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OZET

DOKTORA TEZi

REJENERATIF TIPTA HIDROJELLERIN iN VITRO BiYOLOJIiK
UYGULAMALARININ iNCELENMESI

Rumeysa TUTAR

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Cemal OZEROGLU

Biiyiik gerilmelere dayanabilen mekanik olarak giiglii ve dayanikli biyo-yapiskan hidrojellerin
tasarlanmas1 mesane gibi oldukca gerilebilir dokularin dikissiz kapatilmasi i¢in yeni firsatlar
acabilmektedir. Capraz baglanabilir kisimlarin fonksiyonel grup yogunlugunun arttirilmasi ve
bunlarin diger polimerler veya nanomalzemelerle harmanlanmasi gibi hidrojellerin tipik
kimyasal modifikasyonlari, gelistirilmis mekanik sertlikle sonu¢lanmasina ragmen, modifiye
edilmis hidrojeller, ¢ogunlukla, biiylik gerilmeler altinda bozulma ile sonuglanan artan
kirilganlik sergilemislerdir. Buna gore, gorlinlir 1518a maruz kalma gibi minimal invaziv
yontemler kullanilarak, talep tizerine yerinde capraz baglanabilen enjekte edilebilir, sert
hidrojeller gelistirmek, karsilanamayan bir tibbi zorluktur. Doku sizdirmazligi i¢in ortaya ¢ikan

biyopolimerler arasinda, denatiire kolajenden elde edilen dogal olarak tiiretilmis bir
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biyopolimer olan jelatin metakrilil (GelMA), miikemmel biyoadherasyon, biyobozunurluk ve
biyouyumluluk sonucu umut verici bir rol {istlenmistir. Burada, GelMA'nin ana
eksikliklerinden birinin, yani kirilganligin istesinden gelmek i¢in, susu altindaki enerjiyi
dagitabilen iyon kaynakli tersinir ¢apraz baglanma elde etmek i¢in metakrilat ile modifiye
edilmis aljinat (AlgMA) kullanarak hibritledik. Hibrit GeIMA-AIgMA hidrojelleri, kalsiyum
gibi iki degerli katyonlar kullanilarak tasarlanabilen miikemmel tokluga sahip, foto capraz
baglanabilir, enjekte edilebilir ve yapigkan bir platform saglar. % 600'den fazla iyilestirilmis
tokluga sahip olan bu yeni hibrid biyopolimer sinifi, 6zellikle gerilebilir dokular i¢in minimal
invaziv prosediirde dayanikli, mekanik olarak esnek ve diisiik maliyetli doku sizdirmazlik
maddeleri i¢in agama olusturabilir. Hidrojellerin toklugunu arttirma stratejimiz, benzer sekilde

reaktif kisimlara sahip diger capraz baglanabilir polimerlere genisletilebilir.
Ocak 2020, 102 sayfa.

Anahtar kelimeler: Metakrilik anhidrit, metakrilat ve metakrilamid gruplari igeren jelatin ve
aljinat, hidrojel, biyolojik uygulamalar
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Sutureless sealing of highly stretchable tissues such as the bladder would be possible by
designing mechanically robust and durable bioadhesive hydrogels that can withstand large
stresses. While typical chemical modifications of hydrogels, such as increasing the functional
group density of crosslinkable moieties and blending them with other polymers or
nanomaterials have resulted in improved mechanical stiffness, the modified hydrogels have
often exhibited increased brittleness resulting in deteriorated sealing capabilities under large
strains. Accordingly, developing injectable, tough hydrogels that can be crosslinked in situ on
demand using minimally-invasive methods, such as visible light exposure is an unmet medical
challenge. Among the emerging biopolymers for tissue sealing, gelatin methacryloyl (GelMA),

a naturally-derived biopolymer obtained from denatured collagen, has secured a promising role
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as a result of its excellent bioadhesion, biodegradation, and biocompatibility. Here, to overcome
one of the main shortcomings of GelMA, i.e., brittleness, we hybridized it using methacrylate-
modified alginate (AlgMA) to impart ion-induced reversible crosslinking that can dissipate
energy under strain. The hybrid GelMA-AIgMA hydrogels provide a photocrosslinkable,
injectable, and adhesive platform with an excellent toughness that can be engineered using
divalent cations, such as calcium. This class of novel hybrid biopolymers with more than 600%
improved toughness may set the stage for durable, mechanically-resilient, and cost-effective
tissue sealants in minimally invasive procedure, especially for stretchable tissues. Our strategy
to increase the toughness of hydrogels may be extended to other crosslinkable polymers with

similarly-reactive moieties.

January 2020, 102 pages.

Keywords: Methacrylic anhydride, gelatin and alginate containing methacrylate
methacrylamide groups, hydrogel, biological applications
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1. GIRIS

Giliniimiize kadar cerrahi sizdirmazlik malzemeleri, dokular1 kapamak veya yeniden baglamak
icin kullanilmislardir. Ancak ¢ogu zaman diisiik yapigsma, uygun olmayan mekanik dayanim,
sitotoksisite kaygilar1 ve biyolojik ortamlarda diisiik performansa sahip olmalar1 sebebi ile
kullanimlarinda zorluk yasanmistir. Bu zorluklarin {istesinden gelmek icin, biyouyumlu ve
mekaniksel dayanimi oldukga yiiksek bir hidrojel sizdirmazlik maddesine ihtiya¢ vardir. Bu
calismamizda, en umut verici rejeneratif doku yapistirict siniflarindan biri olan, dogal olarak
tiiretilmis protein bazli hidrojellerin dayanikliliginda (es zamanli gerilebilirlik ve mekanik
mukavemet) olaganiistii bir gelisme oldugunu gostermekteyiz. Foto-capraz baglanabilir
hidrojellerin doku sizdirmazlik 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide arttirmak i¢in elastigin tiirevleri gibi
diisiik maliyetli bir alternatif saglayan dogal olarak tiiretilmis foto-capraz baglanabilir
hidrojellerin doku sizdirmazlik 6zelliklerini 6nemli dlgiide arttirmak igin biyopolimer esasli bir
kompozit hidrojel tasarladik. Dogal olarak tiiretilmis biyopolimerlere, 6rnegin kollajen, jelatin,
fibrin, alblimin ve polisakkaritlere dayanan uyaricilara duyarli hidrojeller, miikemmel
biyouyumluluklari ve biyolojik olarak parcalanabilirlikleri nedeniyle son zamanlarda dikkat
cekmistir. Ancak yapisal heterojenite ve zayif mekanik ve yapisma 6zellikleri yaygin klinik
kullanimlarin1 inhibe etmistir. Tropoelastin tiirevleri gibi daha iyi mekanik ve yapisma
ozelliklerine sahip diger elastik hidrojel siniflar tipik olarak olduk¢a pahalidir ve sikici sentez
/ fermantasyon adimlar1 gerektirir. Buna gore, son birkac yilda mekanik olarak esnek yapiskan
hidrojel sistemlerinin gelistirilmesine yonelik birka¢ caba gosterilmistir. Doku sizdirmazlik
ozellikleri kazandirmak i¢in makromolekiillerin ortak kimyasal modifikasyonlari, kimyasal
baglamay1 giiclendirmek ve bag, epitel, sinir ve kas dokular: ile kenetlenmesi icin akrilatlar,
aldehitler, fosfatlar, tiyoller ve azot igeren kisimlarla fonksiyonellestirmeyi kapsamaktadir.
Doku yapismasini gelistirmeye ragmen, toksisite (0rnegin, aldehitle modifiye edilmis
materyaller) ve hidrojellerin mekanik 6zellikleri {izerindeki olumsuz etkiler de dahil olmak
tizere bu kimyasal modifikasyonlarla ilgili zorluklar, biyomalzemeler alanina translasyonel
alternatifler aramaya itmistir. Burada, aljinat tiirevlerinin (metakrilik modifiye aljinat, AlgMA)
benzer kimyasal ipuglarin1 igeren jelatin ile son derece kolay bir fizikokimyasal
hibridizasyonuna dayanarak bu zorluklarin istesinden gelmek igin bir stratejisi sunuyoruz.

Ayni sekilde ¢apraz baglanabilir kimyasal kisimlardan yararlanarak, klinik olarak kullanilan



biyo-uyumlu bir polimer olan az miktarda AlgMA kullanarak, en umut verici sizdirmazlik
maddesi hidrojellerden biri olan jelatin metakrilik (GelMA) sentezi hedeflendi. Kimyasal
olarak foto ¢apraz baglanmis hibrit hidrojeller, geri doniisiimlii bir yumurta kutusu benzeri G
blogu ag1 olusturmak igin Ca®* gibi iki degerli iyonlar kullamilarak fiziksel capraz
baglanlanmaktadir. Kimyasal olarak ¢apraz baglanmis olan GeIMA ve AlgMA MA gruplari,
hibrit hidrojellerin yapisal biitiinliigiiniin korunmasia katkida bulunurken, fiziksel ¢apraz
baglanma, hibrit hidrojellere gerilebilirlik ve dayaniklilik kazandiran, stres altinda enerjiyi
yayan bir polimer ag1 saglar. Yiiksek gerilmelere dayanabilen mekanik olarak dayanikli biyo-
yapiskan hidrojellerin tasarlanmasinin mesane gibi yiiksek oranda gerilebilir dokularin dikissiz
bir sekilde kapatilmasi icin yeni firsatlar agabilecegi Ongoriilmiistiir. Capraz baglanabilir
kisimlarin fonksiyonel grup yogunlugunun arttirilmasi ve bunlarin diger polimerler veya
nanomalzemelerle harmanlanmas1 gibi hidrojellerin tipik kimyasal modifikasyonlari,
gelistirilmis mekanik sertlikle sonuglanmasina ragmen, modifiye edilmis hidrojeller,
cogunlukla, biiylik zorlanmalar altinda bozulma ile sonuglanan artan kirillganlik
sergilemiglerdir. Buna gore, goriiniir 1518a maruz kalma gibi minimal invaziv yontemler
kullanilarak, talep lizerine yerinde capraz baglanabilen enjekte edilebilir, sert hidrojeller
gelistirmek, karsilanamayan bir tibbi zorluktur. Doku sizdirmazligi i¢in ortaya ¢ikan
biyopolimerler arasinda, denatiire kolajenden elde edilen dogal olarak iiretilmis bir biyopolimer
olan GelMA, miikemmel biyo-yapisma, biyo-bozunurluk ve biyo-uyumluluk sonucu tip
alaninda umut verici bir rol iistlenmistir. Burada, GeIMA'nin ana eksikliklerinden birinin, yani
kirilganliginin iistesinden gelmek i¢in, zorlama altindaki enerjiyi dagitabilen iyon kaynakli
tersinir ¢apraz baglanma elde etmek i¢in metakrilat ile modifiye edilmis AlgMA kullanarak
hibrit bir hidrojel tasarladik. Hibrid GelMA-AlgMA hidrojelleri, kalsiyum gibi iki degerli
katyonlar kullanilarak hazirlanan miikemmel dayanikliliga sahip, foto ¢apraz baglanabilir,
enjekte edilebilir ve yapiskan bir platform saglamaktadir. % 600'den fazla iyilestirilmis
dayanikliliga sahip olan bu yeni hibrid biyopolimer smifi, 6zellikle gerilebilir dokular i¢in
minimal invaziv prosediirde dayanikli, mekanik olarak esnek ve diisiik maliyetli doku
sizdirmazlik maddeleri igin asama olusturabilirler. Hidrojellerin dayanikliligini arttirma
stratejimiz, benzer sekilde reaktif kisimlara sahip diger ¢apraz baglanabilir polimerlere

genisletilebilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REJENERATIF TIP NEDIiR?

Rejeneratif tip, hastaligin, travmanin veya dogumsal anomalilerin neden oldugu doku veya
organ hasarlarimin giderilmesi ve normal viicut fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasi ile
ilgilenen yeni gelismekte olan bir alandir (Slaughter ve dig. 2009). Bu sonuglari
gerceklestirmek icin kullanilan araglar doku miihendisligi, hiicresel tedaviler, tibbi cihazlar ve

yapay organlardir.

Bu yaklagimlarin kombinasyonlari, dogal iyilesme siirecimizi en ¢ok ihtiyag duyulan yerlerde
artirabilir veya kalici hasar gormiis bir organin islevini iistlenebilirler. Rejeneratif tip, insanligin
karsilastig1 en zorlu tibbi sorunlarin ¢éziimlerini bulmak i¢in biyoloji, kimya, bilgisayar bilimi,
miihendislik, genetik, tip, robotik ve diger alanlarda uzmanlari bir araya getiren nispeten yeni

bir alandir.

Yaralanma yada hastalik nedeniyle viicudumuz istila edildiginde viicudumuzun iyilesmesi ve
savunmasi i¢in dogustan gelen tepkisi vardir. Viicudun iyilesme giiciinden yararlanmak ve
sonra klinik olarak uygun bir sekilde iyilesmeyi hizlandirmak miimkiin olsaydi ne olurdu? Ya

viicudun daha 1yi 1yilesmesine yardimei olabilirsek?

Rejeneratif Tip'in umut verici alani, hasarli doku ve organlarin yapisin1 ve islevini geri
kazanmaya calisiyor olmasidir. Ayrica kalict hasar goren organlara ¢ézlimler liretmek igin
caligmalar yapilmaktadir. Bu yaklasimin amaci, onceden tedavi edilemeyen yaralanma ve

hastaliklar1 tedavi etmenin bir yolunu bulmaktir.
2.1.1. Rejeneratif Tip ve Biyo-yapistiricilar

Biyo-yapisma, dogal ve sentetik malzemelerin cilt veya mukoza membranlar1 gibi biyolojik
dokulara yapistigi, yara kapama ve iyilestirme, ilag salinimi, biyomedikal cihazlarin
implantasyonu, doku miihendisligi ve dis ve kemik uygulamalar1 dahil olmak iizere klinik
olarak yararlanilabilecek degerli bir 6zelliktir. Biyo yapistiricilar, biyolojik sivilarin sizmasini
Onleyen bir sizdirmazlik olusturmak veya yumusak dikislere ve zimbalara ¢ekici bir alternatif
olarak anatomik biitiinliigii gliclendirmek i¢cin yumusak doku onarimi i¢in kullanilabilecek

dogal veya sentetik malzemelerdir. Ameliyat sonras1 dokularin yeniden baglanmasi, yeterli



fonksiyon ve yapinin restorasyonu i¢in ¢ok énemlidir. Bu amag i¢in geleneksel bakim standardi
cerrahi igslemlerden sonra dikis, tel ve zzimba kullanmaktir. Bununla birlikte, bu geleneksel
yontemler, on yillardir cerrahi prosediirlerde sorunlara neden olan birkag smirlama ile
karsilanmaktadir. Ornegin, bu baglanmalarin uygulanmasi zaman alicidir ve daha fazla doku
hasaria neden olabilir, ayrica bakteri enfeksiyonu riski dogurabilir. Ek olarak, viicut sivisini
ve hava sizintilarin1 durdurmak i¢in derhal veya yeterli kapama saglamayabilirler. Yapiskan
biyomalzemelerin kullanimi, basit ve agrisiz uygulamalar1 ve kisa uygulama siireleri dahil,
geleneksel yaklagimlara gore sunduklari avantajlardan dolayi, yara kapama igin {istiin bir
alternatiftir. Bu baglamda, dokularin kapatilmasi ve yeniden baglanmasi veya cihazlarin
dokulara tutturulmasi igin g¢esitli tiplerde cerrahi malzemeler kullanilmistir. Bu
biyomalzemeler, son uygulama i¢in uygun 6zelliklere ve tibbi miidahaleye katilan anatomik
parcalara sahip olmalidir. Bu 6zellikler arasinda ince ayarlanmig mekanik stabilite, giicli
araylizey yapisma giicli, biyobozunurluk, hizli ve basit uygulama, doku rejenerasyonu ve
yiiksek enfeksiyon riski olan yaralarda antimikrobiyal yetenek bulunmaktadir. Cesitli hiicre dis1
matriks (ECM) proteinleri ve bunlarin hibritleri veya kompozitlerine dayanan yiiksek derecede
elastik, biyouyumlu ve biyobozunur doku yapistiricilar tasarlanarak bu alanda kullanima
sunulmustur. Bu malzemeler, anastomoz i¢in gulesler, hava gecirmez akciger sizdirmazlik
maddeleri, sinir tutkali, kas-iskelet sistemi onarimui i¢in yapistiricilar, dis uygulamalari, yara
tyilesmesi i¢in piiskiirtiilebilir yapistiricilar, yapistirici kardiyopatlar ve kornea sizdirmazligi ve
onarimi igin biyo-yapistiricilardir. Bu yeni yapistiricilar piyasadaki mevcut sizdirmazlik
trtinlerinden daha istiindiir ve sonu¢ olarak dikigsiz prosediirleri miimkiin kilan cerrahi

sizdirmazlik malzemelerinde bir paradigma kaymas1 anlamina geldigi sdylenebilmektedir.

Yapistiricilar ve biyo-yapistiricilar, cerrahi sonrasi yaralanmalari iyilestirmede ve normal doku
fonksiyonlarinin restorasyonunda kullanilan geleneksel yontemlere ek olarak yaygin sekilde

Rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.

Biyo-yapistiricilar uzun siiredir tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir ve sentetik yapistiricilarla
karsilastirildiklarinda daha biyo-uyumlu bir alternatiflerdir. Uygulama kolayligi, ameliyat

siiresinde azalma, gelismis kalite ve gii¢ gibi avantajlar sunarlar.

Ayrica, kontrollii ve sahaya 6zel ilag dagitim sistemleri gibi farkli alanlarda, doku miihendisligi

ve doku yenilenmesinde biyo yapistiricilar kullanilmaktadirlar. Farkli formlarda mevcut olan



gesitli pazarlanmig biyolojik yapistiricilar vardir. Bu hasta uyumlu bir sistemdir ve gittikce

popiilerliklerini arttirmiglardi (Rathi ve dig. 2018).

Viicudun yap1 ve fonksiyonlarinin normal restorasyonu igin cerrahi sonrast doku
yaralanmalarii iyilestirmek Onemlidir. Geleneksel olarak, siitiirler, zzimbalar ve teller bu
dokular1 baglamak i¢in kullanilmistir. Bu ligatiirlerin birincil rolii, biyolojik travma olmadan
yeterli iyilesme saglayan, biyolojik sivilarin sizmasimi durdurmaktir. Yaygin olarak klinik
uygulamalarda kullanilmasina ragmen, bu mekanik yontemlerin bazi dezavantajlar1 vardir:
travmatik yapilari, mekanik birligin konumlandirilmasindaki yanligliklar, enfeksiyon olasiligi

vb. (Duarte ve dig. 2012).

Yukaridaki yontemlerin belirtilen tiim eksikliklerine bakildiginda, biyo-yapistiricilarin bu
sorunlart ¢dzmek icin ideal bir yontem oldugu goriilmektedir. Yapistiricilar, travmatik
yaralanmalarda biiyiikk kan kaybin1 O6nleme ve kanama kaynakli hipotansiyonun hastanin
organlarina zarar verebilecegi ameliyatlarda sayisiz avantaj 6zelligine sahiptirler. Kullanim
kolaylig1, ameliyat siiresinde azalma, iyilestirilmis kalite ve sizdirmazlik mukavemeti, bosaltma
gereksinimlerinin eksikligi ve hava kagaklarinin etkili sizdirmazligi nedeniyle klinik

uygulamalarda ilgi ¢ekici hale gelmislerdi (Spotnitz ve Burks, 2008).

Biyolojik yapistiricilar, biyolojik veya sentetik kokenli maddeler igerirler ve biyolojik
yiizeylere yapismada kullamlirlar. Ideal olarak, biyo-yapistiricilarm kullanimi kolay olmal,
toksik olmamali ve giiclii yapisma ozelliklerine sahip olmalidirlar. Biyolojik olarak
parcalanabilir, immiinojenik olmamali ve fizyolojik kosullarda etkili olmalidirlar. Yaralilarin
iyilesmesine yardimci olmak i¢in maddenin dokuyu yerinde tutmasi gerekmektedir (Montarano
ve dig. 2008).

2.1.2. Biyo-yapistiricilarin Simiflandirilmasi

Biyo-yapistiricilar, kokenlerine gore dogal veya biyolojik, sentetik veya yari sentetik olarak
simiflandirilabilirler (Tablo 2.1 ve 2.2). Siyanoakrilatlar en sik kullanilan sentetik
yapistiricilardir. Diger sentetik ve yari sentetik yapistiricilar jelatin-resorsinolformaldehit
(GRF) ve iiretan 6n polimerleridir. Siyanoakrilatlar, yiiksek yapisma giicii ve diisiik liretim
maliyetleri nedeniyle popiilerlik kazanmustirlar. Bununla birlikte, i¢ uygulamalar igin

kullanimlarin1 sinirlayan ana dezavantaj, dokularda biriken toksik bozunma {iriinlerinin



varligidir. Bu nedenle, olas1 enfeksiyon riskleri ve doku nekrozu nedeniyle cilt onarimi

disindaki uygulamalari 6nerilmemektedir (Duarte ve dig. 2012).

