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ONsOz

Bu calismada, korneal stroma hasarlarinda kullanilacak ve stromanin dogal yapisinin
rejenere olmasini tetikleyen peptit nanofiberlerden olusan bir ortam gelistiriimistir. Bu
amagla, hiicreler arasi ortamda bulunan 6énemli peptit dizilerinden esinlenilerek peptit amfifil
molekdlleri sentezlenmis; fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari yapilmistir. Hiicre kiltiri
calismalarinda korneal stroma hicreleri (HTK hicre hatti) kullanilarak hicresel davranislar
g6zlenmis ve in vivo ¢alismalarda tavsan model organizma olarak kullaniimistir. Calismada
canlilik ve ¢ogalma testleri ve immiin boyamalarla hiicre metabolizmalari in vitro ortamda
saptanmis ve in vivo deneylerde kornea kesitleri Gzerinde histolojik ve immun boyamalar ile
rejenerasyon tayin edilmistir. Yapilan hayvan deneyleri ile peptitlerden olusan hidrojellerin

stroma rejenerasyonuna destek oldugu ve keratosit gé¢ini sagladigi belirlenmigtir.

Bu ¢alisma Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu tarafindan 110s454 nolu proje

kapsaminda desteklenmistir.
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OZET

Travma veya makuler distrofi ve keratokonus gibi hastaliklarin neden oldugu kornea stroma
hasarlari gérme kaybina neden olmaktadir. Bu tir hastaliklarin tedavisi igin yeni tedavi
tekniklerinin gelistiriimesi dnemlidir. Bu c¢alismada, kornea doku rejenerasyonu igin
kullanilabilecek biyoaktif peptit nanofiber sistemler gelistirilmistir. Bu nanofiberler, laminin ve
fibronektinden esinlenilen peptit sekanslarini iceren ve kendiliginden dizenlenme &zelligine
sahip peptit amfifii molekilleri ile olusturulmustur. Bu peptit nanofiber sistemlerin
biyouyumlulugu, insan kornea keratosit hiicre hatti olan HTK hicrelerinin in vitro kilttrleri ile
gOsterilmistir. Laminin-mimetik peptit nanofiberler Uzerinde kdaltirlenen HTK hcreleri
karakteristik morfolojilerini sergilemis ve bu ylzeyler Uzerindeki hucrelerin ¢odalmasi
fibronektin benzeri nanofiberler Uzerinde c¢ogaltilan hicrelere kiyasla artmistir. Bu
nanofiberler tavsan kornealarina enjekte edildijinde de laminin-mimetik nanofiberler yara
bdlgesine keratosit gocunu artirmis ve stroma rejenerasyonunu saglamistir. Elde ettigimiz
sonuglar, enjekte edilebilir laminin-mimetik peptit nanofiberlerin kornea doku rejenerasyonu

icin umut vaat eden sentetik bir doku iskelesi sistemi oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kornea stroma rejenerasyonu, YIGSR, RGD, peptit amfifil



ABSTRACT

Defects in corneal stroma caused by trauma or diseases such as macular corneal dystrophy
and keratoconus can be detrimental for vision. Development of therapeutic methods to
enhance corneal regeneration is essential for treatment of these defects. Here, we report a
bioactive peptide nanofiber scaffold system for corneal tissue regeneration. These nanofibers
are formed by self-assembling peptide amphiphile molecules, which contain laminin and
fibronectin inspired peptide sequences. The biocompatibility of these peptide nanofiber
systems were examined by culturing human corneal keratocyte (HTK) cells. The HTK cells
cultured on laminin-mimetic peptide nanofibers exhibited their characteristic morphology and
their proliferation was enhanced compared to cells cultured on fibronectin-mimetic
nanofibers. When these nanofibers were injected into damaged rabbit corneas, laminin-
mimetic nanofibers increased keratocyte migration and supported stroma regeneration. Our
results suggest that laminin-mimetic peptide nanofibers provide a promising injectable,

synthetic scaffold system for cornea tissue regeneration.

Key words: Cornea stroma regeneration, YIGSR, RGD, peptide amphiphile



GiRiS

Kornea goézin 6n kisminda bulunan ve goézu dis etkilerden koruyan saydam bir
dokudur. Bu doku 1sigin  kirlmasindan sorumlu oldugu i¢in yapisinda damar
bulunmamaktadir (Griffith et al. 1999). Distan ice epitelyum, stroma ve endotelyum denen 3
temel tabakadan olusmaktadir ve Ozellikle stroma tabakasinin kalinhigi korneanin saydam
olmasinda dnemlidir (Griffith et al. 1999; Morishige et al. 2006; Torbet et al. 2007) . Dinyada
yilda yaklasik 10 milyon kisi inflamasyon, travma, ya da korneal distrofiler nedeniyle kornea
opaklasmasina ve dolayisiyla kismi ya da kalici kérliige maruz kalmaktadir. Bu durum icin en
yaygin tedavi yontemi ise kornea naklidir (Whitcher et al. 2001; Whitcher et al. 2002). Kornea
nakline ihtiyaci olan hasta sayisi gun gegctikge artsa da ihtiyaci karsilayabilecek miktarda

donor bulunamamaktadir.

Korneanin saydam olmasinda ve isid1 kirmasinda, kan damari igermemesinin yani
sira stroma tabakasindaki kollajen fiberlerinin paralel ve dizenli organizasyonu 6énemlidir. Bu
yap! icinde keratosit olarak adlandirilan sessiz fibroblastlar yer almaktadir (Hay ve Meier
1976). Keratokonus hastaliginda oldugu gibi korneanin bu dizenli yapisinin kaybolmasi,
korneanin fonksiyonunu yerine getirememesiyle sonuglanmaktadir. Dolayisiyla tedavi amagli
yaklagsimlarda korneanin dogal ortaminin saglanmasi hem hicreler hem de korneanin
fonksiyonelligi agisindan énem arz etmektedir. Bu nedenle doku mihendisligi yaklagimi
kornea hasarlarindan kaynaklanan hastaliklarda umut vaat eden bir yaklasim olarak ortaya
cikmaktadir (Germain et al. 2000). Buglne kadar kollajen (Orwin et al. 2000; Liu et al. 2008),
fibrin-agaroz (Alaminos et al. 2006) ve hucresizlestiriimis kornea (Hashimoto et al. 2010) gibi
materyaller bu amacgla denenmistir. Calismalarda kullanilan malzemelerin korneaya eski
islevini kazandirmasi kadar biyouyumlu, immin yanita neden olmayan ve hiicreler Uzerinde

toksik etki yaratmayan yapida olmalari énemlidir (Carlsson et al. 2003).

