanallardan/lineer hattan sapma agis1 dereceleri Image J programi kullanilarak
hesaplanmistir. Bu amagla her bir grup icin rastgele 10 LSCM goriintiisii secilerek, ilgili alandaki tiim 1s1yan akson/ndrit yapilari
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programla incelenmis ve ortalama acgisal sapma degerleri elde edilmistir. Boylece iletken olmayan grup, iletken grup ile
kargilagtirilmigtr.

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyon Sonuglari

Tablo 1°de sentezlenen altin nanopartikiil gruplarinin fizikokimyasal karakteristik 6zelliklerini gdsteren veriler gosterilmistir.

Tablol1. Sentezlenen altin nanopartikiil gruplarinin fizikokimyasal karakteristik 6zellikleri

Gruplar Hidrodinamik ¢cap (nm) Polidispersite UV-vis. piki (nm) Zeta potansiyel
indeksi (PDI) (mV)
AuNPy 20.07+0.3 0.11 523 -50.19
AuNPs 50.72+0.2 0.17 537 -54.52
AuNPg-Q 83.18+0.2 0.19 545 -21.87

Sentezlenen altin nanopartikiil gruplarina ait genel nano-karakteristik 6zelliklerden hareketle, polidispersite indeksleri 0.2 nin
altinda kalarak olduk¢a monodispers yapi sergilemistir. Cekirdek ve orta boy partikiillerdeki SPR pik dalga boyundaki degisimler,
boyuta bagl olarak gerceklesmistir. Ayn1 degisim Q yiizey modifikasyonu i¢in izlenmistir. Hedeflenen nanopartikiil boyutlarina
ulasilmig olup, en son uygulanan Q kaplama sonucu partikiiller ortalama 83 nm boyutuna kadar biyiitiilmiistiir. Sentezlenen altin
nanopartikiiller ilk asamada sitrat ile stabilize bir halde olduklar i¢in negatif zeta potansiyel degerlerine sahiptirler. Kersetin molekiilii
ile kaplanmalar1 sonrasinda negatif degerde bir miktar azalma olsa da yine de eksi (-) zeta potansiyel degeri korunmustur. Sekil 1°de
sentezlenen altin nanopartikiil gruplarinin SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 1. Sentezlenen altin nanopartikiillerin (AuNPs) SEM gorintiileri. (a) AuNP2o. (b) AuNPso. (c) AuNPgs3-Q.
Figure 1. SEM images of the synthesized gold nanoparticles (AuNPs). (a) AuNP». (b) AuNPso. (c) AuNPs3-Q.

SEM analizleriyle (Sekil 1 a-b) yiiksek diizeyde monodispers ve stabil nanopartikiillerin, olduk¢a kontrollii sentez yaklasimi ile
elde edildigi dogrulanmistir. Kersetin yiizey modifikasyonu SEM resminde (Sekil 1 ¢) net bir sekilde goriilmekte olup, ayn1 zamanda
elektron mikroskobisi ile daha dnce DLS ile 6lgiilen nanopartikiil boyutlar: da dogrulanmustir.

3.2. Silikon Kaliplar ve SF/PLGA Film iskeleler

Sekil 2°de, elektron demeti litografisi teknigi kullanilarak {iretilen silikon (Si) kaliplarin ve elde edilen SF/PLGA film iskelelerin
SEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 2. Si-kaliplarin ve SF/PLGA film iskelelerin SEM goériintiileri. (a) Kalibin egimli SEM goriintiisii kanal derinliginin yaklagik
olarak 1 pum oldugunu gostermektedir. (b) Si-kalip (500 nm ¢at1 genisligi, 1 mikron kanal genisligi). (c) SF/PLGA D. (d) SF/PLGA D-
AuNPg;-Q. (e) SF/PLGA Gys. (f) SF/PLGA Gos- AuNPg3-Q. (SF: Ipek fibroin, PLGA: Polilaktik-ko-glikolik asit, D: Diiz yiizey, G:
Kanall1 yiizey, 0.5: 500 nm genislik, AuNP: Altin nanopartikiil, Q: Kersetin).

Figure 2. SEM images of the Si-molds and SF/PLGA film scaffolds. (a) Tilted SEM image showing the depth of the channels which
was about 1 um. (b) Si-mold (500 nm ridge width, 1 um groove width). (c) SF/PLGA S. (d) SF/PLGA S-AuNPs3-Q. (e) SF/PLGA Gy.s.
(f) SF/PLGA Gy.s5- AuNPss-Q. (SF: Silk fibroin, PLGA: Polylactic-co-glycolic acid, S: Smooth surface, G: Grooved surface, 0.5: 500
nm width, AuNP: Gold nanoparticle, Q: Quercetin).