Diger yapistiricilar diisiik biyouyumluluk, 1slak yiizeylere diisiik yapisma ve formaldehit gibi
toksik bozunma {irlinlerinin salinimimin neden oldugu kronik inflamasyon gibi etkiler
gosterirler. Bu nedenle, dogal polimerlere dayali yapistiricilar gibi daha biyo-uyumlu

alternatifler aramaya ihtiyac vardir.

Biyo-yapistiricilar, kan pthtilagsmasi sirasindaki ayni ¢apraz baglama diizenini taklit edebilme
ozelligine sahiptirler. Cesitli dogal veya biyolojik bazli yapistiricilar hem proteinli hem de
polisakarit bazli kokenleri i¢ermektedirler. Protein bazli biyo-yapigkanlar arasinda fibrin
sizdirmazlik maddeleri, kolajen bazli yapistiricilar ve jelatin bazli yapistiricilar bulunmaktadir.
Ayrica, polisakkarit bazli yapistiricilar arasinda esas olarak kitosan sizdirmazlik maddeleri,

aljinat bazl1 yapistiricilar ve kondritin stilfat tutkali bulunmaktadir.

Tablo 2.1: Klinik olarak kullamlan biyo-yapiskan malzeme cesitleri.

Yapisma Mekanizmalar:
Dogal Malzemeler

Fibrin sizdirmazhk Fibréz protein doku Fibrin ¢apraz baglanarak
malzemeleri yapigtiricist yapisma

Glukozamin ve N-asetil Iyonik etkilesimler, hidrojen

glukosaminin kopolimeri (% 2- bagi ve hidrofobik etkiler
% 60); MW 50-2000 kD
yiiksek katyonik

Dekstran Kompleks dalli glukan Zincir dolasma
(glikozdan bir polisakkarit)

Balanidler Polipeptit yapistirict yapilarn Kimyasal yapisma
Midyeler L -3.4- dihidroksifenilalanin Kimyasal yapigma (hidrojen
(L-DOPA) igeren yapiskan bag1)

protein

Kum Kkurtlari DOPA ve fosfoserin igeren Kimyasal yapisma
yapiskan protein
Kollajen Proteinli yapistiric: Capraz baglanma

Sentetik Malzemeler
Karbopol/Karbomerler Allil sukroz veya allil Hidrojen baglarn ve
pentaeritritol ile ¢apraz pargalanma
baglanmis poliakrilik asit; MW
1-4000 kD

Polikarbofil Divirilglikol ile ¢apraz Hidrojen baglar ve
baglanmus poliakrilik asit: MW  par¢alanma
20-30 kD

Polietilen glikol (PEG) Disiik ve yiiksek molekiil Molekiiller aras: dolasma
agirlikli polietilen oksitler

Akrilik polymer 2-siyanoakrilat Hizlhh polimerizasyon
tinitelerinden olusan akrilik
regineli polimer



Tablo 2.2 : Ana yapistirici tiplerinden bazilarimin tibbi uygulamalar ve kisa aciklamalari.

Yapistiricr tipi Cerrahi fonksiyonlar Test Edilen Uriinler
Dogal veya
biyolojik
Kanama kontrolii, yara kapanmasi ve doku | Fibrin  sivi  sizdirmazlik  maddeleri
anastomozlari,, ekimozlari ve hematom | (Hemaseel APR, Tisseel VH, Crosseal®) ve
Fibrin olusumunu azaltir, sizintilar1 kapatir ve | kopilik, kuru tabaka, farkli fibrinojen ve
onarir, yirtiklar1 ve tistiilleri tedavi eder, | trombin bilesimli gii¢
debridman sonras1 yanik kanamasini kontrol
eder ve kemik kiriklarimi diizeltir.
Genel cerrahi icin hemostaz (Srnegin | Sigir mikrofibriler kollajen, sigir trombini,
kardiyovaskiiler, hepatik ve ortopedik | uygulama sirasinda esit miktarda plazma ile
Kollajen prosediirler), karistirilmis siispansiyon (CoStasis®)
Vaskiiler cerrahide hemostaz, Sigir  kollajen partikiilii sigir trombini
Adeno Idektomi Omurga Cerrahisinde | (FloSeal)
Hemostaz.
Cesitli cerrahi prosediirlerde ve anatomik Jelatin pargacik — trombin siispansiyonu
bolgelerde hemostaz (6rn. Femoral bypass), | (FloSeal®),
Genel vaskiiler ve pulmoner prosediirler, Jelatin-rezorsinol-formaldehit-glutaraldehit,
Jelatin Aort diseksiyonu tamiri. S1gir albumin — glutaraldehit yapistirict

(BioGlue®).

Polisakkaritler

Lingual kanamada hemostaz, sinir

Kitosan

siilfat

Kitosan anastomozu, karotis arterde hemostaz, Kitosan ve ¢apraz baglayici (indosiyanin
akcigeri havasini miihiirleme, cilt yarasi yesili veya genipin)
kapanmasi, sizdirmazlik malzemeleri Azit ve laktoz kisimlar ile foto ¢apraz
delinme bdlgeleri baglanabilir kitosan

Aljinat Sulu bir ortama maruz kaldiktan sonra bile Aljinat — kalsiyum iyonlari ve flloroglucionol
dokularin baglanmasi
Hem dogal kikirdak dokusunu hem de Aldehit ve metakrilat gruplari ile
biyomateryal implant1 baglar, islevsellestirilmis kondroitin siilfat

Kondroitin Giivenli flapsin posterior lamel keratoplasti | Kondroitin siilfat-aldehid




Tablo 2.2 (devam) :

Sentetik ve

yari sentetik

Siyanoakrilatlar

Yiizeysel cilt yarasi kapanmasi
Kozmetik cerrahi, cilt grefti diizeltmesi,
kiiciik kesikler veya yeniden ortaya ¢gikan
yirtilmalar

Endoskopik, laparoskopik, geleneksel

cerrahi ve girigimsel radyoloji prosediirleri

S1v1 siyano akrilatlar (Derma bond® ve
Liquid band®)

2-Oktil siyano akrilat (Dermabond®)
Modifiye n-butil-2-siyano akrilat
(Glubran2)

Polimerik
Hidrojeller

Dikis hatt1 kanamasini engelleme
Jinekolojik ve kolorektal prosediirler
(6rnegin, ileostominin kapatilmasi)
Posterior fossa cerrahisi sonrasi insizyonel
beyin omurilik sivisi kagagi, retina yeniden
baglanmasi, sinir siyatikaztomi, vaskiiler

kapanma.

PEG sizdirmazlik {iriinleri: tetra-
stiksinimidil ve tetra-tiol tiirevi PEG
(CoSeal®)

PEG sizdirmazlik iiriinleri: tetra-
stiksinimidil ve amin PEG (SprayGel®)
PEG sizdirmazlik {iriinleri: tetra-
stiksinimidil PEG ve tri-lisin amin
(DuraSealTM)

Dendrimerler

Kornea Yyarasi onarimi

Kornea kataraktinasyonlari

Birkag¢ dendrimer, foto ¢apraz baglama
reaksiyonuna sundu ve birka¢ dendrimerler,
bir peptit ligasyon reaksiyonu ile
birlestirildi.

Kemik fiksasyonu, vaskiiler greftin

sizdirmazligi, gesitli cerrahi iglemlerde

Politiretan

Lizin tiirevli pliskiirtiilebilir iretan

Poliiiretan hemostaz yapistiric (TissuGlu®)

Abdomino plastiginde seroma olusumunu

onleme
Biyomimetik
yapistiricilar

Gebelik fatal membran riiptiirlerinin Katekol, sodyum periodat eklendikten sonra
Deniz midye onarimi molekiilleri bir hidrojele gapraz baglanan
0zl PEG'yi (cPEG) fonksiyonellestirdi




2.1.3. Biyo-yapistirict Mekanizmalar:

Biyo-yapisma davranisi temel olarak iki tiire ayrilir: spesifik ve spesifik olmayan yapigsmalar.
Spesifik olmayan yapigma, ylizey Ozelliklerinden bagimsiz olarak yapistiricilarin yiizeye
baglanmasini igerir. 6rnegin, yilizeylerin ¢oguna yapisan polimerler bunlar1 gosterir. Spesifik
yapisma, hiicre yiizeyindeki spesifik hedef gruplarin taninmasiyla yapiskanin baglanmasini
icerir. Bagka bir 6rnek, N - asetil glukozamin ile bag yoluyla spesifik olarak yiizeye baglanan

domates lektinidir (tomato lectin).

(8)

N
) _|Birincil Bag |
(€)

Sekil 2.1 : Biyo yapisma mekanizmalari: A, mekanik kilitleme; B, zincir dolanmasi; C, molekiiller
arasi baglanma; ve D, elektrostatik bag.

2.2. HIDROJELLER

Hidrojeller, suda sisebilen ve ¢oziinmeden baslangi¢ agirliklarindan ¢ok daha biiyiik olabilen
ti¢ boyutlu (Hoffman, 2012) ¢apraz bagli hidrofilik polimer aglaridir. Hidrojellerin fiziksel ve
biyokimyasal ozellikleri biiyiik Olgiide bilesimlerine, polimerizasyonlari i¢in kullanilan

yontemlere ve ¢apraz baglanma yogunluklarina baghdir.

Hidrofilik polimerlerin kimyasal ve fiziksel ¢apraz baglanmasi, hidrojeller olusturmak i¢in tipik
yollardir. Bunlar, iyonik ¢apraz baglama, kovalent ¢apraz baglama, termal jellesme ve hiicre

capraz baglama olarak adlandirilmaktadirlar.

Hidrojeller, tasarlanmis uygulamalar i¢in istenen 6zellik kombinasyonlarini igeren ¢ok yonlii

bir platform saglamaktadirlar (Annabi ve dig. 2014). Dogal ve / veya sentetik polimerlere ve
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rejeneratif tip, ilag salintmi1 ve doku yapistiricilar: gibi farkli biyomedikal uygulamalara yonelik
cesitli capraz baglanma kimyasina dayali sayisiz hidrojeller gelistirilmistir (Thiele ve dig.
2014). Ozellikle, biyomedikal uygulamalar igin hidrojeller, dogal ECM &zelliklerini taklit
edecek ve hiicresel biiyiime ve doku olusumu i¢in li¢ boyutlu (3D) destek saglayacak sekilde
tasarlanirlar (Alge ve Anseth, 2013). Malzeme biliminin gelismesiyle birlikte, hiicre kiiltiirii
icin hidrojel bazli iskeleler doku miihendisligi alaninda biiyiik potansiyele sahip olmuslardir.
Hidrojeller, 3D-kiiltiiriinde hiicre matrisi ve hiicre-hiicre etkilesimlerini, ¢ogalmayi, gogii (Luo
ve Shoichet, 2004) ve kontrollii farklilasmay1 incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmiglardir
(West, 2011). Bu amag igin, dogal olarak olusan biyo-polimerlere dayanan hidrojeller,
miikemmel biyouyumluluk, diisiik immiinorezler ve kimyasal yapilarinda kodlanmis olasi

biyoaktif motifler gibi sentetik polimerlere gore bir¢ok avantaja sahiptirler.

Hidrojeller, olaganiistii biyouyumluluklari, yiiksek su igerikleri ve ¢ok yonlii iiretim
platformlar1 ile uzun siiredir farkli fizikokimyasal Ozelliklere ve geometrilere sahip
malzemelere doniistiiriilerek biyomedikal uygulamalar icin ilgi ¢ekici malzemeler olarak
aragtirilmaktadirlar. Bununla birlikte, kullanilan ve bilinen hidrojellerin zayif mekanik
ozellikleri, genellikle tibbi ortamlarda kullanilan malzemelerin gerektirdigi kalic1 yiik tasima
uygulamalarinda kullanimlarini sinirlamistir. Bu nedenle, in vivo kosullarda goz 6niine alinarak
klinik olarak uygun malzemelerin dmriinii uzatabilecek mekanik olarak saglam hidrojellerin
gelistirilmesi biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Fuchs ve dig. 2019). Ornegin geleneksel hidrojellerin
mekanik olarak zayif (sertlik =10 kPa ve dayaniklilik <10 J m™2) olmalari, siirekli olarak
uygulamalarini sinirlandirmaktadir. Doku ile bu sonuglar karsilagtirildiginda (Taylor ve
Panhuis, 2016) yiik tasima icin dokularim tipik olarak yiiksek tokluga (1000 J m~2), yiiksek
gerilme mukavemetine (30 MPa) ve yiiksek sertlige (1 MPa) sahip olduklar1 goriilmektedir.

Ek olarak, bir¢ok polimer aginin biyobozunma profilleri, uzun siireli in vivo uygulamalar i¢in
uygun degildir, ¢linkii bir¢ok hidrojel, degradasyon ile istenen terapotik etkileri elde etmek icin,
ozellikle elektrolit ¢ozeltilerinde - genellikle asidik yan tiriinler ortaya ¢ikararak ¢ok hizli bir

sekilde dejenere olurlar (Kamata ve dig. 2014).

Hidrojeller, fiziksel 6zelliklerinin ¢ogu dogal dokuya benzerlik gosterdigi i¢in biyomedikal
uygulamalarda ila¢ dagitim araglar1 (Luo ve dig. 2000), immiinoizolasyon bazli hiicre
terapotikleri igin kapsiilleme malzemeleri (Ponce ve dig. 2006), yara ortiileri (Draye ve dig.

1998), yapisma Onleyici malzemeler ve doku miihendisligi iskeleleri olarak yaygin sekilde
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kullanilmaktadirlar (Dadsetan ve dig. 2007). Hidrojeller, sulu ortamlarda yiiksek derecede sislik
gosteren, ¢apraz baglanmis hidrofilik polimerlerin ¢oziinmeyen 3 boyutlu aglaridir (Wei ve dig.
2005). Hiicreler hidrojellere dahil edildiginde, bu biyomalzemelerin ¢ok sismis hali, besinlerin
ve hiicresel atiklarin hidrojellerin disina tasinmasini kolaylastirir (Drury ve dig. 2003). Capraz
bagli 3-D hidrojel yapisi, yeni doku olusumu i¢in alan ve mekanik stabilite saglayabilir
(Nicodemus ve Bryant, 2008). Bu o0zellikler hidrojelleri doku miihendisligi igin biiyiik
potansiyel aday biyomalzemeler haline getirir.

2.2.1. Jelatin

Jelatin, hidrolizden ve yliksek sicaklikta kollajenin denatiirasyonundan {iretilen bir tiir dogal
hidrofilik polimerdir (Young ve dig. 2005). Jelatin, iyi biyouyumluluk, ¢O6ziiniirliik,
bozunabilirlik, kolay elde edilebilme ve benzeri dahil olmak iizere bir ¢ok avantaja sahiptir
(Van den Bulcke ve dig. 2000). Ozellikle, kolajen ile karsilastirildiginda jelatinin antijenikligi
diistiktiir. Ayrica, jelatin, belirli hiicre davraniglarini (yapisma, ¢ogalma ve farklilasma gibi) ve
hiicre enzimatik bozunmasini tesvik eden bir matris metaloproteinaz (MMP) parcalanma
sirasini destekleyen arginin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid dizisine sahiptir (Van den Bulcke
ve dig. 2000, Ludwig ve dig. 2018). Bununla birlikte, jelatinin termostabilitesi zayiftir (sicaklik
37°C'nin iizerindeyken hidrojen baglarinin par¢alanmasi nedeniyle jelatin ¢ozelti haline gelir)
ve bazi ¢apraz baglama reaktifleri zehirli oldugundan kimyasal ¢apraz baglamalar jelatinin
biyolojik uyumlulugunu etkileyebilir. Bu nedenle, jellesmenin uygulanmasi, yetersiz
termostabilite ve kimyasal ¢apraz baglanmanin potansiyel zehirlenmesi ile sinirlidir. Neyse ki,
jelatinin yan zincirleri —OH, —COOH, —NHz, -SH ve benzeri dahil olmak tizere biiyiik aktif
gruplara sahiptir. Bu nedenle, jelatinin eksikliklerinin iistesinden gelmek icin belirli gruplarla

modifiye edilmesi miimkiindiir.
2.2.2 GelMA

GelMA, foto-baslatilmig bir reaksiyonla capraz baglanmig metakrilamid yan gruplari ile
islevsellestirilmis, ucuz bir bilesen olan jelatinden olusur. GelMA, hidrofilikligi, integrin
baglama motifleri ve MMP degradasyon bolgeleri nedeniyle doku yapilarinin miihendisligi i¢in
cesitli hiicre tiplerinde kullanilan kollajenin hidrolitik degradasyonundan tiiretilmis foto ¢apraz
baglanabilir bir dogal biyolojiktir. GeIMA tersine g¢evrilebilir termal jelasyona sahiptir ve

fotopolimerizasyon yoluyla kalic1 olarak ¢apraz baglanabilir. Belirli bir dalga boyuna maruz
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kaldiktan sonra, foto baslaticilar kovalent baglar vasitasiyla kati bir jel olusturmak i¢in GeIMA
tizerindeki metakrilat gruplar ile etkilesime giren serbest radikalleri serbest birakirlar. Bu
jelasyon islemi, mekanik 6zelliklerinin ince ayarini kolaylastirir. GeIMA, 2000 yilinda Van
Den Bulcke ve ark. tarafindan iretilmistir (Van den Bulcke ve dig. 2000). GelMA, jelatinin
metakrilik anhidrit (MA) ile reaksiyonu yoluyla iiretilir. Jelatinin yan zincirlerinde ortaya ¢ikan
cok sayida amino grubu, tadil edilmis jelatini olusturan metakrilik anhidrid i¢indeki metakrilik
gruplart ile degistirilir. Bununla birlikte, bu modifiye jelatin, kati-s1v1 gegisinin sicakliktan da
etkilendigi jelatine benzer. Modifiye jelatin, metakrilil gruplarinin varligindan dolay1 foto
capraz baglama 0Ozelligini elde eder. GeIMA, kovalent olarak ¢apraz baglanmis hidrojeller
olusturmak icin foto-baslatilmis radikal polimerizasyona (yani bir foto baslatict varliginda UV
1s181ina maruz birakma) maruz kalir (Liu ve Chan-Park, 2010). Foto baslatic1 eklendiginde,
modifiye jelatinin su ¢oOzeltisi hemen UV 15181 altinda ¢apraz baglanir ve miikkemmel
termostabiliteye sahip GelIMA hidrojelleri olusur. GeIMA hidrojel, RGD ve MMP dizileri
muhafaza edildiginden hala hiicre davraniglarini destekleme yetenegine sahiptir. Ayrica
jelatinin biyouyumluluk ve bozunma 6zelligi de korunmaktadir. GelMA hidrojellerinin fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri ¢esitli uygulamalarin gereksinimlerini karsilamak i¢in esnek bir sekilde
ayarlanabilmektedir (Sun ve dig. 2018). GelMA hidrojelleri tizerindeki fiziksel 6zelliklerin
(yani gozeneklilik, sikistirma modiilii ve su sismesi) ve hiicre tepki parametrelerinin (yani hiicre
yasayabilirligi, c¢ogalmasi ve yayilmasi) karakterizasyonu, bu polimerlerin farkli doku
mithendisligi uygulamalari i¢in uygunlugunun belirlenmesinde anahtardir. GeIMA, sentezini
ve iglenmesini (yani capraz baglanma kosullarini) degistirerek Ozelliklerinin ayarlanmasi
konusunda ¢ok yonliiliik sunar. Ornegin, GelMA'nin sikistirma modiilii, metakrilil siibstitiisyon
derecesini degistirerek veya GelMA'ya inorganik veya organik bilesenler ekleyerek ¢ok cesitli
biyomedikal uygulamalar i¢in uygun hale getirerek ince ayar yapilabilir. GeIMA hidrojelleri
ayrica kontrollii gozenek boyutlar1 ve gozenekliligi olan gozenekli iskeleler olusturmak icin
kriyojenik iglemlere (yani dondurularak kurutma) tabi tutulabilir (Koshy ve dig. 2014). Ayrica
GelMA hidrojelindeki gézenek boyutlarinin metakrilik derecesi degistirilerek ayarlanabilecegi
gosterilmistir (Lee ve dig. 2015). Ornegin, Chen ve dig. (2012) sirasiyla 1, 5 ve 10 M MA
¢ozeltileri kullanilarak farkli metakrilik derecelerine (49.8, 63.8 ve % 73.2) sahip GelMA
hidrojellerini sentezlediler. Bu deneylerde, ikame derecesi, H NMR spektroskopisi ile
Olciildiigli haliyle, fonksiyonel hale getirilmis ve baslangi¢cta mevcut amino gruplarinin orant

olarak tanimlanmistir. Elde edilen GeIMA hidrojellerinin, dondurarak kurutmadan sonra SEM



13

ile karakterize edilen ortalama gozenek biiyiikligii 50 (% 49,8), 30 (% 63,8) ve 25 um (% 73,2)

olarak bulunmustur.

