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OZET

Propolis ve Amoksisilin iceren Hyaliironik Asit-Metil
Seliiloz Hidrojel Miirekkeplerin Doku iskelelerinin
Fabrikasyonu I¢in Gelistirilmesi

Pelin TOKAT

Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Yiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Hasan SADIKOGLU

Es-Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan YILMAZER

Glinliik hayatimizda gerek is kazalar1 gerekse ev kazalarinda vuciidumuzun gesitli
yerlerinde cilt yaniklar1 meydana gelebilmektedir. 2. ve 3. derece gibi derin cilt
yaniklar1 enfeksiyon, doku kaybi, 6dem gibi bir¢ok sorun yaratmaktadir. Bu durum
hastay1 hem fizyolojik hem de psikolojik olarak etkilemektedir. Cilt yanig1 tedavi

edilmediginde 6liime bile sebep olabilmektedir.

Cilt yaniklarinin tedavilerinde doku iskeleleri kullanilabilmektedir. Doku iskeleleri
hiicreler arasi matriksi taklit etmektedir. Bu sayede yarali boélgenin tedavi
edilmesine yardim edecek ve o bolgede hiicre cogalmasini saglayacak bir ortam

yaratmaktadir.

Bu doku iskeleleri cesitli yontemlerle tiretilebilmektedir. Son zamanlarda 3

boyutlu (3B) biyoyazicilarla doku iskelesi tiretimi yayginlik kazanmaktadir.
Bu tez kapsaminda hyaliironik asit (HA), metil seliiloz (MS) ve poliakrilamitten
olusan i¢i ice gecen polimer ag sistemiyle olusturulmus bir hidrojel sistemi tiretildi.

Bu hidrojelin 3B biyobasimi gergeklesth}ﬁi&i. Ayrica bu ana matriks hidrojele,



propolis ve amoksisilin (AMX) ile farkli oranlarda katkilandirma yapilip 3B
biyobasimi yapildi. Basim sonucu elde edilen doku iskelelerinin basilabilirlikleri
karsilastirildi. Degradasyon ve sisme davranislari incelendi. Morfolojik (Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM)), termal (Termogravimetrik ve Diferansiyel Termal
Analiz (DTA/TG)) ve kimyasal (Fourier Dontisimli Kizilotesi Spektroskopisi
(FTIR)) karakterizasyonlar1 yapildi. Ayrica doku iskelelerinin hiicre kultirt,
antibakteriyellik calismalarn gerceklestirildi. Bu sayede cilt yanig1 tedavilerinde
kullanilmak tizere en iyi kombinasyona sahip doku iskelesinin bulunmasi
ongoruldi. Sonuglar hyaliironik asit -metil seliiloz bazli hidrojellerin 3B basim i¢in
umut verici oldugunu gostermistir. Propolis katkili doku iskelelerinin AMX iceren
doku iskelelerine gore biyobozunurluk ve termal dayanim agisindan daha dayanikli
oldugu belirlendi. Bu iskeleler hiicre canliligi agisindan daha iyi performans
sergiledi. Propolisli iskelelerde %Z20’lik propolis, AMX iceren iskelelerde ise %0.5’lik

iskele daha basarili sonuglar gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit, metil seliiloz, doku iskelesi, 3B biyobasim, i¢

ice gecen polimer aglar.

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development of Hyaluronic Acid-Methyl Cellulose
Hydrogel Inks Containing Propolis and Amoxicillin for
Fabrication of Scaffolds

Pelin TOKAT

Department of Chemical Engineering

Master's Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Hasan SADIKOGLU

Co-supervisor: Asst. Prof. Dr. Hakan YILMAZER

In our daily life, skin burns can occur in various parts of our body in both work and
home accidents. Deep skin burns such as 2nd and 3rd degree cause many problems
such as infection, tissue loss, edema. This situation affects the patient both
physiologically and psychologically. Skin burns can even cause death if left

untreated.

Tissue scaffolds can be used in the treatment of skin burns. Scaffolds mimic the
intercellular matrix. In this way, it creates an environment that will help treat the

injured area and ensure cell proliferation in that area.

These scaffolds can be produced by various methods. Recently, the production of

scaffolds with 3D bioprinters has become widespread.

Within the scope of this thesis, a hydrogel system formed by an interpenetrating
polymer network system consisting of hyaluronic acid (HA), methyl cellulose (MC)
and polyacrylamide was produced. 3D bioprinting of this hydrogel was performed.
In addition, this main matrix hydrogel was doped with propolis and amoxicillin

(AMX) at different rates and 3D bioprinted. The printability of the tissue scaffolds

XV



obtained as a result of printing was compared. Degradation and swelling behaviors
were investigated. Morphological (Scanning Electron Microscopy (SEM)), thermal
(Thermogravimetric and Differential Thermal Analysis (DTA/TG)) and chemical
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)) characterizations were
performed. In addition, cell culture and antibacterial studies of the scaffolds were
carried out. In this way, it was envisaged to find the tissue scaffold with the best
combination to be used in skin burn treatments. The results showed that hydrogels
based on hyaluronic acid-methyl cellulose are promising for 3D printing. It was
determined that propolis-doped scaffolds were more durable in terms of
biodegradability and thermal resistance than AMX-containing scaffolds. These
scaffolds performed better in terms of cell viability. Scaffolds with 20% propolis and

0.5% AMX containing scaffolds showed more successful results.

Keywords: Hyaluronic acid, methyl cellulose, tissue scaffold, 3D bioprinting,

interpenetrating polymer networks.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Deri, viicudun dis ¢cevreden korunmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. Homeostazinin,
bagisikligin, termoregiilasyonun ve duyunun korunmasinda fiziksel bir bariyer
olarak gorev almaktadir. Derideki dokularin islevleri yanik durumunda zarar

gormektedir [1].

Doku miihendisligi, doku islevini veya tiim organi1 yenileyen, koruyan veya
iyilestiren biyolojik ikamelerin gelistirilmesine yonelik miuhendislik ve yasam

bilimlerinin ilkelerini uygulayan disiplinler aras1 bir alandir [2].

Doku iskeleleri, hiicre dis1 matrisin (ECM) yerine gecen, neovaskiilarizasyon, hiicre
yapismasl, ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin ortam saglayan 3B yapilardir. Doku
iskelelerinin pek ¢ok varyasyonu mevcuttur. lyilesmeyi arttirmak icin iskeleye
biiyiime faktorleri ve hiicreler eklenebilir. Doku iskeleleri; sivi kaybi ve
enfeksiyondan koruyan normal derinin yapis1 ve islevini taklit etmeli, hiicrelerin
yara iyilesmesi i¢in cogalmasini saglamal, inflamatuar olmayan, toksik olmayan ve

immiinojenik olmayan bilesim 6zelliklerine sahip olmalidir [3].

Doku miihendisliginde hidrojeller, hidrofiliklikleri ve hiicre dis1 matrise yapisal
benzerlikleri nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir. ECM'yi taklit etmek i¢cin minimum bir
gereklilik olarak, doku miihendisliginde hidrojeller, biyouyumluluk ve biyolojik
olarak parg¢alanabilirligin yani sira 3B mikro ortam ve doku iskelesinin i¢inde ve
disinda madde tasinimi saglamalidir. iskelelerde gézenekli yapi olusturularak veya
yluksek gecirgenlige sahip iskele malzemesi secilerek etkili kiitle transferi

saglanmaktadir [4].

Hidrojeller ¢ok cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmistir ve doku
mithendisligi alaninda biiyiik potansiyel gostermektedir. Hidrojeller, yiiksek su
icerigini tutabilen makromolekiiler bir ag olusturan, suda ¢éziintir polimerlerin tli¢

boyutlu capraz bagl yapi iskeleleridir. Genellikle zayif mekanik biitiinliikleri
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nedeniyle hidrojeller, baz1 insan yumusak dokularina yapisal benzerlik gosteren

yumusak jeller olarak siniflandirilir [5].

Hyaluronik asit (HA) ve metilseliloz (MS) iceren hidrojeller, 3B biyobaski
uygulamalar i¢in umut verici sonuglar gostermistir. Retina onarimi, dermal yara

onarimi, omurilik onarimi ve fel¢ tedavilerinde kullanilmaktadir [5].

