&

T.C.
BURSA TEKNIK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

HUCRE KULTURUNDEN HUCRESIZLESTIRME TEKNIiGi iLE ELDE
EDIiLEN HUCRE DISI MATRIKS YAPISININ DOKU MUHENDISLiGi
UYGULAMALARINDA KULLANIMININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

Cigdem INCI AYDEMIR

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Biyoteknoloji Doktora Programi

TEMMUZ 2024



T.C.
BURSA TEKNIK UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIiM ENSTITUSU

HUCRE KULTURUNDEN HUCRESIZLESTIRME TEKNIGI ILE ELDE
EDILEN HUCRE DISI MATRIKS YAPISININ DOKU MUHENDISLIiGI
UYGULAMALARINDA KULLANIMININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Cigdem INCI AYDEMIR
(171083201)
ORCID: 0000-0001-6814-0585

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Doktora Program

Damisman: Dog¢. Dr. Gokce TANER
ORCID: 0000-0002-0290-1166

TEMMUZ 2024






BTU, Lisansiistii Egitim Enstitiisii'niin 171083201 numarali Doktora Ogrencisi
Cigdem INCI AYDEMIR, ilgili ydnetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine
getirdikten sonra hazirladigt “HUCRE KULTURUNDEN HUCRESIZLESTIRME
TEKNIGI ILE ELDE EDILEN HUCRE DISI MATRIKS YAPISININ DOKU
MUHENDISLIGI UYGULAMALARINDA KULLANIMININ ARASTIRILMASI”
baslikli tezini asagida imzalar1 olan jiiri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Danismana : Do¢. Dr. Gokce TANER .
Bursa Teknik Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Ferda ARI ...
Bursa Uludag Universitesi

Prof. Dr. Niliifer CINKILIC ...
Bursa Uludag Universitesi

Prof. Dr. Mete YILMAZ e,
Bursa Teknik Universitesi

Do¢. Dr. Emel TAMAHKAR IRMAK ...,
Bursa Teknik Universitesi

Teslim Tarihi
Savunma Tarihi : 10 Temmuz 2024

111



20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiisti Egitim ve Ogretim
Yonetmeliginin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince; Bu Lisansiistii teze, Bursa Teknik
Universitesi’nin abonesi oldugu intihal yazilim programi kullamlarak Lisansiistii
Egitim Enstitiisii’niin belirlemis oldugu 6l¢iitlere uygun rapor alinmistir.

Bu tez, Bursa Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiiniin
2100APO0S5 numarali projesi ile desteklenmistir.

Bu tez, 2235660 numarali TUBITAK projesi ile desteklenmistir.

v



INTIHAL BEYANI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bigimde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
caligmaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belgeledigimi,
aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Cigdem Inci Aydemir

Imzasi:



ONSOZ

Doktora 6grenimim ve tez siirecim boyunca destegini, hosgoriisiinii ve giiler ylizlinii
eksik etmeyen, bilgi ve tecriibelerini aragtirmanin her asamasinda benimle paylasan ve
yol gosteren degerli danisman hocam Dog. Dr.Gok¢ce TANER e,

Tez calismam boyunca destegini esirgemeyen sayin hocalarim Prof. Dr. Ferda ARI ve
Dog. Dr. Emel TAMAHKAR IRMAKa,

Her zaman yanimda olan, birlikte calismaktan ¢ok keyif aldigim sevgili arkadagim
Aras. Gor. Elife KILDALI’ya,

Hayatima giizellik katan, manevi destegi ile her zaman benimle olan sevgili dostum
Dr. Gizem TURAC KARAKURT’a,

Her animda desteklerini hissettigim, hi¢bir fedakarliktan ¢ekinmeyen ve bana yol
gosteren annem Zekiye INCI ve babam Kenan INCI’ye,

Destegiyle ¢ok giiclii hissettiren, her zaman beni cesaretlendiren ve yanimda olan
sevgili esim Osman AYDEMIR e, hayattaki en biiyiik sansim, sevgi dolu, biricik
kizim Inci AYDEMIR’e

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica tez ¢alismami TUBITAK 1002-A Hizli Destek Modiilii Programi kapsaminda
2238660 numarali proje ile destekleyen TUBITAK ’a,

2100AP05 numarali proje destegi ile Bursa Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiine,

Doktora siirecim boyunca beni Bursa Teknik Universitesi YOK 100/2000
“Biyomalzeme ve Doku Miihendisligi” oncelikli alanlar doktora burs programi ile
destekleyen Yiiksekdgretim Kurulu’na,

TUBITAK 2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programi ile desteklerinden dolay:
TUBITAK Bilim insan1 Destek Programlari Baskanligi’na tesekkiir ederim.

Temmuz 2024 Cigdem INCI AYDEMIR

vi



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZeeeveeeerereerernsssssessesssssesessesssssessssessssssesssssssssssessssssesssssssssssessssassssssessssssessssen vi
ICINDEKILER .....uueeeeeeeeeeeeeeeereeeesesesesssssssssssssesssssssssesssssssesessssssssssssssssssssssssses vii
KISALTMALAR ...uuuiiiiitinninnniesiisssisssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss X
SEMBOLLER .....uucouiiiiinnninensissaissesssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns xi
CIZELGE LISTESI .cuouiininincancincinssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass xii
SEKIL LISTESI ..uucuiiiieeeeeeeeenenesenesesesesesesesesesesesesssssssssesens xiii
OZET xvi
SUMMARY aucuuiiuineniensaissenssssssnssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssns xviii
Lo GIRIS cernninninninncnncnncinsinscinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. LITERATUR OZETI ccuuurensicncnsennenscnsensasinscnsensssssnssssesssssssssssssssssssssssssssseses 4

2.1 HUCIE Di1S1 MALIIKS ....ooeviiiciie et e 4
2.1.1 HDM NN YAPIST teeeuvrreeiiieeiieeeiiieeeieeesreeessseeessseesssseesnsseessseesseeessseessssessnnns 5
2.1.1.1 Proteoglikan ve Glikozaminoglikan............cccceeveeviiiiniininicnienennne 5

B B B (0] F: 1) USSP 6

2.1 1.3 ELASHNLccutiiiiieiiiecieeieeee ettt ettt ettt et e e nneeneens 6

2.1. 1.4 FIDTONEKEIN ...vieiiie ittt e e e e e e eeaee e 7
2.1.1.5 LaAMININ 1.ttt ettt e teesite e e seae e e e saeeenbeessneenseens 7
2.1.2 HDM’nin yeniden $eKillenmesi .........ccueevveeerieeeiieeeieeciie e 7
2.1.3 HDM NN OTEVIETT ....vieuiieeiiieiieeiieeite ettt ettt ettt ee e e seaeensee s 9
2.2 Doku Miithendisligi ve HDM.........cccoiiiiiiiiiieeiieeeeee et 10
2.3 Hiicresizlestirme (Deseliilarizasyon)...........ccoeveeeiierieiiieenieeiienie e 12
2.3.1 Doku ve organlarda hiicresizleStirme...........cccccvveeveeeeiieeeniieeeiie e 12
2.3.2 Hiicre kiiltiirinde hicresizlestirme ...........ccococveeeviieeeiiieecie e 13
2.3.3 HDM eldesinde doku/organ ya da kiiltiirlenmis hiicrelerin kullanima...... 15
2.4 BiyomalZemeler ........cccuiiiiiiiiiiieeie et 16
2.4.1 BIYOPOIIMETIET ...eeeiviieiiie ettt e e eeeaee s 18
2.4.1.1 Polivinil alkol (PVA) ...cooiiiieeieeeeeeeee et 18

2.4, 1.2 KIEOSAM c.uvvieeiiieeeiiieeiiee et e et e ettt e s tteeeaaeesntaeessteeesnseeessseeessaeesseennns 19

24 1.3 JRIAtIN 1ottt et et 20
Y, (51 -1 1 1<) SRS 20
2.4.3 SeramiKICT ......eiiiiiiieiie e 20
2.4.4 KOMPOZILICT ..eoevieeiiieeeiiieeeieeeeiee et et e it eetee e et e e s e e e eessbeeesnseeenaeeas 21
2.5 YAra QTSI ...oovvvecceceeeeeeeeceeeee et es s ae s s s eeeeeas 21
2.5.1 Hidrojel yara O1tlleTi.......cccvieiiuieeeiieeiie ettt 23

3. MATERYAL ve YONTEM 25
3.1 1929 Hiicre Kiiltiirii, Cogaltilmasi ve Depolanmasi...........ccccceeevveeenieeenneens 25
3.2 HDM Sentezi i¢in Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalari ...................... 25
3.3 Hiicresizlestirme Teknikleri ile HDM’nin Elde Edilmesi...........cccocueueevnnn.... 25
3.3.1 Triton X-100/amonyum hidroksit uygulamasi...........cccccceevevienienieeneenen. 26
3.3.2 Termal 0K Uygulamast .........cceeeeuiriiiieeiiie et 26

vii



3.3.3 EDTA UyZUIAMASI...cccuiieeiiieeiieeeiiecciteeeieeeeiee et eveesiveeeeaeeeaaeeen
3.4 Hiicresizlestirme Isleminin GOStErilmesi ..........o.o.eueueeeueuiueeeeieeeeeeeeeeeeeenns
3.5 HDM Iceriginin BelirlenmeSi............ocvvvevveiviiiieieeeee e

3.5.1 BCA QNANZI...couiiiiiiiieiiciececee e

3.5.2 Sirius 1€d DOYAMAST .....vvieeeiiieeiieeciie ettt et e et e e sbee e eveeeenreeenes
3.6 HDM’lerin Sitotoksik/Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi...................

3.6.1 Sitotoksisitenin degerlendirilmesi..........cccuveeriieiriiieeniiieeiee e

3.6.2 Genotoksisitenin degerlendirmesi..........occeeeeveerieeiiienieeniienie e
3.7 Antibiyotik Yiiklii Jelatin Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu....

3.7.1 SEM QNAIZI.c..eouiiiiiiiiieiieieeeeee et

3.7.2 Jelatin nanopartikiillere antibiyotik yiiklenmesi ..........ccccccvevvvieenieeennnennn.
3.8 HDM Katkili PVA-Gel-Cs-GelNP Hidrojellerin Hazirlanmasi.......................
3.9 Hidrojellerin KarakterizaSyonu ...........cceeerveeerieeeiieeeiieeeieeeeieeeeieeeeveeesevee e

3.9.1 FTIR QNALIZI c.veeuviiiiiieieiiiesieeie ettt e

3.9.2 SEM QNAlIZ1...couiiiiiiiiiiieeeeee e

3.9.3 CeKme-basma teSt .........ccvuvreeeiiieeiiee et eeee et ere e e e e ereeeeareeeeareeea

3.9.4 SiSME tSTIOTT .. eeiiiiiiiiiieeiiie e e

3.9.5 Termal Gravimetrik ANaliz.........ccocccevviiiiiiiiiiiniiiiee e

3.9.6 Hidrolitik degredasyon teStleTi..........cccuieriiieniieeiiieeiee e

3.9.7 Su buhari gecirgenlik teStIeri .........ccvereiieiiieeiiiiiieeieee e
3.10 Hidrojellerin in vitro Biyouyumluluklarinin Belirlenmesi.............cccccceeueeennn.
3.11 Hidrojellerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi .............cccccoueeneee.
3.12 Hidrojellerin Yara lyilesmesi Uzerine EtKileri ...........occcoovvuviueeeeeeeneeenne.
. BULGULAR ve TARTISMA.......ccoiiviiiensnicseisnnssecsensnsssessssssesssesssessasssessasssssses
4.1 1929 HUcre KUITUIT ....eooueeiieiie ettt
4.2 HDM SENEEZI.....ccuiiiiiiiiiieiieieeite sttt sttt ettt ettt et sb et seeesaeenee s
4.3 Hiicresizlestirme ISISMITi...........c.o.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
4.4 Hiicresizlestirme Isleminin GOStErilmesi ...........ovoveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenea,

4.4.1 SEM QNALIZI1..coouviiiiiiiieieeeee et
4.5 HDM lgeriginin BelitleNmesi.............cooevevvreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeeeesenenes

4.5.1 BCA QNALIZI...coiiiiiiiiiieieee e

4.5.2 Sirius 1€d DOYAMAST .....cevuvieiieeiiieiieeiie ettt et
4.6 HDM’lerin Sitotoksik/Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi...................

4.6.1 Sitotoksisitenin degerlendirilmesi.........ccoecveerieeciienieeiiienieeeese e

4.6.2 Genotoksisitenin degerlendirilmesi.........ccceeeeveeeeieeeiieeeiieeeie e
4.7 Antibiyotik Yiiklii Jelatin Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu....

4.7.1 SEM analizi ve boyut GlgUMI......eeeviiriiiiieiiiciieie e

4.7.2 Jelatin nanopartikiillere antibiyotik yiiklenmesi ..........ccccccveevveeeriieennnennn.
4.8 HDM Katkili PVA-Gel-Cs-GeINP Hidrojellerin Hazirlanmasi.......................
4.9 Hidrojel KarakterizaSyonu ........c..ccocueeeriiieeiiiieeiiieesieeeeieeeeieeesveeeeveeeseneeenenee s

4.9.1 FTIR @NALIZI c..veviiiiieiiiiiieieeieceeeee ettt s

4.9.2 SEM QNALIZI1....coutiiiiiiiiieieeeee e e

4.9.3 CeKme-basma teS .........ececuireeiiieeeiieeeiieeeiee ettt e eee e e e e ereeeeaneeen

4.9.4 S1SME tESLICTT....uviiiieiiiee e et

4.9.5 Termal gravimetrik analizZ...........cccoecieviieniieiiieniieeie e

4.9.6 Hidrolitik degredasyon teStleri.........cccvureeriieeiieeeiieeeieecee e

4.9.7 Su buhari gegirgenlik teStleri .......eevveeriieriieiieiieeiiee e
4.10 Hidrojellerin in vitro Biyouyumluluklarinin Belirlenmesi.............ccccveeneee.

4.10.1 MTT QNALZI..coutiiiiiiiiieiieieeeeee ettt

4.10.2 Notral kirmizt alim teSt .eo..eereeeieiiiiieieeiceie e



4.11 Hidrojellerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi.............ccccveenneee. 72

4.12 Hidrojellerin Yara Iyilesmesi Uzerine EtKileri ............ccccoeveveveruerreerrererennn. 75
5. SONUCLAR Ve ONERILER ......uuuceeeeeeeeeeeeesnsesesssssesssssesssesesesssesessssseses 81
KAYNAKLAR 85
OZGECMIS .. 95

X



KISALTMALAR
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GelNP
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: Santimetre

: Kitosan

: Fibroblast Biiyiime Faktorii
: Gram

: Glikozaminoglikan

: Jelatin

: Jelatin Nanopartikiil

: Hiicre D1s1 Matriks

: Lizil Oksidaz

: Miligram

: Mezenkimal Kok Hiicre

: Mililitre

: Matriks Metalloproteinaz
: 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
: Notral Kirmizi Alim

: Nanometre

: Proteoglikan

: Poliglikolik Asit

: Polilaktik Asit

: Polivinil Alkol

: Ultraviyole

: Mikrogram

: Mikrolitre



SEMBOLLER

w0 : Sisen Hidrojelin Agirlig

wT : Kuru Hidrojelin Agirligt

Wo : Hidrojelin Baslangigtaki Kuru Agirligi

Wi : Hidrojelin islem Sonundaki Kuru Agirlig1

A : Membran Alani

WVTR : Su Buhar Gegirgenlik Degeri

Wi : Salman Ilag Miktar1

We : Hidrojelin Bilesimindeki Toplam ilag Miktar1
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HUCRE KULTURUNDEN HUCRESIZLESTIRME TEKNIGI iLE ELDE
EDILEN HUCRE DISI MATRIKS YAPISININ DOKU MUHENDISLIiGI
UYGULAMALARINDA KULLANIMININ ARASTIRILMASI

OZET

Glintimiizde islevselligin yitirmis ya da kaybedilen olan doku ve organlarin yerine
konmasi amaciyla doku miihendisligi calismalar1 yogun ilgi gérmektedir. Dogal ya da
sentetik polimerler kullanilarak dokunun dogal yapisina uygun ozelliklerde iiretilen
yap1 iskeleleri ile basar1 oraninin artirilmasi hedeflenmektedir. Bu amagla genellikle
dogal doku yapis1 6rnek alinmakta ve dokunun Ozelliklerini en iyi sekilde taklit
edebilecek malzemeler ve tasarimlar se¢ilmektedir.

Hiicreler tarafindan {iretilen hiicre dis1 matriks (HDM), sagladigi mekanik destek ile
dokularda dogal bir iskele gorevi iistlenmektedir. Bunun yaninda hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde kritik bir rolii bulunmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle HDM, doku
miithendisligi calismalarinda hiicrelerin desteklenmesi ve biyouyumlulugun artirilmasi
amaciyla kullanilabilecek ©nemli bir kaynaktir. Gelisimin erken evrelerinde
olusturulan HDM igerigi, dokunun ihtiyacina gore siirekli yeniden diizenlenmektedir.
Cesitli sinyal molekiillleri ve yapisal proteinlerden olusan HDM igerigi dokuya 6zgiin
ve dinamik bir yapidir. Sentetik olarak taklit edilmesi neredeyse imkansizdir.

Hiicre kiiltiirtinden hiicresizlestirme ile HDM elde edilebilmekte ve yapi iskelelerinin
tiretiminde kullanilabilmektedir. Fiziksel, kimyasal, biyolojik yontemler kullanilarak
gerceklestirilen hiicresizlestirme ile HDM miimkiin oldugunca korunarak elde
edilebilmektedir. Biiyiik dlgekli iiretime elverisli, biyoaktif igerigin diizenlenebildigi
ve otolog iiretimin de miimkiin oldugu bir yontemdir. Hiicre kiiltiirinde HDM
tiretiminde kullanilan hiicre tipi, kiiltiir kosullar1 ve hiicresizlestirme yontemleri, elde
edilen matriksin yapisini ve igerigini etkilemektedir. Bu nedenle her bir hiicre tipi i¢in
hiicresizlestirmede kullanilan  tekniklerin  detaylica arastirilmasi, biyolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Sunulan tez ¢alismasinda fibroblast
hiicre hatt1 kullanilarak farkli yontemler ile elde edilen HDM’lerin protein igerigi ve
sito/genotoksik etkilerinin karsilastirilmast ve HDM katkili hidrojel yara Ortiisii
iiretimi, karakterizasyonu ve yara iyilesmesi iizerindeki etkilerinin incelenmesi
hedeflenmistir.

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler ile elde edilen HDM’lerde DNA ve toplam
protein miktarlarinin karsilagtirilmast yapilarak kullanilan tekniklerin etkinligi
belirlenmistir. Ayrica matriks yapisinda bulunan kolajen miktar1 ve dagilimlan
incelenmistir. Uygulanan fiziksel ve kimyasal yontemlerin biyolojik yonteme gore
daha etkili oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda farkli kiiltiir siirelerinin elde edilen
HDM miktarlar1 ve yapilari tizerindeki etkileri incelenmistir. Uygulanan bir, ii¢ ve alt1
haftalik kiltiirlerde iiretilen HDM’lerin protein miktarlar1 karsilastirildiginda i
haftalik kiiltlirtin en verimli kiiltiir siiresi oldugu belirlenmistir. Fiziksel ve biyolojik
yontelerin dHDM yapisindaki kolajen miktarin1 daha iyi korudugu tespit edilmistir.
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Farkli teknikler ile elde edilen HDM’ler, gentamisin yiiklii jelatin nanopartikiil i¢ceren
PVA-Gel-Cs (polivinil alkol-jelatin-kitosan) hibrit hidrojel iiretiminde katki olarak
kullanilmistir. Gentamisin igeren hidrojellerin antimikrobiyal etkileri disk difiizyon
testi ile gosterilmistir. Hidrojellerin karakterizasyon, biyouyumluluk testleri ve in vitro
cizik testleri yapilmistir. dHDM katkili hidrojellerin biyouyumlu oldugu, hiicre
cogalmasini destekledigi ve yara iyilesmesini hizlandirdig: belirlenmistir.

Farkli hiicresizlestirme yontemleri, elde edilen HDM’nin yap1 ve biyolojik
aktivitelerini degistirmektedir. Bu nedenle yontem karsilagtirilmalarinin yapildig
daha detayli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre Kkiiltiiriinden elde edilen
dHDM’lerin biyomalzemelerin etkinligini artirmak i¢in 6nemli bir katki malzemesi
oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Hiicresizlestirme, Hiicre Dis1 Matriks, Hiicre Kiiltiirii, Hidrojel,
Yara Ortiisii, Nanopartikiil.
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INVESTIGATION OF THE USE OF EXTRACELLULAR MATRIX
STRUCTURE OBTAINED FROM CELL CULTURE BY
DECELLULARIZATION TECHNIQUE FOR TISSUE ENGINEERING
APPLICATIONS

SUMMARY

Tissue engineering research focused on restoring missing or injured tissues and organs
has recently received much interest. The goal is to improve success rates by creating
scaffolds that imitate the essential characteristics of tissues, which are frequently
produced from natural or synthetic polymers. In this pursuit, the natural tissue structure
is often used as a reference, and materials and designs that can best mimic the tissue's
properties are selected.

Cells produce extracellular matrix (ECM), which acts as a natural scaffold in tissues,
providing mechanical support and playing an important role in regulating cellular
processes. Due to these properties, ECM is a valuable resource that can be used for
tissue engineering to support cells and improve biocompatibility. The ECM content
generated during the early stages of development is constantly changed according to
the needs of the tissue. The ECM content is a tissue-specific and dynamic structure
made of numerous signaling chemicals and structural proteins, making synthetic
replication almost impossible.

ECM can be obtained through decellularization from cell cultures and can be used in
the production of scaffolds. Decellularization, which can be carried out using physical,
chemical, and biological methods, aims to preserve the ECM as much as possible. This
method is suitable for large-scale production, allows for the regulation of bioactive
content, and enables autologous production. The type of cells used in ECM production
in cell culture, culture conditions, and decellularization methods affect the structure
and content of the obtained matrix. Therefore, it is crucial to thoroughly investigate
the techniques used for decellularization for each cell type and to determine their
biological properties. In the presented thesis, it is aimed to compare the protein content
and cyto/genotoxic effects of ECMs obtained using different methods with a fibroblast
cell line and to investigate the production, characterization, and effects on wound
healing of ECM-supplemented hydrogel wound dressings.

The effectiveness of the techniques was determined by comparing the DNA and total
protein amounts in ECMs obtained by physical, chemical, and biological methods.
Additionally, the amount and distribution of collagen in the matrix structure were
examined. It was determined that physical and chemical methods were more effective
than the biological method. The effects of different culture durations on the amounts
and structures of the obtained ECMs were also investigated. Comparing the protein
amounts in ECMs produced in one, three, and six-week cultures, it was found that a
three-week culture was the most efficient duration. It was also shown that the collagen
content in the dHDM structure was more effectively retained by physical and
biological techniques.
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ECMs obtained using different techniques were used as additives in the production of
PVA-Gel-Cs (polyvinyl alcohol-gelatin-chitosan) hybrid hydrogel containing
gentamicin-loaded gelatin nanoparticles. The antimicrobial effects of the hydrogels
containing gentamicin were demonstrated by the disk diffusion method.
Characterization, biocompatibility tests, and in vitro scratch tests of the hydrogels were
conducted. It was determined that the hydrogels with dHDM additives were
biocompatible, supported cell proliferation, and accelerated wound healing.

Different decellularization methods alter the structure and biological activities of the
obtained HDMs. Therefore, more detailed research is needed to compare these
methods. It is considered that dHDMs obtained from cell cultures are important
additive materials to enhance the effectiveness of biomaterials.