GelMA hidrojellerinin kimyasal, fiziksel ve biyolojik olmak tizere ¢esitli 6zellikleri arasindaki
iligkiler de yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Chen ve dig. (2012) GelMA hidrojelinin basing
modiiliiniin, metakrilik siibstitiisyon derecesi (2.0 + 0.18 kPa (% 49.8), 3.2 £ 0.18 kPa (% 63.8)
ve 4.5 £ 0.33 kPa (% 73.2)) ile dogru orantili oldugunu belirtmislerdir. Sikistirma modiilii,
GelMA wi/v fraksiyonu ile dogru orantili olarak bir artis gdstermistir. Ornegin, Nichol ve ark.
(2010) yaptiklart ¢alisma ile % 5, 10 ve % 15 w/v ve % 53.8'lik metakrilik derecesi igeren
GelMA igin sirastyla % 2.0, 10.0 ve 22.0 kPa tahmini sikistirma modilii degerlerini
yayimladilar. Fakat daha yiiksek bir ikame derecesine, % 81.4, sahip GelMA ig¢in sikistirma
modiilii degerleri daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu degerler % 5, 10 ve% 15 w/v GelMA
icin 3.3, 16.0 ve 30.0 kPa olarak verilmistir (Nichol ve dig. 2010). Nichol ve dig. (2010) sisme
oraninin, metakrilil siibstitlisyon derecesini ve GeIMA kitle fraksiyonunu artirarak azaldigini
bildirmistir. Yine ayn1 grup tarafindan benzer sekilde, hiicre cogalmasi hidrojel i¢indeki GelMA

kiitle kesiriyle ters orantili olarak gosterilmistir.

GelMA hidrojellerinde farkli hiicrelerin baglanmasi ve ¢gogalmasi yaygin sekilde tanimlanmis
ve karakterize edilmistir. Oncii ¢alismalar GelMA hidrojellerinin, birlesik biyouyumluluk,
mekanik 6zellikler ve biyo-aktif peptid sekanslarinin varligi nedeniyle, hem 2D hem de 3D
deneylerinde aktif hiicre kiiltiirii matriks materyali olarak hizmet edebilecegini gdstermistir
(Dubruel ve dig. 2007). Ornegin, hiicreler GelMA &6npolimer ¢ozeltilerinde siispansiyona
alabilir ve hiicre ytiklii 3D hidrojeller olusturmak i¢in UV 15181na maruz kaldiklarinda ¢apraz
baglanabilirler. Bu foto ¢apraz baglanmis hiicre yiikli GeIMA hidrojellerinde genellikle yiiksek
hiicre canliligi (>% 80) gozlenmistir. 2D hiicre kiiltiirlinlin aksine, hidrojeller icinde
kapsiillenmis hiicrelerin yayilma ve go¢ i¢in Kkendilerini ¢evreleyen ortamlarini

degistirebilmeleri gerektigi belirlenmistir (Benton ve dig. 2009).
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Sekil 2.2 : Foto capraz bagh GelMA hidrojel hazirlanmasi.

(i) Metakrilil gruplarinin varliginda jelatin ve metakrilik anhidridin reaksiyonu. Degisiklik,
birincil amin ve hidroksil gruplarinda meydana gelir. RGD bdlgeleri GelMA zincirleri boyunca
kirmiz1 boliimler olarak gosterilmis ve kimyasal yapisi i¢ kisimda tasvir edilmistir. (i1)
Gelma'nin foto ¢apraz baglanmasi sirasinda hidrojel aglar1 olusturmak icin temsili reaksiyonlar.
Serbest radikaller, metakrilil gruplarin zincir polimerizasyonunu baglatan foto baslaticilardan
tiretilir. Ayn1 zincirde ve farkli zincirlerde bulunan metakrilil gruplar1 arasinda yayilma
meydana gelir. Sonlandirma, iki ¢ogaltma zinciri arasinda veya bir ¢ogaltma zinciri ile bir ikinci
radikal arasinda gercgeklesir. Netlik icin zincir transferleri ve diger bir¢ok kiiciik reaksiyon

gosterilmemistir (Sekil 2.2).
2.2.2.1. Kimyasal Capraz Baglanma

Foto c¢apraz bagli hidrojeller, biyomedikal uygulamalarda son zamanlarda artan ilgi
kazanmistir. Ciinkii hiicreleri ve / veya biyoaktif faktorleri igeren sulu makromer ¢ozeltileri,
minimal invaziv bir sekilde kullanilabilir ve daha sonra ultraviyole (UV) 1s181na kisa siire maruz

kaldiktan sonra yerinde fizyolojik kosullarda hizla ¢apraz baglanabilir (Schmedlen ve dig.
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2002). UV veya goriiniir 1518a maruz kaldiktan sonra, foto baslatici olarak adlandirilan
kimyasallar polimerizasyon islemini baslatabilen serbest radikalleri tiretir. Olusan serbest
radikaller, sulu makromer ¢ozeltilerini hidrojellere doniistiiriir (Nguyen ve West, 2002). Diisiik
yogunluklu 1518a kisa silireli maruz kalma ve uygun bir foto baslatict se¢imi,
fotopolimerizasyonun hiicrelere ve biyoaktif molekiillere sinirli zararli etkilerle olugmasini

saglar (Fisher ve dig. 2001).

GelMA iiriiniin foto capraz baglanmasi, UV 15181 altinda suda ¢6ziiniir bir baslatici kullanilarak
gerceklestirilebilir. Suda ¢o6ziinebilen foto baslaticilar i¢in yaygin secenekler arasinda 2-
hidroksi-1- [4- (2 hidroksietoksi) fenil] -2-metil-1-propanon (Irgacure 2959) bulunur (Nichol
ve dig. 2010) ve lityum asilfosfinat tuzu (LAP) bulunur (Fairbanks ve dig. 2009). Ticari olarak
temin edilebilen bir foto baglatici olan Irgacure 2959, sulu ortamlarda yiiriitiilen ¢ogu
fotopolimerizasyon i¢in yeterince yiiksek olan, suda en az 5 mg / mL'lik (Benton ve dig. 2009)
bir ¢ozilinlirliige sahiptir. Son zamanlarda gelistirilen ve suda ¢dziiniir bir foto-baslatict olan
LAP, su i¢inde ¢oziinebilirligi (agirlikca% 8,5'e kadar) daha yiiksek bir ¢oziiniirliige ve 365
nm'de Irgacure 2959'dan (Fairbanks ve dig. 2009) daha yiiksek bir molar soniimleme
katsayisina sahiptir. Yer degistirme derecesi, GelMA konsantrasyonu, baslatici konsantrasyonu
ve UV 15181na maruz kalma siiresi, ortaya ¢ikan GeIMA hidrojellerinin fiziksel 6zelliklerinin

ayarlanmasini saglayan ana parametrelerdir (Van den Bulcke ve dig. 2000).

Hem UV hem de goriiniir 151k, foto ¢apraz baglamay: baglatabilir ve ortak foto baslaticilar
kullanlarak UV araliginda galigilabilir, ancak UV 1s18inin organizmalara zarar verecegi iyi
bilinmektedir. Her ne kadar kisa siireli UV yada goriiniir 1s518a maruz kalma hiicre aktivitesini
etkilenmeyecek olsa da, UV 1s18in1n kullanimi hiicreler tizerinde uzun vadeli yan etkilere sebep
olabilmektedir (Fedorovich ve dig. 2009). GelMA i¢in foto baslatici olarak Eosin Y, elektron
verici olarak trietanolamin (TEA) ve bir hizlandirici olarak N-vinilkaprolaktam (VC)
secilmistir (Sekil 2.3). Foto baslatici olarak Eosin Y’nin Irgacure 2959'dan daha diisiik
toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (Bahney ve dig. 2011). Ayrica, goriiniir 151k ¢apraz
baglanmasi, UV capraz baglamanin potansiyel yan etkilerini ortadan kaldirir. UV 15181 veya
goriiniir 151k 1s1nlama parametreleri, sistemi yerlestirmek ve mekanizmay1 arastirmak igin
kolayca ayarlanabilir (Sun ve dig. 2018). Bununla birlikte, UV 15181 veya goriiniir 15181n, her
ikisinin de insan dokusuna zayif niifuz etme derinligine sahip olmasi nedeniyle ortak bir kusuru

vardir (Yang ve dig. 2018).
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Sekil 2.3 : Eosin Y-bazh fotopolimerizasyon sistemi. Eosin Y'nin foto-kaynakh aktivasyonu ile
baslatilan radikal iiretim reaksiyonlarinin sematik bir gosterimi.

2.2.3. Aljinat

Aljinat, 1,4-linked B-D-mannuronic acid ve a-L-guluronic asidin (Ribeiro ve dig. 2004)
yinelenen birimlerini igeren, deniz yosunundan tiiretilmis dogrusal dallanmamis bir
polisakkarittir. Aljinatlar, guluronik asit artiklari {izerindeki kalsiyum, baryum ve magnezyum
ve karboksilik asit kisimlar1 gibi iki degerli katyonlar arasindaki iyonik etkilesimlerle ilgili sulu
cozeltilerde geri doniisiimlii jellesme ozelliklerine sahiptir (Coviello ve dig. 2007). Iyonik
olarak ¢apraz baglanmis aljinatlar, jellesme islemi sirasinda hiicrelere zarar vermediginden ve
genellikle biyo-uyumlu kabul edildiginden, aljinat hidrojellerinin ilag dagitimi, hiicre
kapsiillemesi ve doku rejenerasyonu i¢in kullanimi1 konusunda biiyiik ilgi olmustur (Coviello
ve dig. 2007, Simmons ve dig. 2004, Kong ve Mooney, 2003, Alsberg ve dig. 2001). Her ne
kadar 6nceki ¢alismalar timit verici sonuglar vermis olsa da, bunlarin mekanik 6zellikleri, sisme
oranlar1 ve iyonik olarak ¢apraz baglanmis aljinat hidrojellerinin bozulma profilleri iizerinde
siirli bir kontrolii vardir (Lee ve dig. 2001). Literatiirdeki ¢esitli raporlar, ¢cok g¢esitli mekanik
Ozelliklere sahip aljinat hidrojellerini sentezlemek i¢in iyonik ¢apraz baglama yerine molekiiller
aras1 kovalent ¢apraz baglama kullanarak kimyasal aljinat mikrokapsiilleri veya makroskopik
hidrojelleri ¢apraz olarak incelemeyi agiklamaktadir (Birnbaum ve dig. 1981, Dusseault ve dig.
2005, Eiselt ve dig. 1999, Lee ve dig. 2000). Bununla birlikte, bu yaklasimlarla kullanilan
reaktifler ve reaksiyon kosullar1 bazen kapsiillenmis hiicreler veya biiylime faktorleri i¢in

elverissiz veya toksik olmaktadir (Birnbaum ve dig. 1981).
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Foto capraz baglanmis ve biyolojik olarak ayrisabilen aljinat hidrojeller, biyomedikal

uygulamalar i¢in tasarlanmaktadir.
2.2.4. AlgMA

Foto c¢apraz bagli ve biyolojik olarak pargalanabilen aljinat hidrojelleri, biyomedikal
uygulamalar i¢in tasarlanmaktadirlar. Metakrilatlanmis aljinatlar, foto baslaticiya sahip
ultraviyole 151k kullanilarak foto capraz baglanabilmektedir. Foto capraz baglanmis aljinat
hidrojelleri, yeniden sekillendirilebilir mekanik 06zelliklere ve degradasyonlara sahip,
rejeneratif tipta ve biyoaktif ila¢ uygulamalarinda terapotik materyaller olarak biiyiik yarar
saglamaktadirlar (Jeon ve dig. 2009). Metakrilatlanmis aljinatlar, doku miihendisligi
uygulamalar1 igin kullanilan biyobozunur olan foto ¢apraz bagli aljinat hidrojelleridir.
Fotopolimerizasyon islemi ile birlestirilebilen hidrolitik olarak parcalanabilir ester
baglantilarina sahip aljinat hidrojelleri metakrilat sonrasi olusturulmaktadir. Biyopolimer
capraz baglama yogunlugu aljinat metakrilasyonunun derecesi degistirilerek, hidrojel sisme

davranigi, elastik modiiller ve bozunma profillerinin incelenmesiyle 6l¢iilmektedir.
2.2.4.1. Iyonik Capraz Baglanma

Iyonik ¢apraz baglama, hidrojeller hazirlamak i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden biridir
ve sulu bir aljinat ¢ozeltisini iki degerli katyonlar gibi iyonik c¢apraz baglama maddeleriyle
birlestirmeyi icerir. Aljinatlarin iki degerli iyonlara olan afinitesi asagidaki sirayla azalir: Pb>
Cu> Cd> Ba> Sr> Ca> Co, Ni, Zn> Mn. Ca*? ise en yaygin kullanilan katyondur (YA rr ve dig.
2006)

Aljinat hidrojellerini sulu bir ¢ozeltide hazirlamak i¢in en yaygin yontem, aljinati iki degerli
katyonlarla, iyonik ¢apraz baglama ajanlariyla birlestirmektir (Kuo ve Ma, 2001). iki degerli
katyonlarin varlhiginda, iki degerli katyonlar iyonik kopriiler olusturmak i¢in G monomer
bloklartyla isbirligi icinde etkilesime girdiginde basit bir jellesme meydana gelebilir. Aljinat
cozeltisinde, M monomer bloklar1 iki degerlikli katyonlarla zayif baglar olusturur. Bununla
birlikte, G monomer bloklar1 ve iki degerli katyonlar arasindaki etkilesimler sikica tutulan

baglantilar olusturur.

Son on yilda, Ca%*, Mg#*, Fe**, Ba?* veya Sr?* gibi cesitli ortamlarda iyonik capraz bagli aljinat

hidrojelleri gelistirilmis ve kullanilmistir. Genellikle, Ca?* en iyilerinden biridir.
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Aljinat ve kalsiyum kloriirii (CaClz) iyonik olarak c¢apraz baglamak igin yaygin olarak
kullanilan iki degerli katyonlar en iyi seceneklerden biridir. Iyonik olarak ¢apraz baglanmis
aljinat hidrojel, bir iyon degisimi, ¢evresindeki ortama iki degerli iyonlarin kaybini igeren bir
islem yoluyla dagilir. Bununla birlikte, jellesme hiz1, sulu ¢ozeltideki kalsiyum kloriiriin yiiksek
¢Oziinlirliigli nedeniyle kontrol edilemeyecek kadar hizlidir. Aynm1 zamanda, jellesme hiz1 jel
homojenligini ve direncini dogrudan etkiler. Jelasyonu yavaglatmak ve kontrol etmek i¢in
CaCly yerine ¢ozinirligii disik olan kalsiyum siilfat (CaSO4) veya kalsiyum karbonat
(CaCO0:s) ile degistirilebilir. Ayrica, iyonik olarak gapraz baglanmis aljinat hidrojel, rejeneratif
tipta uygulanmasini sinirlayan sinirh ilag yiikleme etkinligine, dayanikliligina ve tokluguna
sahiptir (Kuo ve Ma, 2001). Bu nedenle, aljinatin 6zelliklerini diger fiziksel veya kimyasal

capraz baglama yontemleriyle gelistirmek i¢in modifiye edilmesi gerekir.
2.2.5. Dayanikhi-Sert Hidrojel Yapistiricilar

Hidrojellerin yapiskanligi esnek polimerik aglarin, yiiksek ara yiiz mukavemeti olan alt-
tabakalar lizerine tutturulmasina baglidir ve ayn1 zamanda bu aglar enerji dagitiminda ara yiiz
toklugunu arttirmak i¢in dnemli bir aragtirlar. Giiclii arayiizey baglari olusturmaya ek olarak,
yapistirici, kullanim 6mrii boyunca uygulamadan sonra yapisma kuvvetini korumalidir. Sekil
2.4 te biyo-yapistiricilar tarafindan kullanilan arayiizey baglart gosterilmistir (Pinnaratip ve dig.
2019). Sekilde a-d ile gosterilen arayiizey baglar1 yapistiricilarla dokuyu islevsellestirmek icin
yumusak doku yiizeylerinde bol miktarda bulunan niikleofilik fonksiyonel gruplar1 olan NHS
ile aktive edilmis ester, izosiyanat, aldehit ve katekol kullanan ¢esitli arayiizey ¢capraz baglama
kimyalarin1 gosterirken, e ile katekoliin metal oksit yiizeylerle koordinasyon baglar1 olugturma

kabiliyeti gosterilmistir (implantlar veya cihazlar i¢in).



19

() Adhesive (b) (©
OH — \
0 o n Adhesive |Adhesive|
o esive
Os_N t):o‘ ) Lj—_J Adhesive MO o)
\]\;):o 7 Adhesive N“c ’ (o] Adhesive
(o} J, H
NH, NH

\‘o HN
i =0
. . B ik
| Tissue Tissue | | Tissue | ~ Tissue Tissue Tissue |
(d) ©
Adhesive| |Adhesive|
Adhesive |Adhesive
OH —
— \: / OH
OH 5 HO OH «—>»
B el i b
Tissue Tissue | Métal Oxide Metal Oxide

Sekil 2.4 : Biyo-yapistiricilar tarafindan kullamlan arayiizey baglari.

2.3. SIZDIRMAZLIK MALZEMELERI ICIN STANDART TEST METHODLARI
2.3.1. Cerrahi Sizdirmazhk Malzemeleri icin Patlama Basinci

Bu test yontemi, yumusak doku tizerindeki sizdirmazlik maddelerinin patlama veya kopma
mukavemetinin karsilagtirilmasin1 saglamaktadir. Farkli yapistiricilarin veya yapistirilan
sizdirmazlik malzemelerin Kalite glivencesi, gelistirilmesi ve karsilagtirmali testi i¢in klinik
uygulamalarinda ilgili bir model olarak kullanilabilmektedir. Bu test metodu, bir
yapistiricl/yapistirma sisteminin patlama mukavemetini veya "yapisma mukavemetini" 6lger (
yapistirma mukavemetini degil). SI birimlerinde belirtilen degerler standart olarak kabul
edilmelidir. Bu standarda baska higbir 6l¢iim birimi dahil degildir. En azindan kismen canli
dokulara yapisarak islev géren malzemeler ve cihazlar, ya dikislere ve zimbalara ek olarak ya
da cok c¢esitli tibbi islemlerde bu cihazlar i¢in acik yedek olarak cerrahi islemlerde artan
kullanim bulmaktadir. Ilgili kuvvetlerin dogas1 ve biiyiikliigii endikasyona ve hastaya &zel
durumlara gore biiylik farkliliklar gosterse de, tiim kullanimlar malzemenin beklenen mekanik
kuvvetlere dayanma kabiliyetini icerir. Bu nedenle, malzemelerin mekanik ozellikleri ve
ozellikle yapiskan ve yapigsma oOzellikleri, kullanim uygunluklarmi degerlendirmede 6nemli
parametrelerdir. Ek olarak, belirli bir sizdirmazlik maddesi bilesiminin mekanik 6zellikleri,
kalite kontrolii i¢in iirlin tutarliligini belirlemede veya cihazin kullanilmasindan 6nce ¢esitli
ylizey islemlerinin substrat iizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik bir uygulama
saglayabilmektedir (ASTM F2392-04).
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2.3.1.1. Tanimlamalar

2.3.1.1.a. Sizdirmazlik Malzemesi Basarisizlig1
Patlama testi sirasinda sizdirmazlik maddesi/alt tabaka arayiiziiniin arizasi olarak

tanimlanmaktadir.

2.3.1.1.b. Patlama Mukavemeti

Yapistirict veya yapiskan mekanizmalarla sizdirmazlik maddesinin basarisizligina neden olmak

icin gereken ortalama basingtir.

2.3.1.1.c. Yapiskan Basarisizligi

Patlama testi sirasinda sizdirmazlik maddesinin arizasi olarak tanimlanmaktadir.

2.3.1.1.d. Yapisma Kuvveti

Sizdirmazlik maddesinin i¢ kuvveti, bazen yapiskan y1gin kuvveti olarak adlandirilmaktadir.

2.3.1.1.e. Alt Tabaka (Substrat) Basarisizlig

Patlama testi sirasinda alt tabakanin arizasi olarak tanimlanmaktadir.

2.3.1.1.f. Doku Sizdirmazlik Maddesi

Viicut sivilarinin sizmasini 6nleyen bir yilizey kaplama maddesidir.
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Sivi
Pompasi Basmg
Olger
Ustten Goriiniim
B O- Halkasi

(1-1/16x7/8x3/32")

Substrat (Sizdirmazhk Malzemesi ile)

Alt Kisim

Sekil 2.5 : Patlama Test Sistemi (A), Monte Edilen Test Armatiiriiniin (B) Ayrilmis Goriiniimiiyle.