Peptit amfifil (PA) molekulleri son yillarda éne ¢ikan ve doku mihendisligi calismalari
icin 6nem arz eden molekdiller sinifina girmekte olup yapilarinda temel olarak hidrofobik bir
alkil grubu, B-yapragi ve biyoaktif peptit dizisi igeren, kendiliginden olusumlu nanofiber
yapilardir. Nanofiber yapilari arasinda olusan interaksiyonlar iclerinde suyu tutarak 3 boyutlu
jel yapisi olustururlar ve boéylece hucreler arasi ortami taklit eden bir yapi iskelesine
dénusurler. Bununla beraber yapilarinda bulunan ve amaca uygun olarak dizayn edilebilen
biyoaktif aminoasit dizileri sayesinde bu yapay hicreler arasi ortama istenen sinyaller
eklenebilmektedir (Toksoz et al. 2011). Sahip olduklari ¢ok yonlu fiziksel, kimyasal ve
biyolojik Ozellikleri sayesinde kikirdak (Shah et al. 2010), kemik (Mata et al. 2010), ndron
rejenerasyonu (Silva et al. 2004) ve anjiyogenez (Chow et al. 2011) gibi yolaklarda sentetik

hlcreler arasi ortam gorevini gérmektedir. Bugine kadar kollajen, laminin, fibronektin gibi



hicreler arasi ortam proteinlerinin hlcre fonksiyonu ve canlihdi Gzerinde 6nemli oldugu
gorilen bircok peptit dizisi tanimlanmistir. Bu dizilerden laminin proteininin B zincirinde
bulunan YIGSR, integrinler Uzerinden hucre tutunmasinda rol oynamaktadir (Massia et al.
1993; Boateng et al. 2005). YIGSR'den bagka fibronektinde bulunan RGD dizisinin de
hicreler Uzerinde benzer bir etki yarattidi bilinmektedir. Yapilan calismalarda RGD dizisi
iceren peptitler ylzey olarak kullanildiginda hicre tutucu etki yaptigi gdézlenmistir (Saiki et al.
1989). Bu karakteristik dizilerin biyolojik aktiviteleri aragtirildiginda hicre zari Gzerindeki
reseptorlere baglanarak hucre ici yolaklari aktive ya da inaktive ederek hucresel yanitin
olusmasini sagladigi gorilmuastir (Walker et al. 2001). Bu o&zellikli dizilerin taklit edilip
hicresel ortamin yeniden dizenlenmesinde énemli rol oynayacaginin disindlmesinin diger
bir nedeni ise kisa olmalaridir. Béylelikle ayni amag icin butin bir proteinin kullanimi ortadan
kalkmakta ve dahasi gudimlemeleri daha kolay hale gelmektedir. Proteinlerin
islevselliklerinin korunabilmesi icin 3 boyutlu yapilarinin sabit kalmalari sarttir. Sadece
Ozellikli dizilerin taklit edildigi durumlarda ise 3 boyutlu yapi tum proteine gére daha uzun
sure sabit kalmaktadir (Marletta et al. 2005). Bu nedenle de bu tip yapilarin farmasoétik ve
klinik uygulamalarda kullanimlari daha elverigli hale gelmektedir. Sonug olarak degistirilebilir
fonksiyonel gruplara sahip peptit amfifiller; kolay uygulanabilirlikleri ve kendiliginden olusumiu
yapilari nedeniyle kornea doku miuhendisligi ¢alismalari icin umut verici biyomateryaller

sinifina girmektedir.

Bu calismada YIGSR veya RGD biyoaktif dizilerini iceren peptit amfifil molekdulleri
kullanilarak kornea stroma tabakasi yenilenmesi hedeflenmistir. Korneal hasarin
yenilenmesi, hasarli boélgedeki hucrelerin ¢odalma, farkhlagsma, apoptoz ve go¢ etme
dengelerine baghdir (Klenkler ve Sheardown 2004). Dolayisiyla hicrelerin bulundugu dogal
ortamin taklit edilebilmesi ile korneanin normal fonksiyonunun geri kazanilmasina olanak

saglayacag@i dusunulmektedir.



GEREG VE YONTEM

2.1 Geregler

9- Florenilmetoksikarbonil (Fmoc) ve tert- butoksikarbonil (Boc) korunumlu amino asitler, [4-
[(2',4'-dimetoksikarbonil)Fmoc-aminometillfenoksilasetamidonorleucyl-MBHA  resin  (Rink
amide MBHA resin), 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
hexafluorophosphate (HBTU) ve diizopropiletilamin (DIEA) NovaBiochem ve ABCR’den
satin alinmistir. Hicre kaltra ¢alismalari i¢in kullanilan DMEM besi yeri, fetal bovine serum

(FBS), L-glutamin ve penicilin/streptomisin Invitrogen’den satin alinmistir.

2.2 Yontemler

2.2.1 Amfifilik Peptit (PA) Sentezi
Pozitif yukli K-PA, YIGSR-PA, KKRGD-PA ve negatif yukli E-PA kati faz peptit sentezi metoduyla

MBHA amid regene Uzerinde sentezlenmistir. Temelden tepeye (bottom-up) sentezlenen peptitler,
MBHA recene, Fmoc koruma gruplu aminoasitler, HBTU ve DIEA 1:2:1,95:3 oraninda dimetilformamid
(DMF) igerisinde karistirilarak her aminoasit tek tek eklenmistir. Bir sonraki amino asidin eklenmesi
oncesinde Fmoc koruma gruplarini ayirmak igin %20 piperidin iceren DMF ¢ozeltisi kullaniimigtir.
Sekanstaki son aminoasit eklendikten sonra peptidin amfifilik 6zelligini saglayan lorik asit ayni
yontemle eklenmistir. Sentez sonunda peptitleri regeneden koparmak igin TFA:TIS:distile su 95:2,5:2,5
oraninda karistirilarak sentezin gergeklestigi reaksiyon kabinin igerisinde 2 saat boyunca
calkalanmistir. Karisimda fazla miktarda bulunan solisyonlardan kurtulmak igin doéner buharlastirici
kullaniimistir. Elde edilen amfifilik peptidin ¢oktirtlmesi i¢in soduk dietil eter kullaniimis, santrifij ile
dietil eterden kurtulunmustur. Distile suda ¢6zilen peptitler liyofilize edilerek toz haline getirilmigstir.
Elde edilen drtnlerin karakterizasyonu sivi kromatografisi-kutle spektrometresi (LC-MS) ile yapilmistir.
Spektrum i¢in Zorbax SB-C8 4,6 mm x 100 mm kolonu baglanmis Agilent LC-MS kullaniimigtir.
Degisim derecesi olarak pozitif yukli PA igin (a) su (%0,1 formik asit) ve (b) asetonitril (%0,1 formik
asit); negatif yukli PA igin (a) su (%0,1 amonyum hidroksit) ve (b) asetonitril (%0,1 amonyum
hidroksit) kullaniimistir. Peptit saflastiriimasi igin, Zorbax prepHT 300CB-C8 kolonu takili sici
kromatografi (HPLC) cihazi kullaniimistir. Mobil faz olarak; pozitif PA i¢in %0,1 TFA iceren su ve
asetonitril kullanilirken negatif yukla PA icin %0,1 amonyum hidroksit iceren su ve asetonitril

kullaniimistir.