Keywords: Decellularization, Extracellular Matrix, Cell Culture, Hydrogel, Wound
Dressing, Nanoparticle.

Xix



1. GIRIS

Gliniimiizde doku/organ kaybi ya da hasar1 durumunda yaygin olarak bagvurulan
yontemler organ nakli, mekanik tibbi cihazlar veya cerrahi rekonstriiksiyondur. Pek
cok insanin hayatini1 kurtaran ve siiphesiz 6nemli ilerlemeler kaydedilen bu teknikler
bir yandan da ¢esitli komplikasyonlara neden olmaktadir. Doku kayb1 i¢in kullanilan
mekanik cihazlar, protezler dogal dokunun gerceklestirdigi tiim fonksiyonlar1 yerine
getiremeyebilir. Organ nakillerinin en 6nemli kisitlayict faktorii ise olusan talebi
karsilayacak yeterli donoriin bulunmamasidir. Bunun yaninda doku reddi olasilig1 da
onemli bir engel olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Yanik tedavileri, dogustan gelen
anomaliler, doku kayiplar1 gibi c¢esitli alanlarda kullanilan rekonstriiktif cerrahi
teknikleri ise her zaman islevselligin geri kazanilmasini saglayamaz. Doku
miihendisligi, bu komplikasyonlara kars1 bir alternatif olarak ortaya c¢ikmustir. Ilk
olarak 1993 yilinda kullanilan doku miihendisligi terimi, doku fonksiyonlarinin geri
kazanilmasi, korunmasi ya da iyilestirilmesi amaciyla miihendislik ve yasam bilimi

prensiplerinin kullanilarak biyolojik yedeklerin gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir
[1].

Doku miihendisligi islevsel yapay dokular iiretmek icin sentetik ya da dogal
malzemelerden {liretilen biyoiskeleler, hiicreler ve biiylime faktorleri gibi hiicresel
siirecler tiizerinde etkisi olan biyomolekiilleri kullanir. Dogru kompozisyonun
olusturulmasi i¢in ise kaynak olarak basvurulan en 6nemli unsur dogal doku yapisidir.
Dokunun fiziksel 6zellikleri, yapisindaki hiicre tipleri ve hiicre dis1 matriks (HDM)
bilesenleri kritik bir ¢ikis noktasi olarak goriilebilir.

Dokular; hiicre, HDM ve sinyal sistemlerinin bir araya geldigi dinamik ve kompleks
yapilardir. Karmasik ve degisken yapist nedeniyle sentetik olarak taklit edilmesi
miimkiin olmayan HDM, hiicrelerin desteklenmesi ve biyouyumlulugun artirilmasina
yonelik kullanilabilecek en uygun malzemelerden biridir. HDM, hedef dokunun dogal
yapisina en yakin yapi iskelelerinin iiretilebilmesi i¢in kullanilabilir. HDM nin elde
edilmesinde kullanilan yontem ise hiicresizlestirme (deseliilarizasyon) teknikleridir.

Bu islemde amag, doku/organdan ya da hiicre kiiltiirlinde bulunan hiicre/matriks



yapisindan hiicrelerin uzaklastirllmast ve HDM yapisinin miimkiin oldugunca
korunarak elde edilmesidir. Yapilan ilk ¢caligmalar, organlarin biitliniinden ya da belirli
kiiciik parcalarindan hiicrelerin arindirilmasina odaklanmistir. Karaciger, mesane,
plasenta, kalp gibi pek cok organ hiicresizlestirilerek HDM yap1 iskelesi olarak
kullanilmistir [2—5]. Hiicre kiiltiiriinde HDM sentezi ve hiicresizlestirme teknikleriyle
matriksin elde edilmesi ise daha yeni bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Organ
kaynaklt HDM iiretimine gore sahip oldugu benzersiz avantajlar nedeniyle ilgi ¢ekici
bir aragtirma alami olarak goriilmektedir. Patojen transferi ve konagin immiin cevap
olusturma riski gibi dezavantajlarin asilmasini saglamanin yani sira hiicre kaynakli

HDM firetimi, biiyiik 6l¢ekli tiretimler i¢in de uygundur.

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen HDM nin bilesenlerini ve aktivitesini etkileyen bir¢ok
faktor vardir. Kiiltlir kosullari, hiicre tipi, hiicresizlestirme teknigi gibi degiskenler
HDM kompozisyonu {iizerinde etkili olabilmektedir. Bu nedenle, farkli hiicrelerin
kiiltiirii ile elde edilen HDM’ler ile ilgili detayli ¢alismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
Ayrica hiicresizlestirme islemlerinin HDM yapisinda meydana getirdigi farkliliklarin
tespit edilmesi ile kullanim alanina gore deseliilarizasyon tekniginin belirlenmesi igin
de arastirmalar yapilmalidir. Calismanin ilk asamasinda fibroblast hiicre kiiltiiriinde
farkli teknikler ile hiicresizlestirme islemleri gergeklestirilmistir. Elde edilen HDM’ler

igerik, sitotoksisite ve genototoksisite analizleri yapilarak karsilastirilmistir.

Calismamizin ikinci boliimiinde hiicre kiiltiirlerinden elde edilen HDM’nin doku
miihendisligi alaninda kullanim potansiyelini belirlemek amaciyla katki malzemesi
olarak kullanildig1 hibrit hidrojel yara ortiileri gelistirilmistir. Yara ortiileri iyilesmeye
destek saglamak ve siire¢ i¢in en uygun ortami olusturmak i¢in tasarlanmuis tirtinlerdir.
Geleneksel yara tedavileri gazli bez gibi kuru pansuman malzemeleri ile
gergeklestirilmekteydi. Ortamin nemli olmasinin yara iyilesmesi iizerindeki olumlu
etkileri kesfedildikten sonra yara ortiileri de buna uygun olarak gelistirilmistir [6].
Modern yara Ortiileri, yaray1 kurutmayan, fazla ekstidanin uzaklasmasini saglayan ve
enfeksiyon riskini azaltan ozelliklere sahiptir. Bunun yami sira yaranin tiiriine ve
asamalarma gore tercih edilen gesitli yara ortiileri vardir. Film, koptik, hidrojel gibi

formlarda iiretilen biyoaktif yara ortiileri iyilesme siirecini desteklemektedir.

Hidrojel yara ortiileri, yiiksek su icerikleri sayesinde yara ortaminin nemli kalmasini
saglar. Ayn1 zamanda hiicre gociinlii ve 6lii dokularin ortamdan uzaklastirilmasini

kolaylastirir. Yara {izerindeki sogutucu etkileri agrinin azalmasinda fayda saglar.



Yaradan kolayca ayrilabildigi i¢in ¢ikarilmasi sirasinda dokuda travma yaratmazlar.
Hidrojeller, 6zellikle kuru yaralarin tedavisinde siklikla kullanilirken, yiiksek su

icerikleri nedeniyle yogun eksiidali yaralarda tercih edilmemektedir.

Hidrojel yara ortiilerinin iyilesme siirecini hizlandirmasi ve giivenli oldugu ile ilgili
yapilan calismalar bulunmaktadir [7,8]. Ayrica, hidrojellerin ilaglarin kontrollii
salimimi i¢in kullanilabilmesi kronik yaralarin tedavisinde 6nemli bir avantaj olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez calismasinda yara Ortiisii olarak kullanilmak iizere
HDM katkili PVA-Gel-Cs (polivinil alkol-jelatin-kitosan) hibrit hidrojel liretimi
gerceklestirilmistir. Antimikrobiyal ozelliginin artirilmasi i¢in gentamisin yiikli
jelatin nanopartikiiller hibrit hidrojel yapisina eklenmistir. Yara Ortiilerinin
tasariminda sentetik yaklasim, orijinal HDM igeriginin tam dogal baglamindan
yoksundur. Dolayisiyla dogal HDM’nin elde edilmesi ve biyomalzeme amaclh
kullanilmas: gelecekteki terapdtik uygulamalarin gelistirilmesi i¢in biiylik bir
potansiyel tasimaktadir. Elde etti§imiz HDM’nin hidrojelde katki malzemesi olarak

kullanilarak yara iyilesme etkinliginin artirilmasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Hiicre Dis1 Matriks

Hiicre dis1 matriks (HDM), dokuya yapisal destek saglayan ve hiicresel islevleri
diizenleyen karmasik bir makromolekiil agidir. Coklu i¢ ya da dis sinyalleri koordine
ederek organ ve dokulardaki hiicreler arasinda iletisimi saglar [9]. Bu nedenle,
homeostaz1 siirdiirmede kritik bir rol oynar ve hayatta kalma, biiylime, go¢ ve
farklilagsma gibi ¢esitli hiicresel stireglere katilir [10]. Dokularin mekanik 6zelliklerine
katkida bulunan yapisal bir destek olup ayn1 zamanda biiyiime faktorleri ve biyoaktif

molekiillerinin yer aldig1 bir depo gdrevini istlenir [11].

HDM bilesenleri, hiicreler tarafindan sentezlenir ve salgilanir. Matriks pargalayan
enzimler araciligiyla siirekli yeniden sekillenme siirecinde olan dinamik bir yapidir.
Icerigindeki molekiillerin  kompozisyonu dokuya, gelisim asamalarina ve
patofizyolojik kosullara bagli olarak farklilik gosterir. Her organin HDM igerigi erken
embriyonik donemde olusturulur ve benzersizdir [12]. Kolajen, proteoglikan (PG),
glikozaminoglikan (GAG), elastin, fibronektin, laminin ve diger glikoproteinleri igerir
[10]. Bu bilesenler, birbirleriyle ve hiicre adezyon reseptorleri ile etkilesime girerek,

hiicresel islevler ve dokusal homeostaz i¢in kritik olan bir yap1 ag1 olustururlar.

Yapisal 6zellikleri ve bilesimleri goz 6niinde bulunduruldugunda HDM, interstisyel
ve periselliiler HDM olmak iizere iki ana tiirde siniflandirilmaktadir [10]. Interstisyel
matriks, hiicreleri ¢evreler ve doku biitiinliigiinii saglar [9]. Genellikle fibriler kolajen,
fibronektin, proteoglikan gibi ¢cogu HDM bilesenlerini igerir. Periseliiler matriks,
hiicrelerle yakin temas halindedir ve interstisyel matriksten farkli bilesenlere ve
ozelliklere sahiptir. Periseliiler matriksler belirli hiicrelere 6zgiidiir. Ornegin; bazal
membranlar, endotel ve epitel hiicrelere 6zgii bir tiir periselliiler matriks olarak kabul
edilir [13]. Bazal membranlar genellikle tabaka seklinde ve dayanikli yapilardir.
Laminin, kollajen tip IV, nidojen, fibulin, agrin gibi bilesenlerden olusur. Parankimal
hiicreler ile bag dokusu arasinda bulunur ve bu hiicreleri organize eden, yerlerinde

tutan bir destek tabakas1 gorevi goriir [14].



2.1.1 HDM’nin yapisi

Memelilerde HDM, “core” matrizom olarak bilinen yaklasik 300 proteinden
olusmaktadir [11]. Temel bilesenleri kolajen, elastin, fibronektin, laminin,
glikoprotein, proteoglikan ve GAG gibi lifli yapiya sahip proteinlerdir. HDM igerigi
dokuya 6zgiin olmakla birlikte cogu dokunun ana bileseni tip I ve tip II kolajendir. Bu
proteinler, diger bilesenler arasinda biiytik fibriler yapilar olusturarak hiicreler arasi

boslugu dolduran karmagik bir ag meydana getirir [15].

2.1.1.1 Proteoglikan ve Glikozaminoglikan

Proteoglikanlar, heparan stilfat (HS), heparin (Hep), kondroitin siilfat (CS), keratan
stilfat (KS) ve dermatan siilfat (DS) gibi negatif yiikliit GAG zincirlerinin ayn1 veya
farkl1 tiirlerinin, kovalent olarak bagli oldugu bir ¢ekirdek proteinden olusurlar. Cok
hiicreli hayvanlarda ve tiim memeli HDM fenotiplerinde bulunur [9]. Salgilanan
proteoglikanlar, biliylik proteoglikan (aggrecan ve versican), kiigiik 16sin bakimindan
zengin proteoglikan (dekorin ve lumican), ve bazal membran proteoglikan (perlecan)
olarak gruplandirilabilir [11]. Molekiiler ¢esitlilikleri proteoglikanlarin hem yapisal
hem de biyolojik siireg¢lerde yer almasini saglar. Hiicreler arasi boslugu doldurur ve
dokularm mekanik direncinden sorumludur [9]. Ornegin, kikirdakta bulunan aggrecan
dokuya elastikiyet ve yiiksek biyomekanik diren¢ kazandirir. Ayni zamanda
proteoglikanlar yapisindaki negatif yiikli GAG zincirleriyle doku ig¢indeki suyu

baglayarak hidrasyon fonksiyonlarini yerine getirir [15].

Proteoglikanlar, ¢ekirdek proteinleri veya GAG yan zincirleri araciligiyla bir¢ok
biiyiime faktori, sitokin ve kemokin, hiicre yiizey reseptorleri ve HDM molekiilleri ile
etkilesime girerler [10]. GAG’lar, siilfatlanmis GAG ve siilfatlanmamis GAG olmak
tizere iki tlre ayrilir. Siilfatlanmamis GAG olan hyaluronik asit (HA), HDM
yapisindaki en biiyiik molekiildiir. Proteoglikanlarin ¢ekirdek proteinleri ile kovalent
olmayan baglar kurarak HDM sinyal iletiminin diizenlenmesinde gorev alir.
Siilfatlanmis GAG’lar (HS, Hep, CS, KS ve DS) ise proteoglikan yapisindaki ¢ekirdek
proteinler ile kovalent baglar kurar. HS proteoglikanlar fibroblast biiylime faktorii 2
(FGF2) gibi biiylime faktorleri ile heparin baglayici alanlar1 araciliiyla etkilesime

girerek sinyal iletimini kolaylastirabilirler [13].

HDM yapisindaki proteoglikan kompozisyonu fizyolojik ve patolojik durumlarda

degiskenlik gosterir. Ornegin, tiimdr mikrogevreleri degisen proteoglikan bilesimi ile



karakterizedir [14]. Malign doniisiim siirecinde degisen GAG yapilari,

proteoglikanlarin fonksiyonlarini degistirerek timoérogeneze katkida bulunabilir.

2.1.1.2 Kolajen

HDM vyapisindaki kolajen tipleri ve miktar1 doku ve organa 6zgiin olarak degisiklik
gostermektedir. Bununla birlikte tip I ve tip II kolajen ¢ogu dokuda HDM’nin ana
bilesenini olusturmaktadir [15]. Insanda bulunan toplam proteinin %30’ unu kolajenler
olusturur [10]. Dokunun seklinin, diizeninin ve ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesinde

onemli bir rol oynarlar.

Kolajen ii¢ polipeptit a zincirinden meydana gelir ve {i¢lii bir heliks yapis1 olusturur.
Omurgalilarda kolajen siiper ailesi, en az 46 farkli polipeptit zinciri tarafindan
olusturulan 28 {liyeden olusur ve supramolekiiler yapilarina ve islevlerine gore alt
siniflara ayrilirlar. Bu alt siniflar; fibril olusturan kolajenler (tip I, IL, III, V, XI, XXIV
ve XXVII), ag olusturan kolajenler (bazal membran kolajeni tip IV, VIII, X, XV ve
XVII), iiglii helikslerinde kesintiler bulunan fibril iliskili kolajenler ya da FACIT'ler
(tip IX, XII, XIV, XVI, XIX ve XXII) ve digerleri (tip VI, XIII, XVII, XXIII, XXV
ve XXVI) olarak siralanabilir [11].

HDM yapisindaki kolajen miktar1 ve tipleri; biiylime, gelisme, yara iyilesmesi ya da
kanser olusumu gibi patolojik siireglerde degisime ugrar. Ornegin, kolajen birikimi ve
capraz baglanmasinin artmasi HDM’nin sertlesmesine ve doku morfogenezinin
bozulmasina yol agarak malign ilerlemeye katkida bulunabilir [10]. Kolajen ag1, hiicre
haberlesmesinde rol alarak hiicresel gog¢, yapisma, anjiyogenez, doku gelisimi ve

onarim gibi ¢esitli hiicresel iglevleri etkiler.

2.1.1.3 Elastin

Elastin, tropoelastin 6nciil molekiiliiniin polimeridir ve doku elastikiyetinin anahtar
molekiiliidiir [15]. Elastinler, ¢capraz bag olusturdugu mikrofibrillerden olusan bir
kabuk ile elastik lifleri meydana getirir. Yogun capraz bag ve siki paketlenme
sonucunda elastik lifler saglikli kosullarda 6miir boyu metabolik olarak stabil kalir [9].
Biiylik kan damarlari, akcigerler, kalp, elastik baglar, deri, mesane ve kikirdak gibi

tekrarlayan germe kuvvetlerine maruz kalan dokularda bu lifler esneklik saglar [10].



2.1.1.4 Fibronektin

Fibronektin, HDM yapisinda kolajenler, heparin, tenascin-C ve integrinler gibi ¢esitli
molekiillerle etkilesim halinde olan bir glikoproteindir. Hiicre adezyonu, gog, biiyiime
ve farklilasma gibi bir¢ok islevin yerine getirilmesinde gorevlidir [15]. Ornegin,
bagirsak mukozasinin bariyer fonksiyonunun devamliliginda énemli bir rol oynar [16].
Fibronektin, hiicre ylizey reseptorleri ve kolajen gibi diger HDM proteinlerine
baglandiginda hiicrelerin aktin filamentlerinde degisiklige yol acarak hiicrelerin go¢

etmesini saglayabilir [17].

2.1.1.5 Laminin

Lamininler, a,  ve y olmak {izere ii¢ farkli zincirden olusan glikoproteinlerdir. Bazal
membranin temel bilesenidir. Embriyoda HDM yapisindaki ilk proteinlerden biridir,
embriyonik gelisim ve organogenez i¢in onemlidir. Lamininleri kodlayan genlerdeki
bir hata embriyoda oliimciil sonuglara veya birden fazla orgami etkileyen ciddi

durumlara yol agabilir [18].

Lamininler, tip IV kolajen gibi matriks proteinleri ile de etkilesim halindedir. Cesitli
HDM molekiilleri arasinda araci gibi gorev alirlar. Ayrica integrinlere baglanarak
hiicre ile HDM arasinda bir baglant1 olustururlar. Farklilasma, gé¢ ve adezyon gibi
onemli hiicresel siireclerde rol alirlar. Her bir izoformu farkli bir fonksiyonu yerine
getirebilir. Ornegin; bagirsak epitelyal hiicrelerinin bazolateral yiizeyinde laminin
alBlyl farklilasmayi indiiklerken, laminin a5B1yl ve laminin a3B2y2 epitelyal

hiicrelerin adezyonunu ve proliferasyonunu indiikler [16].

2.1.2 HDM’nin yeniden sekillenmesi

HDM vyapis1 ve bilesimi bulundugu dokuya 6zgilidiir. Biyokimyasal ve mekanik
sinyallere gore siirekli yeniden yapilanmaya tabi olan dinamik bir doku bilesenidir.
Hiicreleri sabitleyen matriks bir yandan da fiziksel olarak bir sinir olusturur.
Organlarin biiylidiik¢e diizgiin bir sekilde fonksiyonlarina devam edebilmeleri i¢in
matrikste yapisal degisiklikler gereksinim haline gelir. Bu nedenle, embriyonik
gelisim, doku gelisimi, anjiyogenez ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siirecler
sirasinda, HDM’nin bilesenlerinin par¢alanmasi ve yenilerinin sentezi gergeklesir.

HDM’nin devamli sentezlenmesi, par¢alanmasi ve kompozisyonunun degistirilmesi



stireclerindeki denge, doku homeostazint ve doku fonksiyonlarinin yerine

getirilebilmesi i¢in gerekli olan yapilanmay1 saglar [19].

Yeniden sekillenme siirecinde HDM bilesenlerinin  pargalanmasi  matriks
metalloproteinaz  (MMP), bir disintegrin ve metalloproteinaz (ADAM),
trombospondin motifleri olan ADAM (ADAMTS) ve ayrica katepsin G ve elastaz gibi
proteazlar araciligiyla gergeklesir [11,20]. Proteazlar, HDM bilesenlerini dogrudan ya

da bagka proteazlarin aktive edilmesini saglayarak dolayl olarak pargalayabilirler.

MMP’ler inaktif 6nciil formda (zimojen) sentezlenir ve aktiflestiklerinde secici olarak
matriks  proteinlerini  pargalarlar. Kolajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler,
matrilizinler, membran tipi MMP’ler (MT-MMP'ler) ve diger MMP'ler olarak alt1
gruba ayrilirlar. MMP’ler neredeyse tim HDM molekiillerinin katabolizmasindan
sorumludur [10]. Aktiviteleri, MMP'lerin doku inhibitorleri (TIMP'ler) ve diger
inhibitdrler tarafindan dengede tutulur. Bu dengenin bozulmasi patolojik durumlar ile
iligkilendirilmektedir. HDM’nin sentezden daha fazla parcalanmasi hiicrelerin
kontrolsiiz bir bicimde gbé¢ etmesine, matriks proteinlerine bagli halde bulunan
bliylime faktorleri ve sitokinlerin serbest kalmasiyla sinyal yolaklarinin kontrolsiiz
aktivasyonuna neden olabilir [17]. MMP’lerin ayrica bir dizi periselliiler ve hiicre i¢i
substratlar1 da vardir. Ornegin; epitel tabakada, MMP'ler hiicreler arasi baglant:
molekiillerini (kadherinler, okludinler ve kloaudinler) ve hiicre ici yapisal proteinleri
(aktinler) parcalayabilir, bu da hiicre seklinin ve bariyer fonksiyonunun degismesine

yol agabilir [16].

ADAM membrana bagl proteazlardir. Gelisimde, hiicre kaderinin belirlenmesinde,
hiicre gogiinde, yapigsmalarinda, iltihaplanmada ve bagisiklikta kritik rolleri vardir.
ADAMTS ler ise salgilanan proteazlardir. Kolajenin olgunlagmasi, aggrecan, versican
ve brevican gibi PG'lerin parcalanmasi, kan pihtilagmasinin homeostazi ve

anjiyogenezin inhibisyonunda gérev alir [13].

Bir baska yeniden sekillenme siireci ise HDM bilesenlerinin sentez miktar1 ve
diizeninin degismesi ile gerceklestirilir. Ornegin; interstisyel kolajenler arasinda
kovalent ve kovalent olmayan capraz baglar bulunur. Lizil oksidaz (LOX) ve lizil
hidroksilazlar, kollajenler ve elastin arasindaki molekiiler ¢apraz baglanmanin

derecesini belirler. Fazla LOX aktivitesine bagli olarak ¢apraz baglanmanin artisi,



doku gerilim direncini ve matriks sertligini artirir ve bu durum hiicre davranislarini

etkiler [21].

2.1.3 HDM’nin gorevleri

HDM, yapisal destek saglama, hiicre davranisini diizenleme ve biyolojik olarak aktif
molekiilleri depolama gibi iglevleri yerine getirir. Gelisim, anjiyogenez, otofaji, hiicre
gocli, adezyonu, farklilasmasi gibi pek c¢ok hiicresel siirece katki saglar (Sekil 2.1).
Hiicrelerin ¢evreleriyle etkilesimine dogrudan veya dolayli olarak dahil olan HDM,

farkl1 sinyal yolaklar1 araciligiyla islev goriir.
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Sekil 2.1 HDM-hiicre etkilesimi sonucu diizenlenen hiicresel siirecler [22].