2.3.1.2. Gerilme-Gerinim (Stress-Strain) Egrileri

Patlama basinci testleri sonrasi ortaya ¢ikan gerilme (stress) — gerinim (strain) egrileri bu baglik
altinda agiklanacaktir. Bu egriler ¢ekme ya da basma testleri ile elde edilen, test numunesi
izerine uygulanan kuvvet miktarina bagl olarak numunede olusan sekil degisimini gdsteren
egrilerdir. Malzemeden malzemeye degisir ve numunenin sicaklifina ve uygulanan yiikiin

siiratine bagl olarak egrideki sonuglar farklilik gosterebilir.



22

Kolayca Kirilabilen Malzeme-
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Sekil 2.6 : Gerilme-Gerinim Egrisi: Malzemelerin Ozellikleri.
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'E A c B : Ust Esneklik Sinuri
o C : Alt Esneklik Siniri
[ D : Kopma Direnci
E : Kopma Noktasi
o)

&-Gerinim (mm/mm)

Sekil 2.7 : Gerilme-Gerinim Egrisi: Malzemelerin Dayanimi.

2.3.2. Doku Yapistiricilarimin ve Sizdirmazhik Malzemelerinin Yara Kapama Giicii

Bu test yontemi, yumusak dokunun kapanmasini giivence altina almak icin kullanilan doku
yapistiricilarinin yara kapanma dayaniminin karsilastirilmasi i¢in uygulanan bir standarttir.
Uygun substrat se¢imi ile, doku yapistirict olarak kullanilan tibbi cihazlarin imalatinda kalite

kontrol amaciyla da kullanilabilir. SI birimlerinde belirtilen degerler standart olarak kabul
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edilir. Bu standarda bagka hi¢bir 6l¢iim birimi dahil degildir. Doku yapistirict malzemeler i¢in
bireysel uygulamalarin karmasikligi ve ¢esitliligi, tek bir belirtilen kullanimda bile (fiziksel
alana ve klinik amaglara gore degisebilen cerrahi prosediir), tek bir gerilme mukavemeti testinin
sonuclari, uygulama, yapiskan davraniglar ve klinik endikasyonlarin tam bir analizi ve anlayisi
olmadan izin verilen tasarim gerilmelerini belirlemek i¢in uygun degildir.Bu test yontemi,
yapistiricilar veya yapistirma islemlerini, yorgunluga, basarisizliga ve ¢evresel degisikliklere
kars1 duyarlilik acisindan karsilastirmak ic¢in kullanilabilir, ancak farkli yapistiricilar, farkl
kosullara farkli tepki gosterebilecegi i¢in bu tiir karsilastirmalar biiyiik bir dikkatle yapilmalidir.
Test yonteminin bir korelasyonu, canli insan dokusunda gercek yapiskan performansi ile

sonug¢lanmalidir (ASTM F2458-05).
2.3.2.1. Tanimlamalar

2.3.2.1.a. Doku Yapistiricisi
Bir yaranin iki kenarinin veya zit yumusak dokularin bir araya getirilmesini glivence altina

almak i¢in tibbi bir cihaz olarak kullanilan herhangi bir malzemedir.

2.3.2.1.b. Doku S1zdirmazlik Maddesi

Viicut s1vilarinin sizmasini 6nlemek icin yeterli yapigma giiciine sahip ylizey kaplamasidir.

2.3.2.1.c. Yapisma Kuvveti

Yapistirict malzemenin i¢ kuvveti olarak tanimlanmaktadir.

2.3.2.1.d. Yapiskan Kuvveti

Doku yapiskaninin/substrat arayiiziiniin kuvveti olarak tanimlanmaktadir.

2.3.2.1.e. Yapiskan Basarisizlig

I¢ yapiskan baginin arizasi olarak tanimlanmaktadir.

2.3.2.1.f. Yapistiric1 Basarisizligl

Yapistirici / alt tabaka (substrat) bag arizasi olarak tanimlanmaktadir.

2.3.2.1.g. Substrat Basarisizigi

Doku substratinin arizasi olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 2.8 : Test Ornegi Ustten Goriiniim.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE CIHAZLAR
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Jelatin (Type A, bloom 300 from porcine skin)

e Aljinik asit sodyum tuzu from brown algae, Sigma-Aldrich (USA)

e Sodyum hidroksit, Bioxtra, > 98%, Sigma-Aldrich (USA)

e Metakrilik anhidrit (MA, 94%), Sigma-Aldrich (USA)

e Triethanolamine (TEA, 98%), Sigma-Aldrich (USA)

e N-vinilkaprolaktam (VC, 98%), Sigma-Aldrich (USA)

e FEosinY (2',4',5',7'-tetrabromofluorescein) Sigma-Aldrich (USA)

e Dulbecco’nun fosfat tamponlu salini (DPBS) Thermo Fisher Scientific
e Etanol, Thermo Fisher Scientific

e Dimetil siilfoksit-d6 (DMSO-d6; purity=>99%) Sigma-Aldrich

e Déteryum oksit (purity>99.9%) Sigma-Aldrich

e Tip Il kollajenaz, Sigma-Aldrich

e Polidimetilsiloksan PDMS-SYLGARDTM 184 Elastomer Kit, Dow Corning, MI, USA
e Polimetilmetakrilat-PMMA

e Mineral yag (Sigma-Aldrich M5904)

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Instron 5943 mekanik Test Cihazi

e Anton Paar Modular Kompakt Reometer (MCR 302)

e Bruker AV400 broad band Proton Niikleer Manyetik Rezonans (FT NMR)
e Patlama Basing Testi Cihazi, NE-1000 Syringe Pump

e Goriiniir Isik Cihazi-Genzyme FocalSeal LS1000 Xenon Light

e Firin, Thermo Scientific HeraTherm

e pH Metre, Mettler Toledo S220 SevenCompact

e Liyafilizator, Labconco, 8L, -50C

e Sonikator, Fisher Scientific, 5.7L
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e Floresan Mikroskobu, Axio Observer 5, Zeiss

e Floresan Plaka Okuyucu, vis Synergy 2, BioTek
3.2. YONTEMLER
Deneysel ¢alismalar on (10) asamada gerceklestirilmistir.
3.2.1. Jelatin Metakrilamid (GelMA) Sentezi:

Jelatin metakrilamid, domuz derisinden izole edilmis A tipi jelatin ve metakrilik anhidrid
kullanilarak daha once yaymlanmis bir prosediir izlenerek sentezlendi ve yiiksek derecede
fonksiyonellesmeye sahip GelMA elde edildi (Van den Bulcke ve dig. 2000). Jelatin, % 5
(agirlik/ hacim) (w/v) olacak sekilde dulbecco’nun fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi igerisinde
(DPBS, Gibco® pH 7.4) 60°C'de ¢oziildii ve homojen bir ¢ozelti elde edildi. Hazirlanan jelatin
¢ozeltisi 50°C'de magnetik karistirict yardimi ile karigtirillirken metakrilik reaksiyonunun
gerceklesebilmesi igin metakrilik anhidrid (MA) reaksiyon igerisine eklendi. Yapilan
caligmalar ile optimize edilen metakrilasyon dereceleri i¢in (Hoch ve dig. 2012) MA miktarlar
ornek alinarak yiiksek metakrilasyon derecesine sahip GeIMA iiretilebilmesi i¢in 8§ ml MA
¢ozelti igerisine ilave edildi. MA, hazirlanan jelatin ¢ozeltisi igerisine damla damla ilave
edilerek tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Sonrasinda 2 saat boyunca reaksiyona devam edildi.
Reaksiyonu durdurmak igin, ¢ozelti igerisine daha onceden hazirlanan 1lik (50°C) DPBS
eklenerek ¢ozelti seyreltildi ve reaksiyon tamamlandi. Seyreltme sonrasi saflagtirma i¢in 50°C
sicaklikta 1 hafta boyunca diyaliz tiipii (MWCO ~ 12—14 kDa kesiti, Spectrum® Laboratories)
kullanilarak damitilmis suya kars1 diyaliz gergeklestirildi. Saflastirma islemi sonrasi hazirlanan

soliisyon 5 giin boyunca liyafilazator yardimu ile liyofilize edildi.
3.2.2. Aljinat Metakrilamid (AlgMA) Sentezi:

Aljinat metakrilamid, % 2.5 (w/v) olacak sekilde deiyonize (DI) su ile hazirlanan aljinat
¢ozeltisi ve MA kullanilarak daha 6nce yaymlanmis bir prosediir izlenerek sentezlendi (Li ve
dig. 2017). Kisaca, 2.5 g diisiik viskoziteli aljinat, oda sicakliginda 100 ml DI su igerisinde
¢oziindiiriilerek homojen bir ¢ozelti elde edildi. Saf su ile ayn1 hacimde MA (100 ml) aljinat
¢ozeltisine damla damla eklenerek reaksiyona devam edildi. Reaksiyon manyetik bir
karistiricida 250 rpm'de oda sicakliginda 3 giin boyunca gergeklestirildi. AIgMA’nin ¢6zelti

igerisinden alinabilmesi i¢in, karisim 500 ml etanol (ilk aljinat hacminin 5 kat1 olacak sekilde)
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igerisine dokiildi ve AIgMA ¢okelene kadar karistirllmaya devam edildi. Cokelti daha sonra 5
um'lik filtre kagitlar1 (50, WhatmanTM) kullanilarak vakumla siiziildii. Elde edilen AlgMA
tekrar saf suda (100 mL) ¢6ziildi ve ikinci kez 500 mL etanol kullanilarak ¢oktiirildii. Bu islem
tuzlar1 uzaklagtirmak ve tamamen saf bir AIgMA elde edebilmek i¢in en az ii¢ kez tekrarlandi.
Son olarak, AIgMA c¢okeltisi filtre kagidi iizerinde toplandi ve gece boyunca oda sicakliginda

kurumasi i¢in birakildi.

3.2.3. GeIMA/AIgMA Hibrit Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Goriiniir Isik

Homojen bir karisim olana kadar J

vortex yardim ile karistirthr PDMS mold igerisine akw”hr(ﬁ
-

Karisim oda sicakhginda jellestirilmistir

Se

GelMA/AlgMA (DPBS) Fotobaslaticilar TEA+VC, Eosin Y

Sekil 3.1 : On jel cozeltileri ve capraz baglanmis hidrojellerin hazirlanma asamalar1.

GelMA cesitli konsantrasyonlarda hazirlanarak doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi
amaglandi. Calismamizda GelMA konsantrasyonunu %20 w/v olacak sekilde belirlendi ve
GelMA 6n polimerleri bu oranlarda hazirlandi. %20 w/v olacak sekilde ¢6zeltinin hazirlanmasi
icin yeterli miktarda GeIMA onpolimeri tartilarak vial igerisine kondu. Hibrit polimer
malzemelerin hazirlanmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda AIgMA 6n polimerleri belirlendi (%
1, % 2, %3, % 4 ve % 5). Hazirlanan %20 w/v GelIMA ve farkli konsantrasyonlardaki AlgMA

on polimerleri 1 ml DPBS igerisinde ¢oziildii.

Foto ¢apraz baglanma igin goriiniir 151k foto baslaticilart olarak kullanilan, triethanolamine
(TEA) [% 1.875 (w/v)], N-vinilkaprolaktam (VC) [% 1.25 (w/v)] ve Eosin Y disodyum tuzu
(0.5mM) polimer karisimina eklenmeden 6nce DPBS kullanilarak hazirlandi. VC ve TEA
yukarida belirtilen oranlarda oda sicakliginda DPBS igerisinde birlikte ¢oziilerek hazirlandi.
Eosin Y 0.5 mM olacak sekilde yine DPBS igerisinde hazirlandi. Foto baslatic1 ¢ozeltilerin
siirekli taze olarak hazirlanmasi ve karisim igerisinde bu sekilde ilave edilmesine dikkat edildi.

Foto baglaticilar daha onceden hazirlanan GelMA/AIgGMA hibrit biyopolimeri igerisine



metakrilat katt muhtevasi, GeIMA ve AIgMA'nin toplam konsantrasyonu ile

sekilde eklenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Hibrit hidrojellerin formiilasyonu.
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orantili olacak

Ornek AlgMA% GelMA \'/& TEA Eosin Y DPBS CaCl,
(w/v) % (w/v) % (w/v) % (w/v) % (w/v) () % (w/v)

1 0% 20% 1 15 0.006 600 0

2 1% 20% 1.05 1.575 0.0063 580 0.13

3 2% 20% 1.1 1.65 0.0066 560 0.27

a 3% 20% 1.15 1.725 0.0069 540 0.4

5 4% 20% 1.2 1.8 0.0072 520 0.53

6 5% 20% 1.25 1.875 0.0075 500 0.67

7 20% 0% 1 15 0.006 600 2.667

8 0% 25% 1.25 1.25 0.0075 500 0

VC % (w/v) = 0.05 x [GeIMA+AIgMA] % (W/V)

TEA % (w/v) = 0.075 x [GelMA+AIgMA] % (W)

Eosin Y % (w/v) = 0.0003 x [GelMA+AIgMA] % (w/v)

CaCl2 % (w/v) = 0.13 x AlgMA % (w/v)

Foto baslaticilarida eklenen karisim daha sonra 80°C'de firin igerisinde 10 dakika boyunca

bekletildi. Bu islemin uygulanmasinda ama¢ GelMA’nin tamamen DPBS igerisinde

¢Oziilmesinin saglanmasidir. Bu islemin ardindan hazirlanan malzemeler vortex yardimi ile

karistirildi. Ardinadan, eklenen AlgMA polimerlerinin DPBS iginde tamamen ¢dziinmesini

saglamak i¢in hazirlanan malzemeler gece boyunca 37 ° C'de inkiibe edildi.

Yirmi dort (24) saat sonra GelMA ve AIgMA 6n polimerleri karakterizasyon ¢alismalari i¢in

hazirlanarak 4 dakika boyunca goriiniir 151k 1s1mas1 (dalga boyu = 450-550 nm, intensity ~ 100

mW/cm? Genzyme FocalSeal LS1000 Xenon Light) ile kovalent olarak capraz bagland: (Sekil

3.1). Ayrica eklenen AlgMA'larin iyonik c¢apraz baglanmasi icin, foto ¢apraz baglanmasi
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yapilmis hidrojellerin tizerine 0.13 x AlgMA'nin konsantrasyonundaki (Tablo 3.1) yeterli

miktarda CaCl; ¢ozeltisi eklenmistir ve oda sicakliginda en az 5 dakika reaksiyon i¢in birakildi.
3.2.4. GeIMA/AIgMA Hibrit Hidrojellerin Kimyasal Karakterizasyonu
3.2.4.1. GelMA/AIgMA Biyopolimerlerinin *H NMR Analizi

GelMA ve AlgMA biyopolimerlerinin ve ¢apraz bagli GeIMA/AIgMA hidrojellerinin kimyasal
karakterizasyonu i¢in proton niikleer manyetik rezonans (*H NMR) spektroskopisi kullanildi.
Metakrilamid ile modifiye edilen jelatinin siibstitiisyon derecesi, eklenen MA miktariyla
orantilidir. *H NMR ile jelatin iizerindeki serbest amino gruplarmin metakrilat gruplar ile yer
degistirmesi, ayrica modifiye edilen jelatinin siibstitiisyon derecesi analiz edildi. Metakrilamid
ile modifiye edilmis jelatinin siibstitiisyon derecesi, modifiye amino gruplarinin primer amino

gruplarina pik alan orani hesaplanarak degerlendirildi.

Tiim NMR spektrumlar1 Kaliforniya Universitesi Los Angeles (UCLA) merkez laboratuvarlar
icerisinde oda sicakliginda bir Bruker AV400 spektrometresinde kaydedildi. Spektrum, 'H
rezonans frekansinda ortalama 400 MHz de 64 tarama ile alindi. Metakrilasyon derecesini
Olgmek i¢in GelMA ve AIgMA, déteryum oksit (D20) kullanilarak 10 mg/ mL konsantrasyonda
ayr1 ayri ¢oziilerek hazirlandi ve metakrilasyon dereceleri, sirasiyla (Van den Bulcke ve dig.
2000, Nichol ve dig. 2010) makalelerine gore hesaplandi. Biyo yapistirict olarak tasarlanan
biyopolimerlerin ¢apraz baglanma derecelerini degerlendirmek igin, % 20 GelMA ve % 3
AlIgMA igeren hibrid hidrojeller, bolim 3.2.3'te agiklanan yonteme gore foto capraz baglandi.
Numuneler NMR spektroskopisini gergeklestirmeden once hidrojelleri kismen ¢dzmek igin
37°C'de 7 giin boyunca DMSO igerisinde bekletildi ve hidrojelleri kismen ¢ozmek igin her giin
1 saat boyunca sonikator uygulanarak c¢oziilmeleri hizlandirildi. Hibrid hidrojellerin ¢apraz
baglanma derecesi, referans tepe noktasi olarak & 1.8 ppm'deki akrilat metil grubuyla birlikte
cift bag protonlar1 (vinil) 6 5.28 ppm biitlinlestirilerek hesaplandi. Kantitatif analizler i¢in, her

hidrojel i¢in en az 3 spektrum analiz edildi.
3.2.5. GeIMA/AIgMA Hibrid Hidrojellerin Mekaniksel Karakterizasyonu

GelMA hidrojelinin mekanik 6zellikleri, sikigtirma testi ve gerilme testi ile Olctildii. Yontem
3.2.3 te agiklandig1 sekilde hazirlanan hidrojellerin gerilme ve basma dayanimlari testleri i¢in

bir Instron mekanik test cihazi (5943 Serisi) kullanildi. Her durum igin en az 5 6rnek test edildi
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ve sonuglarin ortalamasi alinarak sonuglar gosterildi. Bu ¢alismalar igin polidimetilsiloksan
(PDMS) kaliplar1 hazirlandi. Bu kaliplar 6l¢ti uzunlugu = 10 mm, 6l¢ii genisligi = 5 mm, 6l¢li
kalinligi = 1.5 mm ve fileto yaricapi= 2 mm olacak sekilde polimetilmetakrilat (PMMA)
malzeme igeren kaliplarin lazer kesici ile hazirlanmasina ve PDMS bazi ve sertlestirme maddesi
10:1 oraninda karistirilarak petri kaplarinda kaliplarin {izerine dokiilerek ve igerisindeki gazi

giderilerek 65 ° C'de bir firinda> 4 saat siireyle kiirlenmesiyle olusturuldu.
3.2.5.1. Cekme Testi

En temel mekanik testlerden biri olan ¢ekme testi malzemeye uygulanan ¢ekme kuvveti sonucu
malzemenin strese verdigi cevap olarak tanimlanmaktadir. Cekme testleri ile malzeme

dayaniklilig1 ve uzayabilme kapasiteleri belirlenmektedir.