3B baski, bir yapinin katman katman ust uste eklenerek turetildigi bir tiretim
stirecini kullanir. iskele olusumu icin biriktirilen malzemeler, 1s1, ultraviyole 151k
veya baglayic1 ¢ozeltiler yoluyla ¢capraz baglanabilir veya polimerize edilebilir. Bu
teknoloji yardimiyla, optimize edilmis 3B baskili iskeleler doku miihendisliginde

kullanilabilir [6].
1.2 Tezin Amaci

Yapilan bu tezin amaci, yanik tedavilerinde kullanilmak iizere en iyi propolis ve
amoksisilin kombinasyonuna sahip doku iskeleleri gelistirmektir. Bunun i¢in metil
seliilloz, hyaliironik asit ve poliakrilamitten olusan polimer matriks hidrojel
olusturulmustur. Olusturulan bu ana matrikse yanik tedavisinin saglanmasi i¢in
propolis ve amoksisilin katkilar1 farkli oranlarda eklenmistir. Propolis vitamin ve
minarel acgisindan oldukc¢a zengin kompleks bir malzeme oldugu icin sec¢ilmistir.
Amoksisilin ise doku iskelesinin antibakteriyel 6zellige sahip olmas1 igin
eklenmistir. Hem ana matriksin hem de katkili matrikslerin ekstriizyon temelli 3B
biyoyazicida basilabilirligine bakilmistir. Basim sayesinde elde edilen doku
iskelelerinin termal, kimyasal, morfolojik, sisme, biyobozunma, hiicre canlilig1 ve
antibakteriyellik testleri yapilmistir. Testlerin sonucuna gore yanik tedavisi i¢in en

uygun orandaki matriks ve katki maddeleri belirlenmis olacaktir.
1.3 Hipotez

Derin cilt yaniklar i¢in hyaliironik asit - metil seliiloz matriksli, propolis ve
amoksisilin katkili hidrojel sentezi yapilip, hidrojelin 3B biyoyazici ile basimi
hedeflenmistir. Sentezlenen hem ana matriks hidrojel hem de katkili hidrojeller

literatiirdeki formiilasyonlardan farkli olup yeni bir igerik olusturmaktadir.
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LITERATUR

2.1 Cilt Yaniklarinin Siniflandirilmasi

Derij, viicudun en biiytik organidir. Direkt olarak ¢evreyle temas halindedir. Yanik
yaralanmalar1 da dahil olmak iizere cesitli hasarlara karsi savunmasizdir. Viicut
ylzey alaninin %15’inin tahrip olmasi hayati tehlike olusturmaya yeterlidir. Yanik
durumu insan viicudunda meydana gelebilecek en travmatik yaralanmadir ve
viicudun homeostazinin tamamen bozulmasina neden olur, buna immiin baskilama,
masif hipermetabolizma ve 6dem olusumunu artiran vaskiler asir1 gegirgenlik

dahildir [7].

Yanik travmalari; 1s1, donma, elektrik, kimyasallar, radyasyon veya siirtiinmeden
kaynaklanabilmektedir. Yanik yaralanmalari, etkilenen doku ve ortaya ¢ikan
komplikasyonlar a¢isindan oldukc¢a degiskendir. Etkilenen doku ve yanma
derinligine bagh olarak, bir yaniga maruz kalmis hasta; sok, enfeksiyon, elektrolit
dengesizlikleri ve solunum yetmezligi gibi ¢ok sayida komplikasyonlara maruz
kalabilir. Fiziksel komplikasyonlarin disinda uzun siireli hastanede yatis, yara izi ve

deformite gibi durumlar hastalar1 psikolojik olarak da etkilemektedir [8].

1.derece yaniklarda epirdemis ytlizeysel etkilenir. Kabarcik, kirmizi ve nemli bir
goriintii vardir.2. derece yaniklarda epidermis biitiinliigli bozulur, dermis kismen
zarar goriir. Kuru ve beyaz goriintl vardir. 3. derece yaniklarda ise derinin tiim
katmanlar1 (epidermis, dermis, subkutanéz doku) tamamen hasar goriir. Siyah-
kahverengi renktedir, tromboze kan damarlar goziikmektedir [8]. Sekil 2.1'de cilt

yaniklarinin siniflandirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Cilt yaniklarinin siiflandirilmasi [9].

2.2 Doku Iskeleleri

Iskele temelli doku miihendisligi yaklasimlari, cilt rejenerasyonu, hastalik veya
travmanin neden oldugu yara iyilesmeleri icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ideal
bir tam iyilesme siireci i¢in, iskele yapilarinin biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
antimikrobiyal o6zellikleri karsilamasi ve hasarli dokunun yenilenmesi igin
geometrik gereksinimleri uygun gozenek boyutunu ve goézenek baglantisim
saglamas1 gerekir [6], [10]. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk, iskele
malzemelerinin sahip olmasi gereken 6nemli 6zelliklerdir ve iskelenin bozunduktan
sonra toksik olmayan tiriinlere doniismelerini saglar [6]. Ayrica, hiicreler cogaldik¢a
ve farklilastikca, iskele, hiicreler tarafindan uygulanan kuvvetlere dayanabilmelidir.
Doku iskelesinin mekanik olarak diisiik dayanimda olmasi iskelenin ¢ékmesine
sebep olur. Bu durum oksijen, besin ve atiklarin zayif difiizyonuna ve buna bagh
olarak da yetersiz doku olusumuna sebep olur. Ayrica iskelenin mekanik stabilitesi,
giinliik aktiviteye ve normal viicut hareketlerine dayanacak sekilde yapisal olarak

saglam olmalidir [11]. Sekil 2.2’de doku iskelesi 6rnegi gosterilmistir.
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Doku iskeleleri sentetik veya dogal polimerlerden iiretilmis malzemelerdir [12].
Doku iskelelerinin amaci hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit etmektir. ECM, dokulara
0zgu U¢ boyutlu bir ultrastriiktiirde diizenlenmis yapisal ve fonksiyonel proteinler,
glikoproteinler ve proteoglikanlarin bir karisimidir. Bunlar yapisal destek ve
gerilme kuvvetinin saglanmasi, hiicre ylizeyi reseptorleri icin baglanma bolgeleri ve
anjiyogenez, vaskiilojenez, hiicre goci, hiicre c¢ogalmasi gibi cesitli bir¢cok

fonksiyona hizmet eder [11].

Sekil 2.2 Doku iskelesi [13]

2.3 Biyopolimerler

Polimerler, doku miithendisligi i¢in iskelelerin 3B baskisinda kullanim potansiyeli
olan 6nemli bir malzeme kategorisidir [6]. Dogal ve sentetik biyopolimerler olarak

iki sinifa ayrilmaktadir.

Aljinat, kitosan, kolajen, fibronektin ve hyaluronik asit gibi dogal olarak elde edilen
materyaller, daha dogal biyolojik fonksiyonlar sagladiklarnt icin sentetik
materyallere gore bir avantaja sahiptir. Normal olarak ECM'yi olusturan veya icinde
bulunan dogal olarak tiiretilmis materyallerin kullanilmasi, orijinal ECM'nin daha iyi
taklit edilmesiyle sonuclanir ve bu nedenle hiicre baglanmasini gelistirir ve hiicresel

proliferasyonu sentetik polimerlerden daha verimli bir sekilde diizenler [6].

Dogal malzemeler hiicresel siirecler icin faydali olsa da, iskele icin poli(e-

kaprolakton) ve poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) gibi sentetik polimerlerin kullanimi
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daha ytliksek mekanik dayanimlar, daha ytiksek islenebilirlik ve kontrol edilebilir

bozulma oranlari saglamaktadir [6].

Bununla birlikte, bu sentetik polimer yapi iskeleleri, dogal olarak tiiretilmis ECM
polimerlerine kiyasla doku yenilenmesini tesvik etme acgisindan nispeten diisiik

biyolojik aktiviteye sahiptir [6].
Doku miihendisligi uygulamalari i¢in biyopolimerlerde olmasi istenen 6zellikler;

e Hiicre yapismasini saglayan bir yluzey kimyasi

e Hiicre ve besin diflizyonu icin yiiksek miktarda gézenek icermeli.

e Hicrenin biiylimesini ve biyomekanik islevselligini kolaylastirmak icin
uygun mekanik 6zelliklere sahip olmalidir.

e Yeni doku olusum hizi ile birlikte eslesen bozunma hizinin kontrol edilmesi
ve diizenlenmesi.

e Hiicre cesitliligini uyarmak icin proteinleri ve biiyiime faktorlerini dagitma

yeterliligine sahip olmalidir [14].
2.4 3B Biyoyazicilarin Siniflandirilmasi

3B baski olarak da bilinen katmanh iiretim, bilgisayar destekli tasarim (CAD)
modellerini kullanarak 6zellestirilmis geometrilere sahip karmasik yapilar liretme
yetenegi nedeniyle en umut verici iskele tiretim yontemlerinden biridir [10]. Sekil

2.3’te 3B yazici cihazi gosterilmektedir.