Embriyogenez sirasinda hiicrelerin fenotipi, polaritesi ve davranisi, go¢ etme ve
cogalma kapasitesi HDM yapisindaki degisimler ile yakindan iliskilidir. Hiicrelerin
HDM ile etkilesimleri bu siiregler i¢in gerekli olan bilgi akigini baglatir. HDM nin bazi
bilesenleri, spesifik olarak integrinler gibi c¢esitli hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak ya da yapilarinda biriken sinyal molekiilleri araciligiyla hiicre davranisini
ve gen aktivitesini diizenleyebilir. Ornegin; hiicre gocii sirasinda hareketin ydniinii ve
derecesini belirlemede HDM hiicrelere baglanma bolgeleri sunarak rehberlik eder.
Ektoderm, mezoderm ve endoderm olmak {izere ii¢ germ tabakasinin olusumunun

tesvik edilmesi ekstraselliiler matriks birikimi ile iligkilidir [23].



Embriyonik ve yetiskin donemde kok hiicre davranisinin diizenlenmesinde etkin bir
rol alan HDM, kok hiicrelerin kaderini belirler. Gelisim siirecinde pluripotent kok
hiicreler zamanla dokuya 6zglin, somatik kok hiicrelere doniisiir ve bu hiicreler nis
olarak isimlendirilen 6zel mikrogevrelerde bulunur. Yetiskinlerde genellikle sessiz
durumda olan kok hiicrelerin biiyiime, yaralanma gibi durumlarda kendini yenileme,
cogalma ve farklilasma potansiyellerini ortaya koymalarinda nigin 6nemli bir etkisi
vardir. Kok hiicre nisi, bu hiicrelere farklilasmalar1 ya da kendini yenilemeleri i¢in
gerekli olan sinyallerin iletilmesine kadar gecen siirecte sessiz fazda kalabilmeleri i¢in

de gerekli ortami saglar [24].

HDM ' nin sertlik ya da elastikiyet derecesi de hiicre davranigini etkileyen unsurlardan
birisidir. Mikrogevrenin mekanik ozellikleri, hiicre i¢indeki aktin hiicre iskeleti ile
HDM arasinda baglantiy1 saglayan integrinler tarafindan algilanir. Matriksin
sertliginin artmasi hiicre yiizeyinde integrin kiimelesmelerini, saglam fokal adezyonu
ve Rho ve MAP kinaz aktivasyonunu indiikler [11]. Mezenkimal kok hiicreler
(MKH’ler) i¢in, artan sertlik osteojenik farklilagmay1 artirirken, yumusak matriks
kikirdak ve yag dokusu olusumunu tesvik eder [25].

Biiytime faktorleri ve sitokinlerin HDM tarafindan depolanmasi, bu molekiillerin
hiicrelere sunulmasint ve kullanilabilirligini kontrol eder. Proteoglikanlar, heparan
siilfatlar gibi matriks bilesenleri sahip olduklar1 ¢ok sayidaki baglanma bolgeleri
sayesinde sinyal molekiillerini baglayabilirler. Ornegin; fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) ailesi heparan siilfat zincirlerine giiclii bir sekilde baglanabilir [11]. Bu durum
da hiicrelerin hizli bir sekilde ulasabilecegi bir sinyal rezervuari olugsmasini saglar.
HDM ile baglanan biliylime faktorlerinin baglantili olmayanlara kiyasla
biyoaktiviteleri artabilir [25]. HDM ayrica sinirli proteoliz sonucu salinan biyolojik
olarak aktif parcalar1 depoladig1 gibi inaktif sinyal molekiillerini de baglar. Latent
formda salgilanan ve HDM’de depolanan TGF-f, MMP bagimli proteoliz tarafindan

aktive edilene kadar inaktif kalir.

2.2 Doku Miihendisligi ve HDM

Doku miihendisligi, miihendislik ve yasam bilimleri prensiplerini kullanarak biyolojik
yedeklerin gelistirilmesine yonelik disiplinler arasi bir alandir. Bu yedekler, dokunun

fonksiyonunu geri kazandirmak, korumak veya iyilestirmek amaciyla kullanilir [1].
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Hiicre biyolojisi, malzeme bilimi, kimya, molekiiler biyoloji, miithendislik ve tip gibi

c¢esitli bilim dallarinin birlesimidir.

Doku miihendisligi, miihendislik yoOntemlerini, biyomalzemeleri, biyokimyasal
faktorleri uygun kombinasyonlarda kullanarak biyolojik fonksiyonlar1 yerine
koymayi, gelistirmeyi ya da degistirmeyi hedefler. Hiicre, yap: iskelesi ve biiylime

faktorleri kullanilan temel unsurlardir.

Yap1 iskeleleri ve bu iskelelerin {iretiminde kullanilan biyomalzemeler, doku
miithendisligi arastirmalarinda kritik bir 6neme sahiptir. Yapi iskeleleri, dogal dokuda
siiregelen HDM’nin yeniden yapilanma siirecinde ve yeni doku olusumunda aktif
olarak rol oynar. Bu nedenle HDM iiretimini destekleyen malzeme se¢imi, iiretilen
yap1 iskelesinin basarisini etkileyebilir. Kullanilan biyomalzemelerin biyouyumlu ve
dogal HDM’nin yerine destek gorevi gorebilecek uygun ozelliklere sahip olmasi
gerekir. Uygun besin kaynaginin saglanmasi ve atik taginimi i¢in yeterince gozenekli
bir yap1 olusturulmasi gerekir. Oksijen ve besinleri yapidaki hiicrelere taginabilmesi
icin uygun uyarilar ve kosullar saglanarak neovaskiilarizasyon desteklenmelidir.
Hiicre bliyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda 6nemli rolleri olan biiyiime faktorleri

iskele yapisina eklenerek yeni doku olusumu indiiklenebilmektedir [26].

Benzersiz yapist ve hiicresel fonksiyonlar iizerindeki kritik rolleri HDM’yi, doku
miithendisligi calismalarinda biyolojik aktivitelerin kontrolii ve hiicreler i¢in uygun
ortam olusturulmasi amaciyla kullanilabilecek énemli bir segenek haline getirmistir.
Ancak, yapilarindaki bilesenlerin ¢oklugu, dokuya 06zgiin ve devamli yeniden
yapilanma stirecinde olmas1t HDM nin sentetik olarak iiretilmesini giiclestirmektedir.
Ug boyutlu insan meme epitel hiicre kiiltiiriinde sican meme bezlerinden elde edilen
HDM, Matrigel ile karsilastirildiginda glanduler morfogenezi daha iyi destekledigi
gorilmektedir [27]. Hiicre davranisindaki bu degisimler, HDM’nin taklit edilmesi
sirasinda meydana gelebilecek degisimlerin doku yapisinda Onemli farkliliklar
yaratabilecegini gostermektedir. Kolajen, laminin, fibrin veya hyaluronan gibi
biyolojik materyallerden olusturulan yapay malzeme ve matrikslerin HDM’nin
molekiiler karmasikligina ve organizasyonuna ulasamadigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda dogal HDM’nin biyomalzeme olarak kullanilmas: ilgi ¢ekici bir
konu haline gelmistir [28]. Dogal HDM, doku rejenerasyonu i¢in gereken hiicre

fonksiyonlarini indiiklemek i¢in yeterli biyoaktif molekiilleri ve yapisal bilgileri igerir.

11



2.3 Hiicresizlestirme (Deseliilarizasyon)

Hiicresizlestirme teknikleri; hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve
migrasyonunu destekleyecek mikrogevrenin in vivo ortamdakine en benzer sekilde
olusturulmasi amaciyla doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Hiicresizlestirme igsleminde, yapida bulunan tiim hiicreler ortamdan uzaklastirilirken
hiicreler tarafindan sentezlenmis olan HDM’nin miimkiin oldugunca korunmasi
amaclanir. Boylece dogal ¢evrenin en iyi sekilde taklit edilmesi hedeflenmektedir.
Hiicresizlestirilmis (deseliilerize) HDM (dHDM), icerdigi biyoaktif molekiiller ile
dokularin desteklenmesi ve islevinin geri kazanimi i¢in kullanilan diger
biyomalzemelere kiyasla daha uygundur. dHDM, doku ve organlardan elde
edilebildigi gibi hiicre kiiltiirtinde ¢ogaltilan hiicrelerden de elde edilebilmektedir.

2.3.1 Doku ve organlarda hiicresizlestirme

dHDM genellikle hayvan doku/organlarin hiicresizlestirilmesi ile ksenojenik ya da
allojenik olarak elde edilmektedir. Giinlimiizde kikirdak, tendon, miyokard, damar,
akciger gibi bir¢ok doku ve organdan hiicresizlestirme islemi gergeklestirilmis ve

basaril1 sonuglar elde edilmistir [29].

Doku ve organlarin deseliilarizasyonu hiicrelerin genellikle kimyasal ajanlar
yardimiyla parcalanarak ortamdan uzaklastirilmasi ile gerceklestirilir. Mesane,
sindirim organlar1 gibi basit, ince dokulu organlarda tiim organin kimyasal banyolar
araciligiyla hiicresizlestirilmesi miimkiin olabilmektedir. Ancak, daha kati organlar
icin uygulanan protokoller, organin kesilmesini ve ardindan kimyasal ajanlara maruz
birakilmasini i¢erebilmektedir. Bu durumda, organin mimarisi bozulur ve dHDM nin
biitiin bir yap1 olarak elde edilmesi miimkiin olmaz. Uygulanan bir diger alternatif ise
organlarin sahip oldugu damar, hava yollar1 gibi anatomik yapilar1 hiicresizlestirme
isleminde kullanilan kimyasallar ile perfiize etmektir [30]. Boylece dokunun her

yerinde hiicrelerin pargalanmasi, ayn1 zamanda ii¢ boyutlu yapinin korunmasi saglanir.

Bir¢ok uygulama alani i¢in, hiicresizlestirilmis doku ve organlardan iiretilen ticari yap1
iskeleleri mevcuttur. Cilt onarimi i¢in kullanilan AlloDerm® (BioHorizons), Oasis®
(Smith & Nephew); ortopedik uygulamalarda tercih edilen GraftJacket® (Wright
Medical) ve Allopatch HD™ (MTF Sports Medicine) HDM yap1 iskelelerine
orneklerdir. Hem insan hem de hayvan dokularindan elde edilen firiinler doku

rejenerasyon siirecini desteklemek i¢in kullanilmaktadir. Dokuya 6zgli yapisal ve
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islevsel molekiillerin in vivo ile ayn1 miktarlarda olmasi ve ii¢ boyutlu yapinin dogala
es olacak sekilde saglanabiliyor olmasi bu biyomalzemelerin en 6énemli avantajlaridir
[31]. Bunun yani sira dermis, ince bagirsak ve idrar kesesi gibi organlarin
deseliilarizasyonu sonrasinda elde edilen tabaka formundaki HDM’lerin mekanik
ozellikleri uygulama amacina gore yetersiz olursa, yapi iskeleleri ¢esitli sekillerde
islenebilmektedir. Ornegin, HDM iskelelerindeki tabaka sayisinin degistirilmesi ya da
sterilizasyon islemlerinde kullanilan yontemler mekanik 6zellikler lizerinde etkilidir
[32]. Tabakalara 6zel sekil vermek amaciyla katmanlar halinde kaliplara sarildiktan
sonra kurutulmas1 ile boru ya da huni benzeri sekillerde yapr iskeleleri
iiretilebilmektedir [33]. Ozofagus gibi organlarin onarrminda bu yapilarin

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Deseliilarize dermal matriksler, yanik tedavisini [34], meme cerrahisi [35], agiz ve
cene cerrahisini [36], tendon onarimi [37] gibi alanlarda kullanilmaktadir. Ug boyutlu
kiiltiir sistemlerinde kalp kaynakli dHDM, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin
(1IPSC) kardiyomiyositlere farklilasmasini indiiklemektedir [38]. Mirmalek ve ark.
pankreastan aseliiler bir iskele olusturarak iizerine pankreas adaciklarini ekmeyi

basarmislardir. Reseliilarize edilen organin insiilin salgiladig: belirlenmistir [39].

Doku ve organ kaynaklt HDM iskelelerin klinikte yaygin olarak kullanilmamalarinin
en Onemli nedeni uygun doku/organlarin eldesindeki kisitlamalardir. Allojenik ya da
zenojenik organ/doku kullaniminda istenmeyen bagisiklik yanitinin olugmasi ya da

matriksle birlikte patojen nakli gibi 6nemli riskler bulunmaktadir.

2.3.2 Hiicre Kkiiltiiriinde hiicresizlestirme

Hiicre kiiltiiriinde hiicresizlestirme giiniimiizde organ/doku kaynakli HDM {iretimi
arastirmalarina gore nispeten daha yeni bir yaklasimdir. Hiicreden HDM f{iretimi i¢in
genellikle uzun siireli kiiltlir yapilarak hiicrelerin matriks sentezlemesi saglanmaktadir.
Kiiltiir sirasinda askorbik asit gibi protein sentezini artiracak besiyeri katkilari
kullanilarak HDM f{iretimi tesvik edilmektedir [40]. Ardindan c¢esitli fiziksel, kimyasal
ya da biyolojik yontemler ile hiicreler ortamdan uzaklastirilmakta ve HDM miimkiin
oldugunca korunarak elde edilmektedir. Hiicresizlestirme teknigi ve HDM igerikli
yapi iskelesi liretim metotlar1, kullanilan hiicrelere ve uygulama yapilmasi planlanan

doku tipine gore secilmektedir.
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Hiicre kaynakli HDM fiiretimi, kiiltiir kab1 yiizeyinde iki boyutlu ya da iskele tizerinde
tic boyutlu olarak gerceklestirilebilmektedir. Dogal ya da sentetik malzemelerden
tiretilen yapi iskelesi iizerinde hiicre kiiltiirii yapilarak HDM sentezinin ve ardindan
deseliilarizasyonun gerg¢eklestirilmesi sonucu HDM ile kapli yapi iskeleleri elde
edilmektedir [41-43]. Blum ve ark., polikaprolakton (PCL) iskelelerin rejeneratif
kapasitelerinin artirilmasi amaciyla iskele iizerine ekilen adipoz kok hiicreler ile
osteojenik ve kondrojenik farklilasma calismasi yapmistir. Hiicresizlestirme islemi
gergeklestirilerek HDM ile kapli PCL yap1 iskeleleri iiretilmis ve bu iskelelerin kok
hiicre farklilagmasi tizerindeki olumlu etkileri rapor edilmistir [44]. Hiicre kiiltiiriinden
izole edildikten sonra liyofilize edilen HDM’ler ¢oziiniir hale getirilerek direkt ya da
farkli biyomalzemeler ile kompozit yapi iskeleleri iiretiminde de kullanilabilmektedir
[45,46]. Antich ve ark., kikirdak doku miihendisligi c¢alismalarinda belirli kiiltiir
kosullar1 altinda mezenkimal kok hiicrelerden elde ettikleri HDMyi liyofilize ettikten
sonra pepsin ile ¢oziindiirerek hidrojel elde etmislerdir. Bu HDM hidrojelin 1stya
duyarli bicimde jellestigi ve MKH’lerin kondrojenik farklilasmasini destekledigi

raporlanmistir [47].

HDM kompozisyonu ve etkinligi elde edildikleri hiicre tipine, kiiltiir kosullarina ve
kullanilan hiicresizlestirme tekniklerine gore degiskenlik gostermektedir. Fetal ve
yetiskin kok hiicreler karsilastirildiginda fetal hiicre kaynaklit HDM, hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagsma potansiyelini daha ¢ok desteklemektedir [48]. Fibroblast kiiltiiriinde
hipoksiye yanit olarak HDM’nin igerik, fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin yeniden
diizenlendigi belirlenmistir [49]. Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen HDM,
pepsin ile ¢oziindiiglinde hiicre cogalmasini desteklerken iire ile muamele edildiginde
osteogenezi artirmaktadir [50]. Bu nedenle her bir hiicre tipi i¢in HDM iiretiminde
kullanilan yontemlerin ve ideal ¢evresel kosullarin detayl1 bir sekilde arastirilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hiicresizlestirme teknigi doku ve hiicrenin kdkenine gore ozellestirilmelidir, tek bir
yontem tiim HDM’ler i¢in uygun olmayabilir [51]. Deseliilarizasyon sonrasinda
HDM’nin biyokimyasal, biyofiziksel ve biyolojik 0Ozelliklerinin en iist diizeyde
korunabilmesi i¢in fiziksel, kimyasal ve enzimatik farkli yontemler ve bu yontemlerin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Fiziksel yontemler, HDM icerigindeki kolajen gibi
proteinlerin yap1 ve mekanik 6zelliklerinin degigsmesine neden olabilmektedir. Organ

hiicresizlestirmesinde kullanilan yiiksek hidrostatik basing uygulamasinin 320 MPa
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tizerine ¢ikildiginda matriks yapisindaki kolajenin zarar gordiigii rapor edilmistir [52].
Kimyasal yontemler proteinleri denatiire edebilir ve biiylime faktorlerinin
parcalayabilir. Ornegin SDS, fibronektin gibi proteinleri denatiire etme egilimindedir
[53]. Enzimatik yontemler ise genellikle hiicrelerin uzaklastirilmasinda yeterince etkin
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢ogu zaman kimyasal yontemler ile uygulanmaktadir.
Hiicresizlestirme teknikleri hiicre tipleri, hiicre yogunlugu ve HDM’ nin uygulama

alanina gore optimize edilmelidir.

2.3.3 HDM eldesinde doku/organ ya da kiiltiirlenmis hiicrelerin kullanim

Hiicre kiiltiirlinden ya da doku/organdan HDM elde edilmesinde her iki yontemin de
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Organ kaynaklt HDM’lerde en 6nemli sorun
doku kaynagidir. Hayvan ya da insan dokusunun yeterli miktarda elde edilmesi giictiir.
Bunun disinda dinamik HDM yapisinin hiicreleri nasil etkileyecegine dair pek ¢ok in
vitro analiz yapilmasi gerekir. Kok hiicrelerin farklilagma siirecinde her basamakta nisi
olusturan HDM bilesimi degiserek rejenerasyonu yonlendirebilir. Doku kaynaginda
bu farkli HDM bdélgelerini bulmak olduk¢a zordur. Organ/dokulardan elde edilen
HDM’lerin hiicreler iizerindeki etkilerinin her seferinde kapsamli bir sekilde analiz
edilmesi gerekir ve bu analizler icin yeterli miktarda ornek eldesi giigtiir [54]. Buna
karsilik hiicre kaynakli HDM’lerin etkinliklerinin detaylica arastirilmasi igin biiyilik
Olcekli tiretimler yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirlinde iiretilen HDM’lerin hiicreler
tizerindeki etkilerinin ¢esitli modifikasyonlar ile yonlendirilmesi de miimkiindiir.
Yapilan bir c¢aligmada, enkapsiile edilen mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
kosullarda kiiltiirii sonrasinda elde edilen HDM nin, MKH ¢ogalmasini desteklerken
hematopoetik kok hiicrelerini (HKH) baskiladigi belirlenmistir. Ayni kosullarda
BMP2 nétralize edildiginde ise HKH sayisinda artis oldugu saptanmistir [55].

Hiicre kaynakli HDM’lerin en 6nemli dezavantaji ise kiiltiir ortaminda dogal HDM’ye
tamamen 6zdes igerige, mikro yapiya ve mekanik 6zelliklere sahip bir yapi iiretmenin
zorlugudur. Hiicre kiiltiirii sirasinda olusabilecek her tiirlii farklilik, kullanilan hiicre
tipleri ve uygulanan hiicresizlestirme teknikleri HDM’ nin yapisimi etkilemektedir.
Ornegin, in vitro farklilasma ¢alismalarinin her asamasinda HDM kompozisyonu
dogal dokuda oldugu gibi degismektedir [56]. Bu nedenle farkli zamanlarda ya da
laboratuvarlarda ayni bilesime sahip HDM iiretimi giigtiir. Ancak bu durum bir yandan

hiicre kiiltiir kosullarin1 degistirerek HDM’lerin biyoaktif icerigi ve miktarmi
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diizenleyebilme esnekligini de sunar. Kiiltiir ortaminda hiicre ve matriks iiretimi i¢in
kiiciik bir biyopsinin ¢ogu zaman yeterli olabilmesi, otolog HDM iiretimini de
miimkiin kilmaktadir. Bu sayede hiicre kaynakli HDM’ler allojenik ya da ksenojenik
nakillerin neden oldugu komplikasyonlarin asilmasi amaciyla kullanilabilmektedir.
Ayrica, organ dondrlerinden alictya nakil sirasinda patojen gegisi riski bu teknikle
Onlenebilir. Hiicre kiiltlirii kosullarinda, basit tekniklerle patojen varligi tespit
edilebilmektedir. Hiicre kiiltiirii kaynakli HDM, immunojenik bilesenlerden yoksun ve

bliyiik 6lgekli tiretim i¢in uygun bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir [57].

2.4 Biyomalzemeler

Biyomalzeme teriminin yaygin olarak kabul goren ilk tanimi 1974 yilinda Giiney
Carolina'da (ABD) diizenlenen altinci “Annual International Biomaterial Symposium”
sirasinda yapilmistir. Buna gore biyomalzeme, canli bir sistemin i¢ine yerlestirilmek
veya canlt bir sistemle birlestirilmek {izere tasarlanmis, sistematik ve farmakolojik
olarak inert (viicutta yapisini koruyan ve herhangi bir immiinolojik reaksiyona neden
olmayan) bir maddedir [58]. Biyomalzemeye viicut tarafindan olumsuz yanit
verilmemesinin oncelikli oldugu bu yillarda yapilan ¢alismalar mikrobiyolojide ve
sterilizasyon tekniklerine kaydedilen gelismeler ile yon degistirmistir. Genomik ve
proteomik bilimlerindeki ilerlemeler sonucu biyoaktif bilesenler malzemelere dahil
edilmeye baslanmistir [59]. 1982 yilinda Bethesda, Maryland'de (ABD) diizenlenen
“Biyomalzemelerin Klinik Uygulamalarma Iliskin Ulusal Saglik Enstitiileri
Konsensiis Gelistirme Konferansi Bildirisi” sirasinda yapilan ve biyoaktif maddeleri
de kapsayan ilk tanima gore biyomalzemeler, viicudun herhangi bir dokusunu,
organini veya islevini tedavi eden, artiran ya da degistiren bir biitiin olarak veya
sistemin bir parcasi olarak herhangi bir siire i¢in kullanilabilen sentetik veya dogal

kaynakl1 bir maddeler (ilag¢ disinda) veya madde kombinasyonlaridir.

Biyomalzemelerin kullanimi ¢ok eski caglara dayanmaktadir (Sekil 2.2). Maya
kiiltiirtinde dis dahil olmak iizere viicudun farkli bolgelerinde metaller kullanilmistir.
Misir’da 4000 yil Once yara iyilesmesini hizlandirmak amaciyla keten iplikler
kullanildig1 bilinmektedir [60]. Giiniimiizde biyomalzemeler ila¢ salinimi, doku
mithendisligi, terapotik cihazlar gibi pek ¢ok alanda hiicre ¢ogalmasi ve doku

yenilenmesi gibi islevleri yerine getirmek i¢in kullanilmaktadir.
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Biyolojik sistemlerle etkilesim halinde olan biyomalzemelerin kimyasal, mekanik,
fiziksel ve biyolojik Ozelliklerinin dokuya uygun ve giivenilir olmasi gerekir.
Biyomalzemenin viicutta olumsuz bir tepkimeye neden olmamasi ve amaglanan islevi
dogru bir sekilde yerine getirebilmesi biyouyumluluk olarak tanimlanabilir [61]. Buna
gore biyomalzemeler, alicisinda sitotoksisite, genotoksisite, mutajenik, karsinojenik
ve immiinojenik etki gibi istenmeyen durumlar tetiklememeli, hedeflenen fonksiyonu

yerine getirmeli ve en uygun hiicresel ve doku yanitin1 olusturmalidir.