Yontem 3.2.3 te agiklandigi sekilde hazirlanan hidrojeller i¢in ¢ekme deneyinde numune
hazirlamak amaci ile, 250 pL 6n-jel ¢ozeltisi, daha dnce bir yuvarlak seklinde hazirlanan PDMS
kalibina (6l¢li uzunlugu = 10 mm, 6l¢ii genisligi = 5 mm, Sl¢li kalinligi = 1.5 mm ve fileto
yarigapi= 2 mm) otomatik pipet yardimi ile aktarildi. PDMS igerisine aktarilan malzemelerin 4
dakika boyunca goriiniir 1sikla ¢apraz baglanmasi (kiirlenmesi) gergeklestirildi. Numuneler
kaliptan c¢ikarildiktan sonra AIgMA polimerlerinin iyonik olarak c¢apraz baglanmalarinin
saglanmasi i¢in 30 dakika boyunca 3 ml CaCl; ¢6zeltisine daldirildi. Test islemi uygulanmadan
once CaClz ¢ozeltisinin uzaklagtirilmasi saglandi. Ardindan, numuneler pegete yardimi ile
malzemeler zarar gormeyecek sekilde kurutuldu ve numunelerin iki ucu siiper yapistirici
kullanilarak iki cam lamina tutturuldu. Cam slaytlar daha sonra Instron cihazinin ilgili kisimlari
ile birlestirildi ve gerilme testleri sabit bir gerilme hizinda (10 mm/dak) gerceklestirildi. Cekme
mukavemeti, basarisizlik noktasindaki maksimum gerilme olarak tanimlanmaktadir ve elastik
(Young) modiilii, cekme-gerilme egrisinin egimidir ve ¢cekme-gerilme egrisi altinda kalan alana

gore dayaniklilik hesaplandi.
3.2.5.2. Sikistirilma Testi

Sikistirtlma, malzemenin bir yiikk altinda maksimum dayanabilecegi basing olarak
tanimlanmaktadir. Basing dayanimi, uygulanan maksimum yiikiin malzemenin baglangictaki

kesit alanina boliinmesi ile hesaplanmaktadir.
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Yontem 3.2.3 te agiklandigi sekilde hazirlanan hidrojeller i¢in sikistirma testi uygulamasi amaci
ile, 75 uL 6n-jel ¢ozeltisi, bir silindirik PDMS kalibina (¢ap = 6 mm ve yiikseklik = 1.5 mm)
otomatik pipet yardimi ile aktarildi ve {ist yiizeyi diizlestirmek i¢in kalip tizerine bir cam lamel
yerlestirildi. PDMS mold igerisindeki malzemelerin 4 dakika boyunca goriiniir 1s1kla ¢apraz
baglanmasi (kiirlenmesi) gergeklestirildi. Numuneler kaliptan c¢ikarildiktan sonra AlgMA
polimerlerinin iyonik olarak ¢apraz baglanmalarinin saglanmasi igin 30 dakika boyunca 3 ml
CaCly c¢ozeltisinin  daldirlldi.  Test islemi uygulanmadan o6nce CaCly ¢ozeltisinin
uzaklastirilmasi saglandi. Sikistirma testi Instron kullanilarak basarisizlik noktasina kadar 0.3
mm/dak gerilme hizinda yapildi. Sikistirma modiilii, gerilme = 0.2 mm/mm'ye kadar dogrusal
gerilme-gerinim egrisinin egimine dayanarak hesaplandi. Dongiisel sikigtirma testleri, gerinim
= 0.5 mm / mm'ye kadar ayn1 gerilme hizinda gergeklestirildi ve enerji kaybr su sekilde
hesaplandi:

Denklem 3.1:

. (Yukleme egrisi altindaki alan — Bosaltma egrisi altindaki alan)
Enerji Kayb1 % = — - x 100
Bosaltma egrisi altindaki alan

3.2.6. GelMA / AlgMA Hibrit Hidrojellerinin Viskoelastik Ozellikleri

Yontem 3.2.3 te agiklandigi sekilde hazirlanan hidrojellerin gerilim ve kayma hizi ve
viskoelastisite arasindaki fonksiyonel iligkiyi tayin etmek icin reolojik analizler kullanildi.
Katilarin elastik ve sivilarin akis davranislarinin tanimlandigi viskoelastik terimi, bazi kremler,
losyonlar, merhemler ve jeller i¢in tanimlanabilmektedir. Bir kat1 madde akis ile karakterize
edilemezken elastisitesi ile karakterizasyonu yapilabilmektedir. Elastisite, Hooke kanununa

gore asagida gosterilen esitlik ile hesaplanabilir (Coates ve dig. 2013).
Denklem 3.2:
E=F/A (1)

Bu esitlikte E, elastik modiil (din.cm™ ); F, gerilim (din.cm? ); A, deformasyondur

(birimsizdir).

GelMA hidrojelinin viskoelastisitesi, kiiciik gerginlikteki dinamik kayma salinim olgiimii ile

tanimlanabilir (Van den Bulcke ve dig. 2000). Salinimli makas deformasyon modlarina
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dayanan reoloji 6l¢timleri, paralel piiriizlii plakalarla donatilmis bir reometre ile gergeklestirilir.
Reoloji testleri stres altinda malzeme iizerinde meydana gelen deformasyonu 6l¢mektedir.
Mekaniksel davraniglarin  reolojiden etkilenmesi sebebi ile reolojik veriler O6nem
kazanmaktadir. Reometre, GelMA hidrojelinin stabilitesini  degerlendirmek i¢in
kullanilabilecek elastik modiil G' (ayrica ger¢cek modiil veya depolama modiilii olarak da
adlandirilir) ve viskoz modiil G" (hayali modiil veya kayip modiilii olarak da bilinir)
saglayabilir. Reolojik ¢aligmalar modiiler bir kompakt reometre (MCR 302, Anton Paar, Graz,
Avusturya) kullanilarak yapildi. Sikistirma testleri i¢in kullanilan ayni1 yontemle ¢apt = 8§ mm
ve yiksekligi = 1.5 mm olan hidrojel numuneleri (n = 4) hazirlandi. Numuneler daha sonra
kumlanmis yass1 bir plaka altina gelecek sekilde reometre cihazi icerisine yerlestirildi ve
reolojik testlerin yapilabilmesi i¢in 8 mm ¢apli bir levha ile kapatildi. Malzemelerin su
igeriklerinin buharlagsmasini 6nlemek igin ve hidrojelin nemli kalmasini saglamak i¢in plakanin
etrafina mineral yag (Sigma-Aldrich'ten M5904) uygulandi. Kayma gerinmesi taramalar1 37°
C'de, gerilme =% 0-100 ve agisal frekans = 1 rad/sn ve siklik taramasi agisal frekans = 0-100
rad/s ve gerilme =% 0.1 degerleri referans alinarak yapildi. Depolama modiilii (G’), kayip
modiilii (G") ve kayip faktorii (G’/ G") agisal frekansta = 1rad/s ve gerilme =% 0,1 araliklarinda
caligilarak belirlendi.

3.2.7. Fiziksel Ozellikler:

Yontem 3.2.3 te aciklandigi sekilde hazirlanan yapiskan hidrojellerin su igeriginin in vitro
Ol¢timii ve yapiskan hidrojellerin in vitro enzimatik bozunmasi belirlenerek malzemelerin

fiziksel olarak dayanimlart gosterildi.
3.2.7.1. Sisme Testi

Bir hidrojelin sisme 6zelligi, tartim metodu ile degerlendirilir. Biyo yapiskan hidrojellerin
fiziksel oOzelliklerini test etmek i¢in, boliim 3.2.5'de acgiklanan prosediir izlenerek PDMS
kaliplarinda silindirik numuneler (¢ap = 8 mm ve kalinlik = 1,5 mm, her Kosul i¢in 5 numune)
hazirlandi. Numuneler foto ¢apraz baglandiktan sonra 1slak numunelerin agirhig dl¢iildii (Ww)
ve numunelerin DPBS i¢inde 37°C'de 1, 2, 4 ve 8 saat boyunca sismesine izin verildi.
Deneylerin sonunda, numuneler DPBS'den ¢ikarildi, pegete yardimu ile hafif¢e kurutuldu ve
agirliklar 6l¢iildii (Ws). Bu ¢alisma ile sisme dengesi analiz edildi ve sisme oranlari hesaplandi.

Sisme oranlar asagidaki formiil kullanilarak belirlendi (Zhao ve dig. 2016);
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Denklem 3.3 :

W, — W
Sisme Oranlar1 % = (WW—S) x 100

N

3.2.7.2. Degradasyon (Bozunum) Testi

Hidrojel, sulu ortamda hizlandirilmis bir bozulma davranisi sergileyebilir. Bozunma derecesi,
belli bir ortamda inkiibasyondan dnce ve sonra agirlik farkinin dl¢lilmesiyle tahmin edilebilir

(Zhao ve dig. 2016).

Yontem 3.2.3 te aciklandigi sekilde hazirlanan malzemelerin bozunma degerlendirmesi igin,
silindirik numuneler 37°C'de 10 pg / mL kollajenaz iceren bir DPBS ¢o6zeltisine daldirildu.
Numuneler ¢6zeltiden istenen inkiibasyon siirelerinde uzaklastirildi, saf su ile 3 kez durulandi,
liyofilize edildi ve kuru agirliklar1 kaydedildi. Bozunma orani asagidaki yontem kullanilarak

hesaplandi:

Denklem 3.4 :

(W =Wy)
Bozunma Oranlar1 % = —w %X 100
i
Wi, kollajenaz ¢ozeltisine batirilmadan 6nce numunelerin ilk kuru agirligidir ve Wd, belirli bir

zamanda kollajenaz ¢oOzeltisinde inkiibasyondan sonra malzemenin kuru agirhigidir

(Pepelanova ve dig. 2018).
3.2.8. Sizdirmazlik Ozelliklerinin in vitro Degerlendirilmesi
3.2.8.1. Patlama Basinci Testi

Yontem 3.2.3 te aciklandigi sekilde hazirlanan cerrahi sizdirmazlik maddelerinin patlama
mukavemeti i¢in standart protokolii takiben in vitro patlama basinci testleri uygulandi (ASTM
F2392-04, 2015). Kolajen tabakalar (Weston 19-0102-W 33 mm Kolajen Sosis Muhafaza)
caplart = 30 mm olacak sekilde yuvarlak parcalara kesildi ve kolajen igerisindeki gliserini
¢ikarmak ve tabakalar1 yumusatmak i¢in DI suyla ti¢ kez yikandi. Biyopsi zimbasi kullanilarak
kolajen tabakalarinin merkezinde dairesel bir ¢ap (¢ap = 1 mm) olusturuldu. Ardindan

hazirlanan tabakalar kullanilmadan 6nce oda sicakliginda 10 dakika boyunca DBPS igerisinde
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bekletildi. Daha sonra bir kollajen tabaka DPBS'den ¢ikarildi, fazla siviy1 ¢ikarmak igin pegete
ile hafifce kurulanarak ve Sekil 4.24 te gosterildigi gibi patlama basinci cihazina yerlestirildi.
20 ul olarak hazirlanan 6n-jel ¢6zeltisi daha 6nce hazirlanan dairesel ¢ap iizerine uygulandi ve
4 dakika boyunca goriiniir 151k yardimi ile kiirlendi. Ardindan 5 dakika boyunca 1 ml CaCl»
¢ozeltisine maruz birakildi. Patlama basinci test sistemi bir siringa pompasina (Aaddin-
1000HP, WPI Inc.) baglandi ve sabitlenmis 20 mL/dakika hizinda sizdirmaz kollajen
tabakasinin altina hava iiflenerek test gerceklestirildi. Basing, SPARKvue (versiyon 4.0.0.18,
PASCO) yazilimi tarafindan izlenen bir sensér (PASCO kablosuz basing) kullanilarak
kaydedildi. Patlama basinci, yapistiricinin, malzemenin yirtitlmasindan veya kollajen
tabakasindan delaminasyonundan dolay1 basarisiz olunan maksimum basing olarak tanimlandi.
Her kosul i¢in en az 5 Ornek test edildi ve patlama basinci degerlerinin ortalamasi alinarak

sonuglar belirlendi.
3.2.8.2. Yara Kapanma Dayanimi Testi

Numunelerin yara kapanma dayanimlari, bazi modifikasyonlarla doku yapistiricilarinin ve
sizdirmazlik maddelerinin, ASTM F2458-05, 2015'in yara kapanma dayanimi i¢in standart test
yontemi izlenerek incelendi. Kisaca, bir kolajen tabakasi dikdortgen parcalar halinde (5 x 20
mm?) kesildi ve deneylerden énce 10 dakika boyunca oda sicakliginda DPBS icinde bekletildi.
Numunelerin hazirlanmasi i¢in, fazla sivi pecete yardimi ile uzaklastirildi ve tabakanin her bir
ucu Siiper yapistirict kullanilarak 6 mm olan iki cam lamina yapistirildi. Bir tiras bigagi
kullanilarak kollajen yapragin ortasina bir insizyon yapildi ve alan1 (5 x 6 mm?) kapsayacak
sekilde insizyon iizerine 20 pl 6n jel ¢ozeltisi uygulandi. Daha sonra, yapistirict malzeme daha
once agiklandigi gibi goriiniir 151k ve CaCly ile ¢apraz olarak baglandi. Cam slaytlar daha sonra
Instron mekanik test cihazina aktarildi ve bozulma ve gereksiz mekanik stresin 6nlenmesi i¢in
Ozel dikkat gosterildi. Numune daha sonra sabit 1 mm/dak hizinda gerilmis ve sizdirmazlik
malzemelerinin yara kapanma mukavemeti kopma noktasinda belirlendi. Her durum igin en az

5 kopya test edildi ve degerlerin ortalamasi alinarak sonuglar belirlendi.
3.2.9. Ex vivo Sizdirmazhk Testleri

Ex vivo deneyler icin kullanilan dokular, UCLA hayvan tesisi tarafindan saglanan

hayvanlardan elde edildi. Dokular, deneylerden 6nce 4 ° C'de buzdolabinda en fazla 24 saat
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olacak sekilde bekletildi. Bir domuz mesane insizyon modeli kullanilarak GelMA/AIgMA

hibrit hidrojelleri i¢in ex vivo sizdirmazlik kapasitesinin degerlendirilmesi gerceklestirildi.
3.2.9.1. Ex vivo Patlama Basincit Testi

Biyo-yapiskanlarin ex vivo domuz mesanesi modelinden kopmasi/ayrilmasi igin gereken
basing, mesane basina en az 5 hidrojel kullanilarak 6l¢iildii. Bir biyopsi zimbasi kullanilarak
mesanede dairesel bir kusur (hasar) (¢ap = 3) mm olusturuldu. 100 pul 6n jel ¢6zeltisi mesane
tizerindeki defekte bir otomatik pipet yardimi ile uygulandi. Ardindan malzemenin iizerine 4
dakika boyunca goriiniir 151k uygulandi. Daha sonra mesane {izerine 10 dakika boyunca 1 mL
CaCly ¢ozeltisi eklenerek iyonik ¢apraz baglama yapildi ve malzemenin kiirlenmesi
sonlandirildi. Mesane kademeli olarak bir peristaltik pompa (BT100-1) kullanilarak 20 mL/dak
sabit bir hizda DI suyla dolduruldu ve basing, boliim 2.7'de agiklanan ayni kurulum kullanilarak
izlendi. Patlama basinci, suyun malzeme ile kapatilan defekten sizmaya basladigi, diisme veya

plato basincina yansittigi maksimum basing olarak tanimlandi.
3.2.9.2. Ex vivo Yara Kapanma Dayanim Testi

Hidrojellerin (n = 4) ex vivo yara kapama etkinligi, bir domuz iireter anastomoz modeli
kullanilarak arastirildi. Ureter 30 mm uzunlugunda pargalar halinde kesildi ve iiretere 1 mm
capinda plastik bir tiip yerlestirildi. Bir tirag bigagi kullanilarak tireter merkezinde bir insizyon
yapilmig ve insizyonun her yerine, 4 dakika boyunca goriiniir 1sikla 1ginlanmig 100 pL biyo-
yapiskan malzeme uygulandi. Daha sonra CaCl> ¢ozeltisi (1 mL) yapistiriciya uyguland: ve
malzeme iyonik ¢apraz baglanma olabilmesi i¢in 5 dakika boyunca CaCl, ¢ozeltisi igerisinde
inkiibe edildi. Daha sonra plastik tiip ¢ikarildi ve iireterin iki ucu Siper tutkal kullanilarak iki
cam slayt lizerine sabitlendi. Cam slaytlar daha sonra Instron mekanik test cihazina yerlestirildi
ve 1 mm/dak hizinda gerilim uygulanarak analizler yapildi. Anastomoz basarisizlik kuvveti,
sizdirmazlik maddesinin dokudan yirtildigi veya ayrildigi maksimum Kkuvvet olarak
tanimlanmaktadir ve anastomoz yetersizligi enerjisi, kuvvet-yer degistirme egrilerinin altindaki

alana gore hesaplanda.
3.2.10. Hiicre Uyumlulugunun Degerlendirilmesi

Hazirlanan hidrojellerin hiicre uyumlulugu degerlendirilmesi, bir fare fibroblast hiicre ¢izgisi

(NIH / 3T3, ATCC) kullanilarak 2D kiiltiiriinde degerlendirildi. 3T3 hiicreleri, % 10 FBS ve %
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1 antibiyotik-antimikotik (P/S) ile desteklenmis DMEM iginde kiiltiirlendi ve 37 ° C'de ve % 5
CO2'de inkiibe edildi. Hiicrelerin yapisina gore hazirlanan medya ortami iki giinde bir
degistirildi. Hiicreler inkiibatdrden alinarak mikroskop altinda incelendi ve hiicreler % 90 artig
oranina ulastiklart  igin  pasajlanma  gerceklestirildi.  Hidrojellerin  sitotoksisitesini
degerlendirmek i¢in, 0, 2 ve % 5 w/ v AlgMA iceren disk sekilli GeIMA (% 20 w/v) 6rnekleri
(cap = 8 mm ve kalinlik = 1.5 mm, her durum i¢in 4 6rnek) boliim 3.2.3'te agiklanan yonteme
gore hazirland1 ve 2 saat ultraviyole (UV) 15181 ile sterilize edildi. Ardindan, numuneler 48
oyuklu plakalara aktarildi ve 100,000 hiicre/mL i¢eren 100 uL hiicre siispansiyonu hidrojellerin
istiine tohumlandi. Hiicre canliligi, LIVE / DEAD ™ canlilig1 / sitotoksisite kiti (Invitrogen)
kullanilarak kiiltiiriin 3. ve 7. gilinlerinde degerlendirildi. Hiicreler bir floresan mikroskobu
(Axio Observer 5, Zeiss) lizerinde goriintiilendi ve canli (yesil) ve 6lii (kirmiz1) hiicre sayisini
tahmin etmek icin ImageJ yazilimi (150.1) kullanildi. Hiicre canlilig1, canli hiicrelerin toplam
hiicre sayisina orani olarak belirlenmistir. Hiicrelerin metabolik aktivitesi, PrestoBlue ™
reaktifi (Invitrogen) kullanilarak kiiltiiriin 1, 3 ve 7. giinlerinde 6l¢iildii. Bunun i¢in PrestoBlue,
1 ila 9 oraninda ortam ile karistirildi ve hidrojeller tizerine 500 uL ¢o6zelti ilave edildi ve 37 ©
C'de 2 saat stireyle inkiibe edildi. Hiicre aktivitesinden kaynaklanan fliioresan yogunlugu, bir
fliioresan plaka okuyucu (vis Synergy 2, BioTek) kullanilarak sirasiyla 560 nm ve 590 nm'lik
uyarim ve emisyon dalga boylarinda 6lciildii. Olgiimler herhangi bir hiicre olmadan kontrol

kuyusuna gore normallestirildi ve her numune i¢in tohumlama sonrasi siireye gore raporlandi.
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4. BULGULAR

4.1. GELMA / ALGMA BiYOPOLIMERININ !H NMR ANALIZi

Bu boliimde tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular
sunulmustur. Yontem 3.2.3 te acgiklandigi sekilde sentezlenen sizdirmazlik malzemelerinin
kimyasal karakterizasyonu yontem 3.2.4.1 de anlatildig1 sekilde ¢alisilarak, jelatin, ¢apraz bagl
GelMA (% 20), aljinat, AIgMA ve ¢apraz baglanmis AlgMA (% 3), ve ¢apraz baglanmig

GelMA (% 20) ve AIgMA (% 3) hibrit malzemeleri igeren *H NMR spektrumlar1 Sekil 4.1 de
Gelatin 1] M
g V\ \h M
GelMA 20%
+ AlgMA 3%
AlgMA3% JJ
Y »

GelMA n _J_.,L.J ﬁ\ §
|
IJ

gosterildi.

uoijejAloeyian

PaYul|sS012030Yd

GelMA 20% | J/L
Alginate

| L 1

uonejAneyis |

Lo

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Sekil 4.1 : On jel cozeltileri ve capraz baglanmis hidrojellerin ‘“H NMR spektrumlari.



38

Tablo 4.1: On jel cozeltileri ve capraz baglanmis hidrojellerin “H NMR sonuglar.

D.] A 0,
" GelMA AlgMA GelMA 20% AlgMA 3% Ge 20,A]+
Ornekler (6n polimer) | (6n polimer) | (Fotogapraz Bagl) | (Fotocapraz Bagli) Alg 3%
P P sap & sap & (Fotogapraz Bagl)
Metak:rllasyon 64% 19%

Derecesi

Capraz
Baglanma 53% 49% 65%
Derecesi

Yontem 3.2.3 te agiklandigi sekilde sentezlenen sizdirmazlik malzemelerinin, GelMA ve
AlgMA 6n polimerleri ve GelMA/AIgMA hibrid biyopolimerleri i¢in metakrilasyon dereceleri
'H NMR sonuglarina gére Tablo 4.1 de belirtildi. Capraz
baglanma derecesi goriiniir 1g1k altinda kiirlenen GelMA, AlgMA ve GelMA/AIgMA

ve c¢apraz baglanma oranlari

biyopolimerleri i¢in yine Tablo 4.1 de belirtilen oranlarda bulundu.

Yontem 3.2.3 te aciklandigi sekilde sentezlenen sizdirmazlik malzemelerinin kimyasal
karakterizasyonu yontem 3.2.4.1 de anlatildigi sekilde ¢alisilarak Sekil 4.2 de GelMA ve
AlgMA 6n polimerleri ve GeIMA/AIgMA hibrid biyopolimerleri i¢in yapilar gosterildi. GelMA
ve AIgMA 6n polimerleri i¢in olusum yapilari ve GeIMA/AIgMA hibrid biyopolimerleri igin

hibritlesme yapilar1 Sekil 4.2 de gosterildigi gibi tanimlandi.
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GelMA

T IZ

Iz

HO

Sekil 4.2 : On jel ¢ozeltileri ve capraz baglanmis hidrojellerin gosterimi.