2.2.2 Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon
In vitro galigmalarda peptit nanofiber jeller, pozitif yikli YIGSR-PA, KKRGD-PA ve K-PA

molekdlleri ile negatif yUkli ve biyoaktif olmayan E-PA karigtirilarak elde edilmis ve
karakterize edilmistir. In vivo calismalarda ise E-PA yerine kondroitin sulfat (KS)
kullaniimistir. Bunun nedeni, dogal ortamda kornea icerisinde de yogun miktarda kondroitin
sulfat bulunmasidir. Ayrica in vivo ¢alismalarda peptit molekulleri 0,25 M sukroz ¢ozeltisinde

¢obzinerek kullaniimistir.



2.2.2.1 Atomik Kuvvet Mikroskopisi (Atomic Force Microscopy (AFM))
AFM ornekleri, suda %0,05 (w/v) YIGSR-PA, KKRGD-PA ve K-PA sollisyonlarinin 2:1

oraninda %0,05 (w/v) E-PA ile karistirimasiyla hazirlanmistir. In vivo ortami taklit etmek
icinse suda %0,05 (wt/v) YIGSR-PA veya KKRGD-PA, %0,1 KS ile hacimce 7:1 oraninda
karistirilmistir.  Stkroz ¢dzeltisinin kuruma sonrasi yapiskan 6zellikte olmasi nedeniyle
goranti alinamamistir. Bu nedenle sadece AFM karakterizasyonuna 6zglu olarak PA
molekdlleri 0,25 M slikroz ¢dzeltisi yerine steril ddH,O icerisinde ¢dziinmustur. Silikon tabaka
uzerinde 30 dakika oda sicakhiginda inkibe edilen jeller, daha sonra AFM ile
goruantilenmistir. AFM gorintileri, Asylum Research MFP-30 model mikroskop kullanilarak
250-350 kHz frekans, 1024x512 ¢6zundrlik, 1,0-1,5 Hz tarama hiziyla ¢ekilmigtir.

2.2.2.2 Taramali Elektron Microskopu (Scanning Electron Microscopy (SEM))
Peptit nanofiber jelin 3-boyutlu ag yapisini incelemek icin Taramali Elektron Mikroskobu

(SEM) kullanilmigtir. In vitro karakterizasyon igin %1’lik PA sollsyonlari 2:1 oraninda E-PA
ile kanstirimistir. Dogal ortami taklit etmek amaciyla YIGSR-PA/KS ve KKRGD-PA/KS
karisimi jeller hacimce 9:1 oraninda karistirilarak olusturulmustur. Oda sicakhdinda 20
dakika inkibe edilen jeller, iclerindeki suyun uzaklastirimasi amaciyla artan
konsantrasyonlarda etil alkol icerisinde 2 dakika bekletilmistir. Kritik nokta Kkurutucusu
(Tousimis Autosamdri- 815 B, Series C critical point dryer) ile kurutulan jeller 6 nm altin-

paladyum ile kaplanarak SEM (FEI Quanta 200 FEG) ile géruntilenmistir.

2.2.2.3 Gegirmeli Elektron Mikroskopisi (Transmission Electron Microscopy (TEM))

TEM 0rnekleri Lacey karbon kapli 300 kare i1zgarah bakir sistemler Uzerinde hazirlanmigtir.
Peptid solusyonlarindan 10 yL 1zgara Uzerine damlatilmis ve 3 dakika boyunca kurumaya
bakiimistir. Fazla gelen solisyon kagit pecete yardimiyla alindiktan sonra ornekler,
nanoyapllarin boyanmasi igin %2 uranil asetat ile muamele edilmiglerdir. Ornekler FEI

Tecnai G2 F30 cihazi yardimiyla gorintilenmiglerdir.

2.2.2.4 Dairesel dikroizm (CD) Spektroskopi Olgiimii
Peptit nanofiberlerin sekonder yapilari, dairesel dikroizm spektroskopisi (JASCO J815 CD

spektrapolarimetre) kullanilarak incelenmistir. In vitro c¢alismalardaki PA sollsyonlari su
icerisinde %0,01 (agirhk/hacim) konsantrasyonda kullanilirken in vivo ¢alismalarda 0,25 M
stikroz igerisinde ¢6zinen PA sollUsyonlari kullaniimistir. Jellestirme amagli kullanilan
kondroitin siilfat ise su iginde %0,02 (wt/v) oraninda ¢dzdurilmustir. Olglimler igin amfifilik
peptit solisyonlari 300 nm’den 190 nm’ye 100 nm/dak tarama hiziyla dl¢iimustir. Butin
Olcimler g 6lcimin ortalamasiyla, D.I.T. 1 sn segilerek, 1 mm bant genisliginde standart

duyarlilikta yapilmistir. Her 6rnek icin 3 tarama sonucunun ortalamasi alinmistir.



2.2.3 Hucre Kiulturi Galigmalari
Sunulan calismada, daha 6nce Jester ve ark. lari tarafindan gelistirilen insan kornea

fibroblast hiicre hatti (HTK) kullanilmistir (Jester et al. 2003). Hiicreler, 75 cm?lik kdltiir
kaplarinda ve %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) icinde kultire edilmigtir. Hucreler, kultir kaplarinin %80’ini kapladiginda

pasajlanmigtir.

Hucre kultird calismalarinda K-PA/E-PA, YIGSR-PA/E-PA, KKRGD-PA/E-PA, pozitif kontrol
olarak kollajen ve hicre kontroli olarak da doku kulttir kaplari (TCP) olmak lzere 6 grup
kullaniimistir. PA’lar son konsantrasyonda %0,2 w/v olacak sekilde hazirlanmistir. Kontrol
grubu, sadece hicre ve hicre kiltir ortamindan olusmaktadir. Bununla beraber biyoaktif
ozelligi olmayan K-PA negatif, kollajen (%0.01 w/v) ise pozitif kontrol olarak segilmistir. PA
molekdllerinin jel olusturmasinda 2 zit yukli molekulin karistirlmasi esas alinmistir. Bu
amagcla negatif yuklli E-PA, pozitif yuklld olan K-PA, YIGSR-PA ve KKRGD-PA ile son yukleri
notr olacak sekilde hazirlanmistir. Jellestirme asamasindan sonra laminar akiml kabin

icerisinde kurutulup, UV ile sterilizasyonlari saglanmistir.