Baslangicta, 3B baski teknolojileri biyolojik olmayan tiriinler i¢in tasarlanmistir.
Metallerin, seramiklerin ve termoplastik polimerlerin biriktirilmesi gibi
uygulamalar ve genellikle canli hiicreler ve biyolojik malzemelerle uyumlu olmayan
organik c¢oziiciilerin, ylksek sicakliklarin veya ¢apraz baglama maddelerinin

kullanimini icermekteydi [15].

Tip alaninda 3B baski kavrami, organ eksikliginden kaynaklanan komplikasyonlar
g6z Oniine alindiginda daha fazla ilgi gormektedir. Goniilli bagisc1 sayisinda artis

olmasina ragmen, organ sikintisi nakil ihtiyacin1 asmaktadir [16].
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Sekil 2.3 3B yazici

Doku miihendisliginin ana hedeflerinden biri, hasarli veya deforme olmus dokulari
ve organlari yeniden yapilandirmak ve yenilemek i¢in birbirine bagh gozeneklere
sahip 3B yapi iskeleleri iiretmektir. Bu baglamda, 3B baski, 6nceden belirlenmis ve
karmasik mimarileri hassas bir sekilde olusturabilen doku iskelelerinin tiretimi i¢in
umut verici bir tekniktir [17]. 3B biyobask:i alanindaki ana zorluklardan biri,
yalnizca biyolojik materyallerle ve baski islemiyle uyumlu degil, ayn1 zamanda doku
yapilari icin istenen mekanik ve fonksiyonel 6zellikleri de saglayabilen materyaller

bulmak olmustur [15].

Biyobaski islemi sirasinda, doku yapilarini olusturmak icin genellikle istenen hiicre
tiplerini kapsiilleyen hidrojel formunda bir biyomateryal ¢ozeltisi veya birkag
biyomateryal karisimi kullanilir. Bu biyomiirekkep, tasarlanan yapinin son seklini,
yapisinl ve mimarisini olusturmak icin biyobaski sirasinda veya hemen sonrasinda
capraz baglanabilir veya stabilize edilebilir. Biyomiirekkepler, tek basina dogal veya
sentetik biyomateryallerden veya hibrit malzemeler olarak ikisinin bir
kombinasyonundan yapilabilir. ideal bir biyomiirekkep, biyobaskili dokularin ve
organlarin dogru islevselligini saglamak icin gerekli olan hedef dokularin uygun
mekanik, reolojik ve biyolojik 6zelliklerine sahip olmalidir. Tibbi ve farmasotik
uygulamalar i¢in 3B baski teknolojileri, temel olarak ekstriizyon temelli baski,
mirekkep piiskiirtmeli baski ve lazer destekli 3B baskiy1 icermektedir [18]. Sekil

2.4’te 3B biyoyazicilarin cesitleri gosterilmektedir.
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2.4.1 Miirekkep puskiirtmeli 3B biyoyazicilar

Mirekkep piskirtmeli yazicilar, nihai yapiy1 destekleyebilen veya onun bir
parcasinl olusturabilen bir alt tabaka tlzerine sivi damlalarini piiskiirtmek icin

termal veya akustik kuvvetler kullanir [15].

2.4.1.1 Termal miirekkep piskiirtmeli yazicilar

Piskurtme basligindan damlaciklarn zorlayan basing darbeleri tretmek icin yazici
kafasini elektrikle 1sitarak calisir. Birkag¢ calisma, 200 °C ila 300 °C arasinda
degisebilen bu lokalize 1sitmanin, DNA gibi biyolojik molekiillerin stabilitesi,
memelilerin canlilig1 veya baski sonrasi islevi lUzerinde 6nemli bir etkiye sahip

olmadigini géstermistir [15].

Termal miirekkep piiskiirtmeli yazicilarin avantajlar1 arasinda yiiksek baski hizi,
diisiik maliyet ve genis kullanilabilirlik bulunur. Bununla birlikte, hiicrelerin ve
malzemelerin termal ve mekanik strese maruz kalma riski, diisiik damlacik
yonliiliigl, diizgiin olmayan damlacik boyutu, nodiiliin sik sik tikanmasi ve glivenilir
olmayan hiicre kapsiillemesi, bu yazicilarin 3B biyobaskida kullanimi i¢in énemli
dezavantajlar olusturmaktadir. Ayrica, daha yliksek viskozitelerdeki soliisyonlar
kullanildiginda damlalar1 ¢ikarmak icin gereken asir1 kuvvet gerekmektedir. Bu
sebeple piiskiirtmeli yazicilarda malzeme viskozitesi izerinde sinirlamalar vardir

[15].
2.4.1.2 Piezoelektrik miirekkep yazici

Piezoelektrik kristal icerir. Siviy1 diizenli araliklarla damlaciklara bélmek icin yazici
kafasinin icindeki akustik dalga piezoelektrik malzemeye voltaj uygulamak i¢in hizh
bir degisime neden olur. Bu olay damlaciklar1 noziilden ¢ikarmak icin gereken

basinci tiretir [15].
2.4.2 Ekstriizyon temelli 3B biyoyazicilar

Ekstriizyon temelli 3B baski, 6zellestirilmis geometrilere sahip polimerik iskeleleri
kolaylikla ve diisiik maliyetle tliretebildigi i¢in popiiler ve yaygin olarak kullanilan

bir tekniktir [10].

Hidrojellerin ekstriizyon tabanli 3B biyobasimi icin hidrojel viskozitesi, malzeme

dagilimim1 simirlamak i¢in yeterince yiiksek olmali ve ya malzeme, kararli bir
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hidrojel olusturmak i¢in hizl bir sol-jel ge¢isine sahip olmalidir. Hidrojelin mekanik
ozellikleri, hiicre kiiltiirii de dahil olmak lizere zamanla seklini korumasina izin

vermelidir [19].

3B biyobaski uygulamalar icin biyolojik materyalleri ekstriide etmenin en yaygin
yontemleri pnomatik veya mekanik (piston veya vida) dagitim sistemleridir.
Pnomatik sistemlerde sikistirilmis gaz hacminin gecikmesi nedeniyle malzeme
akisinda sorun olabilmektedir. Mekanik dagitim sistemlerinde ise daha dogrudan

kontrol saglanmaktadir [15].
3 boyutlu basimi etkileyen parametreler[5], [20].

e Ortam sicaklig

e Ortam nemi

e (oziici buharlagsma hizi
e Viskozite

e Yizey gerilimi

e Ozkiitle

e Basim hizi
e Tabla sicakligi
e Siringa ucu
2.4.3 Lazer destekli 3B biyoyazicilar

Biyomiirekkep ve hiicreler bir seridin alt kisminda askiya alinir ve bir lazer
darbesiyle buharlastirildiklarinda alici bir alt tabakaya iletilir. Yiiksek derecede
hassasiyet ve c¢oziintrlik, yliksek viskoziteli biyomiirekkep kullanma ve yiiksek
hiicre yogunlugu yazdirma yetenegi vardir. Uzun bir prosestir. Maaliyeti yliksektir

[21].
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f ““1 & - -« Toplama tabakasi

Sekil 2.4 3B biyoyazicilarin siniflandirilmasi [21]
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2.5 Hidrojel Ozellikleri

Hidrojeller, ya kovalent baglarla ¢apraz baglanmis ya da fiziksel molekiil i¢i ve
molekiiller arasi ¢ekimler yoluyla bir arada tutulan hidrofilik polimerlerden olusan

t¢c boyutlu aglardir [22].

Hidrojeller, biliytik miktarlarda su veya biyolojik sivilari, birka¢ bin %'ye kadar
emebilir ve ¢oziinmeden kolayca sisebilir. Hidrojellerin ytliksek hidrofilikligi,
ozellikle polimerik zincirlerin omurgasi boyunca dagilmis karboksil, amid, amino ve
hidroksil gruplar1 gibi hidrofilik kisimlarin varligindan kaynaklanmaktadir. Sismis
durumda, hidrojeller yumusak ve kauguksu olup, biiylik 6l¢lide canli dokulara
benzer [22]. Ayrica hidrojelin sismesi oksijen, besinler ve metabolitler gibi kiiciik

molekiillerin gecisini kolaylastirir [23].