Kaliplarda planlanan cati genislikleri (R) 500 nm; kanal genisligi 1 pm ve oluk yiiksekligi ise 1 um’dir. Elektron demeti
litografisi teknigiyle mikro/nano desenleme islemi uygulanan silikon kaliplarin; kanal, ¢at1 genigliklerinin ve derinliklerinin taramali
elektron mikroskobu (SEM) karakterizasyonlarina gore planlanan hedeflerle birebir ortiistiigii dogrulanmigtir. Sekil 2-a ve b’de 500
nm ¢att genigligindeki, sirasiyla hafif egimli olarak ve tam istten alinan goriintiiler verilmistir. Kalibin egimli SEM goriintiisii kanal
derinliginin yaklasik olarak 1 pum oldugunu gostermektedir. Kalip morfolojilerinin olduk¢a diizgiin ve homojen bir mikro/nano
desenleme yapist sergiledigi goriilmektedir. Bu kaliplar iizerine polimerik ¢ozelti dokiilerek spin kaplama teknigiyle film yapida
iskeleler elde edildigi i¢in, filmlerdeki ¢at1 genislikleri (periyot) ve kanal yiikseklikleri standart olarak 1 pm; kanal genislikleri ise 500
nm’dir (Sekil 2 e-f). Diiz yilizeyli SF/PLGA film yiizeyler genel olarak diizgiin bir morfoloji sergilemistir (Sekil 2 c-d). Altin
nanopartikiillerin ¢ogunlukla kanallar igerisinde birikerek, biiylik agregasyonlar olusturmadan homojen bir sekilde dagilim
sergiledikleri goriilmektedir (Sekil 2 f). Film kalinliklar1 yapilan kesitsel SEM o6lgiimlerine dayanarak ortalama 110 pm olarak
belirlenmistir. Sonug olarak tiim film iskelelerde, planlanan yiizey modifikasyonlari ve topografyalara basarili bir sekilde ulagilmistir.
Film iskelelerde mekanik ve fiziksel agidan herhangi bir stabilite problemi ile karsilagilmamigtir.

3.3. SF/PLGA Film Iskelelerin Noral Hiicresel Toksisitelerinin Degerlendirilmesi

Dizayn edilen SF/PLGA D film iskelelerin farkli zaman dilimleri i¢in (2 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat), DRG primer duyu
noronlarindaki hiicresel canliliga etkisine iliskin veriler grafik halinde Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Dizayn edilen SF/PLGA D film iskelelerin farkli zaman dilimlerinde (2 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat) DRG primer duyu
ndronlarindaki hiicresel canliliga etkisi. (A) SF/PLGA D. (B) SF/PLGA D-AuNPg;-Q. *Kontrol grubuna kiyasla anlamli farklilik
oldugunu gostermektedir, P<0.05, n = 3, veriler ortalama + SD olarak temsil edildi. Veriler SPSS one-way ANOVA ve Tukey post-hoc
analizleri kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. (SF: Ipek fibroin, PLGA: Polilaktik-ko-glikolik asit, D: Diiz yiizey, AuNP:
Altin nanopartikiil, Q: Kersetin).

Figure 3. Cell viability studies of the DRG sensory neurons on the designed SF/PLGA S film scaffold groups at different time points (2
h, 24 h, 48 h, 72 h). (A) SF/PLGA S. (B) SF/PLGA S-AuNP83-Q. *Different from the control group P<0.05, n = 3, Data were
represented as mean £ SD. Data were analyzed by SPSS one-way ANOVA and Tukey post-hoc analysis. (SF: Silk fibroin, PLGA:
Polylactic-co-glycolic acid, S: Smooth surface, AuNP.: Gold nanoparticle, Q: Quercetin).