Jelatin yapisindaki —OH, -COOH, -NH>, -SH ve benzeri biiyiik aktif gruplarin Sekil 4.2 de
gosterildigi gibi metakrilasyon sonrast 6zellikle —\NH2 gruplarinin vinil ¢ift baglara doniismesi
ile karakterize edilmistir. Hibrit biyopolimer olusumunda metakrile baglarin birbirleri ile olan

baglanmalar1 6n plana ¢ikmaktadir.
4.2. GELMA / ALGMA BiYOPOLIMERININ MEKANIKSEL DAYANIM ANALIZi

4.2.1. Cekme Testi

Gerilme-gerinim diyagramlari kullanilarak ve yontem 3.2.5.1 de ayrintili olarak agiklandigi gibi
calisilarak % 0 ve % 2 (w/v) AlgMA konsantrasyonuna kars1 gerilme-uzama testi uygulanan
hibrid hidrojellerin 0-100 kPa arasinda degisen basing degerlerinde uzama miktarlar1 0-80%
arasinda bulundu (Sekil 4.3). Sekil 4.3 te ayrintili olarak gosterilen test ile biyo-yapiskan olarak
tasarlanan malzemenin uygulanan basing kuvvetlerine karsi gosterdigi tepki gerilme/gerinim

egrisi olarak sonuglandi.
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AlgMA: % 0 AlgMA: % 0 AlgMA: % 2
Gerilme: 0 kPa Gerilme: 25 kPa Gerilme: 100 kPa
Uzama: 0 % Uzama: 40 % Uzama: 80 %

Sekil 4.3 : GeIMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller icin cekme testi uygulama calismasinin gosterimi.

Yontem 3.2.5.1 de agiklanan test uygulamasi sonucu % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v)
AIgMA igceren GelMA (20%) hibrid hidrojellerine uygulanan ¢ekme gerilmesi-gerinim egrisi
Sekil 4.4 te gosterildi.

~ 100+ 2%
N -
% 75+
- ]
E 504
8 1
E 25+
@ 0+ T T LN | T 1 T 1
< 0.0 0.2 04 0.6 0.8
Gerinim (mm/mm)

Sekil 4.4 : GeIMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojellerin ¢ekme gerilmesi-gerinim egrisi.

Cekme gerilmesi-gerinim egrisi dikkate alinarak her bir AlgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve
% 5 (w/v), konsantrasyonuna karsilik olusan egrilerin kopma sirasindaki ¢ekme gerinimleri
bulundu ve Sekil 4.5 te gosterilen sonuglar elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**),
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0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglari

gostermektedir.

F*kkk

*k

1.2+ T

*%

F*kk **

0.8- * *

0.4~

Kopmada Cekme Gerinimi (mm/mm)

0.0-
0% 1% 2% 3% 4% 5%

AlgMA Konsantrasyonlari (w/v)

Sekil 4.5 : GelMA (agirhik¢ca % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojellerin kopma sirasindaki cekme gerinimlerine ait bulgular.

Cekme mukavemeti, basarisizlik noktasindaki maksimum gerilme olarak tanimlanmistir. Bir
bagka ifade ile nihai gekme dayanimidir. Cekme gerilmesi-gerinim egrisi ile her bir AlgMA, %
0,%1,% 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna karsilik olusan egriler dikkate alinarak
basarisizlik noktasindaki maksimum gerilmeler hesaplanarak ¢ekme kuvvetleri (kPa) olarak
bulundu ve Sekil 4.6 da gosterilen sonuglar elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (¥*),
0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglari

gostermektedir.
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*k

kxR

30

Cekme Kuvveti (kPa)
o
=)
1

(=]
[T

0% 1% 2% 3% 4% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar: (w/v)

Sekil 4.6 : GelMA (agirhik¢ca % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojellerin ¢cekme kuvvetlerine (kPa) ait bulgular.

Elastik (Young) modiilii gerilim fonksiyonu olarak gerinimde meydana gelen degisim hizi
olarak tanimlanmaktadir. Cekme-gerilme egrisinin egimidir ve ¢ekme-gerilme egrisi altinda
kalan alana gore dayaniklilik hesaplandi. Cekme gerilmesi-gerinim egrisi ile her bir AlgMA, %
0,% 1,% 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna karsilik olusan egrilerin altinda kalan
alanlarin egimleri hesaplanarak Elastik modiilii kPa olarak bulundu ve Sekil 4.7 de gosterilen
sonuclar elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p

degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.

400- —

*hk

**k

3004 - * @

F*kkk
Fekkk

200 - F*kkk

100+

Elastik Modiilii (kPa)

0-
0% 1% 2% 3% 4% 5%

AlgMA Konsantrasyonlari (w/v)

Sekil 4.7 : GeIMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojellerin elastik modiiliine ait bulgular.

Cekme gerilmesi-gerinim egrisi ile her bir AIgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v),

konsantrasyonuna karsilik olusan egrilerin altinda kalan alanlar hesaplanarak dayaniklilik
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(kJ/m?3) olarak bulundu ve Sekil 4.8 de gosterilen sonuglar elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05
(*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan

sonuclar1 gostermektedir.

*kk

*dkkk

*kkk

Dayamikhihk (kJ/m?)
W
<

0% 1% 2% 3% 4% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar (w/v)

Sekil 4.8 : GeIMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller i¢in dayanikhihklarina ait bulgular.

4.2.2. Sikistirllma Testi

Yontem 3.2.5.2 de ayrintili olarak agiklandigi gibi galigilarak % 0 ve % 2 (w/v) AlgMA
konsantrasyonuna kars1 basma gerilmesi-dayanim testi uygulanan hibrid hidrojellerin 200-1200
kPa arasinda degisen basing degerlerinde dayanim oranlari 50-80% arasinda bulundu (Sekil

4.9).

AlgMA: % 0 AlgMA: % 2
Gerilme: 200 kPa Gerilme: 1200 kPa
Dayanim: 50 % Dayanim: 80 %

Sekil 4.9 : GelMA (agirhkca % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller icin sikistirilma testi uygulamalari gosterimi.
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Yontem 3.2.5.2 de agiklanan sikistirilma testi uygulamasi sonucu % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve
% 5 (w/v) AIgMA iceren GelMA (20%) hibrid hidrojellerine uygulanan basma gerilmesi-
gerinim egrisi Sekil 4.10 da gosterildi.

1600-
&
Z 1200- 470 3%
£ 800 2%
<
E 400
= 0%
0+ T 1

— —
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Gerinim (mm/mm)

Sekil 4.10 : GeIMA (agirhik¢ca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojellerin basma gerilmesi-gerinim egrisi.

Yontem 3.2.5.2 de agiklanan sikistirilma testi uygulamasi sonucu basma gerilmesi-gerinim
egrisi dikkate alinarak her bir AlgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna
karsilik olusan egrilerin basma kuvvetleri bulundu ve Sekil 4.11 de gosterilen sonuglar elde
edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile

istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.
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3000+ *

2000+

1000+

Basma Kuvveti (kPa)

0% 1% 2% 3% 4% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar: (w/v)

Sekil 4.11 : GelMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller icin basma kuvvetine ait bulgular.

Yontem 3.2.5.2 de agiklanan sikigtirtlma testi uygulamasi sonucu basma gerilmesi-gerinim
egrisi dikkate alinarak her bir AlgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna
karsilik olusan sikistirilma modiilii sonuglart hesaplandi ve Sekil 4.12 de gdsterilen sonuglar
elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (¥), 0.01 (¥*), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri

ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.

1200- .
Q T =
% 900_ *k%k *
:E -
2 600-
S ]
E  300-
&~
= i

0_

0% 1% 2% 3% 4% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar: (w/v)

Sekil 4.12 : GeIMA (agirhikca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller i¢cin basma modiiliine ait bulgular.
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Yontem 3.2.5.2 de agiklanan sikistirilma testi uygulamasi sonucu basma gerilmesi-gerinim
egrisi dikkate alinarak her bir AIgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna
karsilik olugsan basma gerilmesi kPa olarak bulundu ve Sekil 4.13 te gosterilen sonuglar elde
edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (*¥*), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile

istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.

= 900-

=)

- 40A)
Z 600-

E 3%
5 2%
© 300+ 1%
E 0%
5]

m 0_ 1 |

I
00 01 02 03 04 05

Gerinim (mm/mm)

Sekil 4.13 : GelMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller icin basma gerilmesine ait sonuclar.

Yontem 3.2.5.2 de agiklanan sikistirilma testi uygulamasi sonucu basma gerilmesi-gerinim
egrisi dikkate alinarak ve denklem 3-1 de agiklanan % enerji kayb1 hesabi dikkate alinarak her
bir AIgMA, % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 (w/v), konsantrasyonuna karsilik enerji kayb1 %
sonuglar1 hesaplandi ve Sekil 4.14 te gosterilen sonuglar elde edildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*),
0.01 (**),0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli1 olan sonuglar1

gostermektedir.
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*kkk
*kk%k

60— *kk¥

*kk*k

Enerji Kaybi (%)

0% 1% 2% 3% 4% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar1 (a/h)

Sekil 4.14 : GeIMA (agirlik¢ca % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller icin hesaplanan enerji kaybina (%) ait bulgular.

4.3. GELMA / ALGMA BiYOPOLIMERININ VISKOELASTIiK SONUCLARI

GelMA/AIgMA biyo-yapistirict malzemenin bilesenlerinin birbirleri ile olan etkilesimleri
reolojik olarak degerlendirildi. Bu sonuglarda farkli konsantrasyonlardaki AIgMA bileseninin
malzemenin reolojik ozellikleri lizerine etkileri sunuldu. Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak
actklandig1 gibi ¢alisilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v) AlIgMA hibrid hidrojelleri i¢in
depolama modiilii (G”) (agisal frekans= 1rad / s ve gerilme = % 0.1) sartlar1 altinda hesaplandi
ve Sekil 4.15 de gosterildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001

(****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.

80000+ SR . S

*k

60000
40000+

20000+

0-

Depolama Modiilii G’ (Pa)

0% 2% 3% 4%
AlgMA Konsantrasyonlari (w/v)

Sekil 4.15 : GelMA (agirlikca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojelleri icin depolama modiiliine (G”) ait bulgular.
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Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi ¢aligilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in kayip modiilii (G”*) (agisal frekans= 1rad / s ve gerilme =% 0.1)
sartlar1 altinda degerlendirildi ve Sekil 4.16 da sonuglar gosterildi. Yildiz isaretleri, <0.05 (*),
0.01 (**),0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlaml1 olan sonuglar1

gostermektedir.

6000+

4000

N
o
o
?

o
|

Kayip Modiilii G”(Pa)

0% 2% 3% 4%
AlgMA Konsantrasyonlari (w/v)

Sekil 4.16 : GeIMA (agirlik¢ca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojelleri icin kayip modiiliine (G’) ait bulgular.

Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi galigilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri igin kayip faktorii (G’/G’”) (agisal frekans= 1rad / s ve gerilme = %
0.1) sartlar1 altinda belirlendi ve Sekil 4.17 de sonuglar sunuldu. Yildiz isaretleri, <0.05 (*),
0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli1 olan sonuglari

gostermektedir.

0.10+
0.084 *

0.064
0.04+
0.024

Kayip Faktorii (G’/G™)

0.00-
0% 2% 3% 4%

AlgMA Konsantrasyonlar: (w/v)

Sekil 4.17 : GeIMA (agirhikca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojelleri icin kayip faktoriine (G’/ G”’) ait bulgular.
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Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi ¢aligilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in depolama modiilii (G’) sabit agisal frekansta (~ 1 rad s*) osilator

kayma gerinimine karsi ¢alisildi ve sonuglar Sekil 4.18 de gosterildi.

Depolama Modiilii G’(Pa)

—rrTT |
0.01 0.1 1 10 100

Kayma Gerinimi (%)

Sekil 4.18 : GelMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller i¢in sabit agisal frekansta (~ 1 rad s*) depolama modiiliine (G) ait bulgular.

Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi calisilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in depolama modiilii (G’) sabit osilatér kayma geriniminde (~
0.1%) acisal frekansa karsi ¢alisildi ve sonuglar Sekil 4.19 da sunuldu.

80000
60000

40000

N
o
o
(=
o

4 10 100
Acisal Frekans (rad/s)

Depolama Modiilii G’(Pa)

o
—

Sekil 4.19 : GeIMA (agirhikc¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller igin sabit osilator kayma geriniminde (~ 0.1%) depolama modiiliine (G°) ait
bulgular.
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Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi ¢aligilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri igin kayip modiilii (G*) sabit agisal frekansta (~ 1 rad s) osilator
kayma gerinimine kars1 ¢alisildi ve sonuglar Sekil 4.20 de sunuldu.

15000+ 4%

i 3%
10000
2%
5000-

0%
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0.015 0.15 1.5
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Kayma Gerinimi (%)

Sekil 4.20 : GeIMA (agirhik¢ca % 20) ve degisken AIgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller igin sabit acisal frekansta (~ 1 rad s*) kayip modiiliine (G’) ait bulgular.

Yontem 3.2.6 da ayrintili olarak agiklandigi gibi caligilarak % 0, % 1, % 2, % 3 ve % 4 (w/v)
AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in kayip modiilii (G*”) sabit osilator kayma geriniminde (~ 0.1%)

acisal frekansa karsi belirlendi ve sonuclar Sekil 4.21 de gosterildi.
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Sekil 4.21 : GeIMA (agirhik¢a % 20) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit
hidrojeller i¢in sabit osilator kayma geriniminde (~ 0.1%) kayip modiiliine (G”’) ait
bulgular.
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4.4. GELMA / ALGMA HiBRIiT HIDROJELLERININ FiZiKSEL OZELLIKLERI
4.4.1. Sisme Testi

Yontem 3.2.7.1 de ayrintili olarak agiklandigi gibi ¢alisilarak % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5
(w/v) AlgMA hibrid hidrojelleri igin sisme oranlari denklem 3.2 ile verilen % sisme orani

denklemi kullanilarak bulundu ve elde edilen sonuglar Sekil 4.22 de sunuldu.

40+

30

* 1%
< 0%
T

Sisme Orani (%)
2

T

0 2 4 6

co
-
o

Inkiibasyon Siiresi (s)

Sekil 4.22 : GelMA'dan (% 20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in inkiibasyon siirelerine bagh % sisme oranlarina ait bulgular.

Yontem 3.2.7.1 de ayrintili olarak agiklandigi gibi ¢alisilarak % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5
(w/v) AlgMA hibrid hidrojelleri igin sisme oranlari denklem 3.2 ile verilen % sisme orani
denklemi kullanilarak bulundu. Dort (4) saat sonra dengeye geldikleri Sekil 4.23 te gézlenen
biyopolimerler icin 4 saat sonraki sisme oranlar1 da Sekil 4.23 te gosterildi. Yildiz isaretleri,
<0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli

olan sonugclar1 gostermektedir.
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Sekil 4.23 : GelMA'dan (% 20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢cin DPBS'de 4 saatlik inkiibasyondan sonrasi1 % sisme oranlarina ait bulgular.

4.4.2. Degradasyon (Bozunma) Testi

Yontem 3.2.7.2 de ayrintili olarak agiklandig gibi calisilarak % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5
(w/v) AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in bozunma oranlar1 denklem 3.3 ile verilen % bozunma

orani denklemi kullanilarak bulundu ve elde edilen sonuglar Sekil 4.24 te gosterildi.
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Sekil 4.24 : GelMA'dan (% 20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in 37 ° C'de kollajenaz (1.25 U / mL) iceren DPBS'ye batirilmis zamana bagh
bozunma sonuglarina ait bulgular.

Yontem 3.2.7.2 de ayrintili olarak agiklandig: gibi calisilarak % 0, % 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5
(w/v) AlgMA hibrid hidrojelleri i¢in bozunma oranlart denklem 3.3 ile verilen % bozunma
orani denklemi kullanilarak bulundu. Bes (5) hafta sonra dengeye geldikleri Sekil 4.24 te
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gbzlenen biyopolimerler i¢in 5 hafta sonraki bozunma oranlari1 da Sekil 4.25 de sunuldu. Yildiz
isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (*¥*), 0.001 (***) veya 0.0001 (****) p degerleri ile istatiksel olarak

anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.
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Sekil 4.25 : GelMA'dan (% 20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller icin 37 ° C'de kollajenaz igeren (1.25 U/ mL) DPBS'de 5 haftalik inkiibasyondan
sonra hidrojellerin bozunmasina ait bulgular.

4.5. SIZDIRMAZLIK OZELLIKLERININ IN VITRO DEGERLENDIRILMESI
4.5.1. Patlama Basinc1 Testi

Yontem 3.2.8.1 de anlatildigi gibi ¢alisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli hibrid hidrojellerin patlama basinglari ile ilgili hazirlik

asamalarini igeren gosterim Sekil 4.26 da ayrintili olarak resmedildi.
Kollajen

Si=:

Sekil 4.26 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in patlama basinci testi hazirhk agamalar.

Yontem 3.2.8.1 de anlatildigi gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli hibrid hidrojellerin malzeme hatas1 ve kat ayrilmasi ile
ifade edilen % 0 ve % 3 AlIgMA konsantrasyonlarina kars1 patlama basinglari ile ilgili bulgular
Sekil 4.27 de verildi.
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Delaminasyon (Kat Ayrilmasi)

Malzeme Hatasi

Patlama Basinci (kPa)

Zaman (s)

Sekil 4.27 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojelleri icin patlama basinci testlerinden elde edilen temsili basin¢-zaman egrileri.

Yontem 3.2.8.1 de anlatildigr gibi galisilarak degisken AIgMA konsantrasyonlari igeren iyon
aracilt ¢apraz baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli hibrid hidrojellerin patlama basinci
degerleri Sekil 4.28 de sunuldu. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001

(****) p degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglar1 gostermektedir.
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Sekil 4.28 : GelMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in patlama basinglarina ait bulgular.
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4.5.2. Yara Kapanma Dayanim Testi

Yontem 3.2.8.2 de anlatildig1 gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan cift agli hibrid hidrojellerin yara kapanma dayanimi ile ilgili

hazirlik agamalarini igeren gosterim Sekil 4.29 da ayrintili olarak resmedildi.
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Sekil 4.29 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in yara kapanmasi testi hazirhk asamalarina ait gosterim.

Yontem 3.2.8.2 de anlatildigi gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili capraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli hibrid hidrojellerin malzeme hatas1 ve kat ayrilmasi ile

ifade edilen yara kapanma dayanimu ile ilgili gerilme-gerinim egrileri Sekil 4.30 da gosterildi.

Delaminasyon

Gerilme (kPa)

T T
0.00 0.02 0.04 0.06

Gerinim (mm/mm)

Sekil 4.30 : GelMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in yara kapama deneylerinden temsili gerilme-gerinim egrilerine ait bulgular.
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Yontem 3.2.8.2 de anlatildig1 gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli hibrid hidrojeller i¢in yara kapanma dayanimi sonuglari

Sekil 4.31 de sunuldu. Yildiz isaretleri, <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (¥***) p

degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglari gostermektedir.
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Sekil 4.31 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in yara kapanma dayamimina ait bulgular.

4.6. EX ViVO SIZDIRMAZLIK TESTLERI

Ex vivo deneyler i¢in dokular, UCLA hayvan tesisi tarafindan saglanan hayvanlardan elde
edildi. Dokular, deneylerden 6nce 4 ° C'de buzdolabinda en fazla 24 saat bekletildi. Bir domuz
mesane insizyon modeli kullanarak GeIMA / AlgMA hibrit hidrojelinin ex vivo sizdirmazlik

kapasitesinin degerlendirilmesi yapildi.
4.6.1. Ex vivo Patlama Basinci Testi

Yontem 3.2.9.1 de anlatildig1 gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agh hibrid hidrojellerin ex vivo patlama basinci ile ilgili

hazirlik asamalarini iceren gosterim Sekil 4.32 de ayrintili olarak resmedildi.
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Sekil 4.32 : GelMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojelleri i¢cin ex vivo patlama basincina ait gosterim.

Domuz mesanesi insizyon modeli goriintiileri su sekilde agiklandi: (a) saglikli bir domuz kesesi,
(c) hidrojel ile kaplanan yaranin (b) sizdirmaz hale getirilmeden 6nce mesanede olusturulan
yiizeysel bir yara, (d) sonraki hidrojelin goriiniir 1g1kla ve (e) bir CaClz ¢ozeltisi ile ¢apraz

baglanmasi ve (f) 6 kPa basingta suyla dolu sizdirmaz mesanenin goriintiisii verildi.

Yontem 3.2.9.1 de anlatildigi gibi ¢alisilarak degisken AlgMA konsantrasyonlarinda ardisik
fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli biyo-yapiskan hibrit

sizdirmazlik maddelerinin patlama basinci ile ilgili bulgular Sekil 4.33 de gosterildi.