2.2.3.1 Canliik ve Gogalma Deneyleri
Deneyde kullanilan peptit jellerin hicre canliigi Uzerindeki etkileri Alamar mauvisi testi ile

incelenmistir. Alamar mavisi toksik olmayan ve hucre icine girebilen bir resazurin bilegigidir.
Normal kosullarda floresans 6zelligi tasimayan bu bilesik, hlcre igine girdigi zaman refurine
indirgenerek floresans isima yapmaktadir. Alamar mavisi, hicrelerin metabolik aktivitesine
gOre cevap veren bir yontem oldugu icin saglikh hucrelerden gelen sinyal digerlerine gore

daha fazla olmaktadir.

ilk olarak 96 kuyucuklu mikroplaka, %0,2’lik peptit soliisyonlari ile 100 pL/kuyucuk olacak
sekilde kaplanmis ve kurutulduktan sonra kuyucuk basina 3000 hicre ekilmigtir. 20 saatlik
inkibasyonun ardindan hdcreler Uzerine hdcre kultar ortaminin 1/10’u kadar Alamar mavisi
eklenerek 4 saat daha inkibe edilmiglerdir. Ardindan 560EX nm/590EM nm filtre ayarlarinda

floresans degerleri dlgliimugstir.

PA’lerin hiicre ¢gogalmasi Uzerine etkilerinin incelenmesi amaciyla Alamar mavisi yontemiyle

72 saat sonunda analiz yapiimistir.

2.2.3.2 Hucre-Yiizey Etkilesimi
Hucrelerin farkli peptit molekdlleri ile kaplanan yuzeyler ile etkilesimini géstermek amaciyla

hucre morfolojileri incelenmigtir. Hicreler F-aktine baglanan TRITC-konjuge falloidin, DNA’ya
baglanan TO-PRO®-3 iyodir ve bir keratosit markérii olan vimentine baglanan anti-vimentin
antikoru ile isaretlenmigtir. Yukarida belirtilen kosullar ile 24 kuyucuklu mikroplakalar

lizerinde gerceklestirilen deneyde kuyucuk basina 2x10* hiicre ekimis ve 24 saat



inkibasyon sonucunda hucreler %4 paraformaldehit ile 15 dakika fikse edilmiglerdir.
Hucrelerin gegirgenligi %1 BSA ve %0,1 Triton-X-100 iceren fosfat tampon sollsyonu ile
saglanmig ve ardindan hucrelere 6zgl olmayan boyanmalari engellemek amaciyla bloklama
soliisyonu ile 2 saat boyunca muamele edilmiglerdir. Ornekler sirasiyla 20’ser dakika FITC-
falloidin (1:500) ve TO-PRO®-3 iyodiir (1:1000) ile isaretlenmis ve Zeiss LSM 510 konfokal

mikroskobu ile goéruntulenmislerdir.

Hucre-ylzey etkilesimlerinin mikro o&lgekteki incelemeleri ise elektron mikroskobuyla
gerceklestiriimistir. Cam, PA ya da kollajen kapli ylizeyler tzerine ekilip 24 saat inklbe edilen
hicreler sirasiyla %2,5 gluteraldehit ve %1 osmiyum tetroksit (OsO,) ile fikse edilmiglerdir.
Ardindan d&rneklerin su igerigini uzaklastirmak igin kademeli artan alkol serilerinden
gecirilmislerdir. Son asamada %100 alkol igerisinde kritik nokta kurutucu ile kurutulan
ornekler 4 nm Au/Pd ile kaplandiktan sonra ylksek vakum altinda ETD dedektorlu FEI

Quanta 200 FEG taramali elektron mikroskobu ile goruntulenmislerdir.

2.2.4 In vivo Galigmalar
In vivo calismalar icin 15 adet New Zealand albino tavsan (2,5 - 3 kg) kullaniimistir.

Tavsanlar ad libitium beslenmis olup, giin déngdleri 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak
sekilde belirlenmistir. Tim hayvan ¢alismalari, Mersin Universitesi Hayvan Calismalari Etik

Kurul Komitesi tarafindan onaylanmistir.

Tavsanlar 50 mg/kg ketamin hidroklorid ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloridin
intramaskuler enjeksiyonu ile uyutulmuglar ve alceine ile topikal anestezileri
gerceklestiriimistir. Ardindan, tesrih bicagi yardimi ile kornealara cep ac¢iimig ve acilan
cepten kornealar tahrip edilmistir. Agilan cepten daha 6nce %1 olarak hazirlanan ve UV
altinda sterilize edilen peptit solisyonlari (YIGSR-PA ve KKRGD-PA) enjekte edilip sutur
yardimiyla cep kapatiimistir. Negatif kontrol olarak tavsan kornealarinda cep olusturulmus ve
giris kismi stur ile dikilmistir. Bu grup “hasarli kornea” olarak isimlendirilmistir. islem sonrasi
0,1 mL deksametazon/netilmisin subkonjuktival olarak enjekte edilirken, haftada 4 kez de
topikal olarak uygulanmistir. Calisma boyunca goézler kornea berrakligi ve inflamasyon yada
enfeksiyon riskine karsi klinik olarak muayene edilmislerdir. 3 ve 7 hafta sonunda kornealar
cikanimig ve 100 mg/kg sodyum pentobarbital ile hayvanlar o6tenazi edilerek deney
sonlandiriimistir. Kornea kalinliklari peptit enjeksiyonu 6ncesinde, sonrasinda ve kornea

cikariimasi dncesi pakimetre ile élgllmustir (Her bir élgiim igin n=5).

2.2.4.1 Histolojik inceleme
Kornealar gikarildiktan sonra fiksasyon islemi icin 1x PBS’de hazirlanan %4 paraformaldehit

(PFA) icinde 20 saat boyunca +4 °C’de bekletilmiglerdir. Bu sire sonunda PFA’den ¢ikarilan

dokularda doku takibi yapilmigtir. Doku takibinde oncelikle dereceli dehidrasyon yapilmistir.



Bu amacla dokular sirasiyla %70, %80, %95 ve %100 (v/v) etanol icinde birer saat ve her
basamak 2 kez tekrarlanacak sekilde gerceklestirilmistir. Dokular seffaflagmalari icin ksilen
icinde her biri 1 saat olmak Uzere 2 kez ve 1,5 saat sivi parafin igerisinde inkibe edildikten

sonra bloklanmiglardir.

Histolojik inceleme icin dokular hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmistir. Bu amagila,
parafine goémilen dokulardan mikrotom yardimiyla 5 um’lik kesitler alinmis ve doku
etrafindaki parafin 58 °C’de eritilmistir. Akabinde Tablo 1’deki protokol izlenmis ve iglem

sonunda i1s1k mikroskobuyla gorantu alinmigtir.