Toplam 72 saatlik periyot boyunca tiim gruplardaki canlilik oram1 % 85’in iizerinde olup, kontrol grubuna kiyasla malzeme
gruplarinda 6nemli oranda ndronal canlilig etkileyecek olumsuz bir sonuca ulagilmamigtir. SF/PLGA’nin kendisi doku mithendisligi
¢aligmalart igin olduk¢a biyouyumlu bir hibrit materyal olarak degerlendirilmistir. Ayrica kersetin modifiye altin nanopartikiil yiizey
dekorasyonu da oldukga hiicre-uyumlu olarak degerlendirilmistir. Caligmalarda herhangi bir kontaminasyon problemi yasanmamistir.
Yine PLL ve laminin ile yiizeylerin 6nceden kaplanmasi, iskeleleri hiicresel ¢aligmalar igin olduk¢a hidrofilik hale getirmekte olup,
adezyonu ve biiylimeyi tesvik etmisgtir.

3.4. SF/PLGA Film Iskeleler Uzerindeki Noral Hiicrelerin LSCM Karakterizasyonlari

Kontrol grubu ve farkli SF/PLGA film iskeleler iizerinde 72 saat kiiltiir edilen DRG duyu néronlarmin, noral hiicre iskeleti
bilesenlerini immiin floresan boyama sonucu gosteren lazer taramali konfokal mikroskop goriintiileri Sekil 4’te verilmistir. Sekil 4-
a’da, cam tabanli petrideki (kontrol grubu), 72 saatlik DRG duyu noronu kiiltiiriniin {i¢lii immiin-floresan boyama (beta-III-tubulin,
NF-200 ve DAPI) LSCM goriintiileri verilmistir (yesil 1stma beta-II1-tubulini, kirmizi 1s1ma NF-200’{ ve mavi 1stma DAPI’yi ifade
etmektedir). Kontrol grubunda genel olarak, iyi diizeyde ve rastgele dagilmis bir aksonal ag gbze ¢arpmaktadir. Beta-III-tubulin’in
hem govdeyi ve dendritleri hem de ince ve kalin aksonlar1 boyadigi goriilmektedir. NF-200%{in ise ¢cogunlukla kalin aksonlari boyadigi
gozlenmektedir. Boylece izole edilen primer duyu noronlar1 oncelikle petride gerceklestirilen kiiltiir ve sonrasinda ICC floresan
analizlerle tanimlanmis ve konfokal mikroskopla gosterilmistir. Diiz yiizeyli film iskeleler iizerindeki noral hiicrelerde kontrol
grubuna benzer sonuglar elde edilmistir. Adezyona ya da noral hiicresel gelisime dair herhangi bir sorunla karsilasiimamistir. Yine
beklendigi gibi rastgele bir sekilde dagilmis aksonal morfolojiler tiim diiz yiizeyli iskelelerde izlenmistir. Yiizey iletkenlik yaklagimi
olarak kullanilan AuNP-Q modifikasyonu hiicre morfolojilerinde ve néronal iskelet proteinlerinde olumsuz bir etkiye yol agmamustir
(Sekil 4 b-c). Nano-kanalli topografyaya sahip iskeleler iizerinde kiiltiir edilen duyu ndronlarinda genel olarak oluklar boyunca bir
oryantasyon izlenmistir. Altin nanopartikiillerin kanallar boyunca iletken nanodiziler saglamasi sebebiyle bu grupta yiiksek diizeyde
bir aksonal oryantasyon gerceklesmistir. Iletken olmayan yiizeylerde ise sapmalar gdzlenmistir (Sekil 4 d-e).
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Sekil 4. Farkli SF/PLGA film iskeleler iizerinde 72 saat kiiltiir edilen DRG duyu ndronlarinin, noral hiicre iskeleti bilesenlerini immiin
floresan boyama sonucu gosteren lazer taramali konfokal mikroskop (LSCM) goriintiileri. (ai-a4) Kontrol grubu. (bi-bs) SF/PLGA D.
(ci-c4) SEF/PLGA D-AuNPs;3.q. (di-ds) SF/PLGA Gos. (e1-e4) SF/PLGA Gos- AuNPgs.q. Skala bar (a, b, ¢, ¢) = 50 um, Skala bar (d) =
100 pum. (SF: Ipek fibroin, PLGA: Polilaktik-ko-glikolik asit, D: Diiz yiizey, G: Kanall yiizey, 0.5: 500 nm genislik, AuNP: Altin
nanopartikiil, Q: Kersetin).