Biyomalzemeler farkli sekillerde siniflandirilabilir. Hastalikli veya hasarli pargalarin
degistirilmesi (0rnegin yapay kalca eklemi, bobrek diyaliz makinesi), iyilesmeye
yardimc1 olmak (6rnegin dikisler, kemik plakalar1 ve vidalar), islevin iyilestirmesi
(6rnegin kalp pili, goz i¢i lens), islevsel anormalligin diizeltilmesi (6rnegin kalp pili)
ve kozmetik sorunu diizeltmek (6rnegin ¢ene biiyiitme) gibi uygulamanin hangi alanda

¢oziim sunduguna goére siiflandirma yapilabilir.

yara iyilesmesi i¢in keten ipligi

. g biyoinert malzemeler biyomimetik malzemeler
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Sekil 2.2 Biyomalzemelerin tarihgesi [60].

Bir diger yaklasimda ise biyomalzemenin hangi doku ya da organ i¢in kullanildigina
gore bir siniflandirma yapilmaktadir. Ornegin, kalp icin kalp pili kullanilmas1, g6z igin
kontakt lens kullanimi gibi. Son olarak da malzeme tiirlerine (polimerler, metaller,

seramikler ve kompozitler) gore siniflandirma yapilmaktadir [62].
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2.4.1 Biyopolimerler

Polimerler, temel molekiiler zincir ilizerinde kii¢clik molekiillerin kovalent baglarla
birlestirilmesi ile olusur. Islenebilmeleri, diisiik toksisiteleri ve bir¢ok formda
iiretilebilmeleri biyomedikal uygulamalar i¢in uygun malzemeler olmalarini saglar.
Yaygin olarak kullanilan polimerler arasinda polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit
(PGA), polihidroksil biitirat (PHB) ve poli e-kaprolakton (PCL) bulunur [63].
Polimerlerin mevcut uygulamalar1 arasinda kalp kapaklari, yapay kalpler, vaskiiler
greftler, meme protezleri, dis malzemeleri, kontakt ve g6z i¢i lensler, ekstrakorporeal
oksijenatdr cihazlari, diyaliz ve plazmaferez sistemleri, tibbi iirlinler i¢in kaplama

malzemeleri, cerrahi malzemeler, doku yapistiricilari vb. yer almaktadir [64].

Polimerler, sentetik ve dogal olmak iizere iki kategoride siniflandirilabilir. Akrilik,
poliamid, polyesterler, polietilen, polisiloksan, poliliretan vb sentetik polimer
grubunda yer alir. Kolay islenebilir olmalar1 sentetik polimerleri dne ¢ikarsa da genel
olarak diisiik biyouyumluluk gostermeleri 6énemli bir dezavantaj olarak karsimiza
cikmaktadir. Sentetik polimerler protez, dis malzemeleri, tek kullanimlik tibbi
malzemeler ve tibbi implantlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [65]. Kitosan, jelatin,
kolajen ve aljinat dogal polimerler arasindadir. Sentetik polimerlere gore ¢ok daha

uzun stiredir biyomedikal alanda kullanilmaktadir [66].

2.4.1.1 Polivinil alkol (PVA)

PVA, yara ortiileri, ilag tasiyici sistemler gibi biyoteknolojik iiriinlerde kullanilan
hidrofilik, yar1 kristal ve sentetik bir polimerdir. Vinil asetatin serbest radikal
polimerizasyonu ile poli vinil asetat (PVAc) elde edilir. Ardindan PVAc zincirleri
boyunca asetat gruplarinin hidrolizi ile PVA elde edilir. Hidroliz reaksiyonunun
ger¢eklesme miktarina gore elde edilen PVA farkli hidroliz derecelerine sahip
olabilmektedir. Yapida kalan asetat gruplart PVA’nin kimyasal 0zelliklerini,

¢Oziiniirliiglinii ve kristallik derecelerini etkilemektedir [67].

PVA’nin biyobozunurlugu cevresel kosullara gore degisiklik gostermektedir. Sulu
ortamda ve aerobik kosullarda biyobozunur oldugu bilinmektedir [68]. Suda
¢cOziinebilen ve toksik olmayan PVA, ilag ve biyomedikal endiistrisinde farklh
uygulamalara sahip hidrojellerin iiretiminde siklikla kullanilmaktadir. PVA, yiiksek
sayidaki alkolik gruplari nedeniyle hidrojel olusturabilen en polar ve hidrofilik sentetik
polimerlerden biridir [67]. Capraz bagli PVA hidrojel, yiiksek sisme derecesi, diislik
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toksisitesi, iyi biyouyumlulugu ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir.
Agirlikca %80-90 su igerigine sahip PVA jelleri, subkutan veya intramiiskiiler olarak
implante edildiginde tavsanlarda yan etki gostermemistir [69]. Ancak baz1 6zellikleri
PVA hidrojellerin kullanimin1 kisitlamaktadir. Ornegin, yetersiz elastikiyetleri, sert
yapilar1 ve smirli hidrofilik 6zellikleri nedeniyle PVA hidrojellerinin yara Ortiisii
olarak kullanimi siirlidir [70]. Diger polimerler ile kullanimi, PVA malzemelere yeni

Ozellikler kazandirilmasini saglayarak bu kisitlamalarin 6niine gegilebilmektedir [71].

PV A/jelatin/hidroksiapatit kompozit iskele ile yapilan in vivo bir ¢alisma sonuglarinda
12 hafta boyunca deri altinda bulunan yapinin biyouyumlugu oldugu ve kikirdak
iskelesi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [72]. PVA hidrojel implantlar, diz
kikirdak hasar1 olan orta yasta 18 hastada 5-8 yi1l boyunca takip edilmistir. Bu siirede
PVA hidrojellerin ciddi agr1 azalmasini sagladigi ve islevsel oldugu gosterilmistir [73].

2.4.1.2 Kitosan

Diinyada en bol bulunan ikinci organik bilesik olan kitin, amin gruplar1 tamamen
asetillenmis B-(1-4)-2-asetamido-2- deoksi-d-glukopiranoz monomerlerin tekrarindan
olusmaktadir. Kitin yapisindaki N-asetilglukozamin kalintilarinin N-glukozamin
kalintilarina doniismek iizere tamamen deasetillenmesiyle kitosan olusur. Kitosan,
biyopolimer zinciri boyunca rastgele veya blok halinde dagilmig N-asetilglukozamin
ve N-glukozamin birimlerinin bir kopolimeridir. N-glukozamin birimlerinin ylizdesi
ayni zamanda kitinin deasetilasyon derecesi olarak tanimlanir [74]. Deasetilasyon
derecesi kitosanin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerini, biyobozunurlugunu ve

immiinolojik aktivitesini etkiler [75].

Kitosan biyouyumlu, biyobozunur ve toksik olmayan bir biyomalzemedir. Bu nedenle
cesitli tibbi alanlarda kullanimi arastirllmistir. Asidik ortamda pozitif yiike sahip
olmast nedeniyle miisin yapisindaki negatif kalintilara baglanabilir, bdylece
mukoadhezif 6zellik gdsterebilmektedir [76]. Deri rejenerasyonu i¢in dondurularak
kurutulan kitosan ¢ozeltileri uygun gézenek boyutlar: ve miktari ile deri dokusunun

tabakali dokusunu taklit etmek i¢in kullanilmaktadir [77].

Kitosan sahip oldugu antimikrobiyal 6zelligi ile yara ve yaniklarda enfeksiyonlari
onlemek amaciyla kullanilmaktadir. Kitosan, dogal kan pihtilasmasina yardimci olur
ve sinir uglari i¢in bir bariyer gérevi gorerek agriyr azaltir. A¢ik yaralarda yatistiric

bir etki gosterir [78].
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2.4.1.3 Jelatin

Jelatin, molekiiler bir tiirevi oldugu kolajene benzerlik gosteren dogal bir polimerdir.
Kolajenin izole edildikten sonra 1s1 ve enzimatik denatiirasyon gibi islemlere hidrolize
edilmesi ile tretilir. Yapisindaki RGD motifi hiicre yapigmasi, ¢ogalmasi ve
farklilagmasini destekler [79]. Kolajene ¢cok benzer bir molekiiler yapiya sahip oldugu

icin gida, kozmetik ve farmasotik gibi cok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

Uygun maliyetli ve kolay elde edilebilir bir polimer olmasi nedeniyle kemik
rejenerasyonu, kemoterapdtik ajanlari hedeflenmesi, yara ortiisii, hidrojel iiretimi gibi
pek c¢ok farkli sistemde kullanilmistir [80-82]. Biyouyumlu ve biyobozunur olmast,

diistik toksisitesi, immiinojenik bir tepkiye neden olmamasi 6nemli avantajlaridir [79].

2.4.2 Metaller

Termal ve elektriksel iletkenlik, korozyon direnci ve mekanik 6zellikleri nedeniyle
metaller ve metal alagimlar1 yaygin olarak biyomalzeme olarak kullanilmaktadir.
Sterilizasyon ve iiretim kolayliklari, sekil hafiza kabiliyetleri diger avantajlaridir.
Paslanmaz celik (316L), titanyum ve alagimlari (Cp-Ti, Ti6Al4V), kobalt-krom
alagimlar1 (CoCr) tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilan malzemelerdir [65].
Dis implantlari, kraniyofasiyal plaklar ve vidalar; yapay kalp parcalari, kalp pilleri,
klipsler, valfler, balon kateterler, tibbi cihazlar ve ekipmanlar, kemik sabitleme
cihazlar, dis malzemeleri, tibbi radyasyon koruyucu firiinler, protez ve ortodontik

cihazlar kullanim alanlar1 arasinda yer almaktadir [83].

2.4.3 Seramikler

Seramikler ve kompozitleri, kalca protezleri, kemik greftleri, yapay tendonlar, dis ve
ortopedik implantlar, kalp kapakgiklari gibi tibbi iriinlerde kullanilmaktadir. Metal ve
polimerlere gore daha az tercih edilse de seramikler inertlik olmalari, ¢esitli sekil ve
gozeneklilikte iretilebilmeleri, yiiksek basing dayanimlari ve miikemmel asinma
Ozellikleri ile ©on plana c¢ikmaktadir. Fosfatlarin biyoseramikleri, yiiksek
biyouyumluluklari, kemik dokuya entegrasyonlar1 ve kemiklerin mineral bilesenine en

cok benzeyen malzemeler olmalar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [84].

Biyoseramikler, emilemeyen (nispeten inert), biyoaktif veya ylizey reaktif (yar1 inert)
ve biyolojik olarak pargalanabilen veya emilebilen (inert olmayan) seramikler olmak

lizere li¢ gruba ayrilir [83]. Aliimina (A1203), zirkonya (ZrO2) ve titanya (Ti02) tipta
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en ¢ok kullanilan biyoinert seramikler arasindadir [85]. Amorf kalsiyum fosfatlar,
kalsiyum siilfat, hidroksiapatit (HAp) ve o-/B-trikalsiyum fosfatlar ise emilebilen
seramiklerdir. Cogunlukla kemik ve dis gibi sert dokularin onarimi ve yenilenmesi i¢in
kullanilmaktadir [86]. Bazi cam seramikler ve yogun hidroksiapatitler biyoaktif
seramikler grubunda yer alir. Kemikle ve ortamdaki yumusak dokularla dogrudan

kimyasal bag olusturlar.

2.4.4 Kompozitler

Kompozit malzemeler, birden fazla malzemenin karigimindan olusur ve bu
malzemeler Dbirbirlerinin  6zelliklerini tamamlar nitelikte olur. Bu nedenle
kompozitlerin avantaji, bilesenlerinin niteliklerini gostermeleri ve ¢ogunlukla tek

bilesenlerin sahip olmadigi baz1 6zellikleri sergilemeleridir [87].

Matris malzemesi olarak kullanilan malzemenin iizerinde genellikle matristen daha
iistlin mekanik ya da termal 6zelliklere sahip bir bagska malzeme bulunur. Bu matris ve
takviye fazlar1 arasinda yer alan {igiincii bir faz olan ara ylizey de bulunmaktadir [88].
Kompozit biyomalzemeler, farkli siniflardaki malzemelerin  avantajlarim
birlestirmeye izin verir ve bilesenlerin fiziksel ozelliklerinden farkli 6zelliklere

sahiptir.

Fiber takviyeli kompozit malzemelerle kafatasi rekonstriiksiyonu, kemik kirik
onarimi, total diz, ayak bilegi, dis, kalca ve diger eklem yerine koyma uygulamalari

gibi sert doku uygulamalari miimkiindiir [89].

2.5 Yara Ortiisii

Yara iyilesmesi, farkli tipte hiicreler, HDM ve ¢esitli molekiilleri i¢ceren karmasik bir
stirectir. Notrofil, makrofaj, lenfosit, keratinosit, fibroblast ve endotel hiicreler gorev
alir. lyilesme asamalari, hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme
olarak siralanabilir. Yaralanma sonrasinda ilk 72 saat i¢inde, trombosit agregasyonu
aktive olur, pihti olusumunu saglayan kemokinler ve biiylime faktorleri salinir.
Ardindan nétrofiller ve makrofajlar ortamdaki ilk bakteriyel yiikii temizler ve hasarl
dokunun fagositozunu kolaylastirir. Boylece hemostaz ve enflamatuar fazlan
tamamlanir. Proliferasyon asamasinda fibroblastlar, keratinositler ve endotel hiicreleri
birikir. Olusan pithtinin yerini almak tizere HDM bilesenleri bir graniilasyon dokusu

olusturur. Ayrica biiylime ve anjiyogenez faktorleri ve interlokin ailesi gorev alir.
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Yeniden sekillenme ise mevcut hiicrelerin apoptozisi ve yeni hiicrelerin iiretimi
arasinda hassas bir dengenin saglanmasi ile gerceklesir. Ayn1 zamanda HDM yapisi
da yeniden sekillenir. Olgunlasmamas tip I1I kolajen kademeli olarak yikima ugrar, tip
I kolajen tiretimi gerceklestirilir [90].

Bir yara hava ile temas ettiginde serdz sivi, kan iriinleri ve yara ekslidasinin
kurumasiyla sert bir kabuk olusur. Iyilesme siirecinde hiicreler kabuk bolgesi boyunca
epidermisi yeniden insa edemez, dokunun nemli oldugu daha derin bolgelere goc
etmeleri gerekir. Bu durum iyilesme silirecinin uzamasina, enfeksiyon ya da agr1 gibi
komplikasyon risklerinin artmasina neden olur [91]. Ilk olarak bir domuz modelinde
nemli bir ortamin yara olusumu sonrasi epitalizasyonun iki kat daha hizli olmasini
sagladig1 gosterilmistir [6]. Daha sonra nemli ortamin dehidrasyonu dnleyerek otolitik
debrimani artirdig1, anjiyogenez ve yara iyilesmesini kolaylastirdigi kanitlanmastir.
Ayrica, kuru tedaviler ile karsilastirildiginda nemin, enfeksiyon riskini artirmadigi

gosterilmistir [92].

Yara ortiileri, yeterli neme izin verirken fazla eksliday1r gidererek ve bakteriyel
kontaminasyonu engelleyerek yaralar i¢in ideal bir iyilesme ortami yaratmay1 amaglar
[93]. Nemi tutan yara Ortiileri, epitelizasyonu hizlandirir ve kolajen sentezine yardimci
olur. Yara yataginda hipoksi olusturarak anjiyogenezi tesvik eder ve pH" diislirerek
bakteri iiremesine engel olur. Gazli beze gore hastalar i¢in kullanimi daha kolaydir ve

yara izinin azalmasini saglar [94].

Glinlimiizde, yaranin dehidrasyonunu oOnlemeye ve iyilesmeyi desteklemeye
odaklanan modern yara Ortiilerinin pek ¢ok cesidi bulunmaktadir. En uygun yara
Ortiistinlin se¢ilmesi icin detayli bir yara degerlendirmesi yapilmaktadir. Yaranin

c¢esidi, derinligi, hastanin durumu gibi faktorler goz 6niinde bulundurulur.

Ideal bir yara 6rtiisiiniin sahip olmas1 gereken dzellikler sunlardir:

. Yara ¢evresindeki nemi kontrol etmeli,

. Gazlarin biiyiik 6l¢iide iletimini saglamali,

. Fazla ekstliday1 ortadan kaldirmali,

o Yarayi1 enfeksiyonlardan ve mikroorganizmalardan korumali,
. Yaranin yiizey nekrozunu azaltmali,

. Mekanik korumaya sahip olmali,
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. Kolayca degistirilmeli ve ¢ikarilabilmeli,

o Biyouyumlu, biyobozunur ve elastik olmali, toksik olmamali,
. Yara agrisini hafifletmeli,

° Maliyeti kabul edilebilir olmalidir [95].

Yara Ortiileri genel olarak inert/pasif ve interaktif/biyoaktif yara ortiileri olarak iki
gruba ayrilabilir. Uzun yillardir kullanimda olan gazli bez, tiil gibi pansumanlar yaray1
ortmek amaciyla kullanilan inert/pasif yara ortiileridir. Genellikle minimal, diisiik
eksiidali yaralarda ya da ikincil &rtii olarak kullanilirlar [96]. Interaktif/biyoaktif yara
ortiileri biyobozunur, tikayici 6zellikte, film, kopiik, hidrojel ve hidrokolloid formda
bulunur. Kolajen, elastin, hyaluronik asit ve kitosan gibi insan dokusu ile uyumlu

biyomalzemeler siklikla kullanilmaktadir [97].

2.5.1 Hidrojel yara ortiileri

Hidrojeller, hidrofilik, sisme 06zelligi gosteren, %70-90 oraninda su igeren ve
¢Ozlinmeyen polimerik aglardan olusmaktadir. Yiiksek su igerigi, yara Ortiilerinde
nemli bir ortam saglanmasi, 6lii dokularin ya da yabanci maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in avantaj saglamaktadir [95]. Seffaf olmalar1 da yara ylizeyinin

gozlemlenmesini kolaylastirict bir 6zellik saglar.

Hidrojeller ilk olarak 1960 yilinda iiretilmistir [98]. Giinlimiize kadar da hidrojellerin
kompozisyonu, stabilitelerinin artirilmasi ya da etkili ilag tasima mekanizmalarinin
gelistirilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmistir. PV A, kitosan, aljinat gibi polimerler
hidrojel iiretiminde siklikla kullanilmaktadir [8,99]. Hidrojellerin iki ana formu
bulunmaktadir. Yaprak formdaki hidrojeller, hidrofilik polimerlerin kismen ¢apraz
baglanmasiyla olusturulur ve %96 oranina kadar su tutabilir. Amorf jeller ise ii¢
boyutlu bir yapiya sahip degildir. Akiskan yapilar1 nedeniyle derin bosluklarin
doldurulmasinda siklikla kullanilmaktadir [96].

Hidrojel yara ortiileri, yiliksek su igerigi, biyouyumluluk ve esneklik gibi 6zellikleri
nedeniyle yara tedavisinde onemli bir yer tutar. Yanik, cerrahi yara, cilt yirtilmalar ve
basing iilserleri gibi ¢esitli yaralarin tedavisinde kullanilirlar [95]. Ozellikle kuru
yaralarin tedavisinde, nemli bir ortam olusturarak nekrotik dokunun otolitik
debridman i¢in ideal yara Ortiileridir. Ayni zamanda sogutucu ve rahatlatici etkilerinin

olmast agrili yaralarin tedavisinde 6nemli bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir
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[91]. Hidrojellerin yaralardaki su kaybi kontrol edebilmesi ortamin nemli kalmasini
saglar ve gaz degisimini kolaylastirir. Yaraya yapismadiklari i¢in yara Ortiistiniin

cikarilmasi sirasinda doku biitiinliigline zarar vermez [97].

Diisiik mekanik stabilite ise hidrojeller i¢in kisitlayici bir 6zelliktir. Bu durumu agmak
icin cift ag hidrojeller gelistirilmistir. Iki farkli polimer ag1 bir araya getirilerek
stabilite, cekme mukavemeti ve biyouyumluluk gibi 6zellikler artirilabilmektedir
[100]. Yiksek su igerikleri nedeniyle biiyiik miktarda eksiidalar1 emme ozelligi
gosteremezler. Bu nedenle hidrojel yara ortiileri, yogun eksiidali yaralarda

kullanilmazlar.

Hidrojel yara ortiileri, gesitli klinik calismalarda kullanilmistir. Ornegin, diyabetik
ayak tlserlerinde, hidrojel ile tedavi edilen grupta geleneksel yara ortileri ile
karsilastirlldiginda daha fazla {ilserin iyilestigi ve tedavi siiresinin kisaldigi
gosterilmistir [7]. Ikinci derece yanik yara iyilesmesinin takip edildigi bir baska
caligmada ise graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktdr (rhGM-CSF) hidrojelin yara
tyilesmesini énemli Ol¢iide hizlandirabildigi ve giivenli oldugu belirlenmistir [101].
Endoskopik sinus cerrahisi sonrasi zayif olan yara iyilesme silireci, emilebilir
hyaluronan hidrojel ile desteklenmis, 6dem ve kabuklanmanin azalmasi saglanmistir

[102]

Hidrojeller, ilag ya da biyolojik molekiillerin yara bolgesinde kontrollii salinimi igin
kullanilabilmektedir. Ozellikle kronik yaralarin tedavisinde etkinligin artirilmasi
saglanmaktadir. Antibiyotik yiiklii nanokompozit hidrojel tasarimlar ile sisme,
erozyon ve antimikrobiyal aktivite gibi gelismis 6zellikler sunulabilmektedir [103].
Antibakteriyel ve pH duyarli 6zelliklere sahip kurkumin ytklii hidrojellerin in vivo

yara iyilesmesini 6nemli ol¢iide hizlandirdig1 gosterilmistir [ 104]
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 L929 Hiicre Kiiltiirii, Cogaltilmasi ve Depolanmasi

HDM firetimi, toksisite caligmalar1 ve yara iyilesmesi deneyinde 1929 fare adipoz
doku kaynakli fibroblast hiicre hatt1 kullanilmustir. Hiicreler Gazi Universitesi Biyoloji
Boliimii tarafindan Bursa Teknik Universitesi Biyomiihendislik béliimiindeki

caligmalar i¢in kiiltiir koleksiyonlarindan hediye olarak verilmistir.

L929 hiicreleri, %10 FBS (Fetal Sigir Serum) (Biowest), L-Glutamin (Sigma) ve
Penisilin-Streptomisin (Sigma) iceren DMEM-High Glucose (Biowest) besiyeri ile
%35 CO2’li ortamda 37 °C’deki inkiibatorde (Panasonic) kiiltiire edilmistir. Hiicreler
%70-80 yogunluga geldiginde 90,25 Tripsin/EDTA (Gibco) kullanilarak
pasajlanmistir. Tripan mavi (Sigma) boyasiyla hiicre sayimi ve canlilik analizi
gerceklestirilmistir. Cogaltilan hiicreler %10 DMSO (Merck) igeren besi yerine

alinarak -80 °C derin dondurucuda (Arctico) saklanmuistir.

3.2 HDM Sentezi icin Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

1929 hiicreleri 2500 hiicre/cm? yogunlukta standart besi yerinde (%10 FBS ve %]
penisilin-streptomisin iceren DMEM-High Glucose) T75 flasklara (Nest) ekilerek
kiiltiir basglatilmistir. Kiiltiir yogunlugu %90’a ulastiginda standart besi yerine 50
ng/ml askorbik asit (Sigma) eklenmistir. Ug¢ giinde bir besi yeri degisimi yapilan
kiltiirler 1, 3 ve 6 hafta boyunca devam ettirilmistir. Sonlandirilan kiiltiirler PBS
(Sigma) ile yikama gerceklestirildikten sonra hiicre kaziyici ile toplanarak steril

tiiplere aktarilmistir.