Hidrojeller, capraz baglama mekanizmalarina gore fiziksel ve kimyasal hidrojeller
olarak siniflandirilabilir. Fiziksel capraz baglantilar dolasmis zincirler, hidrojen
bagi, hidrofobik etkilesim ve kristalit olusumunu igerir. Bu fiziksel ¢apraz baglar
kalic1 baglantilar olmasa da hidrojelin sulu bir ortamda ¢oziilmesini engellemek icin
yeterlidir. Kimyasal capraz baglar ise kovalent baglarin olusturdugu kalici
baglantilardir. Kovalent olarak ¢apraz bagh bir ag olusturmanin yaygin bir yolu,
makromerleri polimerize etmektir. Hidrojel aglar1 hem kalic1 baglantilar1 hem de
zincir dolanmalari gibi yar1 kalici baglantilari da icerebilir. Capraz baglanmanin tiirii
ve derecesi, sisme 0Ozellikleri, elastik modiil ve molekiillerin tasinmasi1 gibi ag
ozelliklerinin ¢ogunu etkiler. Hidrojeller ayrica iyonik ytklerine (nétr, katyonik,
anyonik ve amfolitik), yapilarina (amorf, yar1 kristalli ve hidrojen bag1) ve hazirlama
yontemlerine (homopolimer, kopolimer, multipolimer ve i¢ ice gecen polimer) gore

siniflandirilabilir [24].

2.6 Metil Seliiloz

Yaygin bir seliloz tiirevi olan metilseliloz (MS), c¢evre dostu olmasi,
biyouyumlulugu ve biyolojik olarak parcalanabilirligi nedeniyle biyomedikal,
kozmetik, tekstil, mimari ve gida alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [25].
MS sicakliga duyarli bir polimerdir ve bu polimerler, temel olarak basit

formiilasyonlari, uygulama kolayliklar1 ve organik c¢oéziiciilerin kullanimindan
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kacinma olasiliklar1 nedeniyle ila¢ dagitim sistemleri olarak biiylik potansiyele

sahiptir [26].

MS sulu ¢ozeltileri, 1s1yla tersinir jellesme 6zelligine sahiptir ve sol-jel gecis sicakligl
50 °C ile 70 °C arasindadir. MS zincirleri dusik sicaklikta kiimeler halinde
toplanmaktadir. Isitildiginda ise kiimeler ayrilir ve metil gruplari sulu ortama maruz
kalir. Sicaklik daha da yiikseldikge MS'nin metili etrafindaki su molekiilleri dagilir
ve hidrofobik capraz bag ag1 olusur. Hidrofobik birlesme ve ayrisma, MS ve su

molekiilleri arasinda olusan hidrojen baglarinin degisiklikleriyle iligkilidir [25].

Sulu ¢oziiciiler icinde ¢ozlinmiis MS, dustlik sicakliklarda hidrofilikken (su ve MS
hidroksil gruplar1 arasindaki hidrojen baglari) yiiksek sicakliklarda hidrofobik
(hidrasyon kaybi nedeniyle hidrasyon kaybi1 metoksi gruplarinin sergilenmesi ve
aralarinda daha yiiksek etkilesim) ozellik gostermektedir [27]. Metilseliillozun

molekiil yapisi Sekil 2.5’te gosterilmektedir.

H3C\I
CHOH
HaC
s (@] —_
/
H,C
o)
_ O,cH3 L
OH
L I

Sekil 2.5 Metil seliiloz molekiilii [28]
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2.7 Hyaliironik Asit

Yiiksek viskoelastisitesi, yliksek hidrofilikligi, nem tutma 6zelligi, polianyonik yapisi
ve hiicre dis1 matrisin dogal bir bileseni olarak hyaliironik asit (HA) veya diger
adiyla hyaluron, doku miihendisligi icin miikemmel bir biyomateryal olarak kabul

edilmektedir [29].

HA, imminojenik olmadigi ve biyouyumlu oldugu i¢in yaygin bir kullanim
bulmustur. HA'nin inflamasyonu azaltig), doku yapismasini ve skar olusumunu en
aza indirerek yara iyilesmesini destekledigi bilinmektedir [30]. Sekil 2.6’da

hyaltironik asit molekiili gosterilmektedir.

[ H(O) ]
oy OH
0
| 0 0
0
HO 0 0J
OH NH
o:<
Il

Sekil 2.6 Hyallironik asit molekiili [31]

2.8 Akrilamid

Akrilamid bazh hidrojeller en yaygin olarak kullanilan hidrojellerdir ve kigtk
molekiiler agirlikli bir monomer olarak iyi bilinirler. Akrilamid bazli hidrojeller,
fiziksel ve kimyasal uyaranlara yanit olarak 6nemli hacim gecisi sergiler. Bu hidrojel,
akrilamidlerin alkil ve hidroksil alkil gibi gruplarla eklenmesiyle daha da
gelistirilebilen yetersiz miktarda hidrolitik stabiliteye sahiptir. Poliakrilamid,
akrilamid polimerinin capraz baglama etkisinden elde edilebilen sentetik bir
polimerdir. Poliakrilamid hidrojeller geleneksel olarak polimerizasyon isleminde
capraz baglama maddesinin dahil edildigi serbest radikal polimerizasyon yontemi

kullanilarak iiretilir [32].
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2.9 i¢ice Gegen Polimer Aglar (IPN)

Bir i¢ ice gecen polimer ag1 (IPN), iki veya daha fazla polimerik ag arasinda higbir
kovalent bag bulunmayan ve molekiiler dlcekte en azindan kismen birbirine

kenetlenmis bir polimerik sistem sinifidir [33].

Mekanik mukavemeti ve sisme/sisme tepkisini arttirmak icin, i¢ ice gecen polimer
aglar olarak ¢ok bilesenli aglar tasarlanmaktadir [34]. IPN'lerin ana avantajlari, daha
sert mekanik 6zellikler, daha genis 6l¢iide kontrol edilebilir fiziksel 6zellikler ve
nispeten yogun hidrojel matrislerinin iiretilebilmesidir. Geleneksel hidrojellere
kiyasla daha verimli ila¢ yiiklemesi gerceklesir. IPN gozenek boyutlar1 ve yiizey
kimyalari; ila¢ salim kinetigini, hidrojel-dokular arasindaki etkilesimleri ve jelin

mekanik 6zelliklerini ayarlamak i¢in de kontrol edilebilir [35].

Yar1 ve tam olmak tlizere 2 ¢esit IPN mevcuttur. Bir yar1 IPN'de, polimer aglarindan
yalnizca biri ¢apraz baghdir, diger polimer ise dogrusal durumunda kalir. Gegmeli
ag, bir capraz bagh polimer ve lineer bir polimerin kombinasyonu ile olusturulur.
Tam IPN yapisinda ise, capraz bagh iki tane polimerden vardir. Bu polimer aglar

polimer o6l¢ceginde birbiriyle i¢ ice gecer [36], [33]. IPN mekanizmalar Sekil 2.7°de

gosterilmistir.
()
+ )
Polimer ag A Polimer ag B
w
+ —)
Polimer ag A Lineer zincir B Yari-IPN (A+B)

Sekil 2.7 i¢ ice gecen polimer aglar sistemlerinin olusumu (a) tam-IPN (b) yar1-IPN
[33]
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[PN'ler, ikinci polimerin monomerinin birinci polimerin ag yapisinda ¢dzilmesi,
ardindan ikinci polimerin bir ag olusturmak i¢in ¢apraz baglanmasi (yani sirali IPN)
veya iki monomerin karistirilmasi ve ardindan bunlar1 olusturmak iizere ¢apraz

baglanmasiyla (es zamanli IPN) olusturulabilir [33].