Figure 4. Immunofluorescence laser scanning confocal microscope (LSCM) images of DRG sensory neurons showing neural cell
skeleton components incubated on different SF/PLGA film scaffolds for 72 h. (a;-a4) Control group. (b;-by) SF/PLGA S. (ci-c4)
SF/PLGA S-AuNPss.o. (di-dy) SF/PLGA Gos. (e;-e4) SF/PLGA Gy s- AuNPss.g. Scale bar (a, b, ¢, e) = 50 um, Scale bar (d) = 100 um.
(SF: Silk fibroin, PLGA: Polylactic-co-glycolic acid, S: Smooth surface, G: Grooved surface, 0.5: 500 nm width, AuNP: Gold
nanoparticle, Q: Quercetin).

3.5. Oluklardan Aksonal Sapma Acis1 Analizleri

Cesitli yiizey dizaynlarina sahip nano-kanalli SF/PLGA film iskeleler iizerinde 72 saat inkiibe edilen duyu néronlarinin, nano-
kanallardan ortalama aksonal sapma acis1 degerleri Sekil 5’te verilmistir. Herhangi bir iletkenlik yaklasimi igermeyen, nano-kanall
topografyaya sahip grupta belli diizeyde bir aksonal oryantasyon saglansa da istenilen diizeyde degildir ve sapmalar mevcuttur. Diger
taraftan altin nanopartikiillerin oluklar boyunca iletken nanodiziler olugturmasi, aksonal oryantasyonu yiiksek diizeyde tesvik etmistir.
fletken olmayan grupla kiyaslandiginda, altin nanopartikiil modifikasyonu iceren grupta énemli oranda lineer hatlar boyunca aksonal
kilavuzluk saglanmustir.

Noral hiicrelerin elektriksel olarak bilgi tasiyan hiicreler olmasi sebebiyle, dizayn edilecek iskelelerde farkli iletkenlik
yaklagimlarinin kullanilmas: dnemlidir. Sinir doku miihendisligine yonelik olarak literatiirde iletken polimerler igeren malzemeler
uzun yillardir Gizerinde ¢alisilan bir konudur. Diger taraftan toksik 6zelliklerine dair sonuglar da goz Oniine alinarak alternatif yiizey
iletkenlik yaklagimlarina biiyiik ihtiyag bulunmaktadir. Ozellikle polipirol (PPy) iletken bir polimer olarak uzun yillardir biyomedikal
sahada biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Literatiirde, polipiroliin iletken biyomateryal olarak kullanildigi ilk zamanlardaki in vitro
diizeydeki caligmalarda; ndroendokrin hiicreler, fibroblast hiicreleri, endotelyal hiicreler, makrofajlar ve PC12 hiicreleri gibi ¢esitli

e-ISSN: 2148-2683 108



European Journal of Science and Technology

hiicre tipleriyle, sitotoksisite ve hiicresel davranislar1 belirlemeye yonelik arastirmalar yapilmistir (Aoki vd., 1996; Jiang vd., 2002;
Lia vd., 2004). Noral hiicre hattina yonelik iki ¢alismada, polipirol malzemenin hiicresel canlilik {izerinde olumsuz etkisinin oldugu
gosterilmistir (Lakard vd., 2004, 2005).

Kanallardan aksonal sapma agilari (°)

SF/PLGA G, ; SF/PLGA G, s-AuNP,-Q
SF/PLGA G film iskele gruplar

Sekil 5. Cesitli yiizey dizaynlarina sahip nano-kanalli SF/PLGA film iskeleler iizerinde 72 saat kiiltiir edilen DRG duyu néronlarinin,
oluklardan ortalama aksonal sapma acis1 degerleri. Tiim kantitatif veriler NF-200 ICC LSCM goriintiilerine dayanarak, Image J
programi kullanilarak elde edilmistir. n = 3, veriler ortalama + SD olarak temsil edilmistir. (SF: ipek fibroin, PLGA: Polilaktik-ko-
glikolik asit, G: Kanall1 yiizey, 0.5: 500 nm genislik, AuNP: Altin nanopartikiil, Q: Kersetin).