3.3 Hiicresizlestirme Teknikleri ile HDM’nin Elde Edilmesi

Hiicresizlestirme isleminde her bir kiiltiir grubu i¢in (1, 3 ve 6 haftalik kiiltiirler) {i¢

farkli yontem kullanilmistir.
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3.3.1 Triton X-100/amonyum hidroksit uygulamasi

Tiiplere toplanmis olan hiicre/matriks karisimi %0,5 Triton X-100 (Millipore) ve 20
mM NH4OH (Sigma) igeren PBS ile 37 °C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra PBS
ile yikama islemleri gergeklestirilmistir [48,105] Hiicrelerin parcalanmasi sonucu
matriks iizerinde kalmis olabilecegi diisliniilen niikleik asit pargalarinin
uzaklastirilmasi igin HDM iizerine 100 U/ml olacak sekilde DNase (Thermo)
eklenerek, 37 °C’de 1 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.

3.3.2 Termal sok uygulamasi

Dondurma ¢ozme islemi art arda ii¢ tekrarli olacak sekilde -80 °C dondurucuda
(Arctiko/ULUF 450) 30 dakika bekletme, 37 °C su banyosunda (Nuve, VWR) ¢6zme
seklinde uygulanmistir [106]. PBS ile yikama gergeklestirildikten sonra HDM {izerine
100 U/ml olacak sekilde DNase eklenerek, 37 °C’de 1 saat inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

3.3.3 EDTA uygulamasi

Hiicre/matriks karisimi 24 saat boyunca 1 mM EDTA-PBS (Sigma) i¢inde 4 °C'de
bekletilmistir [107]. Bu uygulamada hiicrelerin parcalanmadan uzaklastirilmasi
hedeflendigi i¢in DNase uygulamasi yapilmamistir. Ancak, diger hiicresizlestirme
teknikleri ile karsilagtirma yapmak amaciyla 3 haftalik kiiltiir grubunda bir flaska

DNase uygulamasi yapilarak karsilastirma yapilmistir.

Elde edilen HDM’ler PBS ile yikama gergeklestirildikten sonra -80 °C dondurucuda
saklanmigtir. Hiicresizlestirme islemi gergeklestirilmeyen HDM/hiicre igeren drnekler

kontrol grubu olarak saklanmustir.

3.4 Hiicresizlestirme Isleminin Gosterilmesi

HDM’den hiicrelerin uzaklastirildigini belirlemek amaciyla genomik DNA izolasyon
kiti (Wizard) ile total DNA izolasyonu ve dlgiimii gerceklestirilmistir. Her bir grup
icin birer flasktan elde edilen HDM 1 ml PBS ile sulandirilarak i¢inden 100 pl 6rnek
almmustir. Uzerine “nuclei lysis” ve RNase soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dk
bekletilmistir. Oda 1sisma getirilen Orneklere “protein precipitation” soliisyonu
eklenerek buz lizerinde 5 dk tutulmustur. Santrifiij sonrasi supernatant alinarak

sirasiyla izopropanol ve etanol muamelesi yapilarak DNA elde edilmistir. “DNA
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rehydration solution” ile sulandirilan 6rneklerden 2 pl alinarak Epoch Mikroplaka
Spektrofotometre’de dsDNA 6l¢iim programinda, Take 3 plakasi kullanilarak 6l¢iim
yapilmistir. HDM’nin immiinojenik tepkiye neden olmamasi i¢in toplam DNA
miktariin %90’ 1nin uzaklastirilmis olmasi gerekmektedir [108]. Bu nedenle kontrol
grubunda olgiilen DNA miktar1 %100 kabul edilerek hiicresizlestirme gruplarinda
kalan DNA miktar1 yiizdeleri buna gore hesaplanmistir.

Bir haftalik kiiltiirden elde edilen HDM’lerden her grup icin 500 ul 6rnek petriye
alinarak 37 °C’de kurutulmustur. Hazirlanan HDM’lerden taramali elektron
mikroskop (SEM) goriintiileri alinarak HDM yapilart ve kalan hiicreler incelenmistir.
HDM yiizeyi islem oncesinde Au/Pd ile kaplanmistir. Carl Zeiss/Gemini 300
cithazinda, 7-10 mm 6rnek dedektér mesafesi ve 5 kV hizlandirici voltaj ile inceleme

yapilmustir.

3.5 HDM iceriginin Belirlenmesi

3.5.1 BCA analizi

HDM igerigindeki toplam protein miktarlarinin belirlenmesi amaciyla BCA protein
analizi (Bio Basic Inc.) gerceklestirilmistir. BSA standart 6rnekleri 100-1000 pg/ml
araliginda seri diliisyonlar seklinde hazirlanarak 562 nm’de 6l¢iim gerceklestirilmis ve

standart egri olusturulmustur.

1:5 (bir hafta kiiltir HDM’leri) ve 1:10 (ii¢ ve alt1 hafta kiiltir HDM’leri) oraninda
sulandirilan HDM o6rneklerinden 25 pl alinarak 96 kuyucuklu plakalara aktarilmistir.
BCA kit igeriginde yer alan soliisyon A ve soliisyon B, 50:1 oraninda karigtirilarak
ornek sayisina gore calisma soliisyonu hazirlanmistir. Ornek ve referans kuyularin
tizerine 200 pl calisma soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dk. inkiibasyon
gergeklestirilmistir.  Siire sonunda 562 nm’de absorbans Ol¢iimii  alinmustir.

Orneklerdeki toplam protein miktar1 olusturulan standart egriye gore hesaplanmistir.

3.5.2 Sirius red boyamasi

HDM igerigindeki kolajen ve kolajen olmayan proteinlerin miktar1 ve yiizeydeki
dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla sirius red boyamasi1 yapilmistir [45,47,109].
Boyama i¢in HDM, soliisyon halinde lamlarin iizerine konarak oda 1sisinda yarim saat

bekletilerek kurutulmus ve PBS ile yikama yapilmistir. Kaplanan lamlarin yiizeyi
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kaplanacak sekilde boya soliisyonu (Abcam) Orneklere eklenerek 30 dakika oda
1s1sinda inkiibasyon yapilmistir. Siire sonunda boya aspire edilerek distile su ile
yikama gergeklestirilmistir. Preparatlar oda 1sisinda kurutulduktan sonra faz kontrast
inverted mikroskopta (Olympus) goriintii alinmistir. Kolajen miktarlarinin nicel olarak
karsilastirilabilmesi i¢in preparatlar 0,1 N NaOH (Merck) i¢inde 30 dakika boyunca
calkalanarak boyanin ¢6ziinmesi saglanmistir. Her grup i¢in 200ul 6rnek 96 kuyucuklu
plakalara (Nest) aktarilarak spektrofotometrede 550 nm dalgaboyunda 6l¢lim
gergeklestirilmistir. 0,1 N NaOH blank olarak kullanilmistir [110].

3.6 HDM’lerin Sitotoksik/Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Toksisite analizleri i¢in 6 ve 96 kuyucuklu plakalar HDM ile kaplandiktan sonra
lizerine hiicre ekimi gergeklestirilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Yiizey kaplama
protokolii i¢in kolajen kapli ylizeylerde fibroblast hiicre kiiltiirii yapilan bir ¢calisma
referans alinmistir [111]. Buna gore 96 kuyucuklu kaplarin her bir kuyucuguna 50 pl
HDM soliisyonu eklendikten sonra 4 °C’de gece boyu bekletilmistir. Ardindan steril

kabin igerisinde kurumaya birakilip sonrasinda PBS ile yikama gergeklestirilmistir.

Kullanilacak olan HDM miktar kiiltiir yiizeyinin boyutuna gore hesaplanmustir.
Literatirde HDM’nin hiicreler {izerindeki etkilerinin incelendigi c¢aligmalarda
genellikle  hiicresizlestirme  islemi  kiiltlir ~ yapilan  kabin  ylizeyinde
gergeklestirilmektedir [48,105,112]. Ardindan bu kapl yiizeye direkt hiicre ekimi
yapilmaktadir. Calismamizda HDM’yi biyomalzeme i¢inde bir katki olarak
kullandigimiz icin hiicresizlestirme islemlerini hiicre/matriks yapisim1  kiiltiir
yiizeyinden kaziyarak ger¢eklestirmekteyiz. Bu nedenle kullanilacak HDM miktarini
belirlemek amaciyla kiiltiir kab1 yiizeylerinin oranlari dikkate alinmistir. Ornegin; 1
T25’ten (25 cm? alandan) elde edilen HDM ile 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarini kaplamak
i¢in 25 cm? alan bir kuyucugun yiizey alanina (0,33 cm?) oranlanarak dagitilmistir.
Kontrol grubu olarak yiizey kaplama yapilmadan standart kiiltiir kab1 yiizeyine ekilen

hiicreler kullanilmistir.

3.6.1 Sitotoksisitenin degerlendirilmesi

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi igin
plakalara ekilen hiicrelerin 24 saat inkiibasyonun sonunda besiyeri uzaklastirilarak her

bir kuyucuga 100 pl besiyeri ve hazirlanan MTT ¢ozeltisinden (Sigma) 10 pl
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eklenmistir. Hiicreler, 37 °C’de %5 CO:z ve %95 nem igeren inkiibatdr igerisinde 4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Stirenin sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve olugmasi
beklenen formazan kristalleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde DMSO ile ¢ozlilmiistiir.
Kiiltiir kab1 10 dakika yatay calkalayiciya konduktan sonra olusan renk degisimi
spekterofotometrede 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli ve 2 kez
yapilarak elde edilen tiim verilerin ortalamalar1 alinmis, yasayan hiicrelerin ortalama
absorbans degerleri ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ayrica kontrol
grubundaki hiicre canliligt %100 kabul edilerek tiim 6rnekler i¢in kontrole kiyasla

yasayan hiicre yiizdeleri belirlenmistir.

3.6.2 Genotoksisitenin degerlendirmesi

HDM’lerin hiicreler lizerindeki genotoksik etkileri incelenmistir. Hiicrelerde olusan
DNA hasarinin tespiti i¢in alkali comet protokolii takip edilmistir. HDM kapli yiizeyde
24 saat tutulan hiicreler tripsin-EDTA ile toplanmistir. Hiicre peleti %0,65 diisiik erime
1s1l1 agar (Acros) ile slispande edilmistir. %1 normal erime 1sil1 agar (Sigma) ile
kaplanmis lam (Marienfield) iizerine hiicre siispansiyonlar1 yayilarak lamel ile
kapatilmistir. Lamlar, %1 Triton X-100 ve % 10 DMSO eklenmis 2.5M NaCl (Merck),
100mM EDTA, 100mM Tris (Acros), %1 sodyum sarkosinat (Sigma) (pH: 10) igeren
lizis ¢ozeltisinde 90 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Ardindan lamlar soguk
elektroforez tamponuna alinarak 20 dk bekletilmis ve 20 dakika elektroforez (24V,
300mA) uygulanmistir. Elektroforez islemi bittiginde 15 dakika siireyle notralizasyon
tampon ¢ozeltisinde (0.4M Tris—HCL, pH: 7.5) bekletilen lamlar alkol serisinden
gecirilmigtir.  Kurutulan lamlar etidium bromiir (Sigma) ile boyanip lamel
kapatildiktan sonra Perceptive Comet assay IV programi olan floresan mikroskopta
(Carl Zeiss/Axio Scope A1) incelenmistir. Ornekler ikiser tekrarli olarak calisilmis ve
her preparatta 100 hiicre, toplamda 200 hiicre sayilarak DNA hasar derecesi kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunlugu olarak belirlenmistir. Sonuclar IBM SPSS 22.0
programinda Oneway ANOVA testi ile kiyaslanmistir.

3.7 Antibiyotik Yiiklii Jelatin Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Jelatin nanopartikiillerin (GelNP) tiretiminde siklikla tercih edilen yontemlerinden biri
olan nanopresipitasyon, diger ismiyle solvent yer degistirme, yontemi kullanilmstir.

Jelatin (Biomatik) (%1) distile su icerisinde 50 °C'de ¢oziilmiistiir. Etanol (Isolab)
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icerisinde %2’lik poloxamer (Sigma) hazirlanmistir. Poloxamer ve jelatin ¢ozeltileri
20:1 oraninda karistirilmistir. Jelatin-poloxamer c¢ozeltisine %2’°lik glutaraldehit
(Sigma) yavasca eklendikten sonra gece boyu +4 °C'de karigsmaya birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij uygulanarak nanopartikiillerin
¢okmesi saglanmistir. Pelet -80 °C dondurucuda 24 saat dondurulduktan sonra

liyofilize edilmistir.

3.7.1 SEM analizi

Nanaopartikiillerin SEM goriintiilerinin alinmasi i¢in 6ncelikle yiizeyleri Au/Pd ile
kaplanmistir. Analiz Bursa Teknik Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda
yer alan Carl Zeiss/Gemini 300 cihazinda, 8,5 mm 6rnek dedektdr mesafesi ve 5 kV
hizlandirici voltaj ile inceleme yapilmistir. Partikiil boyut dl¢iimleri Image J yazilimi

(Version 1.54) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.7.2 Jelatin nanopartikiillere antibiyotik yiiklenmesi

Jelatin nanopartikiillere antibiyotik yiiklenmesi agamasinda gentamisin kullanilmistir.
Yiikleme veriminin Slgiilebilmesi i¢in 6ncelikle 0,1-5 mg/ml aralifinda gentamisin
diliisyonlar1 hazirlanarak spektrofotometrede spektrum oOl¢limii yapilmistir. Tiim
konsantrasyonlarda en yiliksek absorbansin 285 nm dalgaboyunda alindigi
belirlenmistir. Bu dalgaboyundaki absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon
dogrusu olusturulmustur. Yiikleme islemi i¢in gentamisin: jelatin orani agirlik¢a 1:1
olacak sekilde hesaplanarak gentamisin soliisyonu hazirlanmis ve 285 nm’de 6lgiim
alinmistir. Nanopartikiiller antibiyotik soliisyonunda 24 saat oda 1s1sinda karistirilarak
bekletilmistir. Ayrica PBS icerisine nanopartikiil eklenerek ayni sartlarda karigmaya
birakilmistir. Siirenin sonunda nanopartikiiller santrifiijleme islemi ile ¢oktiirtilmiistiir.
Supernatanttan 285 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim alinmis ve enkapsiilasyon verimi

hesaplanmustir.

3.8 HDM Katkili PVA-Gel-Cs-GelNP Hidrojellerin Hazirlanmasi

HDM katkilt PVA-Gel-Cs-GeINP hidrojeller, {i¢ farkli yontem ile elde edilen
HDM’ler kullanilarak hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak dHDM igermeyen PV A-
Gel-Cs-GelINP hidrojel ve ayrica dHDM ve jelatin nanopartikiilleri icermeyen PV A-
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Gel-Cs hidrojel de kullanilmistir. Deney gruplar1 Cizelge 3.1°de gosterilen sekilde

adlandirilmigtr.

Cizelge 3.1 Hibrit hidrojel gruplarinin adlandirilmasi.

HDM elde edilme yontemi
Hidrojel 1 PV A-Gel-CS-GeINP Triton X100/ Amonyum hidroksit
Hidrojel 2 PV A-Gel-CS-GelNP Dondurma/Cozme
Hidrojel 3 PV A-Gel-CS-GelNP EDTA
Kontrol PV A-Gel-CS-GelNP -
Katkisiz PVA-Gel-CS -

HDM katkili PV A-Gel-Cs-GelNp (polivinil alkol-jelatin-kitosan-jelatin nanopartikiil)
hibrit hidrojellerin hazirlanmasi i¢in Oncelikle PVA (Sigma), jelatin (Biomatik) ve
kitosan (AFG Bioscience) ¢ozeltileri hazirlanmistir. PVA ¢dzeltisi (%5) hazirlamak
icin PVA (Mw 85,000-124,000) distile suda 2 saat siiresince 90 °C’de manyetik
karistirma altinda c¢oziilmistiir. Jelatin-tip B (%5) 50 °C’de 2 saat boyunca
karistirllarak ¢ozlilmiistiir. Kitosan (orta molekiiler agirlik) (%2) 0,5 M asetik asit
(Isolab) ¢ozeltisinde 40 °C’de 12 saat siiresince karistirilarak ¢oziilmiistiir. Hazirlanan
polimer c¢ozeltileri esit hacimde birlestirilerek 3 saat boyunca oda 1sisinda
kanistirilmistir. Ardindan karigima 0,3 mg/ml olacak sekilde GeINP eklenerek yarim
saat oda 1sisinda karigmasi saglanmistir. GeINP eklenen karisim 12 kuyucuklu
plakalarda kuyucuk basina 1 ml olarak ddkiilerek -80 °C’de 24 saat dondurulmustur.
Ardindan liyofilizatorde kurutulmustur. Hazirlanan hidrojeller tepkimeye girmeyen

reaktanlarin uzaklastirilmasi i¢in su ile yitkanmis ve ardindan kurutulmustur [99].

HDM katkilt PVA-Gel-CS-GeINP hidrojellerin hazirlanmasi i¢in GelNP ile birlikte
karisima 5 mg/ml olacak sekilde HDM eklenerek karismaya birakilmistir. Ardindan
12 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 1,5 ml dokiilerek -80 °C’de 24 saat dondurulmus
ve liyofilizatore alinmistir. Hazirlanan HDM katkili hidrojeller tepkimeye girmeyen
reaktanlarin uzaklastirilmas1 i¢in su ile yikanmis ve liyofilizatére alinarak

kurutulmustur.
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3.9 Hidrojellerin Karakterizasyonu

3.9.1 FTIR analizi

Hazirlanan hidrojellerin kimyasal yapist NICOLET-IS50 marka FTIR cihazi ile
incelenmistir. ATR aparat1 kullanilarak 400-4000 cm™! frekans araliginda spektrumlar
hazirlanmistir. Polimerik yapinin olusumu ve HDM nin yapiya katilmas: FTIR analizi

ile takip edilmistir.

3.9.2 SEM analizi

Hidrojellerin morfolojik 6zellikleri SEM analizleri ile belirlenmistir. Bu sayede HDM
katkisinin morfolojik degisime yol acip agmadigi incelenmistir. SEM analizleri Bursa
Teknik Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda Carl Zeiss / Gemini 300
marka cihaz ile yapilmistir. G6zenek c¢aplarinin 6l¢iimleri ¢cekilen SEM fotograflarinda

Image]® yazilimi (Version 1.54) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.9.3 Cekme-basma testi

Hidrojellerin mekanik dayaniklilik ve karakterizasyonu i¢in oda sicakliginda ¢ekme
ve basma testleri uygulanmistir [113]. Cekme-kopma-basma testleri Bursa Teknik
Universitesi Makine Miihendisligi béliimiinde Shimadzu-AG-XPLUS 250KN AGS-
X1KN EHF-EV100KN marka cihaz ile yapilmistir.

3.9.4 Sisme testleri

Dogal HDM'yi taklit etmek i¢in, hidrojel lifli yap iskelesi su gegirgenligi ve sogurma
parametreleri gibi 6nemli Ozellikleri olacak sekilde tiretilmelidir. Yap1 iskelesinin
yiikksek gecirgenligi, hiicrelerin biiyiimesi ve yara iyilesmesi i¢in gerekli olan
besinlerin ve atiklarin daha iyi tasinmasi anlamina gelir. Hidrojeller, yara yataginin
nem ortamini korumak i¢in yararli olan suyu tutabilir. Bundan dolay1 hazirlanan

hidrojellerin sisme kapasiteleri arastirilmistir.

Elde edilen hidrojellerin denge sisme kapasitelerini belirlemek i¢in kuru hidrojel 6rnek
pH 7,4’deki c¢ozeltide bekletilerek belirli araliklarla tartim gergeklestirilmistir.

Zamana bagl sisme orani su sekilde hesaplanmistir:

W.—Ww
S 45100
Wy

(3.1)

Sisme Orant =
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Ws, sisen hidrojelin agirlhigidir.

W4, kuru hidrojelin agirlhigidir.

3.9.5 Termal Gravimetrik Analiz

Hidrojellerin termal karakterizasyon calismalart TA / SDT650 marka cihaz ile
yapilmustir. 10 mg 6rnekler {izerinde yapilan analizde 10°C /dk 1sitma hiziyla sicaklik

oda sicakligindan 300°C’ye kadar artirilmistir.
3.9.6 Hidrolitik degredasyon testleri

Hidrojeller (Wo) 50 mL pH 7,4 tamponda daldirilarak 25 °C'de belirli zaman
araliklarinda tutulmustur. Birinci, iiclincli ve yedinci giinlerde hidrojel tampondan

cikarilarak yikanmistir. Daha sonra nihai sabit agirlik bulunana kadar kurutulmustur.
Hidrolitik degredasyon (%) su sekilde hesaplanmistir:

Hidrolitik degredasyon(%) = [(W, — Wf)/W,] x 100

2
WO, hidrojellerin kuru agirlhigidir. (3-2)

WH, hidrojellerin islem sonundaki kuru agirligidir.

3.9.7 Su buhan gecirgenlik testleri

Hazirlanan Orneklerin su buhart gecirgenlik testleri ASTM E96 (Uluslararasi
Amerikan Test ve Materyalleri Toplulugu)’da belirtilen yonteme gore yapilmistir. Bu
amacla daire seklindeki drnekler tartilmistir. Ardindan ¢api hidrojel ile uyumlu i¢inde
10 mL deiyonize su bulunan deney kabinin iizerine konmustur. Kaplarin agzi sikica
parafilm ile kapatilmis ve bagil nemlilik oran1 %75 olan etiivde 37 °C’de

bekletilmistir.
24 saat sonunda ornekler tartilmis ve dlgiimler 3 kez tekrar edilmistir. Orneklerin su
buhar gecirgenlik degerleri (g/m?/giin) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir:

wvTR = &89 (3.3)
A

Am/At, nem kayb1 miktar1 (g/giin).

A, membranin alanidir.
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3.10 Hidrojellerin in vitro Biyouyumluluklarinin Belirlenmesi

Hazirlanan HDM katkili hibrit hidrojellerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in
ekstraksiyon c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hidrojeller, tiim yiizeylerine etki edecek
sekilde UV 151k altinda bekletilerek steril edilmistir. Ardindan steril tiipler igerisine
alinarak iizerine besiyeri eklenmistir. 37 °C etiiv icerisinde 24 saat slireyle
bekletildikten sonra sitotoksisite testlerine gecilmistir. Ekstrakt sivi hacimleri ISO
10993-12 protokolii detaylarinda belirtildigi gibi belirlenmistir. Buna gore 0,5-1 mm

kalmligindaki malzemeler i¢in dnerilen konsantrasyon olan 3 cm?/ml kullanilmistir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda da ISO 10993-5 standardi protokollerinde de onerilen ve
referans hiicre hatt1 olarak kabul edilen 1.929 fare fibroblast hiicre hatti1 kullanilmistir.
96 kuyucuklu plakalara 200 ul 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapildiktan
sonra hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin kuyucuklar iginde
tutunarak c¢ogaldiklar1 bu siirenin sonunda steril sartlarda besiyeri uzaklagtirilmis ve
hazirlanan malzeme ekstraklarini igeren besiyeri ortamlar1 (%100, %75, %50, %25
oranlarinda), negatif kontrol grubu olarak normal besiyeri ortam1 ve pozitif kontrol
olarak %0,1 triton X-100 iceren besiyeri 200 pl/kuyucuk olacak sekilde hiicreler

tizerine eklenmis ve 24 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

Ekstraktlar ile inkiibasyon siiresinin sonunda MTT yontemi “3.6.1 Sitotoksisitenin

degerlendirilmesi” boliimiinde aciklandig gibi uygulanmastir.