2.9.1 Akrilamid polimerlesme mekanizmasi

Poliakrilamid jeller, akrilamid ve bis-akrilamidin (“bis,” N,N'-metilen-bisakrilamid
(NNMBA)) kopolimerizasyonu ile olusturulur. Reaksiyon, serbest radikal lireten bir
sistem tarafindan baslatilan vinil ilaveli polimerizasyondur. Polimerizasyon,
amonyum perstlfat (APS) ve tetrametilendiamin (TEMED) tarafindan baslatilir.
TEMED, persiilfattan serbest radikallerin olusum hizini hizlandirir ve Bu radikaller
polimerizasyonu katalize eder. Persiilfat serbest radikalleri, akrilamid
monomerlerini serbest radikallere doniistiiriir. Olusan bu serbest radikaller aktive
edilmemis monomerlerle reaksiyona girerek polimerizasyon zincir reaksiyonunu
baslatir. Uzayan polimer zincirleri, bis-akrilamid ile rastgele ¢apraz baglanir.
Polimerizasyon kosullarina ve monomer konsantrasyonlarina bagl olarak
karakteristik bir gozeneklilige sahip jeller meydana gelir. [37]. Sekil 2.8’de i¢ ice
gecen polimer aglar olusturmak icin kullanilan akrilamidin polimerlesme

reaksiyonlar gosterilmektedir.
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Sekil 2.8 Akrilamidin polimerlesme mekanizmasi [38]
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2.9.2 Akrilamid polimerlesme mekanizmasini etkileyen parametreler

Birden fazla parametre polimerlesme mekanizmasin1 etkilemektedir. Bu

parametreler asagida aciklanmistir.
2.9.2.1 Sicakhik

Sicakligin jel olusum hizi tizerinde dogrudan bir etkisi vardir ve polimerizasyon
reaksiyonu ekzotermiktir. Sonu¢ olarak, tretilen 1s1 reaksiyonu daha hizh
yonlendirir. Bu nedenle, polimerizasyon basladiginda jellesme genellikle ¢ok hizl

gerceklesir [37].

Sicaklik jelin ozelliklerini de etkilemektedir. Ornegin, 0-4°C'de polimerizasyon
bulanik, gozenekli, elastik olmayan jeller ile sonuglanir ve tekrarlanabilirligin elde
edilmesi zordur. Bu o6zellikler, diisiik sicakliklarda monomerin artan hidrojen
bagina bagh olabilir. 25°C'de polimerize edilen jeller ise daha seffaf, daha az
gozenekli ve daha elastiktir. Fakat polimerizasyon sicaklig1 cok daha ytiksekse kisa
polimer zincirleri olusur ve jeller esnek 6zellik gostermez. Bunun daha yiiksek
sicakliklarda polimer zincir sonlandirmasinin artmasindan kaynaklandigi
diistinilmektedir. 23-25°C polimerizasyon icin en uygun sicakliktir. Ayrica jel
dokiildiglinde monomer ¢ozeltisinin ve jel kalibinin (6rnegin cam plakalar veya

tiipler) optimum sicaklikta olmasi 6nemlidir [37].
2.9.2.2 Oksijen

Poliakrilamid jellerin olusumu, serbest radikal yoluyla ilerler. Bu nedenle reaksiyon,
bir serbest radikal tuzagi gorevi goren herhangi bir element veya bilesik tarafindan
engellenebilir. Oksijen de bdyle bir inhibitordiir. Havada bulunan, jel igerisinde
cozliinen veya plastik, kaucuk vb. yiizeylere adsorbe edilen oksijen akrilamid

polimerizasyonunu engellemektedir [37].
2.10 Propolis

Propolis, bal arilar1 tarafindan g¢esitli bitkilerden toplanan dogal bir maddedir.
Propoliste fenolik bilesikler, aromatik asitler, ugucu yaglar, balmumu ve amino

asitler gibi 300'den fazla bilesik tanimlanmistir [39].

Propolisin, anti-bakteriyel, anti-enflamatuar, anti-viral, anti-oksidan, anti-

protozoal, anestezik, anti-tumoural, antikanser, anti-mantar, antiseptik, anti-
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mutajenik ve anti-hepatotoksik 6zellikleri bulunmaktadir. Sitotoksik aktivite icin de
kullanilmaktadir. Propolisin biyolojik 6zellikleri; kimyasal bilesimine, bitki

kaynaklarina, cografi bolgeye ve mevsimlere baghdir [39].

Propolis genellikle 60-70 °C arasinda erirken, baz tiirleri 100 °C'de erimektedir.
Etanol, metanol, kloroform, eter ve aseton gibi ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir. Fakat en

iyi sonucu etanol vermektedir [39].

Propolis, Enterococcus spp. Escherichia coli ve Staphylococcus aureus gibi
bakterilere karsi o6nemli bir etkiye sahiptir. Propolis, bakteri hiicresinin
boliinmesini durdurmak, hiicre duvarini, bakteriyel sitoplazmay1 yok etmek ve
protein sentezini durdurmak icin bakterisidal bir ajan gorevi gormektedir [39].
Propolis bilesenleri doku onarimi ve yaralanmanin yenilenmesi tizerinde propolisin
terapotik yetenegine sahiptir. Ayrica propolisin enflamatuar yaralanmadaki serbest
radikallerin miktarin1 azalttigi, kollajen ve bilesenlerinin gelisimini arttirdigi
belirlenmistir [39]. Sekil 2.9 ve Sekil 2.10’da propoliste bulunan bazi molekiiller

gosterilmistir.

OH
O

Sekil 2.9 Flavonol molekiilii [40]

= OH

O

Sekil 2.10 Sinnamik asit molekiilii [41]
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2.11 Amoksisilin

Amoksisilin en ¢ok kullanilan antibiyotiklerden biridir. Penisilin grubudur.
Genellikle hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi
tedavi veya profilaktik olarak kullanilir. Ayrica iyilesme slirecinde yara
enfeksiyonuna karsi profilakside yeterli etkinlik gosterdigi goriilmistiir [42]. Sekil

2.11’de amoksisilin molekiilii verilmistir.

HO

5/ oM

Sekil 2.11 Amoksisilin molekiilii[43]

2.12 Konuyla ilgili Yapilmis Caligmalar

Tez calismasi kapsaminda, hyaliironik asit-metil seliiloz hibrit jellerine ait literatiir

calismasi yapilip asagida 6zetlenmistir.

Law vd. (2018) yaptiklar1 ¢alismada 8 farkli konsantrasyona sahip MS/HA
hidrojelleri hazirlamislardir. Hazirladiklar1 bu hidrojelleri mezenkimal kok
hiicreleri beraber 3B yazici ile basmislardir. Basilabilirlik, sisme, stabilite, reolojik
davranis, yapisal davranis ve mezenkimal koék hiicrelerin canlilik testleri
yapimistir. HAMS'in hizli jellestigi, yazdirilabilir oldugu, istenen mekanik 6zellikler
ve hiicre canliliglr sergiledigi ve daha fazla c¢alisma ile bir¢ok 3B biyobaski
uygulamasi icin umut verici bir hidrojel olabilecegi sonucuna varmislardir.
Basilabilirlik i¢in %1 (agirlik¢a) HA ve %3 (agirlikca) MS karisimi en iyi dogrulugu
gostermistir, ancak daha yiiksek viskoziteli MS/HA karisimlar ¢ok katmanh 3B
biyobaskiya daha uygun oldugu belirtilmistir. MS/HA'de kapsiillenen mezenkimal
kok hiicreler, 3B basilabilmistir ve MS/HA'de en az bir hafta canh kalmistir [5].

Mayol vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada, yara iyilesmesi veya ila¢ dagitimi icin
kullanilabilecek HAMS hibrit jellerinde, HA molekiiler agirhginin karisimin

termojelasyonu ve biyouyumlulugu tzerindeki etkisini arastirmislardir. Yapilan
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calismada dusiik molekiil agirlikli HA kullanilarak hazirlanan HAMS’larin 20 °C'de
viskoz bir ¢ozelti ve 37 °C'de zayif bir jel icin tipik bir reolojik davranis gosterdigi
belirtilmistir. Diisiik molekiler agirlikli HA igeren karisimlar, insan stinnet derisi
fetal fibroblastlarinin canliligini, ¢ogalmasini ve gociinii etkilememistir. Aksine,
yuksek molekiiler agirlikli HA ile hiicre inkiibasyonu, kontrol hiicrelerine kiyasla
hiicre canliliginda belirgin ve 6nemli bir azalma ile sonu¢lanmistir. Ayrica, MS ile
karisimda ayni konsantrasyon araliginda yiiksek molekiil agirlikli HA'nin bulunmasi

termojelasyon suirecini engellemistir [26].