Figure 5. The mean values for axonal deviation angles from the nano-channels of the DRG sensory neurons cultured on the SF/PLGA
film scaffolds with different surface designs for 72 h. All the quantitative data were obtained using Image J program based on the NF-
200 ICC staining LSCM images. n = 3, Data were represented as mean + SD. (SF: Silk fibroin, PLGA: Polylactic-co-glycolic acid, G:
Grooved surface, 0.5: 500 nm width, AuNP: Gold nanoparticle, Q: Quercetin).

fletken polimerlerden kaynakli muhtemel toksik etkiler gbz oniine alindiginda, alternatif iletkenlik yiizey dekorasyonu olarak
kullanilan altin nanopartikiiller olduk¢a optimize sonuglar vermistir. Hiicresel toksisite agisindan da olumsuz bir sonuca yol
acmamigtir. Literatiirde, sinir doku miihendisligine yonelik olarak altin nanopartikiillerle modifiye edilmis silikon dioksit yiizeyler,
PCL-jelatin nanofiberler ve fibroin nanofiber yiizeyler gibi degisik malzemeler; primer noronlar, kortikal ndronlar ve PC12
hiicreleriyle birlikte arastirildiginda; noéral hiicre farklilasmasini tesvik ettigi, akson ve norit gelisimine 6nemli diizeylerde katkilar
sagladigt bildirilmistir (Gilles vd., 2012; Cohen-Karni vd., 2012; Baranes vd., 2016). Altin nanopartikiillerin yiizeylerine konjuge
edilen kersetinin biiyiik bir kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda kersetin molekiiliiniin 6nemli farmakolojik
ozellikleri (antioksidan, anti-inflamatuvar, antikanser ve antibakteriyel etkiler gibi) gosterilmistir (Anand David vd., 2016; Salvamani
vd., 2014; Sultana ve Anwar, 2008). Bununla birlikte kersetinin hidrofobik yapisi, zayif ¢ozlniirligii, instabilitesi, diistik
biyoyararlanimi ve kisith doku-bariyer ge¢isi gibi dezavantajli yonleri bulunmaktadir (Aluani vd., 2017). Dolayistyla kersetinin mikro
ve nano mateyallerle birlikte konjuge bir sekilde kullanilmasi, bahsi gegen dezavantajli yonlerin iistesinden gelebilir (Azeem vd.,
2023). Oksidatif stres ¢ogu norodejeneratif hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynayan bir husustur (Butterfield vd., 2007).
Polifenolik bir biyoflavonoid molekiil olan kersetinin oksidatif dengeyi saglayan ¢ok gii¢lii bir antioksidan yonii bulunmaktadir. Bu
profilin saglanmasinda kersetinde bulunan hidroksil gruplarinin major bir rolii bulunmaktadir (Xu vd., 2019). Noral doku iskelesi
gelistirmeye yonelik ¢alismalarin nihai hedefi implante edilebilir bir biyomalzeme dizayni oldugundan, bu ¢alismada kullanilan
kersetinle modifiye edilmis altin nanopartikiillerle dekore edilmis film iskelelerin gelecekte onemli kullanim potansiyeli oldugu
degerlendirilmistir. Béylece hem biyouyumlu iletken nanodiziler saglanmis hem de antibakteriyel ve antioksidan etkinlige sahip bir
ylizey dekorasyonu olusturulmustur.

Bu calismada elektron demeti litografisi tekniginin sundugu yiiksek diizeyde hassas ve giivenilir desenlemeler sonucunda elde
edilen, 500 nm kanal genisligindeki topografya, duyu noronlari i¢in yiiksek diizeyde aksonal oryantasyonun saglanmasini tesvik
etmistir. Diger taraftan ideal oluk genisligi kullanilan hiicre tipine gore degiskenlik gdsterebilen bir parametredir. Literatiirdeki noral
doku miihendisligine yonelik gelistirilen mikro-kanalli topografyaya sahip cesitli iskele ylizeyler iizerinde, farkli hiicre tiplerinin
davranislar1 incelendiginde; genel olarak daha dar oluk c¢aplarina sahip topografyalarin aksonal kilavuzlugu ve lineer hatlar boyunca
norit gelisimini daha fazla tesvik ettigi gosterilmistir (Gomez vd.,2007; Reis vd., 2010; Chua vd., 2014; Yang vd., 2014).