Tablo 1. Hematoksilen ve Eozin boyamasi i¢in kullanilan prosedur

Tekrar / malzeme Zaman
2 x ksilen Her biri 10 dk
2 x saf alkol Her biri 5 dk
%95 alkol 2 dk
%70 alkol 2dk
ddH,O 10 kez batirip-gikarma
Mayer hematoksilen solisyonunda boyama 8 dk
Musluk suyunda yikama 10 dk

ddH,O 10 kez batirip-cikarma
% 95 alkol 10 kez batirip-gikarma
Eozin Y solusyonu 50 sn
2 X % 95 alkol Her biri 5 dk
2 x saf alkol Her biri 5 dk
2 x ksilen Her biri 5 dk

Ksilen bazl yapistirma solUsyonu ile lamellerin kapatiimasi




2.2.4.2 immiinohistokimyasal Boyama
Parafin bloklara gémilen ve kesitleri alinan dokularin H&E'nin yani sira kollajen tip | ve

vimentin antikorlari ile de boyamalari gerceklestiriimistir. Bunun icin asagidaki Tablo 2'de

gOsterilen protokol takip edilmistir.

Tablo 2. immunohistokimyasal boyamanin dehidrasyon basamaginda takip edilen protokol

Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
Ksilen 1:1 EtOH 5 dk
%100 EtOH 10 dk
%100 EtOH 10 dk
%95 EtOH 5 dk
%70 EtOH 5 dk
%50 EtOH 5 dk
ddH,0 5 dk
Akan musluk suyunda yikama

Bu basamaklarin ardindan érnekler pepsin enzimi ile 10 dakika muamele edilmis ve %0,025
Triton X-100 igeren tris tuz tamponu (TBS) ile yikanarak bloklama solisyonunda (%10
normal serum ve %1 sigir serum albimin iceren TBS) 2 saat oda sicakhiginda inkibe
edilmiglerdir. Ardindan érnekler gece boyunca +4 °C’de birincil antikor ile muamele edilmistir.
Ertesi glin %0,025 Triton X-100 iceren tris tuz tamponu (TBS) ile yikanarak Cy2-florofor-
konjuge edilmis ikincil antikoru ile oda sicakhginda 1 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon
sonunda o6rnekler TBS ile yikanarak floresani soldurmayan vyapistirici ile lamellere

yapistiriimiglar ve konfokal mikroskobuyla gorintilenmiglerdir.

2.2.5 istatistiksel Analiz
istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Canlilik ve

¢cogalma testlerinde tek-yonli ANOVA ve Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi kullaniimistir.
Hata cubuklari ortalama standart hata baz alinarak ¢izilmis olup ve p degerlerinin 0,05'ten

kicuk oldugu degerler anlamli kabul edilmigtir.



BULGULAR VE TARTISMA
Sunulan ¢alismanin amaci, biyoaktif peptit dizileri iceren PA molekdllerinin in vitro ve in vivo

ortamda kornea stroma hiicreleri Uzerindeki etkilerinin arastirilmasidir. Bunun igin, YIGSR ya
da RGD dizilerini iceren amfifil yapisindaki peptit molekiilleri sentezlenmistir. Hlicreler arasi

ortami taklit eden bu molekdllerin yapilari Sekil 1'de gosterilmistir.
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Sekil 1. a) YIGSR-PA, b) KKRGD-PA, c) K-PA ve d) E-PA kimyasal yapilari

Yontem bodlimiande anlatildigr  Uzere peptitler, kati faz peptit sentezi teknigiyle

sentezlenmistir. Sentezlenen bu molekullerin safligi ve agirliklari, LC-MS ile belirlenmigtir. PA



molekdillerinin sivi kromatografi-kitle spektrofotometresi (LC-MS) sonuglari sirasiyla Sekil 2,

3, 4 ve Sekil 5’te gosterilmigtir.
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Sekil 2. YIGSR-PA’in LC-MS’de 220 nm’de absorbans-zaman grafigi ve RP-HPLC
kromatogram grafigi; [M+H]" (g6zlemlenen): 1230,81, [M+H]" (hesaplanan): 1230,81, [M+2H]
2* |2 (g6zlemlenen): 615,92, [M+2H]** /2 (hesaplanan): 615,92.
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Sekil 3. KKRGD-PA’in LC-MS’de 220 nm’de absorbans-zaman grafigi ve RP-HPLC
kromatogram grafigi; [M+H]* (observed): 1110,90, [M+H]" (calculated): 1110,39, [M+2H]/2*
(observed): 556, [M+2H]"?/2 (calculated): 556.
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Sekil 4. K-PA’in LC-MS’de 220 nm’de absorbans-zaman grafigi ve RP-HPLC kromatogram
grafigi; [M+H]" (observed): 654,49, [M+H]" (calculated): 654,49, [2M+H]" (observed):
1307,97, [2M+H]" (calculated): 1307,97.
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Sekil 5. E-PA’in LC-MS’de 220 nm’de absorbans-zaman grafigi ve RP-HPLC kromatogram
grafigi; [M-H] (observed): 654,41, [M-H] (calculated): 654,41, [M-2H]/22 (observed): 326,69,
[M-2H]/2? (calculated): 326,69, [2M-H] (observed): 1309,80, [2M-H] (calculated): 1309,80.

LC-MS sonuglarindan gorildigi Gzere molekillerin sentezinde sorun olmayip, malzemeler,
teorik olarak hesaplanan molekul agirhidina sahiptir. Ayrica safliklar incelendiginde,
molekillerin  hdcre kultird c¢alismalarinda kullanilabilecek niteliklere sahip olduklari

gOralmastar.

PA jellerinin dairesel dikroizm (CD) spektrasi, karisim igerisindeki amfifilik peptit
nanofiberlerinin ikincil yapi olarak beta yapragi (beta-sheet) formunu olusturdugunu
gOstermistir (Sekil 6). Beta yapragi CD spektrumunda 218 nm’de negatif ¢cukur noktasini
vererek beta yapraginin yogunlugunu, 195 nm'de pozitif tepe noktasini vererek beta-yapragi
olusum sikiligini belitmekte olup, dlgimlerimizde ayni profil gézlenmistir. Daha dnce de
belirtildigi gibi bu ¢galismanin in vitro kisminda pozitif yukli (YIGSR-PA, KKRGD-PA ve K-PA)
PA molekdlleri, negatif yukli olan E-PA ile karistirilarak jel elde edilmigtir. Ancak korneanin
kendi dogal yapisinda bulunan kondroitin sdlfat, dermatan sulfat gibi ajanlar negatif yuklu

oldugu igin in vivo galismalarda E-PA’ya ihtiya¢ duyulmamistir. Dolayisiyla yontem kisminda



belirtildigi gibi in vivo karakterizasyon igcin PA molekilleri kondroitin silfat (KS) ile

jellestirilmigtir (Sekil 7)
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Sekil 6. In vitro calismalarda kullanilan PA molekiillerinin ve karigimlari ile elde edilen
nanofiberlerin ikincil yapisini gosteren dairesel dikroizm analizi
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Sekil 7. In vivo galismalarda kullanilan PA molekdillerinin ve karigimlari ile elde edilen
nanofiberlerin ikincil yapisini gésteren dairesel dikroizm analizi