Hidrojellerin sitotoksisite degerlendirmesinde ayrica notral kirmizi alim (NKA)
yontemi uygulanmistir. Bunun i¢in 24 saat ekstraktlar ile muamele edilen hiicrelerin
besiyerleri uzaklastirmistir. Ardindan her bir kuyucuga 200 pl nétral kirmizi ¢ozeltisi
(Sigma) eklenerek 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda
plaklardaki boya ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklar ii¢ kez PBS ile yikanmistir.
Kuyucuklara 200 pl %50 metil alkol, %1 glasiyel asetik asit ve %49 distile su
karisimdan olusan sabitleyici ¢ozelti eklenmis ve plakalar c¢alkalayici {izerine
yerlestirilerek 20 dakika siire ile bekletilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik
yogunluklar plaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

MTT testinde tiim deneyler en az 3 tekrarh ve 2 kez yapilmais, elde edilen tiim verilerin
ortalamalar1 alinarak yasayan hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ve standart
sapma degerleri hesaplanmistir. Ayrica kontrol grubundaki hiicre canliligt %100 kabul

edilerek tiim ornekler i¢in kontrole kiyasla yasayan hiicre yiizdeleri belirlenmistir.
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3.11 Hidrojellerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli yaralarda en sik
karsilagilan enfeksiyon nedeni bakteriler arasinda yer almaktadir [114]. Hazirlanan
HDM katkili/katkisiz PVA-Gel-CS-GeINP  hibrit hidrojellerin  antibakteriyel
etkinliklerinin degerlendirilebilmesi amaciyla P. aeruginosa, S. aureus ve E. coli
kullanilmistir. P. aeruginosa ve E.coli Gram (-), S.aureus ise Gram (+) bakteriler
olduklar1 i¢in hazirlanan HDM katkili/katkisiz PVA-Gel-CS hidrojellerinin Gram (-)
ve Gram (+) bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmistir.
Bakterilerden siispanse kiiltiir tiretmek amaciyla Nutrient Agar (Biolife) besi ortamina
ekim yapilmis ve bakteriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan
kiiltlirlere seri sulandirma yapilmis ve sulandirilan kiiltiirler McFarland densitometre
aracihg ile 10° CFU/mL bakteri konsantrasyonuna ayarlanarak zon testi igin
kullanilmistir. Zon inhibisyon testinde, bakteriler 100 pL bakteri siispansiyonu
nutrient agar iizerine eklenmis ve bakteri slispansiyonu agar plate {izerine yayilmistir.
UV 1sik yardimiyla steril edilmis HDM katkili/katkisiz PV A-Gel-CS-GeINP
hidrojeller agar plate iizerine yerlestirilmis ve 18-24 saat boyunca 37 °C’de

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda zon ¢aplar1 8l¢iilmiistiir.

3.12 Hidrojellerin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkileri

In vitro ¢izik testi (in vitro scratch assay), in vitro hiicre ¢gogalmasini (proliferasyon)
ve gocilinii (migrasyon) olgmek i¢in kolay, diisiik maliyetli ve iyi gelistirilmis bir
yontemdir. Temel adimlar, bir hiicre tek katmaninda bir "¢izik" olusturmayi, ¢izigi
kapatmak i¢in hiicre gogii sirasinda baglangigta ve diizenli araliklarla goriintiileri
yakalamay1 ve hiicrelerin gd¢ oranini 6lgmek ic¢in goriintiileri karsilagtirmayi igerir.
Diger yontemlerle karsilastirildiginda, hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin
hiicre gogii lizerindeki etkileri, in vivo yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiinii taklit
eden c¢aligmalar i¢in Ozellikle uygundur ve go¢ sirasinda canli hiicrelerin
goriintiilenmesini saglar. Homojen hiicre popiilasyonlarmin gociinii izlemenin yan
sira, bu yontem ayn1 zamanda ¢izigin 6n ucundaki tek tek hiicrelerin gociinii 6lgmek
icin de benimsenmistir. Bu yontem genellikle birka¢ saatten bir geceye kadar siirer

[115].
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1929 hiicre kiiltiirlerinde yapilan bu testte alti kuyucuklu plakalara 2 x 10%cm?
yogunlugunda ekilen hiicreler tiim yiizeyi kaplayana kadar beklenmistir. Ardindan
yapay bir ¢izik olusturmak i¢in pipet ucu kullanilarak merkezden diiz bir ¢izgi halinde
kazima islemi gerceklestirilmistir [116]. Daha sonra besi yeri hidrojel ekstraktlari ile
degistirilmistir. Hidrojel ekstraktlarinin 1:1 oraninda besi yeri ile sulandirilmis olan
%50 konsantrasyonlar1 da deney gruplarina eklenmistir. Kontrol olarak DMEM-High
glucose kullanilmigtir. Hiicreler standart kiiltiir sartlarinda inkiibatorde tutularak belirli

araliklarla gézlenmis ve fotograflar ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 L929 Hiicre Kiiltiirii

L929 hiicrelerinin standart kiltiir kosullarinda ¢ogaltilmasi ve depolanmasi
saglanmistir. Hiicrelerin karakteristik fibroblast morfolojisi gosterdigi gozlenmistir

(Sekil 4.1).

A

Sekil 4.1 1.929 hiicrelerinin kiiltliriin birinci (A) ve ti¢lincii (B) giinlerdeki inverted
mikroskopta alinan goriintiileri (10X).

4.2 HDM Sentezi

Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden HDM elde edilen bir ¢alismada kiiltiir
siiresi uzun tutularak 3 hafta sonunda hiicrelerin bir kenardan kalkmaya basladigi
belirtilmistir. Kiiltiir bu sekilde ili¢ hafta daha devam ettirilerek yaklagik 5 mm
boyutunda doku benzeri bir yapi (microtissue-like structures) elde edilmis ve
hiicresizlestirme islemi bu doku benzeri yapilarin soliisyon igerisine konmasi ve
santrifiijleme islemleri ile gergeklestirilmistir [117]. Calismamizda da benzer bir
protokol izlenmistir. HDM sentezi i¢in en etkin kiiltiir siiresinin bulunabilmesi

amaciyla 1, 3 ve 6 hafta siiren kiiltiir gruplart olusturulmustur.

Fibroblast kiiltiiriinde bir hafta sonunda hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyini tamamen
kaplamustir (Sekil 4.2). Ug ve alt1 hafta gruplarinda hiicrelerin oldukg¢a yogun oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.3). Alt1 hafta boyunca hiicrelerin kiiltiir ylizeyine tutunmus bir
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sekilde kaldig1 ve ¢cok katmanli hiicre dbeklerinin olduk¢a yogunlastigi belirlenmistir
(Sekil 4.4).

Sekil 4.3 1929 hiicre kiiltiiriiniin 3 hafta sonunda inverted mikroskopta alinan
gorintiisi (10X).
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Sekil 4.4 1929 hiicre kiiltliriiniin 6 hafta sonunda inverted mikroskopta alinan
goriintiisii (10X).

4.3 Hiicresizlestirme Islemleri

Kiiltiir stiresi sona erdiginde hiicre/matriks yapilari kiiltiir kab1 ylizeyinden hassas bir

sekilde kazinarak toplanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Hiicre ve matriksin kiiltiir kabindan kazinarak toplanmasi.

Tiplere alinan hiicre/matriks yapilari es zamanh olarak lic farkli yontem ile

hiicresizlestirilmistir. Triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma ¢ozme
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yontemleri uygulanan gruplarda DNase uygulamasi yapilmistir. EDTA uygulanan
grup ve kontrol grubuna ise DNase uygulamasi yapilmamistir. Ancak, yontemlerin
karsilastirilmasinda bir fark olusturmamasi amaciyla {i¢ haftalik EDTA grubunda
toplanan HDM’nin bir kismma DNase eklenerek ayni protokolle inkiibasyona
birakilmistir. Ayrica, {ic hafta triton X100/amonyum hidroksit grubunda DNase

uygulamasi yapilmadan bir 6rnek ayrilarak DNA izolasyonunda kullanilmistir.

4.4 Hiicresizlestirme Isleminin Gosterilmesi

Hiicresizlestirme islemlerinde amag hiicrelerin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi ve
HDM’nin miimkiin oldugunca korunarak elde edilmesidir. Karsilastirdigimiz ii¢
yontemde hiicrelerin uzaklastirilma etkinligini 6lgmek icin DNA izolasyonu ve miktar
Olctimii gerceklestirilerek ortamda kalan hiicre miktarlar1 belirlenmistir. Herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubu yiizde yiiz kabul edilerek deney gruplarinda
HDM yapisinda kalan hiicrelerin yiizdeleri hesaplanmustir.

Bir, iic ve alt1 hafta kiiltirden elde edilen HDM’lerdeki DNA miktarlari
karsilastirildiginda tiim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli azalma oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Uygulanan farkli hiicresizlestirme yontemleri sonrasinda ortamda kalan
DNA miktarlari.

Gruplar birbiri arasinda karsilastirildiginda ise triton X100/amonyum hidroksit ve
dondurma/¢6zme uygulamalarinda tiim kiiltiir siiresi gruplarinda, EDTA grubuna gore

DNA miktar1 anlamli derecede azalmistir. Bir haftalik kiiltirden elde edilen
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HDM’lerde triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma/¢ézme uygulamalari
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (Cizelge 4.1). Uc haftalik kiiltiirden elde
edilen HDM’lerdeki DNA miktarlar1 karsilastirildiginda triton X100/amonyum
hidroksit uygulamasi sonrasi gézlenen diisiis dondurma/¢6zme grubuna gore anlaml

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1 Bir hafta kiiltiir sonras1 DNA 6l¢iimlerinin p degerleri.

Dondurma/ Triton X100/ EDTA
Cozme Amonyum hidroksit

Triton X100/ 0.646

Amonyum hidroksit ’

EDTA 0,008 0,043

Kontrol 0,002 0,001 0,003

Cizelge 4.2 Ug hafta kiiltiir sonras1t DNA 6l¢iimlerinin p degerleri.

Dondurma/ Triton X100/
Cozme Amonyum hidroksit EDTA
Triton X100/ 0.0173
Amonyum hidroksit ’
EDTA 0,0111 0,0117
Kontrol 0,0001 0,01465 0,0194

Alt1 haftalik kiiltiir gruplarinda triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma ¢6zme
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmazken, EDTA grubu her iki gruba gore

anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Alt1 hafta kiiltiir sonras1t DNA 6l¢limlerinin p degerleri.

Donfiurma/ Triton X%OO/ ' EDTA
Cozme Amonyum hidroksit
Triton X100/ 0.0165
Amonyum hidroksit ’
EDTA 0,00001 0,00002
Kontrol 0,0003 0,0004 0,0023

EDTA ile hiicresizlestirme tekniginin referans alindig1 makalede hiicreler kisa stireli
kiiltiir edildikten sonra isleme alinmistir [107]. Bu nedenle kiiltiir siiresinin EDTA ile
hiicresizlestirme etkinligi iizerindeki etkisi incelenmistir. Kiiltiir siiresinin uzamasi

EDTA uygulamasimin etkinligini anlamli derecede diistirmiistiir (Sekil 4.7). Bu
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nedenle EDTA ile hiicresizlestirme islemlerinde kisa siireli kiiltiir yapilmasi uygun
bulunmustur. Ancak, bir haftalik kiiltiir grubunda ortamda kalan DNA miktarinin
%]10’un tzerinde olmasi, yontemin tek basina uygulanmasinin yeterince etkili

olmadigini goéstermektedir.
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Sekil 4.7 EDTA uygulamasi ile hiicresizlestirmede sonrasi kalan yiizde DNA
miktarlarinin kiiltiir siiresine gore degisimi.

Diger iki grupta uygulanan DNase inkiibasyonunun EDTA yontemindeki etkisine
bakildiginda hiicresizlestirme yapildiktan sonra DNase uygulandiginda ortamda kalan
hiicre miktarinda diisiis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8). Ancak bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. HDM yapisindaki DNA miktar1 enzim uygulandiginda

da %10’un {izerinde kalmstir.

30

EDTA+DNase EDTA-DNase

Sekil 4.8 EDTA ile hiicresizlestirme sonrasi DNase uygulanan ve uygulanmayan
orneklerde kalan DNA miktarlar1 (p=0,09).
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Triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma/cdzme ile hiicresizlestirme sonrasi
pargalanan hiicrelerden ortama yayilan ve HDM iizerine tutunan DNA parcalarinin
DNase inkiibasyonu ile uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu uygulamanin etkisini gérmek
amaciyla DNase uygulanmayan HDM’de DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir (Sekil
4.9). DNase inkiibasyonu yapilan 6rnekte kalan DNA miktar1 anlamli derecede az

bulunmustur.
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Sekil 4.9 Triton X100/amonyum hidroksit ile hiicresizlestirme sonrasinda DNase
uygulamasinin DNA miktar1 tizerindeki etkisi (p<0,05).

HDM’nin immiin reddini 6nlemek i¢cin DNA'min en az %90"min uzaklastiriimasi
saglanmalidir [108]. Fibroblast hiicre kiiltiiriinde uyguladigimiz fiziksel, kimyasal ve
biyolojik hiicresizlestirme yontemlerinde kontrol grubuna gére DNA miktari, triton
X100/amonyum hidroksit ve dondurma/¢ézme tekniklerinde %10’un altina inmistir.
EDTA yonteminin etkinligi kiltiir siiresi kisaldiginda artis gosterse de yeterli

olmamustir.

4.4.1 SEM analizi

HDM'lerin mikromorfolojileri SEM goriintiileri ile incelenmistir. Fibriler bir yap1
gostermeyen dHDM'lerin diizensiz yiizeye sahip ve gozenekli oldugu goézlenmistir.
Elde edilen gorintiiler literatiirde farkli hiicrelerden elde edilen dHDM'lerin
morfolojileri ile uyumludur [45,108,118,119]. Fibriler yapinin olmamasinin yiiksek
yogunlukta protein ve karbonhidrat iceren dHDM'nin bilesenlerinin i¢ ice gectigi

orneklerin karmagik yapisindan kaynaklaniyor olabilecegi diistintilmektedir [108].
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Sekil 4.10 HDM gruplarinin (A,B: Triton X100/amonyum hidroksit; C,D:
dondurma/¢6zme; E,F: EDTA) SEM goriintiileri.

SEM goriintillerinde EDTA uygulamasi sonrasi ortamda kalan hiicreler
goriintiilenmistir (Sekil 4.10). Triton X-100/amonyum hidroksit uygulamasi ve
dondurma/¢é6zme dHDM’lerinde ise goriintiilerde hiicrelere rastlanmamistir. Elde

edilen goriintiilerinin DNA 6l¢iim sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

4.5 HDM I¢eriginin Belirlenmesi

4.5.1 BCA analizi

Hiicresizlestirme sonrasinda elde edilen dHDM’lerin miktarinin belirlenmesi amaciyla
BCA analizi ile toplam protein miktarlar1 belirlenmistir. BSA standart grafigi referans
alinarak, bir T75 flasktan elde edilen dHDM’lerin yapisindaki toplam protein
miktarlart hesaplanmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Bir T75 flasktan elde edilen dHDM’lerdeki toplam protein miktarlari.

Bir, ii¢ ve alt1 haftalik kiiltiirlerde elde edilen dHDM’lerdeki protein miktarlart EDTA
ve kontrol gruplarinda digerlerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Hiicresizlestirme islemi gerceklestirilmeyen kontrol grubunda protein
miktariin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur. EDTA gruplarinda ise hiicrelerin
etkin bir sekilde uzaklastirilamamis olmasi protein miktarinin da yiiksek ¢ikmasina

neden olmustur.

Triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma/¢ézme gruplarina bakildiginda tiim
kiiltiir stirlerinde dondurma/¢6zme sonrasi elde edilen dHDM’lerde protein miktarinda
artis gériilmiistiir. Ancak bu artis yalnizca alt1 haftalik kiiltiirlerde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).

Kiiltiir stireleri incelendiginde tiim gruplarda ii¢ilincii haftada bir haftalik kiiltiire gore
protein miktarinda anlamli bir artis meydana gelmistir. Ug ve alt: haftalik gruplar
karsilastirildiginda ise meydana gelen artis yalnizca triton X100/amonyum hidroksit

uygulamasinda anlamli degildir.

Dondurma/¢cézme uygulamasinda kiiltiir siiresi iki katina ¢ikarildiginda elde edilen
protein miktar1 anlamli derecede ylikselmistir (p<0,01). Ancak bu artig %45 oraninda
gergeklesmistir.  Bu nedenle elde edilen dHDM miktart g6z Oniinde
bulunduruldugunda ii¢ haftalik kiiltiir yapilmasinin islem siiresinde meydana
gelebilecek kontaminasyon vb komplikasyon risklerinin azaltilmasi i¢in daha avantajli

oldugu diistiniilmektedir.
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4.5.2 Sirius red boyamasi

Farkl1 yontemler ile elde edilen dHDM lerin kolajen igerikleri sirius red ile boyanarak
analiz edilmistir. Boyama i¢in kiiltiirde esit alandan toplanan dHDM’ler kullanilmastir.

Ardindan boyama miktarlar1 spektrofotometrik yontemle 6l¢tilmiistiir.

Bir haftalik kiiltiir gruplarinda triton X100/amonyum hidroksit ile elde edilen HDM’de
boyama miktarinin digerlerine gore olduk¢a az oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.12).
dHDM pargalanmis bir yap1 gostermistir. Dondurma/¢6zme ve EDTA gruplarinda ise
kontrol HDM’sine yakin bir goriintii elde edilmistir. Boya dHDM’lerin yapisinda daha

homojen bir dagilim gostermistir.

Sekil 4.12 Bir hafta kiiltiir sonrasi elde edilen HDM'’lerin sirius red boyama
gorlntiileri (A: Triton X100/amonyum hidroksit, B: Dondurma/¢c6zme,
C:EDTA, D:Kontrol).

Ug hafta siiren kiiltiirden elde edilen HDM’lerde en az boyama triton X100/amonyum
hidroksit grubunda goriiliirken, kontrol grubuna en yakin goriinti EDTA grubunda
elde edilmistir (Sekil 4.13). Ayrica kontrol grubunda gozlenen ag benzeri fibriler yap1
en iyi EDTA grubunda korunmustur. Dondurma/¢c6zme grubunda kontrol grubuna

benzer bir dagilim s6z konusu olsa da bazi alanlarda kolajen olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Ug hafta kiiltiir sonrasi elde edilen HDM’lerin sirius red boyama goriintiileri
(A: Triton X100/amonyum hidroksit, B: Dondurma/cézme, C:EDTA,
D:Kontrol).

Alt1 haftalik gruplarda ise daha kisa stireli kiiltiirlere gore daha yogun boyama
gozlenmistir (Sekil 4.14). Triton X100/amonyum hidroksit grubu digerlerine gore
daha az boyanmuistir. Boya dagilimina bakildiginda kontrol grubuna en yakin yap1 yine
EDTA grubunda goriilmiistiir. Triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma/¢6zme
gruplarinda kolajen dagiliminin daha ¢ok belirli bolgelerde toplandigi belirlenmistir.

Kiiltiir stireleri birbiri ile karsilastirildiginda ise bir haftalik gruplardaki boyamanin
miktar1 daha uzun siireli kiiltiirlere gore daha az oldugu gozlenmistir. Elde edilen
protein miktarinin bir haftalik kiiltiirlerde anlamli derecede az oldugu BCA analizi ile
de belirlenmistir. Aymi sekilde kolajen miktarinin da az oldugu sirius red boyamasi ile

gorsel olarak belirlenmistir.



Sekil 4.14 Alt1 hafta kiiltiir sonras1 elde edilen HDM’lerin sirius red boyama
gorlntiileri (A: Triton X100/amonyum hidroksit, B: Dondurma/¢6zme,
C:EDTA, D:Kontrol).

Preparatlardaki boyalar ¢ozdiiriilmiis ve 550 nm dalga boyunda 6l¢iim alinarak gruplar
birbiri ile karsilastirilmistir (Sekil 4.15). Kiiltiir siiresi uzadikg¢a elde edilen kolajen
miktarinin arttigi  gosterilmistir. EDTA uygulamasinin tiim haftalarda matriks
yapisindaki kolajen miktarinin korunmasinda en hassas yontem oldugu belirlenmistir

(p<0,01).
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Sekil 4.15 Sirius red boyamalarinin spektrofotometrik dl¢timleri.
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Triton X100/amonyum hidroksit ve dondurma/¢ézme arasindaki fark tiim hafta
gruplarinda anlamli bulunmustur (p<0,01). Hiicrelerin uzaklastirilmasinda yakin
sonuglar elde ettigimiz bu iki grupta elde edilen dHDM yapisindaki kolajen miktari

dondurma/¢ézme yonteminde daha iyi korunmustur.

Kolajen gibi makromolekiiller, biiyiik olmalar1 ve molekiil i¢i ¢apraz baga sahip
olmalar1 nedeniyle hiicresizlestirmeden sonra yapida kalirlar. Ancak hiicresizlestirme
sirasinda deterjan, enzimatik reaktifler ve sonikasyon vb tekniklerin kullanimi

nedeniyle kolajen lifleri zarar gérebilmektedir [120].

4.6 HDM’lerin Sitotoksik/Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

4.6.1 Sitotoksisitenin degerlendirilmesi

HDM kaph ylizeylerde 24 saat siire ile kiiltiirii yapilan hiicrelerde MTT analizi
gergeklestirilmis ve kontrol grubuna gore canlilik oran1 hesaplanmistir (Sekil 4.16).
Triton X100/amonyum hidroksit uygulamasi ile elde edilen dHDM’ler bir ve ii¢
haftalik gruplarda hiicre canliligini anlamli derece artirmistir (1 hafta p degeri<0,001;
tic hafta p degeri<0,05). Alt1 haftalik kiiltiir dHDMleri ise fibroblast canliligi izerinde
anlamli bir fark yaratmamistir. Kontrol grubuna goére canlilik orani %98 olarak

hesaplanmustir.

Dondurma/cézme sonrasi elde edilen dHDM’ler tiim hafta gruplarinda hiicre
canliligmi artirmistir. Bu artis bir (p<0,001) ve U¢ haftalik (p<0,01) kiiltiirlerde
istatistiksel olarak anlamli iken alti haftalik kiiltiirde anlamli bulunmamistir. Alti

haftalik kiiltiir dHDM’sinde hesaplanan canlilik orani ise %105 olmustur.
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Sekil 4.16 HDM kapli yiizeylerde 24 saat kiiltiir edilen hiicrelerin MTT canlilik analizi
sonugclari.

EDTA grubu bir haftalik dHDM’leri hiicreleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
desteklemistir (p<0,01). Aymi grupta ii¢ haftalik kiiltlir dHDM’lerinin hiicreler
iizerindeki etkisi anlamli bulunmamustir. Alti haftaya gelindiginde ise hiicre
miktarinda anlaml bir diisiis gbézlenmistir (p<0,01). Kontrol grubuna gore canlilik

orant %75 olarak hesaplanmustir.

4.6.2 Genotoksisitenin degerlendirilmesi

HDM’lerin fibroblastlar iizerindeki genotoksik etkileri tek ve ¢ift zincir kiriklarinin
tespitinde kullanilan comet testi yapilarak analiz edilmistir. Calismada bir ve ii¢
haftalik kiltiirlerden elde edilen HDM’ler kullanilmistir. Standart kiiltiir kabi
yiizeyinde kiltiir edilen hiicreler ile karsilastirildiginda HDM gruplarinin kuyruk
uzunlugu degerlerinde anlamli derecede artis oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.17). DNA hasarinin dogrudan 6l¢iilmesini saglayan comet testi kuyruk uzunlugu
sonuglarina bakildiginda hiicresizlestirme sonrasinda HDM yapisinda kalmig
olabilecegi diisiiniilen kimyasal ya da DNA ve hiicre kalintilarinin hiicreler {izerinde

toksik etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

50



Kuyruk Uzunlugu
30,00

25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

1 hafta 3 hafta

® Triton X100/amonyum hidroksit Dondurma Cézme ®EDTA  mKontrol

Sekil 4.17 HDM tiizerinde bir giin kiiltiir edilen hiicrelerin comet analizi sonuglari.