Doku miihendisligi yaklasimlariyla noral hasarlarin rejenerasyonuna yonelik terapilerde; dogal polimerler, sentetik polimerler ya
da hibrit biyomalzemeler tercih edilebilmektedir (Willerth ve Sakiyama-Elbert, 2007). SF’in de dahil oldugu dogal polimer gruplari,
biyolojik hiicre dis1 matriksi daha iyi taklit ederek gesitli hiicre gruplariyla daha yiiksek diizeyde etkilesime gegebilmektedir. Sentetik
polimerlerin ise fiziksel ve mekanik 6zellikleri cok daha giiclidiir (Subramanian vd., 2009). Dolayisiyla, bu ¢alismada hibrit yapidaki
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polimerin (SF/PLGA) kullanilmasi sonucunda, fiziksel ve mekanik agidan herhangi bir stabilite problemi ile karsilasilmamistir. Her
iki polimerin de avantajli yonleri biyomalzemeye yansimistir. Hem mekanik 6zellikleri giiclii ve esnek, ayni zamanda hiicrelerin
adezyonunu ve gelisimini tesvik eden hibrit bir biyomalzeme kullanilmistir. Doku miihendisligi alaninda oldukg¢a popiiler bir dogal
polimer olan SF’in kullanildigi ¢esitli ¢alismalarda hem nanofiber yapida hem de desenlenmis film yapidaki biyomalzemelerle
calistlmistir. Bu ¢aligmalarda mikro/nano desenlenmis SF malzemenin, néronlarin hayatta kalisini tesvik ettigi, hiicre adezyonunu ve
gelisimini destekledigi, aksonlarin noritlerin uzamasini ve yonelimini tesvik ettigi gosterilmistir (Yang vd., 2007; Madduri vd., 2010;
Zhang vd., 2012; White vd., 2015). Yine sentetik ve FDA onayl1 bir polimer olan PLGA’nin ndral doku miihendisligi kapsaminda
yaygin kullanimi mevcuttur. PLGA’nin in vitro diizeydeki bazi literatiir caligmalarinda; film yapidaki iskele, sirali mikro/nano fiberler,
poroz iskeleler gibi degisik formlarda kullanimlar1 bulunmaktadir. Bu malzemeler {izerinde degisik noral hiicre tiplerinin davraniglari
arastirildiginda; o6zellikle daha dar kanallarin nérit uzamasim ve yonelimini 6nemli diizeyde tesvik ettigi, sirali fibroz iskelelerin
aksonal kilavuzlugu, noral hiicre farklilagmasini artirdigr gosterilmistir (Yao vd., 2009; Binder vd., 2013; Choi vd., 2013; Zamani vd.,
2014; Raspa vd., 2016).

Tiim bu literatiir verileri ve bu ¢aligma kapsaminda elde edilen iimit vaat edici sonuglar birlikte ele alindiginda, sinir doku
mithendisligi alaninda yenilikg¢i iletkenlik tasarimlarina sahip, antibakteriyel/antioksidan etkinlikler gésteren yiizey kimyasinda, uygun
mikro/nano desenlemelere sahip, mekanik 6zellikleri giiglii, hiicrelerin gelisimine uygun yapida alternatif biyomalzeme dizaynlarina
bliylik bir ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmigtir. Bu calismada gelistirilen nano-kanalli topografyada, kersetin konjuge altin
nanopartikiillerle dekore edilmis ve laminin kapli hibrit SF/PLGA film doku iskelelerinin, gelecekte tiibiiler hale getirilerek bir sinir
hasar1 bdlgesine implantasyonu sonucunda hasari minimize ederek, aksonlarin sirali hatlar boyunca rejenerasyonuna destek
verebilecegi ve bu alandaki yeni ¢aligmalar i¢in yol gosterici olabilecegi sonucuna vartlmistir.

4. Sonuc¢

Bu calisma kapsaminda, elektron demeti litografisi teknigi kullanilarak, 1 mikron periyotlarla tekrar eden, 500 nm oluk
genisligine, 1 mikron oluk yiiksekligine sahip nano-kanalli topografyada, yiizeyleri kersetin konjuge edilmis altin nanopartikiillerle
modifiye edilmis, hibrit SF/PLGA film iskeleleri basariyla dizayn edilmistir. Ayrica farelerden izole edilen DRG primer duyu
ndronlarinin davranislart incelenmistir. Hibrit yapida iskele kullanilmasi malzemenin fiziksel ve mekanik ozelligini artirmigtir.
Laminin kaplama hiicresel adezyonu ve biiyiimeyi desteklemistir. Nanopartikiil modifiye edilmis nano-kanalli iskeleler (SF/PLGA
Go.s-AuNPs3-Q) aksonal oryantasyonu yiiksek diizeyde tesvik etmigtir. Gelistirilen biyomalzemenin, potansiyel in vivo sinir doku
mithendisligi c¢alismalar1 kapsaminda, hiicresel noritlerin ve aksonlarin oryantasyonuna yardimci olabilecegi ve bir sinir hasari
bdlgesine implantasyonu sonrasinda rejenerasyonu destekleyebilecegi degerlendirilmistir.
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