Patlama Basinci (kPa)

0% 2% 3% 5%
AlgMA Konsantrasyonlar: (w/v)

Sekil 4.33 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in ex vivo patlama basing¢larina ait bulgular.
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4.6.2. Ex vivo Yara Kapama Testi

Yontem 3.2.9.2 de anlatildig1 gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili ¢apraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli biyo-yapiskan hibrit sizdirmazlik maddelerinin ex vivo

yara kapama testi ile ilgili hazirlik asamalarini igeren gosterim Sekil 4.34 te ayrintili olarak

resmedildi.
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Sekil 4.34 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller icin ex vivo yara kapama testi gosterimi.

Domuz iireter anastomoz modeli Sekil 4.34 te verildi. Burada (a-c) tamamen yirtilmis bir
domuz iireterinin sizdirmazliginda kullanilan yontemi gosteren resimlerdir. Sekil 4.35 te yine
biyo-yapigkan malzemenin yara kapatma kabiliyetini test etmek i¢in dokunun gerilmesi

gosterildi.

Sekil 4.35 : Biyo-yapiskan malzemenin yara kapatma Kabiliyetini test etmek icin dokunun
gerilmesi.



59

Anastomoz gerilme, dokular arasindaki baglant1 veya agiklik olarak tanimlanmaktadir. Biyo-
yapiskan olarak tasarlanan malzemelerin bazi basarisizliklar1 Sekil 4.36 da ve anastomoz
yetmezligi kuvvetlerine ait bazi bulgular ve enerji degerleri Sekil 4.37 de ve Sekil 4.38 de
gosterildi.

Material failure

Cekme Yiikii (N)

Uzama (mm)

Sekil 4.36 : Gerilme-gerinim egrileri ve anastomoz gerilme testleri sirasinda bazi biyo-yapiskanlhk
sekilleri ornekleri.
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Sekil 4.37 : GelMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in anastomoz yetmezligi kuvvetlerine ait bulgular.

Yildiz isaretleri, <0.05 (*) veya 0.01 (**) p-degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglari

gostermektedir.
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Sekil 4.38 : GeIMA'dan (%20 w/v) ve degisen konsantrasyonlarda AlgMA'dan olusan hibrid
hidrojeller i¢in anastomoz yetmezligi enerjilerine ait bulgular.

Yildiz isaretleri, <0.05 (*) veya 0.01 (**) p-degerleri ile istatiksel olarak anlamli olan sonuglart
gostermektedir.

4.7. HUCRE UYUMLULUK TESTLERI

Yontem 3.2.10 da anlatildigi gibi calisilarak ardisik fotokimyasal ve iyon aracili capraz
baglanma yoluyla hazirlanan ¢ift agli biyo-yapiskan hibrit sizdirmazlik maddelerinin hiicre

uyumluluk testi sonuglar1 Sekil 4.39 da gosterildi.

Sekil 4.39 da (a-f) canli ve 6lii hiicrelerin kompozit hidrojeller tizerinde kiiltiirlendikten sonra

sirasiyla yesil ve kirmizi renklerle boyanmis floresan goriintiileri gdsterildi.
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(c) AlgMA 5% (/v)

(a)  AlgMA 0% (w/v) (b)  AlgMA 2% (w/v)

Sekil 4.39 : GelMA'dan (agirlik¢a% 20) ve degisen AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrid
hidrojellerin in vitro sitotoksisite degerlendirmesine ait bulgular.

Kompozit hidrojeller {iizerinde Kkiiltiirlenen fibroblast hiicrelerinin canlilifi, hiicrelerin
malzemeler iizerine ekilmesinden sonra 3. ve 7. giinler i¢in degerlendirildi ve sonuglar Sekil

4.40 da sunuldu.
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Sekil 4.40 : GelMA'dan (agirlik¢a% 20) ve degisen AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrid
hidrojellerin in vitro sitotoksisite degerlendirmesine ait farkh giinlerde % hiicre canihigina
ait bulgular.

Floresan resorufine doniistiiriilen resazurinin floresan yogunlugu ile temsil edilen fibroblast

hiicrelerinin, hiicre ekimi sonrasi 1. 3. ve 7. giinlerde metabolik aktivitesi Sekil 4.41 de sunuldu.
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Sekil 4.41 : GelMA'dan (agirlik¢a% 20) ve degisen AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrid
hidrojellerin in vitro sitotoksisite degerlendirmesine ait farkh giinlerde floresan yogunlugu
bulgular.

Yildiz isaretleri, istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar1 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) veya
0,0001'den (****) diisiik p degerleri ile gosterir.

4.8. CESITLI BIYOPOLIMERIK SISTEMLERIN MEKANIK VE YAPISKAN
OZELLIKLERI

Buraya kadar olan ¢alismada % 20 (w/v) GelMA miktarina karsilik farkli konsantrasyonlarda
AlgMA igeren biyo-yapiskan malzemelerin 6zellikleri karakterize edildi. Bu kisimda % 20
(w/v) foto capraz bagli GelMA ile % 25 (w/v) foto ¢apraz bagli GeIMA hidrojellerine ait
mekaniksel test, cekme gerilmesi ve ¢ekme kuvvetleri sonuglart kiyaslandi ve elde edilen
veriler Sekil 4.42 de gosterildi.
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Sekil 4.42 :% 20 (w/v) foto capraz bagh hidrojelin kopma sirasindaki ¢ekme gerilmesi ve cekme
kuvvetleri, GeIMA % 25 (w/v) foto ¢capraz bagh hidrojel ile kiyaslanmasina ait bulgular.

% 20 (w/v) foto ¢apraz bagli GelMA ile % 25 (w/v) foto ¢apraz bagli GeIMA hidrojellerine ait
mekaniksel test, elastik modiilii ve dayaniklilik sonuglar1 kiyaslandi ve elde edilen veriler Sekil
4.43 te sunuldu.
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Sekil 4.43 : % 20 (w/v) foto capraz bagh GelMA ile % 25 (w/v) foto capraz bagh GelMA
hidrojellerine ait mekaniksel test kiyaslanmasina ait bulgular.

% 20 (w/v) foto capraz bagli GeIMA ile % 25 (w/v) foto ¢apraz bagli GeIMA hidrojellerine ait
ex vivo patlama basinci ve yara kapama kuvveti sonuglar1 kiyaslandi ve elde edilen veriler Sekil

4.44 de gosterildi.
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Sekil 4.44 : % 20 (w/v) foto capraz bagh GelMA ile % 25 (w/v) foto ¢apraz bagh GelMA
hidrojellerine ait ex vivo patlama basinci ve yara kapama kuvveti sonuglarina ait bulgular.
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% 5 (w/v) foto ¢apraz bagli AlgMA ile % 5 (w/v) aljinat hidrojellerine ait patlama basinci

sonuglari kiyaslandi ve elde edilen veriler Sekil 4.45 de gosterildi.
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Sekil 4.45 : Capraz baglanmis % 5 (w/v) AlgMA'ya kiyasla % 5 (w/v) aljinatin patlama basincina
ait bulgular.

% 25 (w/v) foto ¢apraz bagli GeIMA ile degisen AlgMA konsantrasyonlarindan olusan hibrit

hidrojellere ait patlama basinci sonuglari kiyaslandi ve elde edilen veriler Sekil 4.46 da sunuldu.

Patlama Basinci (kPa)

0 1 2 3 4 5
AlgMA Konsantrasyonlar (a/h)

Sekil 4.46 : % 25 (w/v) foto ¢apraz bagh GelMA'dan ve degisen AIgMA Kkonsantrasyonlarindan
olusan hibrit hidrojellerin patlama basin¢larina ait bulgular.
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5. TARTISMA VE SONUC

Rejeneratif tip uygulamalar1 igerisinde doku spesifik hiicreler, biyomateryaller ve doku
olusumunu destekleyici uygun ¢evre kosullar1 biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Ozellikle biyo-
yapistirict uygulamalarinda biyolojik malzemelerin se¢imi doku spesifik hiicrelerin yasam ve
cogalma oOzelliklerini etkilemektedir. Cerrahi sizdirmazlik malzemeleri, yirtilmig veya hasar
gormiis dokularin kapatilmasi veya yeniden baglanmasi i¢in kullanilmistir, ancak biyolojik
ortamlarda gosterdikleri diisiikk yapisma, uygun olmayan mekanik mukavemet, sitotoksisite
endiseleri ve diisiik performans gibi davraniglar1 dolayisiyla yeni nesil malzemelere duyulan

klinik ihtiya¢ 6nem arz eder hale gelmistir.

Foto-baslatic1 sistemler sizdirmazlik malzemeleri tasarlamalar1 icin kullanilmis, Ozellikle
kolajen bazli yapistiricilar igin siklikla tercih edilmistir. Nakayama ve dig. (Nakayama ve
Matsuda 1999, Li ve ark 2003, Okino ve ark 2002) doku yapistiricilart ve ilag verme sistemleri
arastirmalart i¢in jelatinler hazirlamislar ve bu malzemeleri sadece UV radyasyonu ile degil
ayn1 zamanda goriiniir 1s1kla da aktive etmislerdir. Foto-sertlestirilebilir yapistiricilar elde
etmek i¢in sigir kemiklerinden elde edilen jelatinler, poli (etilen glikol) diakrilat ve bir tuz
¢ozeltisi ile kombinasyondan o6nce kismen bir UV foto-reaktif grubu (benzofenon) ile
tirevlendirilmistir. Bu jelatin tutkallari, kolajen filmlerin tizerine kaplanmis ve bir civa lambasi
(pulst=60s, P =5 mW cm) veya bir eksimer lazer (A =248 nm) ile 1sinlanmistir. Bu yéntem
ile olusturulan tutkal malzeme, sirasiyla 1.5 ve 68 kPa'lik kuvvetlere ulasan fibrin ve
siyanoakrilat yapistiricilarina kiyasla tatminkar bir yapisma mukavemeti (12 kPa) gostermistir.
Histolojik inceleme karaciger hemostazi lizerinde yapilmis ve tutkalin, enflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonu ve cevresindeki dokuda nekrotik hasar olmadan yavas yavas bozundugunu

gosterilmistir.

Ayn1 zamanda fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak stiren tiirevi jelatin ve poli (etilen glikol)
diakrilat (PEGDA) gozle goriilebilir bir 1s1k ile aktive edilmis ve bu sekilde yapistirict
malzemeler hazirlanmistir. Bu tutkal, insizyonlu karin aortalarina siganlarda uygulanmis ve
gorlintir 1s1kla (400 <<500 nm) 1 dakika 1sinlama gergeklestirilmistir. Hemostaz
komplikasyonsuz tamamlanmis ve jel, tedaviden sonraki 4 hafta i¢inde in vivo prosediirlere

uygunlugunu gosteren kademeli olarak bozulmustur.
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2017 yilinda cerrahi uygulamalar i¢in oldukg¢a elastik insan proteini bazli bir sizdirmazlik
maddesi gelistirmislerdir. Bu ¢alismalarinda rekombinant insan proteini tropoelastini foto-
capraz baglayarak ayarlanabilir yapisma 6zelliklerine sahip biyo-uyumlu ve oldukga elastik bir
hidrojel sizdirmazlik maddesi tasarlamiglardir. Kemirgenlerde metakrilil ile ikame edilmis
tropoelastin (MeTro) sizdirmazlik maddesinin derialti implantasyonu disiik toksisite ve

kontrollii bozulma gostermistir (Annabi ve dig. 2017).

Yine ayni grup (Sani ve dig. 2019) tarafindan 2019 yilinda yayimlanan bir ¢alismada dogal
olarak elde edilen biyo-yapiskan hidrojeller kullanilarak kornea yaralanmalarinin dikissiz
onarimi agiklanmigtir. Bu ¢aligmada goriiniir 1g1k yardimu ile ¢apraz baglanabilir, Gel CORE
(kornea rejenerasyonu i¢in jel, GelMA) kullanilarak kornea rekonstriiksiyonu i¢in oldukga
biyo-uyumlu ve seffaf bir biyo-yapiskan polimer gelistirilmistir. GelCORE'un fiziksel
ozellikleri, prepolimer konsantrasyonunu ve foto ¢apraz baglama zamanini1 degistirerek hassas
sekilde ayarlanabilmistir. GelCORE, ticari yapistiricilara kiyasla daha yiiksek doku adezyonu

ortaya koymustur.

Calismamizda hazirlanan hibrit biyopolimerler, her ikisi de metakrilik anhidrid ile yapilan
kolay bir reaksiyon yoluyla vinil gruplarla modifiye edilmis, yaygin olarak kullanilan iki biyo-
uyumlu biyo-polimer, jelatin ve aljinattan olusturulmustur. Metakrilik / metakrilil gruplart,
biyopolimer ¢dzeltisinin minimal invaziv ¢apraz baglanmasi i¢in foto-baslaticilar gibi genis bir
baslatici yelpazesi kullanilarak aktive edilmistir. Doku ¢evresindeki biyopolimerler arasindaki
potansiyel etkilesimler, Sekil 5.1 de sunulmustur. GeIMA ve AIgMA, vinil gruplarin fotoaktif
reaksiyonu yoluyla birbirlerine ¢apraz veya kovalent olarak baglanabilirler; biyouyumlu bir
mikro ortam saglayabilirler. Bu biyopolimerler iizerindeki MA gruplar1 ayrica doku
yapismasini tesvik ederek kimyasal baglar olusturmak iizere dokudaki amin gruplariyla da
reaksiyona girebilirler. Doku-biyopolimer ara biriminde GelMA ve AIgMA arasinda doku
yapigmasini giiclendiren hidrojen baglari da olusturulabilir. Onemli olarak, kalsiyum iyonlari
fiziksel olarak AlgMA'y1 ¢apraz baglarlar ve bu da yumurta kutusu ad1 verilen yapisini olusturur
(Li ve ark 2007).

Capraz baglanmis &n ve son hidrojellerin *H NMR spektrumu Sekil 4.1'de gosterilmistir.
GelMA ve AIgMA i¢in metakrilasyon derecesi sirastyla % ~ 64 ve % 19 olarak belirlenmistir.
Golgeli alandaki tepe noktalari, ana bilesenlerin, jelatin ve aljinatin metakrilasyonunu yansitir.

Aljinat i¢in diisiik konjugasyon derecesi jelatine kiyasla yapisal karmagikligina baglanabilir.
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GelMA ve AlgMA i¢in MA gruplarinin ~% 53 ve % 49 c¢apraz baglanmasi, hidrojellerin
goriiniir 151k ile 4 dakika boyunca kiirlenmesi sonucu gozlenmistir. 'H NMR spektrumlarinda,
akrilik gruplarla ilgili normallestirilmis vinil hidrojen yogunlugu, foto kaynakli ¢apraz baglama
sebebi ile azaldig1 gozlenmistir. Capraz baglanma derecesi, referans olarak metil tepe noktalari
dikkate alindiginda ¢ift bag proton tepe noktalarinin (vinil) birlestirilmesiyle hesaplandi (Wang
ve dig. 2017, Boddupalli ve Bratlie 2018). Yaklasik % 65 olarak bulunan hibrid hidrojel i¢in

capraz baglanma yiizdesi farkli prosediir kullanilarak hesaplanmistir.

Diinyanin en bol bulunan biyopolimerlerinden ikisinden gerilebilir, sert bir sizdirmazlik
maddesi gelistirmek icin GeIMA ve AlgMA'y1 sabit bir GeIMA konsantrasyonunda (% 20 w/v)
birlestirdik. GeIMA, onceki calismalarimiza dayanarak segildi ve enjekte edilebilir bir 6n jel
cozeltisi saglarken en iyi sizdirmazlik performansini elde etmek i¢in en iyi GelMA
konsantrasyonunu belirlendi (Sani ve ark 2019). AlgMA konsantrasyonunun hibrid
hidrojellerin fiziksel ozellikleri iizerindeki etkisini inceledik. GeIMA hidrojel ile ¢ekme
gerilmesi altinda hibrid GelMA-AIgMA hidrojel arasindaki gorsel fark Sekil 4.3 te
gosterilmistir. Gerilimin sadece % 40" orta panelde goriilen GelMA hidrojelini kirabilir;
bununla birlikte, GeIMA'ya sadece % 2 AlgMA eklenmesi, foto ¢apraz baglama ve ardindan
hibrid hidrojelin iyon aracili fiziksel ¢apraz baglanmasi ile, kirtlma deformasyonunu % 40'dan
% 80'e ¢ikarir. Hibrit hidrojeller igin gerilme-gerinim egrilerinin 6rnekleri, Sekil 4.4 de
gosterilmistir. Cekme gerilimi, hidrojel kirilana kadar gerilme arttik¢a dogrusal olarak artar.
Sekil 4.5 te kopma sirasindaki ¢ekme gerilmesi, AIgMA konsantrasyonunun % 2-3'e (w/v)
yiikseltilmesi ile, hibrit hidrojellerin nihai gerilmesini (gerilebilirligi) % 100 arttirdigin
gostermektedir. Daha fazla artan AlgMA konsantrasyonu, muhtemelen artan kirilganligin bir
sonucu olarak gerilebilirligi azaltir. Artan kirilganlik, ¢apraz baglanma diigiimleri arasindaki
polimer zincirlerinin uzunlugunu azaltarak artan kimyasal ¢apraz baglanma yogunlugunun bir
sonucu olabilir. Kisaltilmis zincir biiyilikligii, kirilma enerjisinin azalmasina neden olur (Sun

ve dig. 2012).

Sekil 4.7 de gosterilen gerilme (Young) modiilii, artan ¢apraz baglanma yogunlugunun bir
sonucu olarak AlgMA konsantrasyonunu artirarak siirekli olarak artar. % 3 AlgMA'da, Young
modiilii, AlgMA yoklugunda modiiliin ~ 3 katidir. Gerilme kuvveti, yani kopmadaki ¢ekme
gerilmesi, gerilme gerinimine benzer bir davranig sergiler. Sekil 4.6 da farkli AlgMA

konsantrasyonlari i¢eren hibrid hidrojellerin gerilme mukavemetini sunulmustur. AIgMA
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konsantrasyonunun arttirilmasi, % 2-3'liik bir AIgMA konsantrasyonundaki gerilme kuvvetini
3 kat arttirirken, yiiksek AlgMA konsantrasyonlar1 (>% 3) gerilme dayanimini 6nemli dl¢lide
azaltir. Sekil 4.8 de, ¢ekme gerilmesi-gerinim egrilerinin altindaki alandan elde edilen hibrid
hidrojellerin dayanikliligin gostermektedir. Ilging bir sekilde, AlgMA konsantrasyonunu % 2-
3'e yiikselterek dayaniklilik onemli oOlglide artar. Bu AIgMA konsantrasyonunda, hibrit
hidrojellerin dayanikligi GelMA hidrojelinin % 300'tinden fazladir. AIgMA konsantrasyonunu
% 3'ten daha fazla artirmak, hibrit hidrojellerin dayanikliligini énemli dlgiide azaltir. % 5
AlgMA'da, hibrit hidrojeller, hidrojellerin artan kirillganligi ve zayiflatilmis gerilebilirligi
nedeniyle AIgMA igermeyen bir hidrojelinkine ¢ok benzer dayanikliliga sahiptir.