Comet testi kuyruk yogunlugu degerleri incelendiginde bir haftalik kiiltiirlerden elde
edilen HDM gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiis oldugu

goriilmektedir (p<0,05) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 HDM iizerinde bir giin kiiltiir edilen hiicrelerin comet analizi sonuglari.

Ug hafta gruplarinda HDM kapli yiizeylerde kiiltiir edilen hiicrelerin kuyruk
yogunlugu karsilastirildiginda EDTA ile hiicresizlestirme islemi gergeklestirilen

grupta anlamli derecede artis meydana gelmistir.

EDTA grubunun bir ve ii¢ haftalik kiiltiir sonuglarinda meydana gelen artigin kiiltiir

siiresi uzadik¢a hiicresizlestirme etkinliginin diismesi ile iliskili olabilecegi
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diistiniilmektedir. EDTA ile hiicresizlestirme tekniginde kiiltiir siiresinin uzamasinin
hiicrelerin uzaklastirilma oraninda diisiise neden oldugu DNA izolasyonu ve dl¢iimii

caligmalarinda gdsterilmistir.

4.7 Antibiyotik Yiiklii Jelatin Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Jelatin  nanopartikiiller nanopresipitasyon yontemi ile {retilmistir. Jelatin
nanopartikiiller liyofilize edildikten sonra gentamisin ile yiiklenerek hazirlanmistir.
4.7.1 SEM analizi ve boyut ol¢ciimii

SEM goriintiilerinde jelatin nanopartikiillerin kiiresel formda ve nano boyutta oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.19). Partikiil boyutlar1 169 + 42 nm olarak Sl¢iilmiistiir.

Sekil 4.19 Jelatin nanopartikiillere ait SEM goriintiileri.

4.7.2 Jelatin nanopartikiillere antibiyotik yiiklenmesi

Gentamisin konsantrasyonlarinin en yiiksek absorbans degeri verdigi 285 nm’de

yapilan Olgtimler ile kalibrasyon dogrusu elde edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Gentamisine ait, 285 nm dalgaboyunda alinan 6lgiimler ile elde edilen
kalibrasyon dogrusu ve denklemi.

Nanopartiliillerin gentamisin yiikleme yiizdesi, metot boliimiinde verilen formiil
kullanilarak hesaplanmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi araciligiyla
enkapsiilasyon verimi %11,2 olarak, yiikleme kapasitesi 0.093 mg gentamisin/mg kuru

partikiil olarak belirlenmistir.

4.8 HDM Katkil1 PVA-Gel-Cs-GelNP Hidrojellerin Hazirlanmasi

Enjekte edilebilir, in vivo jel olusturabilen ya da ii¢ boyutlu biyobaski ile yapi iskelesi
olarak kullanilabilen hidrojeller biyomedikal amaclarla siklikla kullanilmaktadir.
Hiicresizlestirilmis dokularin genellikle enzim kullanilarak ¢dziinmesinin ardindan
fiziksel capraz baglanma ya da kolajen liflerinin birlesmesi ile hidrojel iiretimi
gergeklestirilmektedir. Hiicre kaynaklt HDM ile hidrojel iiretimi geleneksel olarak
uygulanan doku deseliilarizasyonuna bir alternatif olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Hiicresel dHDM nin kiiltiir kosullarina bagli olarak protein bilesimi ya da sertlik gibi
mekanik 6zellikleri degiskenlik gosterebilmektedir [121]. Calismamizda fibroblast
kiiltiiriinden farkli teknikler ile elde edilen dHDMler hidrojel i¢inde katki malzemesi

olarak kullanilmistr.

HDM katkili ve katkisiz kontrol grubu hidrojelleri hazirlanip, liyofilize edilmistir
(Sekil 4.21). Hidrojel karakterizasyonu testlerinde kurutulmus hidrojeller;
biyouyumluluk, in vitro yara iyilesme testi ve antimikrobiyal aktivite analizlerinde

hidrojellerin ekstrakt ¢cozeltileri kullanilmistir.
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Sekil 4.21 HDM katkil1 ve katkisiz hidrojellerin kurutmadan sonraki gériintimleri.

4.9 Hidrojel Karakterizasyonu

4.9.1 FTIR analizi

Hidrojellerin sahip olduklar1 karakteristik gruplarin molekiiler yapilar1 FTIR analizi
ile incelenmistir (Sekil 4.22-4.26). FTIR spektrumlari incelendiginde tiim hidrojeller
kolajen parmak izinin ii¢ ana bandina yakin amid titresimlerini ortaya ¢ikarmustir.
Bunlar; karbonil gerilmesinden kaynaklanan amid I (~1650 cm™!), N-H diizlem igci
biikiilme ve C-N gerilme titresimlerinin birlesiminden kaynaklanan amid II (~1550
cm ') ve C-N gerilme titresimleri ve N-H biikiilmesinin birlesiminden kaynaklanan

amid III (~1200 cm ') bantlar ile gdzlenmistir [109,122].

1635 cm!"de gozlenen bant ayrica, PVA'nin asetat grubunun C-O gerilmesine karsilik
gelmektedir. 2910 cm™''deki bant, omurga alifatik C-H'nin gerilme titresiminden

kaynaklanmaktadir [99].
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Sekil 4.22 Hidrojel 1’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 4.26 Hidrojel Katkisiz’a ait FTIR spektrumu.

4.9.2 SEM analizi

Hidrojellerin fiziksel 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla SEM goriintiileri alinmistir
(Sekil 4.27-4.31). Hazirlanan hidrojel gruplarmin her birinin gozenekli yapiya sahip
oldugu gosterilmistir. SEM analizi hazirhik silirecinde hidrojellerin liyofilizatorde
kurutulmas1 asamasinda hidrojel yapisindaki proteinlerin bir miktar ¢dkmesine neden
olabilmektedir. Bu nedenle SEM goriintiileri, {i¢ boyutlu yapiyr tam olarak

yansitmayabilir.

SEM goriintiilerinde tiim hidrojeller, heterojen gozenek boyutuna sahip ti¢ boyutlu bir
ag yapisina sahiptir. Ancak katkisiz, nanopartikiil katkili ve hem nanopartikiil hem
dHDM katkili olarak iiretilen hidrojellerin gdzeneklilik oranlarinda farkliliklar

olusmustur.
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Sekil 4.28 Hidrojel-2’ye ait SEM gdriintiisii.
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Sekil 4.30 Kontrol hidrojele ait SEM goriintiisi.
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Sekil 4.31 Katkisiz hidrojele ait SEM goriintiileri.
Dondurma ¢6zme yontemi ile elde edilen dHDM igeren hidrojel 2’nin diger 6rneklere
gore yapisal farkliliklar gostermistir. Petek goriintiisiindeki gozenekli yapilarin
Sallehuddin ve ark. tarafindan iiretilen kolajen-jelatin-elastin yara Ortiilerine ait SEM
gorlntiileri ile benzerlik gosterdigi diistiniilmektedir [123]. Hidrojel liretiminde esit
miktarda jelatin kullanilmistir. dHDM yapisinda 6lgiilen kolajen miktar1 dondurma-
¢ozme yonteminde Triton X100/amonyum hidroksit grubu ile benzerlik gostermistir.
Kolajen miktar1 EDTA ile hiicresizlestirilen matrikste diger gruplara gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu nedenle hidrojel 2 yapisinda belirlenen bu farkliligin, HDM
yapisinda  bulunan elastin = miktarindaki  farkliliktan ~ kaynaklanabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu nedenle dHDM igeriginin ayrintili analizinin yapilmasi gelecek
calismalar i¢in kritik 6nem tasimaktadir.

Gozenek boyutlarina bakildiginda tiim hidrojellerde heterojen bir yap1 oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.32). Hidrojel 1, hidrojel kontrol ve hidrojel katkisiz gruplar
yakin gézenek ¢apina sahiptir. En biiyiik gozenek boyutu ise hidrojel 2’ de 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.32 Hidrojellerin ortalama gézenek boyutlari.
4.9.3 Cekme-basma testi

Yara Ortiisii olarak tasarlanan hidrojellerin mekanik 6zellikleri yara pansumani igin
onemli gereksinimlerden biridir. Hidrojel 6rtii yara pansumani yapilirken cilt yiizeyine
kapanir, dolayisiyla uzatilip gerildiginde kolay yirtilmamalidir. Bu nedenle
hidrojellerin mekanik 6zellikleri cekme ve basma testleriyle analiz edilmistir.

Fan ve arkadaglar1 (2016) tarafindan yapilan ¢alismada bu tez ¢alismasinda oldugu
gibi CS/Gel/PVA hidrojeller hazirlanmis ve PVA ile karistinllan farkli CS/Gel
oranlarindaki gerilme mukavemeti degerlendirilmistir. Bu arastirmada ¢ekme
mukavemetinin CS/Gel orani 1:3 oldugunda 2,2 MPa’da en yliksek degere ulastigi
bildirilmistir. Gel/PVA hidrojel ile karsilastirildiginda ise CS/Gel/PVA hidrojelin
gerilme mukavemetinin arttign gosterilmistir. Bununla birlikte, CS/Gel'in agirlik
oraninin artmasiyla hidrojelin gerilme mukavemetinin ve uzamasinin azaldigin
belirtmislerdir.  Arastiricilar  bunun nedenini  kendi c¢aligmalarinda hidrojel
hazirlamalari sirasinda kullanilan gama 1sinlama siirecinde kitosan ilavesiyle polimer
molekiillerinin ¢apraz bag yogunlugu artmasina ve bunun da hidrojelin mekanik
Ozelliklerini etkili bir sekilde gelistirdigi seklinde agiklamislardir. Boylece ¢ekme
mukavemeti belli bir dereceye kadar artmistir. CS/Gel agirlik oranmin artmasiyla
hidrojelin sertligi artar, hidrojel kirilgan hale gelir ve bu da ¢ekme mukavemetinin
azalmasina neden olur [99].

Hidrojel yapisina nanopartikiil ilave edildiginde elastik modiiliin neredeyse yariya
distiigii belirlenmistir (Sekil 4.33). Jelatin nanopartikiillerin eklenmesi ile hidrojel

daha az kirilgan hale gelmistir.
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Cizelge 4.4 Hidrojellerin elastisite modiilii ve basma dayanimi 6l¢iim sonuglari.

Elastisite Modiilii Basma Dayamim
(MPa) (MPa)
Hidrojel 1 0,022 0,11
Hidrojel 2 0,021 0,12
Hidrojel 3 0,022 0,13
Hidrojel Kontrol 0,045 0,11
Hidrojel Katkisiz 0,082 0,11

dHDM ilavesi ise hidrojellerin elastikiyetini daha da artirmistir. HDM katkil1 gruplar

arasinda bir fark gézlenmemistir (Cizelge 4.4). Basma dayanimlari ise benzer sonuglar

vermistir (Sekil 4.34). Katkisiz hidrojelin elastik modiil degerindeki belirgin artig

mekanik dayanimin daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.33 Hidrojellerin ¢cekme testi, kuvvet-uzama grafikleri (A: Hidrojel 1, B:
Hidrojel 2, C: Hidrojel 3, D: Hidrojel Kontrol, E: Hidrojel Katkisiz).
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Sekil 4.34 Hidrojellerin basma testi, kuvvet-uzama grafikleri (A: Hidrojel 1, B:
Hidrojel 2, C: Hidrojel 3, D: Hidrojel Kontrol, E: Hidrojel Katkisiz).

4.9.4 Sisme testleri

Sisme testleri, katkisiz hidrojel, GeINP katkil1 hidrojel ve ECM ile GelNP katkili
hidrojeller kullanilarak yapilmistir (Sekil 4.35). Kullanilan katkilarin hidrojellerin
zamana bagli sisme davramisim degistirdigi belirlenmistir. Hidrojel yapisina

nanopartikiil ve dHDM katkilar1 eklendiginde sisme oranlar diigmiistiir.

62



700

600

500

400

300

Sisme (%)

200

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

-100
Sure (dk)

Hidrojel 1 =O==Hidrojel 2 =O==Hidrojel 3 =O==Hidrojel Kontrol =O==Hidrojel Katkisiz

Sekil 4.35 Hidrojellerin sisme testi sonuglari.

En yiiksek sisme degerinin kontrol grubu hidrojelde (%571), en diisiik sisme degerinin
ise hidrojel 3’te (%393) oldugu goriilmiistiir. En yiiksek sisme degerine en hizli gelen
ornek ise hidrojel 3 olmustur. Hidrojel 1, hidrojel 2’ye gdre daha hizli sigsme

gostermekle birlikte dengeye ulagtiginda benzer bir davranig gostermistir.

Yapiya giren dHDM sigsme oranini azaltmistir. Bu durum HDM yapisindaki hidrofobik
bilesenler (elastin) ile iliskilendirilebilir. Hidrojel 3’teki azalmanin EDTA grubu
dHDM’lerin  igerigindeki  yliksek  protein  oranindan  kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Yara ortiilerinin, ekstida emme yetenegini 6lgmek icin sisme testleri yapilmaktadir.
Ideal yara ortiisii sisme oranlarinin  %100-900 araliinda olmasi gerektigi

belirtilmektedir [124]. Tiim hidrojel gruplarinda belirlenen sisme oranlar1 bu araliga
dahildir.

4.9.5 Termal gravimetrik analiz

Hidrojel agirliklarinin sicaklik ve zamana gore degisimi termal gravimetrik analiz ile
incelenmistir (Sekil 4.36). Orneklerde iki ayr1 sicaklikta bozunma oldugu
belirlenmistir. 50 °C’nin altinda su molekiillerine ait baglarin yikimi, 230 °C’de ise

kolajen bilesenlerinin degredasyonu gozlenmistir [122].
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dHDM katkili hidrojellerde Hidrojel 3 daha kararli bir yapiya sahiptir. HDM
icerigindeki toplam protein miktarmin daha fazla olmasi Hidrojel 3’te yapisal bir

destek saglamis olabilir. Kontrol hidrojel ise katkisiz hidrojele gére daha kararli bir

yap1 sergilemistir.
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Sekil 4.36 Hidrojel gruplarinin TGA egrileri (1: Hidrojel 1, 2: Hidrojel 2, 3: Hidrojel
3, 4: Hidrojel kontrol, 5: Hidrojel katkisiz).

Tim hidrojel gruplari, kiiciik farkliliklar olmakla birlikte benzer termal bozunma

stirecleri sergilemistir.

4.9.6 Hidrolitik degredasyon testleri

Hidrolitik degredasyon testinde hidrojellerin 24 saat igerisinde 6nemli 6l¢lide degrade
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.37). 24 saat sonunda agirlik kaybi katkisiz hidrojelde en
az olurken HDM katkil1 hidrojellerde kontrol grubuna gore daha fazla kayip meydana
gelmistir. Dondurma-¢ézme yontemi ile elde edilen dHDM katkili hidrojel 2
digerlerine gore daha fazla bozunmustur. Dondurma-¢6zme isleminin kolajen ag
yapisinin gevsemesine neden oldugu bilinmektedir [125]. Bu durum hidrojel 2’nin
daha kolay bozunan bir yapiya sahip olmasini agiklayabilir. Ugiincii ve yedinci

giinlerdeki bozunma miktari ise ilk gline oranla olduk¢a az olmustur.
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Sekil 4.37 Hidrojel gruplarinin giinlere gére degredasyon orani.

En az bozunma gosteren katkisiz hidrojelin, kontrol hidrojelden farkli olarak jelatin
nanopartikiil icermemesi daha az agirlik kaybi ile iliskilendirilebilir. Waresindo ve
ark., PVA-Gel hidrojelde jelatin oraninin artisinin daha fazla degredasyona neden

oldugu bildirilmistir [126].

4.9.7 Su buhan gecirgenlik testleri

Hidrojel yara Ortiilerinin yaranin nem kaybini kontrol etme yeteneginin olgiilmesi i¢in
su buhar1 gegirgenlik testi gerceklestirilmistir. Fazla eksiida yaranin enfekte olmasina

ya da iyilesme siirecinin aksamasina neden olabilmektedir.

HDM katkil1 ve kontrol grubu hidrojellerin su buhari gegirgenlik testleri 24 saatlik bir
analiz ile gergeklestirilmis ve WVTR degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.38). dHDM

katkisinin hidrojellerin su buhar1 gecirgenlik hizlarini etkiledigi belirlenmistir.
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Sekil 4.38 HDM katkili ve kontrol grubu hidrojellerin WVTR degerleri.

WVTR degeri HDM katkisiz hidrojelde en yiiksek iken, triton X100/amonyum
hidroksit yontemi ile elde edilen HDM katkili hidrojelde (hidrojel 1) en diisiiktiir.
dHDM katkili hidrojel gruplarindaki su buhart gegirgenlik orani1 degisimi, ortalama
gozenek boyutu ile ayni dogrultudadir. Katkisiz hidrojel WVTR degeri, kontrol
grubuna gore daha diisiiktiir. Degredasyon testinde de daha az bozunma gosteren

katkisiz hidrojelin daha yogun ve kararli bir yapiya sahip oldugu diisiiniilmektedir.

WVTR degeri, normal cilt i¢in 204 + 12 g/m2/giin iken yarali cilt igin 279 £ 26 ile
5138 g/m2/giin arasinda degismektedir [127]. Urettigimiz tiim hidrojellerin WVTR
degerleri yara ortiisii olarak kullanima uygundur. Ancak ¢ok yogun eksiidal1 yaralarda

kullanim i¢in diisiiktir.

4.10 Hidrojellerin in vitro Biyouyumluluklarimin Belirlenmesi

Hidrojel ekstraktarinin dort farkli konsantrasyonunu (%25, %50, %75, %100) iceren
standart besiyerinde 24 saat boyunca kiiltiir edilen hiicreler mikroskopta
gozlemlenmistir. Triton X100/amonyum hidroksit ile elde edilen HDM igeren
hidrojel-1 ekstrakt: ile kiiltiir sonucunda hiicrelerin morfolojilerinin ince uzun ve igsi

bir yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39 Hidrojel-1 ekstraktinin farkli konsantrasyonlar: ile 24 saat kiiltiir edilen
hiicrelerin mikroskop goriintiileri (A:%25, B:%50, C:%75, D:%100).

A B

Sekil 4.40 Hidrojel-2 ekstraktinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat kiiltiir edilen
hiicrelerin mikroskop goriintiileri (A:%25, B:%50, C:%75, D:%100).



Sekil 4.41 Hidrojel-3 ekstraktinin farkli konsantrasyonlar: ile 24 saat kiiltiir edilen
hiicrelerin mikroskop goriintiileri (A:%25, B:%50, C:%75, D:%100).

Hidrojel-2 ve hidrojel-3 ekstraktlarinda da hiicre morfolojilerinin tipik fibroblast
goriintlisiinde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.40, Sekil 4.41). Kontrol hidrojel grubunda
ise hiicrelerin bir kisminin artmis sitoplazma hacmi gosterdigi, heterojen bir
popiilasyon oldugu goézlenmistir (Sekil 4.42). Standart kiiltiir kosullarinda tutulan
kontrol grubu hiicreleri de ayni sekilde farkli morfolojiler gosteren hiicrelerden
olugmaktadir (Sekil 4.43). Saglikli ve geng hiicrelerin karakteristik 6zelligi olan tipik
ince uzun sekilli hiicrelerin dECM katkili hidrojel gruplarinda goriilmesi matriks
katkisinin hiicre metabolizmasini etkiledigini gosterebilir. Yayilmis ve sitoplazma
miktar1 artmis hiicre goriintiisiine yasli, oksidatif strese maruz kalan ya da tlimdrojenik
hiicrelerde rastlanmaktadir [128,129]. Morfolojik farkliliklar kontrol grubunda
gbzlemlenen bu durumun dECM katkist ile dnlenebildigini diisiindiirmektedir. Hiicre
metabolizmasinin hidrojel ekstraktlari tarafindan nasil etkilendiginin daha detayl
analizinin yapilmasi i¢in gen ekspresyon profillerinin belirlenmesi, telomeraz aktivite

tayini gibi daha ileri aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 4.42 Hidrojel-kontrol ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 ile 24 saat kiiltiir
edilen hiicrelerin mikroskop goriintiileri (A:%25, B:%50, C:%75,
D:%100).

Sekil 4.43 Standart kiiltiir kabi ylizeyinde kiiltiir edilen kontrol hiicrelerinin mikroskop
goriintiileri.

Hidrojellerin biyouyumluluklarinin incelenmesi i¢in MTT ve nétral kirmizi alim testi

uygulanmistir. Hazirlanan ekstraktlarin seyreltilmis konsantrasyonlar1 (%75, %50 ve

%25) da ¢aligmaya eklenmistir. Ayn1 zamanda hidrojel {iretiminde kullanilan PVA,

jelatin ve kitosan c¢ozeltileri de ayni konsantrasyonlarda hazirlanarak c¢aligma

gruplarina eklenmistir. Standart besi yeri ile kiiltiirii devam ettirilen hiicreler de kontrol

olarak kullanilmistir.
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4.10.1 MTT analizi

Hidrojel ve hidrojel bilesenlerinin olas1 toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan
MTT testi sonuglarina gore iiretilen hidrojel yara ortiilerinin biyouyumlu oldugu
belirlenmistir. Yara ortiilerinin tiim gruplarinda ve tiim konsantrasyonlarda hiicre

canlilik oraninin %80’in altina diismedigi goriilmiistiir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44 Hidrojel ve hidrojel igerigindeki polimerlerin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandigi fibroblastlarin MTT analizi.

Hidrojel 1 ve hidrojel 2 6rneklerinde konsantrasyon azaldikg¢a hiicre canlilik orani
artarken, hidrojel 3 ve kontrol grubunda azalmistir. Yara Ortiilerinin iiretiminde
kullanilan biyomalzemelerin hiicre canliligin1 %70’in altina diisirmedigi ve sitotoksik

olmadig1 belirlenmistir.

4.10.2 Notral kirmmuzi alim testi

Notral kirmizi alim testi sonuglarina gore hidrojel ekstraktlarinin  farkl
konsantrasyonlarinin  ve hidrojel igerigindeki polimerlerin uygulandigi gruplarda
hiicre canliligt {izerinde sitotoksik bir etkilerinin olmadigi, hatta hiicre

proliferasyonunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede artiglara neden olduklari
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goriilmistiir (Sekil 4.45). Hiicre zar biitiinliiglinii ve lizozomal aktiviteyi gdsteren
NKA testine géore HDM katkili hidrojellerin, fibroblast membran biitliinligiini
destekledigi belirlenmistir. Kontrol grubu hiicrelere oranlandiginda hidrojel
ekstraktlarinin uygulandigi gruplarda artis oldugu belirlenmistir. Bu nedenle hidrojel
yapisindan gelebilecek olan herhangi bir toksik maddenin hiicre i¢i birikim yapmadigi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.45 Hidrojel ve hidrojel igerigindeki polimerlerin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandigi fibroblastlarin notral kirmizi alim testi sonuglari.