Aprodu vd. (2019) yaptiklar: calismada inflamatuar bagirsak hastaligi icin bir model
makromolekiiler ilag, yani floresan etiketli bovin serum albiimini iceren, mukozal
iyilestirme Ozelliklerine sahip MS ve HA bazl bir hidrojel sistemi hazirlamislardir.
37 °C'de MSHA sisteminden bovin serum alblimini salimi dogrusal olarak
gozlemlenmis ve yiiklenen ilacin %50'sinin 2 saat iginde saliverildigi belirtilmistir.
Ayrica sistem, ylksek konsantrasyonlarda bile bagirsak kolon epitel hiicrelerine

kars1 kabul edilebilir toksisite gostermistir [44].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

Metil seliiloz (MS), amonyum persiilfat (APS), akrilamid (AAM), tetrametilendiamin
(TEMED), amoksisilin (AMX) (Sigma Aldridge firmasindan temin edildi). N,N’
metilenbisakrilamid (MBA) (Acros Organics firmasindan temin edildi). Sodyum
hyaltironat (SA) (Esperis firmasindan temin edildi). Propolis (Ege bolgesinden
toplandi).

3.2 Jel Numunelerin Uretilmesi

MS, 90 °C'de saf su i¢inde, bir yag banyosunda 4 saat boyunca karistirildi ve agirlik¢a
%8 metil seliilloz ¢ozeltisi elde edildi. Cozelti sogutulduktan sonra, agirlikca %2
olacak sekilde hyaluronik asit ve kullanilan saf su ile ayn1 miktarda pH 7.4 fosfat
tampon c¢ozeltisi (PBS) ilave edildi. Akrilamid, metilenbisakrilamid ve amonyum
persiilfat i¢ ice gecen bir polimer ag1 olusturmak icin HA ve MS miktariyla orantil
olarak hidrojel icine ilave edildi ve gece boyunca +4 °C'de karistirildi. Sekil 3.1'de

hidrojel tiretim asamalar1 gosterilmektedir.

Sekil 3.1 Hidrojel iretim mekanizmasi (a) yag banyosunda MC ¢6zeltisi hazirlama

(b) hidrojelin +4 °C buz banyosunda dondiiriilmesi
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HAMS hidrojel matrisi, propolis (hacimce %10, %20, %30) ve amoksisilin (agirlikca
%0.1, %0.3 ve %0.5) olacak sekilde katkilandirildi. Eklenecek propolis ekstrati, 3 g
propolisin 100 ml etanol i¢cinde 2 saat boyunca 350 rpm’de ¢oziindiiriilmesiyle
hazirlandi. Daha sonra siizge¢ kagidi ile siiziildii. Stizge¢ kagidinda kalan kati faz
etiivde kurutularak icindeki etanol uzaklastirildi ve tartimi yapildi. Kuruyan faz 1,5

g olarak olciildii. 100 ml etanolda 1,5 g aktif propolis maddesi elde edilmis oldu.
3.3 3B Biyobasim

10 ml hidrojel icerisine 1 damla TEMED eklemesi yapildiktan sonra 3B basima
gecildi. Basilacak model CAD programi iizerinden 2x2 cm? olacak sekilde
olusturuldu. 3B biyobasim ¢alismalar1 ekstriizyon temelli bir yazicida
gerceklestirildi. Yazici tabla sicakligi 37 °C’ye ayarlandi. Her katman 1mm olacak

sekilde 10 katman basim yapildi. Doku iskelesi 3B biyobasim asamalari Sekil 3.2’de

gosterildi

Sekil 3.2 Doku iskelesinin 3B basim asamalari (a) bilgisayarda ¢izilen CAD modeli (b)
ekstriizyon prensipli yazici ile 3B basim (c) basilmis doku iskelesi 6rnegi
3.4 Doku iskelelerinin Basilabilirlik Karakterizasyonu

Her bir doku iskelesi numunesinin farkli bolgelerinden 50 farkli gézenek boyutu
olctildi. Bilgisayarda cizilen doku iskelesi modeli ile 3B biyoyazici ile basilan doku

iskelelerinin gozenek boyutlari karsilastirildi ve sapma orani hesaplandi.
3.5 Doku iskelelerinin Morfolojik Ozellikleri

Numunelerin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz

edildi. Analiz 6ncesinden numuneler altin ile kaplanarak iletken hale getirildi.
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3.6 Doku iskelelerini Kimyasal Yap: Karakterizasyonu

Doku iskelelerinin kimyasal bag yapisi FTIR ile belirlendi. Ol¢iimler 400-4000 cm-!
dalga boylar1 arasinda yapildi.

3.7 Doku iskelelerini Termal Karakterizasyonu

Doku iskelelerinin termal davranisini gozlemlemek i¢cin DTA/TG analizi yapildi. DTA
ile bir inert referans madde ve numune arasindaki sicaklik farki sicakhigin bir
fonksiyonu olarak ve TGA ile de agirlik degisimi sicakligin bir fonksiyonu olarak
Olgiildii. Analiz 10 °C/dk 1sitma hiziyla 25 - 600 °C arasinda azot atmosferinde
gerceklestirildi.

3.8 Doku Iskelelerinin Sisme Davranislar:

Doku iskelesi érnekleri 5 ml PBS (pH 7.4) ¢ozeltisini icerisinde konuldu. 37 °C’de
etiivde bekletildi. Belli zaman araliklarinda sismis doku iskelesi tartimi yapildi.

Sisme orani formiil (3.1) ile belirlendi.

Ws-wWd
Ws

Sisme orami (%) = (3.1)

Ws = Doku iskelesinin sismis agirhig
Wd = Doku iskelesinin kuru agirlig:
3.9 Doku Iskelelerinin Biyobozunurlugu

Doku iskelesi 6rnekleri 5 ml PBS (pH 7.4) ¢ozeltisini icerisinde konulmustur. 37
oC’'deki etiivde bekletilmistir. Belli zaman araliklarinda PBS icerisinden ¢ikarilan
doku iskeleleri, icerisindeki PBS tamamen uzaklasana kadar etiivde kurutulmustur.
Kuruyan doku iskelelerinin tartimi yapilmistir. Biyobozunma oram (3.2)’deki

formiil ile hesaplanmstir.

wi-w?2
w1

Bozunma orani (%) = (3.2)
Wi1= ilk iskele agirhg

W2 = Bozunmus iskele agirhgi
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3.10 Doku Iskelelerinin Bakteriyel Hassasiyet Deneyleri

Doku iskelelerinin antibakteriyel aktivitesini belirlemek i¢in disk diflizyon testi
yapildi [45]. E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 25923) siispansiyonlari, 18
saatlik besleyici broth kiiltiirlerinden toplandi ve ardindan 0,5 McFarland standart
bulanikliga (1.5 x 108 CFU/mL) ayarlandi ve istenen bakteri yogunluguna
seyreltildi (1:10). Mueller-Hinton agar plakalar1 0.1 ml bakteri siispansiyonu
(1.5x106 CFU/mL) ile asiland1. Doku yap1 iskeleleri 2 saat UV ile sterilize edildi ve
ardindan bakteri kapl petri kaplarina yerlestirildi. Plakalar 24 saat 37°C'de inkiibe
edildi, ardindan disklerin etrafindaki inhibisyon boélgesi bir dijital mikrometre ile

sliildii [46].
3.11 Doku Iskelelerinin Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Hiicre canlhiligi testi icin fibroplast hiicreleri (L929) ve keratinosit hiicreleri (HaCaT)
olmak iizere 2 farkl hiicre tiirii iizerinde ¢alisildi. insan fibroblast hiicreleri %10
FCS ve %1 penisilin-streptomisin ile desteklenmis DMEM'de, %5 CO2 ile 37 °C'de
nemlendirilmis bir inkiibatérde tutuldu. Hiicre canlilig1 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum  (MTS) tahlili ile
degerlendirildi. 10% fibroblast hiicresi/kuyu, 96 oyuklu plakalara ekildi ve
hiicrelerin yilizeye yapismasini saglamak i¢in 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Bu
arada, Propolis ve amoksilin katkili1 doku iskeleleri 5 ml'lik bir kiiltiir ortaminda 37
°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiir ortamina 20ul eklendi ve 24 ve 48
saat inkiibe edildi. Kontrol grubu, ilagsiz bir besiyeri ile tedavi edildi. [slemden sonra
her kuyucuga 10 pl MTS soliisyonu eklendi ve 2 saat 37 °C'de inkiibe edildi.
Absorbans, bir mikroplaka okuyucu ile 490 nm'de 6l¢iildii. Herhangi bir ilag tedavisi
olmaksizin kontrol biiytimesinin %100 canli oldugu kabul edildi ve bagil canlilik

(3.3)’deki gibi hesapland.