Hucreler arasi ortam, hucrelere tutunma ve go¢ etme gibi fizyolojik iglevleri saglayan bir
yapidir. Dolayisiyla doku iskelesi olarak kullanilacak olan materyallerin de hicrelere benzer
konforu saglamasi oldukga 6nemlidir. Sentezlenen biyomalzemelerin, genel olarak hicrelere

mekanik destek saglamalari ve hiicrelerin ortamdaki bilesenlere rahatlikla erigebilmelerini



saglayan porlu bir yapiya sahip olmalari aranilan 6zelliklerdir. Dogal hticrelerarasi matris,
protein nanofiberler, glikozaminoglikanlar ve diger yapisal biyomolekillerin bir araya
gelmesiyle olusturdugu nanofiber aglardan meydana gelmektedir. Bu amacla calismada
kullanilan olan molekillerin hucreler arasi ortamla yapisal benzerligi TEM, SEM ve AFM
gorantilemeleri ile arastinimistir. TEM ve AFM gdruntilemeleri ile peptitlerin nanofiber
yapilari tanimlanmis olup SEM goérintilemesi ile de yapilarin hicrelere mekanik destek
verebilecek, madde ve hlcre gdbc¢unu kolaylastirici bosluklu bir yapiya sahip oldugu
g6zlenmigtir (Sekil 8 ve 9).

Sekil 8. In vitro’da kullanilan PA nano yapilarinin mikroskopik karakterizasyonu. (a-c)
YIGSR-PA ve E-PA, (d-f) KKRGD-PA ve E-PA, (g-i) K-PA gel ve E-PA’nin sirasiyla SEM,
TEM ve AFM goruntuleri
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Sekil 9. In vivo’da kullanilan PA nano yapilarinin mikroskopik karakterizasyonu. (a-c)
YIGSR-PA ve KS, (d-f) KKRGD-PA ve KS'In sirasiyla SEM, TEM ve AFM goruntuleri

Karakterizasyon calismalarinin ardindan PA molekillerinin in vitro kosullardaki etkileri

incelenmistir. In vitro ¢galismalarda temel olarak 3 6zellige bakilmistir:

1. Elde edilen jellerin biyouyumlulugunun incelenmesine yonelik canlilik testi.
2. Doku iskelesi olarak kullanilacak jellerin HTK hucrelerinin gogalmasi Uzerine etkisi.
3. HTK hdcrelerinin jeller Gzerine yapigsmasi ve hicrelerin morfolojilerinin incelenmesi.

Hucrelerin canlihgi, HTK hicre hatti ile 24 saat sonunda incelenmigtir. Elde edilen
veriler, biyoaktif olmayan K-PA ile biyoaktif PA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigini gdéstermistir. Bununla birlikte, pozitif kontrol olarak kullanilan kollajen
kaplama Uzerinde diger gruplara kiyasla hicre canlihginda énemli bir artis goérilmektedir
(Sekil 10). Bunun nedeninin, kollajenin dogal hicreler arasi matris icinde bulunan énemli bir
protein olmasi ve hicre canhligi icin dnemli olan birgok biyolojik ve mekanik o6zellikleri

Uzerinde barindirmasi olarak digunulmektedir.



800 7

600 A

400 A

Canhhk
(AU)

200 A

Sekil 10. PA nanofiberlerinin kornea fibroblast hicrelerinin canliligina olan etkisi

Hicre cogalmasinin belirlenmesine yonelik 72 saat sonunda yapilan Alamar mavisi
boyamasinin sonuglari Sekil 11°de gosterilmistir. YIGSR-PA/E-PA kapl ylzeylerde buyutilen
hicrelerde, 72 saat sonunda kollajen ile benzer bir ¢ogalma goértlmuastir. Elde edilen
sonuglar, diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger yandan,
KKRGD-PA/E-PA (zerindeki hilcrelerde, kontrol nanofiberlerle karsilastirildiginda daha
yavas ¢ogalma gordimustar.
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Sekil 11. PA nanofiberlerinin kornea fibroblast hiicrelerinin gogalmasina olan etkisi

Dogal ortamlarinda hiicreler, hlcreler arasi matrise yapisarak yayilma, gé¢ etme,
¢ogalma ve farklilasma gibi hicreler icin 6nemli yasamsal faaliyetleri strdirme
edilimindedirler. HTK hucrelerinin - YIGSR-PA/E-PA  ve KKRGD-PA/E-PA (zerinde

yapismalari, yayillmalari ve morfolojileri SEM goéruntulemesi ile incelenmistir (Sekil 12). Pozitif



kontrol olarak kollajen kapli ytzeyler kullaniimistir. YIGSR-PA nanofiber Gzerindeki hicreler,
kollajen Uzerindeki hiicrelere benzer bir morfoloji sergilemistir. Bu sonug, gogalma testinden
elde edilen verilerle uyumlu bulunmustur. KKRGD-PA fiberler tizerinde buyuttlen hiicreler ise

negatif kontrol olarak kullanilan ve biyoaktif 6zelligi olmayan K-PA ile benzer bir morfoloji
gOstermigtir.

10 pym

Sekil 12. (a) YIGSR-PA, (b) KKRGD-PA, (c) K-PA ve (d) kollajen kapli yuzeylerde kornea
fibroblastlarinin tutunma profilleri

Vimentin, keratositler igin ana yapisal proteinlerden biri olup hicrelerin, sentezlenen
malzemeler Gzerinde fonksiyonel bir farklilik olusturup olusturmadigini test etmek amaciyla
kullanilmigtir.  Yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda, hicrelerin  yayllma
profillerinin SEM goruntileri ile benzer oldugu gortulmugstir. Ayrica, malzemelerin hicre
fonksiyonelliginde herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi bulunmustur (Sekil 13).



10 pm

Sekil 13. (a) YIGSR-PA, (b) KKRGD-PA, (c) K-PA ve (d) kollajen kapli ytzeylerde hucrelerin
morfolojileri ve yayilma davraniglari. (kirmizi: TRITC-konjuge falloidin, mavi: vimentin, yesil:
TO-PRO®-3)

Hucre kultarh calismalarinin ardindan PA jellerin kornea iyilesmesi Uzerine etkileri
tavsan stroma hasari modeliyle incelenmistir. Daha 6nce Geregler ve Yéntem kisminda
anlatildigi gibi tavsan kornealarina ameliyatla zarar verilmis ve olusan ceplere YIGSR-PA
veya KKRGD-PA enjekte edilmistir (Sekil 14). Herhangi bir enjeksiyonun yapilmadigi hasarli
kornealar negatif kontrol olarak kullaniimig, rejenerasyon miktarinin karsilastiriimasi igin

islem yapiimamis saglikli kornealar kullaniimistir.



Sekil 14. Kornea hasari olusturulmasi ve PA enjeksiyonunun temsili resimleri. a,b) Korneada
tesrihci ile hasar olusturulmasi, c)KKRGD-PA enjeksiyonu. (Hasarli bélge yildizla, jel ok ile
gosterilmigtir.