Fibrinojen hidrojel yapisina eklenen deseliilarize deri HDM’sinin, hiicre canliliginin
korunmasini sagladig1 ve hidrojelin yapisal stabilitesini artirdigi bildirilmistir. Diger
yandan {izerine tekrar hiicre ekilen HDM katkilt hidrojellerin 15 giin sonunda mekanik
mukavemetlerinin iyilesme gosterdigi raporlanmistir [130]. Calismamizda dHDM
katkili hidrojel ekstraktlarinin azalan konsantrasyonlar1 genel olarak %100
ekstraktlara gore hiicreleri daha iyi desteklemistir. ISO10993-12 protokoliine gore
biyouyumluluk testlerinde kullanilmak {iizere hazirlanmasi Onerilen ekstraksiyon
cozeltileri biyomalzemelerin en ekstrem sartlardaki etkisini belirlemek {izere yogun

bir miktarda hazirlandigindan (3cm?/ml), elde edilen bu %100 ekstraksiyon
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cozeltisinden dilue edilerek hazirlanan %75, %50, %25 gibi konsantrasyonlardaki
cozeltilerin de etkisinin arastirilmasi 6nerilmektedir.

Hiicresizlestirilmis domuz derisinden hidrojel iiretiminin yapildig1 bir arastirmada %3
ve %25 oraninda HDM kullaniminin hiicrelerin proliferasyonunu artirirken %50 ve
%100 konsantrasyonlarinin sitotoksik oldugu saptanmistir. Bu durum hiicresizlestirme
islemi sonrasi yikama sirasinda deterjanlarin tamamen uzaklastirilamadigi ve kalan
miktarin hiicreleri 6ldiirebildigi seklinde yorumlanmistir [120]. Hazirladigimiz
hidrojel ekstraktlarinda da dHDM kaynakli olas1 kimyasal ve hiicresel kalintilarin
hiicrelerin ¢ogalmasini etkileyebilecegi diigiiniilmektedir. Fernandez-Pérez ve ark.,
hidrojel iiretimi yaptiklar1 ¢alismalarinda, hiicresizlestirme protokoliinde SDS
kullaniminin hiicre kiiltiiriinde sitotoksisiteye neden olurken triton kullaniminin toksik
etki goOstermedigini ve hiicre kiiltiirlinde kullannominin daha uygun oldugunu
bildirmistir [131]. Uyguladigimiz sitotoksisite testlerinde triton kullaniminin elde
edilen dHDM katkili hidrojellerin toksik etkilerinin olmasina neden olmadigi
belirlenmistir. Bu durum literatiir bilgisi ile uyumludur. Ancak, hiicre yapisinin zar
biitlinliigiiniin incelendigi NKA testi sonuglarina bakildiginda triton kullanilan
hidrojel-1 ekstraktinin toksik olmasa da diger dHDM katkil1 hidrojellere gore hiicreleri
daha az destekledigi belirlenmistir (p<0,01). Mitokondriyal aktivitenin tespit edildigi
MTT testi sonuglarinda ise fiziksel ve kimyasal yontem arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Hiicre membran biitiinliiiinliin bozulmasini saglama amaciyla
hiicresizlestirme isleminde kullanilan tritonun, yikamalar sonrasinda ortamda hala
bulunma ihtimalinin oldugu diisiiniilmektedir. Bunun i¢in daha ileri ¢aligmalar ile

kalint1 analizlerinin yapilmas gerektigi diistiniilmektedir.

4.11 Hidrojellerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Gentamisin, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis gibi bakterileri
etkileyen aminoglikozitlerden biridir, protein sentezini inhibe ederek bakterileri yok
eder. Genis spektrumlu aktivitesi nedeniyle klinik olarak siklikla kullanilmaktadir
[132]. Piyelonefrit, sistit, zatiirre, plevral ampiyem, peritonit, sepsis, menenjit, piiriilan
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, enfekte yaralar, yaniklar vb. tedavisinde tercih
edilmektedir [133]. Gentamisin yiikli nanopartikiil ekledigimiz hidrojel yara
ortiilerinin antibakteriyel 6zellik kazanarak yara enfeksiyonu riskinin diisiirtilebilecegi

diistintiilmiistiir.
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Hazirlanan hidrojel yara ortiilerinin antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon testi ile
analiz edilmistir. Hidrojellerin 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyonlari sonucunda
katkisiz hidrojeli, S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigi, P. aeruginosa iizerinde ise bir miktar etki gosterdigi belirlenmistir.
dHDM Kkatkil1 ve kontrol hidrojel yara Ortiileri ise her li¢ mikroorganizmaya karsi
antibakteriyel 6zellik gostermistir (Sekil 4.46-4.48). Olusan zon caplart ise Cizelge

4.5’te sunulmustur.

" Hidrojel 1 | Hidrojel 3 _ %

Sekil 4.47 Hidrojellerin S. aureus iizerinde olusturduklar1 zon goriintiileri.

73



" Hidrojel 1 Hidrojel 2 Hidrojel 3 "9

Sekil 4.48 Hidrojellerin Escherichia coli lizerinde olusturduklart zon goriintiileri.

Cizelge 4.5 Hidrojellerin P. aeruginosa, S. aureus ve E. coli lizerinde belirlenmis zon
caplar1 (mm).

Pseudomonas Staphylococcus Escherichia coli
aeruginosa aureus
Hidrojel 1 29+ 1,4 20,5+2,1 16,5+4,9
Hidrojel 2 27 22+1,4 23+28
Hidrojel 3 26+ 1,4 22,5+0,7 22,5+0,7
Hidrojel Kontrol 27,5+2,1 16 +5.,6 22
Hidrojel Katkisiz 12 - =

Hidrojel yara ortiileri igerisine ekledigimiz gentamisin yiiklii nanopartikiillerin
antimikrobiyal etkisi bu ¢alisma ile gosterilmistir. Nanopartikiil igermeyen katkisiz
hidrojeller yalnizca P. aeruginosa iizerinde antimikrobiyal etki gostermistir. Bu etki

de katkil1 hidrojellere gore daha az olmustur.

dHDM katkili hidrojellerin S. aureus iizerindeki antimikrobiyal etkileri daha fazla
olmustur. HDM yapisinda da bulunan tip VI kolajenin alfa 3 alt biriminin hiicre dis1
membrana zarar verdigi ve S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa'nin sitoplazmik
iceriginin salinmasina neden oldugu literatiirde raporlanmistir. Ayrica, lamininin a3
ve a4 zincirlerinden tiiretilen peptitlerin, S. aureus ve E. coli'ye kars1 doza bagh bir

antibakteriyel aktivite gosterdigi gosterilmistir [134].

Katkisiz hidrojelin gosterdigi bu antimikrobiyal etkinin kitosan bileseninden geliyor
olabilecegi diistiniilmektedir. Kitosanin etki sekli, antimikrobiyal aktivitelerinin hedef
bolgesine bagli olarak hiicre disi etkiler, hiicre i¢i etkiler veya her ikisi olarak
siniflandirilmaktadir.  Yiiksek molekiiler agirlikli  kitosan genellikle besin

maddelerinin hiicre disindan alinmasini 6nleyerek ve hiicre gecirgenligini degistirerek
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etki eder. Diisiik molekiil agirlikli kitosan ise ek olarak hiicre i¢i antimikrobiyal etkiye
sahiptir. Ayrica, kitosanin antimikrobiyal etki sekli biiyiikk oOl¢iide hedeflenen
mikroorganizmanin tliriine de baghdir [135]. Kitosanin mikroorganizma yiizeyine
niifuz etmesinde kendi molekiiler agirligi ve hiicrenin gozenek boyutu etkilidir.
Gozenek boyutlart Escherichia coli igin 2,06 nm, Pseudomonas aeruginosa’da 13 £5
nm ve Staphylococcus aureus igin ise yaklasik 6 nm’dir [135,136]. Hidrojel
yapisindaki  kitosanin  yalnizca P. aeruginosa lizerinde etkili olmasi,

mikroorganizmalarin gézenek boyutlar ile iligkili olabilir.

4.12 Hidrojellerin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkileri

Hidrojel yara ortiilerinin, yara iyilesme iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla in
vitro ¢izik testi yapilmistir. Kiiltiir kab1 yilizeyinde olusturulan ¢izigin kapanma siiresi

mikroskop altinda goriintiilenerek takip edilmistir (Sekil 4.49-4.54). Fotograflar 0., 6.,

12., 24. ve 48. saatlerde ¢ekilerek karsilastirma yapilmistir.

B -
-

Sekil 4.49 Hidrojel 1 ekstrakti ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin zamana
gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).

Calismada standart besi yeri ile kiiltiirii devam ettirilen hiicreler kontrol grubu olarak

kullanilmistir (Sekil 4.46). 24 saat sonunda tam kapanma meydana gelmistir. dHDM

katkili hidrojellerde ise yara kapanma siiresinin seyreltilmis (%50) gruplarda daha kisa

oldugu belirlenmistir. Hidrojel 1 ve 2 ekstraktlarinda ¢izigin hiicreler ile doldurulmasi

24 saat siirerken, %50 ekstraktlarda bu siire¢ 12 saatte tamamlanmaistir.
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Sekil 4.50 Hidrojel 1 (%50) ekstrakt1 ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin
zamana gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).

Sekil 4.51 Hidrojel 2 ekstrakti ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin zamana
gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).
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Sekil 4.52 Hidrojel 2 (9%50) ekstrakt ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin
zamana gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).

Hidrojel 3 grubunda tam kapanma siiresi 48 saat siirerken, %50 ekstrakt
kullanildiginda 24 saat yeterli olmustur (Sekil 4.45,46).

Sekil 4.53 Hidrojel 3 ekstrakti ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin zamana
gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).



Sekil 4.54 Hidrojel 3 (%50) ekstrakt1 ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin
zamana gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).

dHDM icermeyen hidrojel kontrol ekstraktlari, yara iyilesme siirecinin en yavas
ilerleme gosterdigi grup olmustur. 48 saat sonunda hala kapanmayan bdlgenin var
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.55). %50 ekstrakt kullanildiginda ise 48 saat sonunda
kapanmayan alan daha biiyiik olmustur. dHDM igeren hidrojellerden farkli olarak bu
grupta seyreltilmis ekstrakt kullanildiginda yara iyilesme siireci yavaslamistir.
Hidrojel ekstraktlart ile yapilan MTT analizinde de konsantrasyon diistiikk¢e hiicre

canlilik oran1 azalmistir.

MTT ve NKA testiler sonuclarina gére dHDM katkili hidrojellerin konsantrasyonu
azaldikga hiicre canlilig1 artmistir. In vitro ¢izik testi sonuglarinin da bu dogrultuda
oldugu, besi yeri ile sulandirilan ekstraktlarin yara iyilesmesini daha iyi destekledigi

gbzlenmistir.

MTT sonuglarinda kontrol hidrojel ekstraktinin (%100) hiicreleri dHDM katkili
hidrojellere gore daha fazla destekledigi gosterilmistir. Yara iyilesme ¢aligmasinda ise

dHDM katkisinin hiicre proliferasyonu ve gogiinii artirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.55 Hidrojel Kontrol ekstrakti ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara modelinin
zamana gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).

Sekil 4.56 Hidrojel Kontrol (%50) ekstrakti ile inkiibasyon sirasinda in vitro yara
modelinin zamana gore degisimi (A:0., B:6., C:12., D:24., E:48. saat).
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Sekil 4.57 Kontrol grubu in vitro yara modelinin zamana gore degisimi (A:0., B:6.,
C:12., D:24., E:48. saat).

Bu c¢alisma ile dHDM katkisinin yara iyilesme siiresini kisalttigi in vitro olarak
gosterilmistir. Matriks katkisi icermeyen kontrol hidrojeline kiyasla daha hizh
iyilesmenin gozlenmesi dHDM’nin fibroblastlarin proliferasyonunu destekledigini

gostermektedir.

EDTA ile elde edilen dHDM katkili hidrojel 3 ekstraktinin diger matriks gruplarina
gore daha yavas iyilesme saglamistir. Hiicresizlestirme yonteminin HDM katkisinin

hiicreler iizerindeki etkisini degistirebilecegi diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR ve ONERILER

Glinlimiizde modern yara Ortiisii olarak hiicrelerden elde edilen hiicre dis1 matriksin
kendisi doku miihendisligi i¢in hidrojel yap1 iskelesi olarak tiretilmekte ve pek ¢ok
farkli uygulamada kullanilmaktadir. HDM hiicreler i¢in fiziksel, kimyasal ve mekanik
avantajlar saglayan ve hiicre yapigsmasini, ¢ogalmasini, goclinii ve farklilagmasini

destekleyen en iyi mikro ortami yaratmaktadir.

Organ/dokulardan veya kiiltiire edilen hiicrelerden elde edilen dogal HDM, hiicresel
caligmalarda hiicre kiiltiir kaplarinda kaplama malzemesi olarak veya yumusak ve sert
doku miihendisliginde biyouyumlu iskeleler imal etmek i¢in kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiirlerinden elde edilen hiicresizlestirilmis HDM, hayvan dokulardan elde edilen
ksenojenik HDM ile kiyaslandiginda immiinojenik bilesenlerden yoksundur. Ancak
uygulanan fiziksel, kimyasal ve/veya enzimatik hiicresizlestirme teknikleri bir¢ok
bilesenin denatiire edilmesine ve molekiiler etkilesimlerin bozulmasina neden olabilir.
Bu durum bu teknigin bir dezavantaji olabilirken, avantajlardan biri, ortaya ¢ikan
hiicresizlestirilmis HDM iskelesinin ana bilesenleri ve dogal dokuda bulunan bazi
mekanik Ozelliklerini korumasidir [137]. Benzersiz hiicre nisini yeniden olusturan
HDM bazl driinler, konak dokularla hizli bir sekilde entegre olma ve doku
fonksiyonunun restorasyonunu hizlandirmada oldukga etkilidir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda dogal HDM tabanli doku iskeleleri, farkli yaklagimlar kullanilarak
biyolojik olarak tiretilmistir. Dogal dokudan tiiretilen HDM, tipik olarak hidrojellere
veya kopitik, nanolif ve 3D baski ile kompleks yapilar seklinde hibrit kompozitlere
doniistiiriilebilir. Hiicre kaynakli HDM eldesi farkli biyolojik iiretim ydntemlerini
gerektirmektedir. Genellikle hiicreler, HDM'yi biriktirmek i¢in bir iskele iizerine ekilir
ve bu da HDM igerikli ii¢c boyutlu hibrit malzemelerin eldesi ile sonuglanir. Hiicre
tabaka teknolojisinin kullanilmasi, hiicreli/hiicresiz HDM'den olusan karmasik 3D
yapilarin iiretilmesine olanak tanir. HDM bazli iiriinlerin mekanik mukavemetini, in
vivo stabilitesini ve biyolojik performansini artirmak i¢in, genellikle capraz baglama
reaktifleri veya biyoaktif faktorler kullanilarak modifikasyon yapilir [138]. Ancak

hiicre kiiltiirlerinden elde edilen HDM’nin gelismis biyoaktivitesine ragmen, dokular1
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yeniden olusturmak i¢in bir iskele olarak uygulanmasi bazi durumlarda yetersiz
mekanik 0Ozellikleri nedeniyle istenilen sonuglar1 saglayamamaktadir. Giincel
arastirmalarda hiicre kaynaklit HDM'nin sentetik biyomateryaller ile kombinasyonun
iskele mekanik oOzelliklerini ve yapisal destegini gelistirmek i¢in etkili bir strateji
olabilecegi belirtilmektedir. Bu alanda literatiirde yer alan ¢alismalarin ¢gogu, hiicreleri
elektrospun liflerin {izerine ekip, ¢ogaltip ardindan HDM hibrit elektrospun liflerini
elde etmek i¢in hiicresizlestirme teknigini uygulamistir. Farkli olan yaklasim ise hiicre
kaynaklt HDM'nin normal in vitro hiicre kiiltiirii kaplarinda iiretildigi, hiicresizlestirme
sonrasi toplandig1 ve liyofilize edilerek toz form haline getirildigi yontemdir. Boylece
baska bir polimer ¢ozeltisine HDM ekleyerek, HDM iceren kompozit malzemeler
uretilebilir ve istenilen Ozellikleri saglamak {izere farkli kombinasyonlar
olusturulabilir [139]. Bu tez c¢alismasinda bu dogrultuda yara iyilesmesinin
hizlandirilmast igin fibroblast hiicre kiiltiirlinden hiicresizlestirme teknigi ile elde

edilen HDM katkil1 hibrit hidrojeller tiretilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinden tiiretilen hiicresizlestirilmis HDM, o6zellikle son birka¢ yildir
biyomedikal arastirmalarda artan biiyiik bir ilgi gérmektedir ve iilkemizde oncelikli
alan uygulamalarinda hiicrelerinden arindirilmig yiiksek oranda biyoaktif ve
rejeneratif ozellikteki doku ve organ platformlarina ve deri uygulamalarina yonelik
biyomalzemelere odaklanilmasi oOnerilmektedir. Literatiirde organ ve dokulardan
hiicresizlestirme yoluyla elde edilen HDM ile ilgili pek c¢ok ¢alisma bulunmakla
birlikte hiicre kiiltiiriinden elde edilen HDM ile ilgili ¢calismalar hala ¢ok sinirlidir.

HDM iskelesinin 6zelliklerini ve bilesimini etkileyen ana parametreler, kullanilan
hiicre tipi, kiiltiir kosullar1 ve hiicresizlestirme yaklasimidir. Hiicre kaynaklt HDM
iskelelerinin iiretimi i¢in ¢esitli protokoller literatiirde mevcuttur. Bununla birlikte,
daha once bildirilen protokollerin higbiri, HDM yapisal biitiinliigiiniin korunmasi,
hiicresel kalintinin giderilmesi ve yara iyilesmesi ile ilgili testler i¢in uygunluk
acisindan amaclanan uygulamalarin gerekliliklerine tam olarak uymamaktadir [140].
Bu tez calismasinda farkli hiicresizlestirme yontemleri kullanilarak HDM eldesinin

optimizasyonu iizerine ¢aligilmistir.

Hiicresizlestirme  yoOntemlerinde hiicrelerin  ortamdan etkin  bir bicimde
uzaklastirilmas: ve HDM nin {i¢ boyutlu yapisinin, igerigindeki proteinlerin miimkiin

oldugunca korunmasi amaglanmaktadir. Boylece elde edilen dHDM, in vivo’dakine en
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yakin {i¢ boyutlu yapiy1 gosterebilmektedir. Hiicrelerin %90 iizerinde uzaklagtirilmasi

ile de immiin cevap olusturma riskinin oniine geg¢ilmesi hedeflenmektedir.

Fibroblast hiicre kiiltiiriinde uyguladigimiz ii¢ farkli teknik karsilastirildiginda
hiicreleri uzaklastirmada fiziksel ve kimyasal yontemlerin etkili oldugu belirlenmistir.
dHDM yapis1 incelendiginde ise fiziksel yontem uygulandiginda HDM’nin en 6nemli
bilesenlerinden biri olan kolajenin daha iyi korundugu gosterilmistir. dHDM
bilesiminin kullanilan deseliilerizasyon tekniginden etkilenebileceg8i belirlenmistir.
Ancak, kiitle spektrometresi ya da enzime bagli immiinosorbent testleri (ELISA) gibi
daha hassas ve detayli teknikler kullanilarak dHDM bilesenlerinin tanimlanmast,

hiicresizlestirme tekniklerinin etkilerinin daha iyi analiz edilmesini saglayacaktir.

Uygulanan kiiltiir siirelerine bakildiginda daha kisa siireli kiiltiirden elde edilen
dHDM’nin hiicre canliligin1 daha i1yi desteklemistir. Kisa siireli kiiltiirlerde toplanan
dHDM miktar1 azalmaktadir. Bu nedenle hiicre kiiltliriinde hiicresizlestirme
uygulamalarinda kiiltiir stiresinin optimize edilmesi gerektigi diigiiniilmektedir. Hiicre
canliligimi destekleyen ayni zamanda yeterli miktarda matriks elde edilebilmesini
saglayan kiltlir siiresi her hiicre tipi i¢in belirlenmelidir. Calismamizda fibroblast
kiiltiiriinde {i¢ ve alt1 haftalik kiiltiirden elde edilen dHDM miktar1 karsilagtirildiginda
kiiltiir siiresi iki katina ¢iktiginda elde edilen protein miktari ayn1 oranda artmamistir
(ortalama 1,4 kat artmustir). Kiiltiir siiresinin bir hafta olmasi ise protein miktarini
oldukca (ortalama 2,3 kat) diisiirmiistiir. Kontaminasyon riskinin azaltilmasi ve
yontemin daha kolay uygulanabilir olmas1 nedeniyle ii¢ haftalik kiiltiir siiresinin en

uygun zaman dilimi oldugu belirlenmistir.

Hiicresizlestirme tekniklerinin  karsilastirilmasinda  ¢alismamizda kullanilan
yontemlere ek olarak farkli protein iceriklerinin analiz edilerek karsilastirma
yapilmasi, dHDM’lerin fonksiyon ve yapilar1 {iizerindeki etkilerin daha iyi
anlasilmasinda etkili olabilir. Ayrica farkli tipteki hiicrelerin kiiltiirliinde meydana
getirdikleri etkilerin gozlenmesi fibroblast kaynakli dHDM’lerin kullanim alanlar ile
ilgili farkli bakis agilar1 kazandirabilir.

Calismamizda, ticari bir hiicre hattt kullanilarak in vitro HDM iiretiminin
gerceklestirilmesi ve hiicresizlestirme yontemlerinin etkinliklerinin karsilagtirilmasi
hedeflenmistir. Primer fibroblast hiicre kiiltiirii kaynakli HDM iiretiminin

gerceklestirilerek elde edilen matriksin - miktar1 ve biyolojik aktivitelerinin
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karsilastirilmast biiyiik 6lgekli iiretimlerde kullanilabilecek hiicrelerin belirlenmesi

icin yol gosterici olabilir.

dHDM’lerin PVA-Gel-Cs hidrojellerin ii¢ boyutlu yapisinda, gézenek miktar1 ve
boyutlarinda farklilik yarattig1 gozlenmistir.

Fibroblast hiicrelerinden elde edilen dHDM’lerin hidrojel iiretiminde katki olarak
kullanilmas: ile iiretilen yara Ortiisiiniin biyouyumluluk ve yara iyilestirme
Ozelliklerinin artirtlmasit hedeflenmistir. Sitotoksisite testleri ile toksik etki
gostermedigi belirlenen dHDM katkili hidrojeller yara iyilesme siirecini in vitro
ortamda hizlandirmistir. Matriks katkili hidrojellerde, dHDM icermeyen hidrojele
gore yara iyilesme etkinliginin daha hizli olmasi, hiicre kiiltiirii kaynakli HDM’nin
biyomalzemelerin biyouyumluluk ve biyoaktivitelerinin artirilmast amaciyla
kullanimini desteklemektedir.

Biyolojik yontemle elde edilen dHDM nin yara iyilesmesi {izerindeki destekleyici
etkisi fiziksel ve kimyasal yontemle elde edilen dHDM katkilarina gore daha az
bulunmustur. Katki malzemesi olarak kullanilan hiicre kiiltiirii kaynakli dHDM’ler,
hidrojellerin mekanik ve fiziksel 6zelliklerini degistirmek ile birlikte hiicre canliligini
artirmig ve yara iyilesme siirecini hizlandirmistir. Bununla birlikte dHDM elde edilme
yonteminin bu hidrojellerin etkinliginin derecesini degistirebilecegi belirlenmistir. Bu
nedenle dHDM’nin doku miihendisligi calismalarinda yer alirken kullanim amaglarina
gore farkli hiicresizlestirme tekniklerinin denenmesi gerektigi 6nerilmektedir.
Gelecekte, in vivo yara iyilesme caligmalarinin yapilmasi iiretilen hidrojellerin
etkinliklerinin kanitlanmasi agisindan faydali olacaktir. Bdylece hidrojellerin {i¢
boyutlu yapilarinin, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin yara iyilesme siirecindeki

etkileri netlik kazanacaktir.
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