Tedavi edilen hiicrelerin OD degeri

Hiicre canlilig1 (%) = x100 (3.3)

Kontrol hiicrelerinin OD degeri
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3.12 Propolis ve AMX’in Salinim Testleri

Doku iskeleleri 37°C’de PBS pH 7.4 ortaminda bekletildi. Salim testleri i¢in doku
iskelelerinin bekletildigi sivilarin belli zaman araliklarinda UV spektrofotometre
analizi yapildi. Kalibrasyon egrileri olusturmak icin propolis ve AMX cozeltileri
hazirlandi. UV ol¢ciimleri AMX igin 240 nm’de propolis iginse 210 nm’de
gerceklestirildi.
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4

DENEYSEL SONUCLAR

Doku iskeleleri icin kisaltma adlar kullanilmistir. 82 (ana matriks), 10P ( %10
propolis iceren iskele), 20P (%20 propolis iceren iskele), 30P (%30 propolis iceren
iskele), 01A (%0.1 AMX iceren iskele), 03A (%0.3 AMX iceren iskele), 05A (%0.5
AMX iceren iskele).

4.1 Jellerin Basilabilirligi

Her bir doku iskelesi numunesine ait ortalama por boyutu ve model olarak c¢izilen
doku iskelesine ait por boyutu sekil 4.1’de gosterildi. Doku iskelelerine ait % hata ve

standart sapma oranlari ise tablo 4.1’de gosterildi.

Bilgisayar ortaminda c¢izilen doku iskelesi modelinin por boyutu 1,363 mm olarak
6lctildii. 1,358 mm por boyutu ve %0,4 basim hata orani ile 82 doku iskelesi en yakin
sonucu verdi. 1,403 mm por boyutu ve %2,83 basim hata orani ile 20P doku iskelesi
propolis katkili iskeleler arasinda en iyi basim sonucunu verdi. 1,213 mm por
boyutu ve %11,03 basim hata orani ile 01A doku iskelesi AMX katkil1 doku iskeleleri
arasinda en iyi sonucu gosterdi. 03A doku iskelesi ise tiim numuneler arasinda 1,18
mm por boyutu ve %13,44 basim hata orani ile en verimsiz sonucu verdi. Katki
maddesi eklenmesi basim verimini diisiirdii. Propolis katkis1 AMX katkisina gore
daha iyi basim performansi gosterdi. Bu durum propolisin icerdiginde bulunan cift
bagli molekiillerin serbest radikal olusturarak jel polimerlesme mekanizmasina
katilmasi, dolayisiyla da daha viskoz ve mekanik olarak daha kuvvetli bir hidrojel
elde edilip bu 6zellik sayesinde hidrojelin basim sirasinda dagilmasinin engellendigi
olarak yorumlandi [47],[48]. Sekil 2.10’da propolis icerisinde bulunan c¢ift bagh

molekiil 6rnek gosterildi.
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Sekil 4.1 Doku iskelelerinin por boyutlarinin karsilastirilmasi

Tablo 4.1 Basilabilirlik hata oranlar1 ve standart sapmalar

Numune Basim hatasi Standart sapma

82 % 0,4 0,209453

% 8,72 0,166796
% 2,83 0,130581
% 4,67 0,156857
% 11,03 0,145367
% 13,44 0,124262

% 11,51 0,164033

4.2 Morfolojik Ozelliklerin Taramali Elektron Mikroskobu ile

Analizi

Sekil 4.2’de doku iskelesi 6rneklerinin 50X yakinlastirilmis SEM gortintiileri verildi.
Propolis katkisinin gézenek boyutunu ana matriksin gézenek boyutuna yakin etki

gosterdigi belirtildi. 10P ve 30P gézenek sekli olarak iyi sonug gosterdi.
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AMX miktarinin arttirlmasi1 basim sirasinda doku iskelesi goézeneklerinin

dagilmasina neden oldu. Ozellikle 03A numunesinde gézenek boyutunun olduk¢a

\

daraldig1 gozlemlendi.

Sekil 4.2 Doku iskelesi numunelerinin SEM goriintiileri
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4.3 Doku Iskelelerinin FTIR Sonugclari

Doku iskeleleri biiyiik oranda HA, MS ve poliakrilamidden olmusmaktadir. Bu
polimerlerin pikleri yliksek oranda gozlemlendi. Ayrica bazi malzemelerin pikleri
ust uste cakisabileceginden dolay1 piklerin birbirlerini gizlemesi gibi durumlar
ortaya cikabilmektedir. Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5’'te doku iskelelerinin FTIR spektrumlari

gosterildi.

HA’dan kaynakli olarak, 3200 ila 3600 cm! arasinda belirgin bir amid N-H gerilmesi
gorildi; 1595 - 1710 cm-1'de C=0 gerilmesine ve N-H biikiilmesinden dolay1 ek bir
amid zirvesi gozlemlendi. Ayrica 1350- 1480 cm-1 arasinda bir C-Hz biikiilmesi ve
proteoglikan seker halkasinin 985-1100 cm ! arasinda C-0O gerilmesi belirlendi [49].
MS’deki CHs'den dolayr atanan 2900 cm civarindaki C-H gerilme bantlari
gozlemlendi [50]. Poliakrilamid’in amid bantlar1 1660 ve 1600 cm-! arasinda

belirtildi [51].
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Sekil 4.3 Ana matriks ve propolis katkili doku iskelelerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.4 Ana makriks ve AMX katkili1 doku iskelelerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.5 Doku iskelelerinin FTIR spektrumlari
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4.4 Doku Iskelelerinin Termal Analiz Sonugclari

Termal analiz icin TG/DTA yontemi kullanildi. Sekil 4.6 propolis katkili doku
iskeleleri icin DTA analizi egrilerini gosterildi. 50 °C’de olusan ilk pik doku iskeleleri
icerisinde kalan nemin uzaklastig1 sicaklik olarak 6l¢tldii [52]. 225-325°C arasinda
olusan 2 boyunlu pik HAMS sisteminin yani hem HA’'nin hem de MS’nin bozundugu
sicaklik olarak belirlendi [53]. Yaklasik 340°C’de olusan pik ise poliakrilamindin
bozundugunu gortiildi [54]. Pik uzunluklarina bakildiginda en kisa pikin 30P doku
iskelesine sahip oldugu goriildi. Bu durum 30P’'nin yavas bozundugunu dolayisiyla
daha dayanikli oldugunu gosterdi. Sekil 4.7’deki propolis katkili doku iskelelerinin
TG analizine bakildiginda ise en az agirlik kaybinin 30P doku iskelesinde oldugu onu
sirasiyla 20P ve 10P doku iskelelerinin takip ettigi goriildii. Sonu¢ olarak ana
matrikse propolis eklenmesi ve miktarinin arttirilmasi termal dayanimi arttirdigi

belirlendi. Bu durum propolisin ¢capraz baglanmaya katilmasina atfedildi [47],[48].
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Sekil 4.6 Propolis katkili doku iskeleleri icin DTA analizi

46



120

82
100
10P
80 20P
:\: 30P
= 60
>ap
<
40
20
0 { N S B S B I B B S B B B B B R S R B B R B B N B R i B E B R B
0 100 200 300 400 500 600 700

Sicaklk (°C)

Sekil 4.7 Propolis katkili doku iskeleleri i¢in TG analizi

Sekil 4. 8 ve 4.9 AMX katkili doku iskeleleri i¢cin sirasiyla DTA ve TG analizi egrilerini
gosterildi. Ayni sekilde 52 9C’deki ilk pik doku iskelesi icerisinde kalan veya
adsorplanan nemin uzaklastigi sicakligi, 225-3259C arasindaki 2 boyunlu pik HAMS
sisteminin bozundugu, yaklasik 345 9C’deki pik ise poliakrilamidin bozunma
sicakhigim1 gosterdi. Sekil 4.8'deki DTA egrisindeki pik uzunluklarina ve sekil
4.9’daki doku iskelelerinin agirlik kayb1 miktarina bakildiginda AMX iceren doku
iskelelerinde arasinda en uzun pikin yanni en hizli bozunmanin ve en fazla agirhk
kaybinin 01A doku iskelesi tarafindan gergeklestigi gozlemlendi. Dolayisiyla termal
olarak en zayif 6zellige sahip olanin 01A doku iskelesi oldugu belirlendi. En kisa pik
yani en yavas bozunmanin ve en az agirlik kaybinin 05A doku iskelesinde oldugu
belirlendi bu durum 05A doku iskelesinin termal olarak daha dayanikli oldugunu

gosterdi.
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Sekil 4.9 Amoksisilin katkili doku iskeleleri icin TG analizi

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11'de tiim doku iskeleleri karsilastirildi ve en dayaniklh doku

iskelesinin 30P en zayif olanin ise 01A oldugu gorildi.
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Sekil 4.11 Doku iskelelerinin TG grafigi

4.5 Doku Iskelelerinin Sisme Testi Sonuclar

Sisme yetenegi, viicut sivisinin emilimi ve hiicre besin ve metabolitlerinin transferi
icin 6nemlidir. Sisme gozenek boyutunu ve toplam gozenekliligi arttirir. Daha
yluksek derecede sisme gosteren numuneler daha biiyiik bir yiizey alani/hacim

oranina sahip olur. Boylece hiicrelerin iskelesi yiizeyine daha iyi tutunarak
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hiicrelerin daha iyi biiylimesini saglar. Fakat yiiksek sisme kabiliyeti iskelelerin

mekanik 6zelliklerini ters yonde etkileyebilir [55].