Daha oOnce belirtildigi Uzere korneadaki en kalin tabaka stroma olup, stromanin
kalinlig1 ve yapisindaki kollajen fiber/keratosit diziliminin paralel olmasi korneanin kiricihgini
etkileyen en 6nemli parametrelerdir. Bu nedenle, sunulan ¢alismada tavsan kornealarinin
merkez kalinliklari da dikkate alinmigtir. Kornea kalinhgi, PA solisyonu enjeksiyonu 6ncesi,
sonrasi ve 3 veya 7 hafta sonra dokular ¢ikariimadan 6nce pakimetre ile dlgliimustir (Sekil
15). Enjeksiyon sonrasi YIGSR-PA enjekte edilen grup kornealarinda ortalama 100 pm’lik
artis gorulirken KKRGD-PA enjekte edilen grupta 200 pm’lik bir artis goralmustir. Ancak
yapilan incelemelerde, 3. ve 7. hafta sonunda gruplar arasinda anlamli bir farkhhk
gordlmemistir. Bu sonug, PA nanofiberlerin kornea kalinliklari Gzerine olumsuz bir etkisi

olmadigini gostermigtir.
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Sekil 15. a) 3. haftada ve b) 7. haftada kornea kalinliklar

PA enjekte edilen gruplarin ve kontrol gruplarinin rejenerasyonlarinin incelenmesi igin
histolojik ve immunohistokimyasal boyamalar yapilmistir. Korneadaki morfolojik

degisikliklerin ve stromaya hlicre gdg¢linun incelenmesi igin 3 hafta sonunda ¢ikarilan dokular



hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmistir (Sekil 16a). Sonuglar incelendiginde, YIGSR-
PA enjekte edilen kornealarda hasarli bolgeye keratosit gogu artmig ve kornea morfolojisi
dogal korneaya (Sekil 18a) benzer goérdlmistir. Ancak KKRGD-PA enjekte edilen
kornealarda yapisal morfolojide bozukluklar goérulmustir (Sekil 16e). Ayrica KKRGD-PA
grubunda ve hasarli kornealarda (Sekil 16i) stromanin hasarli boélgesine hicre goéginin

olmadigi goérdlmustar.

immiino histokimyasal boyamalarda stroma yapisinin incelenmesi icin kollajen I'e
yonelik anti-kollajen | boyamasi yapilmig, keratositlerin gértntilenmesi icin de anti-vimentin
boyamasi yapiimistir. Kornea stromasinin organik igeriginin %80’ini kollajen olusturmakta
olup en fazla bulunan kollajen gesidi ise kollajen tip I'dir. Hasarli korneanin rejenerasyonu
icin de kollajen | sentezi ve dizenli organizasyonu olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle 3. hafta
orneklerinde kollajen | varligi ve organizasyonu incelenmigtir. Kollajen I'in organizasyonu
YIGSR-PA, hasarli ve dogdal kornealarda benzer gériilse de KKRGD-PA &rneklerinde dalgal
bir yapi belirlenmigtir (Sekil 16b, f ve j). Hasarli grupta da goérulen kollajen P'in, cevre
yapilardan hasarli bélgeye dogru sisme ve yayillma nedeniyle goéruldigu diastnilmektedir.
Keratositlerin hasarli bdlgeye gogleri ise vimentin boyamasi ile incelenmistir. Sonugclar,
YIGSR-PA jeller Uzerine yodun bir hicre géclinin oldugunu gostermistir (Sekil 16c, d).
Ancak KKRGD-PA enjekte edilen bolgeye ve “hasarli” érneklerde hasarli boélgeye hicre

gbc¢lunin olmadigi belirlenmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar, 3 hafta sonunda YIGSR-PA'in keratosit gd¢lni
ve kollajen | sentezini arttirdigini gdstermistir. Hasar verildikten sonra enjeksiyon yapilmayan
“Hasarl” kornealarda kollajen | sentezi gérlilmesine karsin o bdlgede hiicre tespit
edilememistir. Bu durum, o bdlgenin rejenere olamadiginin gostergesi olarak alinmistir.
Benzer bir durum KKRGD-PA enjekte edilen gruplarda da goérilmustir. Sonug olarak, PA
nanofiberler Gzerindeki biyoaktif epitopun kornea rejenerasyonunda buyuk bir 6neme sahip

oldugu belirlenmisgtir.
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Sekil 16. Tavsan kornealarinin islemden 3 hafta sonraki histolojik ve immunohistokimyasal
incelemeleri. (a-d) YIGSR-PA enjekte edilmis, (b-h) KKRGD-PA enjekte edilmis, (i-1) hasarli
kornea. Yildizlar hasarli alani, oklar ise PA jellerini gostermektedir

Stroma rejenerasyonunun daha geg evrelerinin incelenmesi icin 7 hafta sonunda da
tavsan kornealari gikarilmis ve 3. hafta 6rnekleri ile ayni boyamalar yapilmistir. YIGSR-PA
enjekte edilen gruplar, 7 hafta sonunda da H&E boyamasi, anti-kollajen | boyamasi ve anti-
vimentin boyamasi agisindan benzer bir iyilesme profili sergilemistir (Sekil 17a-d). Kornea
morfolojisi dogal kornea gibi diizenli bir yapida gortulmus; hicre gégu ve kollajen | sentezinin
oldukga yogun oldugu belirlenmistir. “Hasarl’” 6érneklerde 7 hafta sonunda halen hicre goégu
g6zlenmemigstir (Sekil 17i-1). KKRGD-PA enjekte edilen érneklerde ise 3. hafta érneklerine
kiyasla farkh bir durum goértlmis, korneanin yapisinin daha dizenli oldugu ve kollajen
organizasyonunun daha dizenli oldugu belirlenmistir. Ancak 7 hafta sonunda halen hasarli

bdlgeye hicre gocu gorulmemistir (Sekil 17c-h).
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Sekil 17. Tavsan kornealarinin islemden 7 hafta sonraki histolojik ve imminohistokimyasal
incelemeleri. (a-d) YIGSR-PA enjekte edilmis, (b-h) KKRGD-PA enjekte edilmis, (i-1) hasarli
kornea. Yildizlar hasarli alani, oklar ise PA jellerini gostermektedir

Sekil 18. islem yapilmayan dogdal kornealarin H&E ve vimentin boyama gorintileri



SONUC

Bu calismada peptit nanoyapilarin insan kornea fibroblast hiicre canliligi ve metabolizmasi
Uzerindeki etkileri arastirildiktan sonra hayvan deneyleri ile dogal ortamdaki etkileri
incelenmistir. Kullanilan peptit amfifil molekdlleri kati faz peptit sentez yontemiyle kontrolll bir
sekilde sentezlenmigs ve molekdllerin yapisal karakterizasyonlari taramal elektron
mikroskobu (SEM), gecirgenli elektron mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu
(AFM); kimyasal ve fiziksel karakterizasyonlari ise sivi kromatografi-kutle spektroskopisi ile
dairesel dikroizm (CD) kullanilarak gergeklestiriimistir. Yapilan karakterizasyon calismalari
sonucunda, SEM, TEM ve AFM gorintlleri peptitlerin nanofiber yapisinda olduklarini ve
ECM benzeri morfolojide olduklarini gdstermistir. Jellerin ve molekdllerin ikincil yapilarinin
belirlenmesi igin yapilan CD analizi sonucunda bu molekillerin beta yapragi seklinde oldugu

belirlenmigtir.