Biyo-yapiskan malzemelerin bir diger 6nemli 6zelligi de, sikistirmaya karsi direngleridir.
Uygun bir biyo-yapiskan basing stresine karsi dayanmali ve kirilmamalidir. Stres kosma gibi
giinliik aktivitelerden veya bir nesneye vurmak gibi istenmeyen olaylardan kaynaklanabilir.
Ayrica, GelMA hidrojelinin mekanik 6zellikleri, GeIMA konsantrasyonu ve goriiniir 1513a
maruz kalma siiresi degistirilerek diizenlenebilir. Schuurman ve dig. (2013), GelMA
hidrojelinin sikigtirma modiiliiniin, GelMA konsantrasyonunun veya goriiniir 1s1ga maruz
kalma siiresinin artmasiyla daha biliyiikk oldugunu, ancak sikistirma modiiliiniin ve
konsantrasyonunun, gii¢ yasasi iliskilerinde oldugunu ve zamanla {iistel bir iligki i¢inde
olacagin1 gostermislerdir. Sekil 4.9 da, GelMA hidrojelinin ve hibrid GelMA-AlgMA
hidrojelinin sikistirma sonrasi goriintiileri sunulmustur. GelMA hidrojel, sadece % 50
gerginlikte agir mekanik hasara ugrar, oysa % 2 AIgMA igeren hibrid hidrojel, 3 kat daha
yiiksek sikistirma stresine dayanir ve biitiinliigiini % 80'den daha fazla gerginlikte tutabilir.
GelMA'nin mekanik 6zelliklerinde dikkat cekici bir gelisme, 6zellikle rejeneratif, sert hiicre
yikli iskeleler gelistirmek i¢in genis bir biyomedikal uygulama yelpazesinde ilgi ¢ekici
olabilir. Sekil 4.10 da, hibrit hidrojeller i¢in sikistirma gerilimi egrilerinin 6rnekleri
sunulmustur. Bu sekilde goriilebilecegi gibi, belirli bir tiirde, bir hibrid hidrojelin basing stresi,
AlgMA konsantrasyonu arttikga artar. Sekil 4.11 de, hidrojellerin kopmadan once
dayanabilecekleri maksimum gerilme olarak tanimlanan basing dayanimmi AIlgMA
konsantrasyonuna karsi gosterimi sunulmustur. AIgMA konsantrasyonunu artirmak, basing
dayanimini siirekli olarak arttirir. Benzer sekilde, hibrit hidrojellerin sikistirma modiilii, AlgMA
konsantrasyonu arttikca artar (Sekil 4.12). Hibrit hidrojellerin artan sertligi esas olarak GelMA
ve AIgMA biyopolimerleri arasinda kovalent baglanmanin bir sonucudur. Sekil 4.13 te, hibrit

hidrojellerin dongiisel sikistirilmasi gosterilmistir. AIgMA konsantrasyonunun arttirilmasi,
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AlgMA'nin Ca?* ¢apraz bagl G bloklarmin ¢oziilmesinin ve yumurta kutusu yapisinda fiziksel
baglarin yeniden kurulmasinin bir sonucu olarak hidrojellerin basing histerezini(zamana bagl
uzun siireli etkiler) arttirir. Sikistirma histerezis egrisinin i¢indeki alandan elde edilen Sekil 4.14
de gosterilen enerji kaybi, AlgMA konsantrasyonu % 2-3 w/v oldugunda GeIMA hidrojeli igin
~% 15 den % 45'e yiikselir.

Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17 de degisen AlgMA konsantrasyonlarini igeren hibrid hidrojellerin
reolojik ozellikleri gosterilmistir. Osilasyon frekansinda kiiglik agili osilasyon reolojisi ile
6l¢iilen hibrid hidrojellerin depolama modiilii (G ', Sekil 4.15) ve kayip modiili (G", Sekil 4.16)
ve ~ 1 rad s'deki gerilme ve ~% 0.1 gerilme siirekli olarak artan AlgMA konsantrasyonunun
baglt olarak artmistir. AlgMA'nin etkisi, biiyiik olasilikla G bloklar1 arasindaki Ca®" aracili
fiziksel baglarin geri doniistimlii bir sekilde bozulmasinin bir sonucu olarak gelistirilmis enerji
dagilimindan dolay1, kayip modiilleri izerinde daha belirgindir. G" - G 'orani1 olarak tanimlanan
kayip faktorii ya da soniimleme faktorii (Sekil 4.17), hibrid hidrojellerin kati benzeri bir
davranig sergilemesine karsin, 6rnegin kayip faktorii << 1, AIgMA konsantrasyonunun
arttirilmasi, diisiik osilasyonlu bir gerilimde artan enerji dagilimi sonucu kayip faktoriinii
stirekli olarak arttirir. Viskoelastik modiiller, salinimli kayma gerinimine (agisal frekansta ~ 1
rad s) ve GelMA'dan (% 20 w/v) olusan hibrit hidrojeller icin acisal sikliga (salinimli kayma
geriliminde ~% 0,1) ve degisken AlgMA konsantrasyonlarindan olusur. Sekil 4.18, 4.19, 4.20
ve 4.21 de gosterilmistir. Hibrit hidrojellerin mekanik 6zelliklerinde iyilesmenin kati igerigin

artmasinin bir sonucu olmadigini bu sonuglar ile desteklenmistir.

Hibrit hidrojellerin fiziksel 6zellikleri, 6zellikle sisme ve bozulma davraniglari, dokulari
kapatma ve doku yenilenme siirecini destekleme potansiyellerini degerlendirmede 6nemlidir.
Capraz baglanma sonrasi yiiksek bir sisme orani doku-hidrojel arayiiziine uygulanan
kacinilmaz strese yol agarak yapisan jelin delaminasyonuna neden olabilir. Sekil 4.22 de, 37 °©
C'de DPBS'de inkiibasyon siiresine karsi hibrit hidrojellerin sisme kinetigini gdsterilmistir.
AlgMA konsantrasyonundan bagimsiz olarak, hibrid hidrojeller ¢apraz baglanma sonrasi
yaklasik 4 saat icinde denge sismelerine ulasir. Sekil 4.23 te, DPBS'de 4 saatlik inkiibasyondan
sonra hidrojellerin denge sisme oranlar1 gosterilmistir. AlgMA konsantrasyonunun arttirilmasi,
AlgMA konsantrasyonu yaklasik% 3 oldugunda, AlgMA igermeyen GelMA igin sisme oranini
~% 5'ten % 20'ye yiikseltir. Hibrid hidrojellerin, in vivo olarak kolajen par¢alanmasindan

sorumlu ana enzimlerden biri olan kolajenaz varliginda bozulmasi degerlendirilmistir. Capraz
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baglanma sonrasi 5 hafta i¢inde hibrid hidrojellerin enzim aracili bozunumunun kinetigi Sekil
4.24 te sunulmustur. Kolajenaz varliginda (1.25 U / mL), tiim hidrojeller zamanla bozulmaya
ugramaktadir. Diisiik AlgMA konsantrasyonlarinda (<% 2), 1 haftada, hidrojellerin% 40'indan
fazlas1 bozunmus Ve 5. haftada% 20'sinden azi kalmistir. Kolajenaz ¢ozeltisinde 5 haftalik
inkiibasyondan sonra hidrojellerin bozulmasi Sekil 4.25 te gosterilmistir. AlgMA
konsantrasyonunun arttirilmasi, % 4-5 AlgMA oldugunda, hidrojellerin bozulma oranini
AlgMA yoklugunda ~% 90'dan % 40'a diistiigii gézlenmistir. AIgMA konsantrasyonu % 2'den
az oldugunda, hibrid hidrojellerin bozulmasinda GelMA'nin bozulmasina kiyasla 6nemli bir

degisiklik olmamaktadir.

Hibrid hidrojellerin yapiskan ozellikleri, standart doku adezyon protokolleri kullanilarak
degerlendirildi. Sekil 4.26 da, bir kolajen tabakasini orten iki 6zel yapim bolmeden olusan in
vitro patlama basinci diizenegi sunulmustur. Kolajen tabaka, bir yaray1 taklit etmek i¢in delikli
hale getirilmistir ve On-jel ¢oOzeltisi, bu tabaka ilizerine otomatik pipet yardimi ile konmus,
ardindan yapay deligi kapatarak bir biyo-yapigkan jel olusturmak i¢in goriiniir 1518a maruz
birakilmistir. Hidrojellerin deligi sizdirmaz hale getirme kabiliyeti, havanin girmesi ve
sizdirmazlik maddesi zarar gorene ve/veya ayrilincaya kadar basinct Olgerek
degerlendirilmistir. Patlama basinci deneylerinden elde edilen siireye karsi temsili basing
profilleri Sekil 4.27 de sunulmustur. Hava, sizdirmaz deligin altina girerken, sizdirmazlik
maddesi zarar gorene kadar basing lineer olarak yiikselmis ve sonrasinda ani bir basing
diismesine neden oldugu gozlenmistir. Basing diisiisii, hibrit hidrojelin bilesimine bagl olarak
sizdirmazlik maddesi mekanik arizasi ya da delaminasyonunun sonucu olup olmadig: ile ilgili
bir sonuctur. AlgMA i¢ermeyen sizdirmazlik maddesi esas olarak mekanik hasar nedeniyle
basarisiz olmus, AlgMA'nin % 3'i GelMA'ya eklendiginde, basarisizlik sekli delaminasyona
ugradigr gorilmistiir. GelMA'ya disiik bir AIgMA konsantrasyonu eklemek, hidrojellerin
mekanik ozelliklerini gelistirmistir. AIgMA konsantrasyonuna kars1t hibrid hidrojellerin
patlama basinci Sekil 4.28 de sunulmustur. AlgMA konsantrasyonunu % 2-3'e ¢ikarmak,
patlama basincini siirekli olarak arttirmistir. % 3 AIgMA igeren hibrid hidrojeller, AlgMA
icermeyen jelden yaklasik 2,5 kat daha yliksek patlama basincina sahip olarak bulunmustur.
Onemli olarak, AlgMA konsantrasyonunu % 3'iin iizerine ¢ikarmak, patlama basincini olumsuz
yonde etkilemis ve hibrid jellerin olusturulan yaranin kapatilmasindaki performansini
diistirdiigii gortilmistiir. Clinkii hibrid hidrojellerin AIgMA igerigindeki asir1 artig, gevrekligi

arttirmis ve doku yapismasini azaltmistir.
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Sizdirmazlik maddesi hidrojelleri kullanilarak yapistirilan yirtitk domuz derisi iizerinde gerilme
deneyleri yapilarak gergeklestirilen yara kapatma deneylerinin sematik gosterimi Sekil 4.29 da
sunulmustur. Temsili ¢ekme gerilimi egrileri, Sekil 4.40 da gosterilmistir. Patlama basinci
deneylerine benzer sekilde, AlgMA yoklugunda veya bu biyopolimerin konsantrasyonu % 3'ten
yuksek oldugunda, sizdirmazlik maddesi tipik olarak mekanik bir arizay1 gosteren pargalanir
(dokme malzeme); bununla birlikte, % 2-3 AlgMA'da, basarisizlik temel olarak domuz
derisinden hidrojel ayrilmasindan, yani araylizey delaminasyonundan kaynaklanmaktadir.
Sizdirmazlik maddesinin basarisizliktan once tolere edebilecegi maksimum baski olarak
tanimlanan yara kapanma kuvveti, Sekil 4.31 de gosterilmektedir. AlgMA'nin hibrit
hidrojellerin yara kapanma kuvveti tizerindeki etkisi patlama basincina benzer. Yara kapanma
dayaniminin maksimuma ¢ikarildig, tipik olarak % 2-3 araliginda olan ve yara kapanma

giiclinde % 250 den fazla iyilesme saglayan optimum bir AlgMA miktar1 vardir.

Gerilebilir organlarin sizdirmazligini simiile etmek i¢in domuz mesanesi ve lreter lizerinde ex
vivo sizdirmazlik deneyleri yapildi. Elle perforasyona tabi tutulan bir ex vivo domuz
mesanesinde, hibrit 6n-jel soliisyonlarinin yara {izerine konmasini, goriiniir-1s1k aracili gapraz
baglanmasini, CaCl, eklenmesini ve DPBS ile doldurulmasini Sekil 4.33 te ayrintili olarak
gosterdik. Kapalt mesanenin dayanabilecegi basing, Sekil 4.34 'de sunulmaktadir. Bu sekilde
goriilebilecegi gibi, hibrit hidrojellerin bilesimi patlama basinci {izerinde dogrudan bir etkiye
sahiptir. AIgMA icermeyen sizdirmazlik maddesi, AIgMA konsantrasyonunu% 2'ye
yiikselterek> 5 kPa'ya yilikselen ~ 2 kPa bir patlama basinci saglar. AlgMA
konsantrasyonundaki% 5'lik artis, patlama basincini AIgMA igcermeyen hidrojel ile
karsilagtirilabilir bir degere diisiiriir. AIlgMA'nin ex vivo patlama basinct iizerindeki etkisi,

gerilme dayanimi, tokluk ve yara kapama dayanimi lizerindekine benzerdir.

Ayrica, hibrit hidrojellerin ireter gibi iki yirtik doku pargasini birlestirmedeki yetenekleri de
degerlendirilmistir. Siitiir gibi konvansiyonel iireter anastomoz teknikleri zor olsa da, hibrid
hidrojeller iki parga kesim iireteri bir araya getirmek ve bunlar1 foto ¢apraz baglama ve ardindan
Ca?" ile yapistirmak icin kolayca kullanilabilir. Anastomozlu iireterler ¢ekme testleri (Sekil
4.35) ile incelenmis ve degisen miktarlarda AIgMA igeren hibrid hidrojeller i¢in ¢ekme yiikiine
karst uzama egrileri elde edilmistir (Sekil 4.36). AlgMA yoklugunda veya AlgMA
konsantrasyonu % 3'ten yiiksek oldugunda, sizdirmazlik maddesi zayif mekanik 6zelliklere,

ornegin kirilganlhiga bagli olarak gerilme baskist altinda yirtilmisgtir. Optimum bir AlgMA
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konsantrasyonunda (% 2), sizdirmazlik maddesi mekanik hasarlara maruz kalmaz ve gerilme
kuvvetinde AlgMA igermeyen sizdirmazlik maddesinden 6 kat daha yiiksek bir gerilme
kuvvetinde, hibrit sizdirmazlik maddesi dokudan ayrilmaktadir. Ariza modu, fiziksel olarak
capraz baglanmis AlgMA'dan kaynaklanan ve hidrojel dayanikliligin1 arttiran az miktarda
AlgMA eklendiginde, GelMA hidrojelinin mekanik o6zelliklerinde onemli bir iyilesme
gostermektedir. Sekil 4.37 de, AlgMA konsantrasyonuna kars1 yapisma basarisizlik kuvvetini
gosterilmistir. AIgMA i¢ermeyen sizdirmazlik maddeleri i¢in basarisizlik kuvveti ~ 0,2 N iken,
hibrit GeIMA-AIgMA (% 2) sizdirmazlik maddesinin basarisizligi ~ 0.8 N'de meydana gelmis,
gerilme bozulmasina karsi esnekliginde dort kat artis oldugu gozlenmistir ( ~ 0.4 N % 5
AlgMA). Gerilme yiikii uzama egrilerinin altindaki alana gére 6l¢iilen hata enerjisi (Sekil 4.38),
AlgMA icermeyen jel ve hibrid hidrojelin basarisizlik enerjisine sahip oldugunu gosterirken
<0.005 J, optimum AlgMA konsantrasyonuna sahip hibrit hidrojel (% 2) lireterden ayirmak igin
0.01 J'den daha fazla enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Hibrit hidrojellerin sizdirmazlik

ozelliklerinde meydana gelen gelisme, artan kati igeriginden kaynaklanmamaktadir.

Yeni kompozit doku sizdirmazlik maddelerinin sitotoksisitesi, hidrojeller iizerindeki 2D NIH /
3T3 fibroblast kiiltiirii kullanilarak degerlendirildi. Sekil 4.39 da (f-g), % 0, % 2 ve % 5 AlgMA
iceren kompozit hidrojeller lizerinde 3 ve 7 giin boyunca kiiltiirlenen canli (yesil) ve oli
(kirmiz1) hiicrelerin floresan goriintiileri sunuldu. Kontrole kiyasla (% 0 AlgMA), GelMA
hidrojellerine AIgMA ilavesinin hiicre canlilig1 izerinde 6nemli bir etkisi goriilmedi. Fibroblast
hiicreleri kompozit hidrojellere basarili bir sekilde yapisti, cogaldi ve Kiiltiir siiresi boyunca
yasayabildi. Sekil 4.40 da, canli/6lii goriintiilerin ImagelJ kullanilarak analiz edilmesiyle dl¢iilen
hiicre canlilig1 gosterildi. Hiicre canliligi, kontrol hidrojeline benzeyen % 5 AlgMA'ya sahip
kompozit hidrojeller i¢in > % 90 olarak kaldi. 1, 3 ve 7. giinlerde kompozit hidrojeller {izerine
tohumlanan hiicrelerin metabolik aktivitesi, sekil 4.41'de sunuldu. Her bir giin birbiri ile
kiyaslandiginda, % 0-5 AlgMA igeren hidrojellere yapisan hiicrelerin metabolik aktiviteleri
arasinda anlaml bir fark goriilmedi. 3. ve 5. giinlerde, hiicrelerin metabolik aktivitesi, hidrojel
bilesiminden bagimsiz olarak, sirasiyla 1. giine kiyasla > 2 ve > 4'likk bir faktor kadar artar.
Buna gore, sadece kompozit hidrojeller sitotoksik degildir, ayn1 zamanda yara iyilesme

siirecleri sirasinda iki 6nemli fenomen olan hiicre yapismasini ve biiytimesini desteklerler.
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Sekil 5.1 : Foto / iyonik ¢apraz baglanma ve doku adezyonu geciren GelMA-AlgMA hibrit
hidrojelinin semasi.

Hem AIgMA hem de GelMA, foto-baslatilmis metakrilat/metakriloil (MA) gruplarinin
polimerizasyonu boyunca kovalent ¢apraz baglanir. AlgMA'da, polimer zincirlerindeki G
bloklar, tersinir sekilde capraz baglanmis bir ag temin eden Ca?* ile iyonik baglar olusturur.
Capraz baglanma hibrid GeIMA / AlgMA hidrojelleri, AlgMA'nin Ca?* aracili fiziksel baglari
ile takviye edilmis kovalent baglarla (MA gruplar1 araciligiyla) i¢ ice ve birbirine baglanmus iki
tip polimer ag1 verir. GelMA, amin bakimindan zengin biyolojik dokular ile hidrojen baglarinin
olusumu ve ayrica amin-MA ve tiyol-MA gruplarinin kovalent baglanmasi yoluyla etkilesime
girebilir. AlgMA, hidrojen bagi, kovalent bag1 ve/veya karboksilat ve amino gruplari arasindaki

elektrostatik etkilesimler yoluyla doku ile etkilesime girebilir.
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Sekil 5.2 : GeIMA/AIgMA biyo-yapistirici ile MeTro arasindaki mekaniksel farklar.

Rekombinant bir insan proteini olan, kimyasal olarak modifiye edilmis tropoelastine (MeTro)
dayanan bir bagka elastik ve biyolojik olarak parcalanabilir sizdirmazlik maddesi sinifi yakin
zamanda gelistirilmistir (Annabi ve dig. 2017). Bu hidrojeller, ¢ift ag hidrojellerinin bir kismina
kiyasla daha diisiik mekanik mukavemet ve elastikiyete sahip olmasina ragmen, Evicel®,
Coseal® ve Progel® gibi ticari olarak temin edilebilen sizdirmazlik maddelerine kiyasla daha
yiiksek doku yapisma ve elastikiyet sergilemistir. Standart yara kapama deneyleri, MeTro'nun
(W/v % 20), kirilmadan dnce baslangi¢ uzunlugunun 2 kati kadar gerilebildigini gosterdi; bu, in
vivo olarak akciger ve kan damarlar1 gibi elastik dokular iizerindeki kusurlu bolgeleri
kapatabilecek bir doku yapigkan hidrojeli sagladi (Sekil 5.2). MeTro'nun son derece yiiksek
iiretim maliyeti, klinik uygulamalar i¢in ¢evirisini 6nemli 6l¢lide sinirlamistir. Buna gore, su

anda nispeten diisiik bir maliyette, tercihen dogal olarak elde edilen, biyolojik olarak
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¢Oziinebilen malzemelerden ({iretilebilen biyolojik olarak yapisabilen, biyolojik olarak

parcalanabilen ve sert doku sizdirmazlik maddelerine 6nemli bir tibbi ihtiyag vardir.

Enjekte edilebilir sert doku yapistirict biyomalzemelerin gelistirilmesi, 6zellikle dikisler veya
zimbalarin uygun olmadigi durumlarda, hasarli dokularin minimal invaziv sizdirmazligi i¢in
karsilanmamis bir klinik ihtiyactir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tip i¢in yaygin olarak
kullanilan ~ bir  biyomateryal olan GelMA'dan ve lezyona kolayca enjekte
edilebilen/pipetlenebilen ve goriiniir 151k aracili ¢apraz baglanma ile dokuya yapigabilen
AlgMA'dan olusan bir hibrid biyopolimer ¢ozeltisi gelistirilmistir. Kimyasal olarak foto ¢apraz
baglanmais hibrit hidrojeller, geri doniisiimlii bir yumurta kutusu benzeri G blogu ag1 olugturmak
icin Ca?* gibi iki degerli iyonlar kullanilarak fiziksel ¢apraz baglanir. Kimyasal olarak ¢apraz
baglanmis GeIMA ve AlgMA MA gruplar, hibrit hidrojelin yapisal biitiinliigiiniin korunmasina
katkida bulunurken, fiziksel ¢apraz baglanma, hibrit hidrojellere gerilebilirlik ve dayaniklilik
kazandiran enerjiyi stres altinda dagitan bir polimer agi saglar. Bu hibrit hidrojellerin sinifi
protein-polisakarit bazli doku yapistiricisidir ve GeIMA bazli doku yapistiricilarinin mekanik
zayifliginin {stesinden gelen diisiik AlgMA konsantrasyonlarinda (% 2-3) miikemmel
sizdirmazlik 6zellikleri saglar. Bu yeni hibrit hidrojellerin, 6zellikle giinliik aktiviteler sirasinda
ciddi mekanik stres yasayan zorlu organlarda dikissiz doku sizdirmazligini kaldirabilecegini

diistinmekteyiz.
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