Peptit nanofiberlerin in vitro kosullardaki etkisi, insan kornea fibroblast hiicre hatti olan HTK
hicreleriyle incelenmistir. ik olarak 24 saat sonunda yapilan canlilik testi ile PA
molekdllerinin hdcre canlihidi Gzerinde olumsuz bir etkisinin olmadigi belirlenmigstir. Hucre
¢ogalmasi, Alamar mavi boyamasi ile 72 saat sonunda test edilmis ve elde edilen veriler,
YIGSR-PA/E-PA jelinin pozitif kontrol olarak kullanilan kollajene benzer sekilde hicre
¢ogalmasini artirdigini géstermistir. KKRGD-PA/E-PA jellerde bdyle bir artis gériimemis,
biyoaktif 6zelligi bulunmayan ve negatif kontrol olarak kullanilan K-PA/E-PA jellere benzer bir
sonu¢ elde edilmistir. Daha sonra hicre-matriks iligkisini incelemek icin SEM ve konfokal
goruntilemeleri yapiimig, hicrelerin yayilmasi, morfolojileri ve fonksiyonellikleri incelenmigtir.
YIGSR-PA jeller Uzerindeki hucreler yayilirken KKRGD-PA Uzerindeki hucrelerin  ¢ok
yayllmadigi gorulmustur. Bunun nedeninin, RGD epitopunun PA fiberler Gzerinde hucreler
icin yeterli sinyali saglayamamasindan kaynaklandigi dusunulmustur. Hucre iskeletinin,
cekirdeklerinin ve keratosit markord olan vimentinin boyanmasindan sonra alinan konfokal
goruntuleri de hucre yayllmasi hakkinda benzer sonuglari gostermistir. Vimentin boyamasi
incelendiginde isse YIGSR-PA jel tzerinde buyuyen hicrelerin daha ¢ok yayildigi ve daha
fazla vimentin ekspresyonu oldugu belirlenmistir. Benzer sonug kollajen Gzerinde buyutilen
hicrelerde de gorulmuastir. Ancak K-PA ve KKRGD-PA Uzerindeki hicrelerde vimentin

boyamasi gérilmesine ragmen diger iki grup kadar fazla ekspresyon goértilmemistir.

Hucre kiltird ¢alismasindan sonra in vivo ¢alismalar gergeklestiriimis ve model organizma
olarak 2,5-3 kg agirhginda Yeni Zelanda beyaz tavsanlar kullaniimigtir. Tavsanlarin kornea
stromalarina disektér ile hasar verilmis ve 0,25 M slikroz ¢ozeltisi icinde ¢ézinen YIGSR-PA
ve KKRGD-PA solUsyonlari enjekte edilmigtir. Siringanin girdigi bolge sutur ile dikilmistir. Bu

molekiller pozitif yikli olduklari i¢in oldukga yodun bir negatif i¢ yike sahip stroma igine



enjekte edildikleri anda jellesme gerceklesmistir. Hasar verilen ve veriimeyen saglikli
kornealar negatif ve pozitif kontrol gruplari olarak kullaniimiglardir. Enjeksiyon o6ncesi,
sonrasi ve 3 veya 7 hafta sonra dokular alinmadan énce kornealarin kalinliklari pakimetre ile
OlciimUs, enjeksiyon sonrasi jel olusumuna bagh olarak kornea kalinliklarinda artis
gorulirken 3 ve 7 hafta sonunda tim kornealar yakin kalinlikta oOl¢iimustir. Bu sonug,
enjekte edilen molekdullerin hucre incelmesine ya da kalinlagmasina neden olmadigini
gOstermistir. Doku rejenerasyonunun belirlenmesi icin belirlenen haftalarda tavsanlardan
kornealar ¢ikariimis ve parafine emdirilerek bloklanmislardir. Kesitleri alinan érneklerin H&E
ve immunohistokimyasal boyamalari yapiimigtir. 3. hafta sonunda YIGSR-PA enjekte edilen
kornealarin yapilarinin dizenli oldugu, kollajen | sentezinin oldugu ve hicre géginin arttigi
belirlenmistir. Benzer durum 7. hafta sonunda da gézlenmistir. KKRGD-PA igceren gruplarda
ise 3. hafta sonunda kornea yapisinin lineer yerine dalgali oldugu goériimustir. H&E
sonuglari, kollajen | boyamasi ile de dogrulanmistir. Bu durum 7 hafta sonunda dizelmis
olmasina ragmen hasarli boélgede hiicre varigi ne 3. haftada ne de 7. haftada
g6zlenmemistir. Negatif kontrol grubu olan “Hasarli” grupta ise kornea yapisi her iki zaman
diliminde de duzenli olmasina ragmen bu 6rneklerde de hlcre gocu gorilmemistir. Bu
sonuglar, YIGSR-PA’in kornea rejenerasyonu icin 6nemli olan duzenli bir stroma
organizasyonu ve hicre goclinun saglanmasinda etkili bir molekil oldugu belirlenmistir.
YIGSR sekansi iceren peptit amfifil molekilleri hem HTK hiicreleri Gzerinde hem de in vivo
calismalarda keratosit hiicreleri Gzerinde olumlu sonuglar gdstermistir. RGD sekansi iceren
KKRGD-PA grubu beklenildigi kadar iyi sonug vermemistir. In vitro ¢alismalarda da, KKRGD-
PA’nin biyoaktif epitop bulundurmayan K-PA ile benzer sonuglar verdigi goértlmastir. Bu
durum, sentezlenen KKRGD-PA molekulindn tzerindeki biyoaktif RGD epitopunun hicreler
tarafindan algilanamamis oldugunu dastndirmistir. Bu nedenle hicreler de beklenen

cevabil vermemis ve matriksle gerekli etkilesimi kuramamistir.

Sonug olarak bu calismada YIGSR ve RGD sekanslarini iceren peptit bazli doku iskelelerinin
kornea stroma rejenerasyonundaki etkileri arastinimigtir. Bildigimiz kadariyla ilk kez bu
calismada, peptit amfifi molekullleri kornea rejenerasyonu igin kullaniimigtir. Elde edilen
sonuglar 1siginda, YIGSR-PA'nin kornea stroma rejenerasyonunda hidrojel iskele olarak

kullaniimak Gzere umut vaat eden bir molekl oldugu belirlenmistir.
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