Sekil 4.12’de ana matriks ve propolis katkili iskelelerin % sisme oranlar1 gosterildi.
20P doku iskelelerinin ilk 15 dk’da %96,8 oraninda maksimum sisme kapasitesine
ulastig1 goruldi. Bu stire 10P ve 30P doku iskeleleri icin 45 dk olarak belirlendi.
Doku iskelelerinin sisme oranlari arasinda biiyiik bir farklilik bulunmasa da %97 ile

en iyi sonucu 30P doku iskelesi verdi [47],[48].
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Sekil 4.12 Ana matriks ve propolis katkili iskelelerin sisme oranlarinin

karsilastirilmasi

Sekil 4.13’'te ana matriks ve AMX katkili doku iskelelerinin % sisme oranlari
gosterildi. Doku iskeleleri 45. dk’da maksimum sisme kapasitesine ulasti. En iyi
sisme performansini %98,14 ile 03A doku iskelesi gosterdi. Sekil 4.14’te ana
matriks, AMX ve propolis katkili doku iskelelerin % sisme oranlar1 karsilagtirmali
olarak gosterildi. Doku iskelelerin %96-98 arasinda sisme oranina sahip oldiugu
gozlemlendi. AMX molekiiliintin icerigindeki bol miktardaki -OH gruplan
hidrojellere hidrofilik 6zellik kattigindan dolay1 AMX katkili doku iskeleleri daha

ylksek sisme performansi gosterdi [22].
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Sekil 4.13 Ana matriks katkili iskelelerin sisme oranlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.14 Doku iskelelerinin sisme oranlarinin karsilastirilmasi
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4.6 Doku Iskelelerinin Biyobozunum Testi Sonuclari

Doku iskelelerinin biyobozunma sonuglar1 Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’de
verildi. 82, 10P, 20P, 30P, 01A, 03A ve 05A doku iskeleleri 2. Giiniin (2880 dk)
sonunda sirasiyla %36, %17, %12, %20, %49, %52, %41 bozunma orani gosterdi.
Propolis igeriginde c¢ift bag iceren molekiiller bulunmaktadir[47]. Cift baga sahip bu
molekiillerin serbest radikal olusturarak jel polimerlesmesine katildig1 distintildi
[48]. Buna bagh olarak da propolis katkili doku iskelelerinin AMX katkili doku
iskelelerine gore daha yiiksek dayanim ve daha yavas biyobozunum gergeklestirdigi
sonucuna varildi. AMX katkis1 ana matriksin biyobozunurlugunu arttirdi. Bu durum
AMX icindeki -OH gruplarinin hidrofilikligi arttirmasi ve buna bagl olarak sivi
cekme kapasitesinin artarak iskelenin mekanik olarak zayiflanmasine sebep olmasi
seklinde yorumlandi [55]. Ayrica 2. giinliin sonunda propolis katkili doku
iskelelerinin diger giinlere gore bozunma oraninin distiigi goézlemlendi. Bu
durumun propolis maddesinin reginemsi yapisindan dolayl, bozulan iskele
parcaciklarinin kalan iskele tlizerinde toplanmasindan kaynaklandigi disiintuldi.
PBS icinde bozulan iskele pargalarinin tekrar iskele lizerinde birikmesi olarak

yorumlandi.
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Sekil 4.15 Ana matriks ve propolis katkili iskelelerin bozunma oranlarinin

karsilastirilmasi
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Sekil 4.16 Ana matriks ve amoksisilin katkili iskelelerin bozunma oranlarinin
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Sekil 4.17 Doku iskelelerinin bozunma oranlarinin karsilastirilmasi
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4.7 Doku iskelelerinin Bakteriyel Hassasiyet Testi Sonuglari

Bakteriyel hassasiyet icin S.aureus ve E.coli olmak lizere 2 farkhi bakteri susu
kullanildi. Numunelerin inhibisyon c¢ap 6l¢iildii. inhibisyon cap1 ne kadar biiyiikse
o kadar antibakteriyel 6zellik gostermektedir. Propolis ve AMX katkili iskelelerin
antibakteriyel 6zellige sahip oldugu gortildii. Ayrica kontrol grubunun yani herhangi
bir katki maddesi icermeyen (82) doku iskelelerinin de inhibisyon ¢ap1 olusturdugu
gozlemlendi. Bu durum HA’'nin antimikrobiyal 6zelliginden kaynaklandig: belirtildi
[56]. Olgiimler sonucunda propolis katki miktarinin arttirilmasinin inhibisyon
capini kiigiiltiigii gorildii. Bu durum propolisin prebiyotik etkisine atfedildi[57].
Belirli konsantrasyona propolis sahip doku iskelelerinin prebiyotik 6zelliginden
dolay1 bakteri gelisimini uyardig1 distiniildii. Yapilan 6l¢timlerde her iki bakteri
susunda da AMX katkili iskelelerin propolis katkili iskelelere oranla daha
antibakteriyel oldugu go6zlemlendi. Doku iskelelerinin katkilandirilmasinda
kullanilan her 3 AMX orani (%0,1 , %0,3 , %0,5) her bir bakteri susu i¢in ayni
inhibisyon capini (E.coli i¢in 22,5 mm S.aureus icin 25 mm) dolayisiyla da ayni
antibakteriyel etkiyi gosterdi. Tiim doku iskelelerinin S.aureus iizerinde daha etkili
oldugu goruldi. Antibakteriyellik testine ait inhibisyon cap1 goriintiileri Sekil
4.18’de, inhibisyon capi 6l¢ciimleri de Tablo 4.2'de verildi.

Sekil 4.18 Doku iskelelerinin antibakteriyel duyarlilik testleri a) E. Coli igin
propolis katkili iskeleler b) S.aureus i¢in propolis katkili iskeleler c) E. Coli igin

amoksisilin katkili iskeleler d) S.aureus i¢gin amoksisilin katkili iskeleler
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Tablo 4.2 Antibakteriyellik testi inhibisyon ¢aplari

E. coli igin inhibisyon ¢api

Propolis katkili doku iskeleleri AMX katkil doku iskeleleri
Numune adi Cap (mm) Numune adi Cap (mm)
Kontrol 22,5 Kontrol 22,5

10pP 21,25 01A 22,5

20P 20 03A 22,5

30P 20 05A 22,5
Propolis katkili doku iskeleleri AMX katkili doku iskeleleri
Numune adi Cap (mm) Numune adi Cap (mm)
Kontrol 22,5 Kontrol 22,5

10P 25 01A 25

20P 22,5 03A 25

30P 17,5 05A 25

4.8 Hiicre Canlilig1 Biyouyumluluk Testi Sonuglari

L929 hiicre hatti icin canlilik sonuglar1 Sekil 4.19’da, HaCaT hiicre hatti icinse Sekil
4.20’de verildi. Yapilan sitotoksisite testleri sonucunda doku iskelelerinin hiicreler
tizerinde toksik ozellik gostermedigi gorildi. L929 hiicreleri iizerinde yapilan
calismalarda ilk 24 saat icerisinde ana matriks ve AMX katkili doku iskeleleri hiicre
canliligini kontrol grubuna gore yaklasik %5-10 oranda azalt1. Fakat 48 ve 72 saatlik
calismalarda bu doku iskelelerinin hiicre canhligini arttirdigi goruldi. 20P ve 30P
doku iskeleleri 48 saatte hiicre canlihgini yaklasik %110 oranlarda gosterdi. 72.
Saate gelindiginde ise 20P ve 30P doku iskelelerinin hiicre canliligini %90 oranlara
distirdiigi gozlemlendi. 3 farkli zaman araligindaki testlerde en stabil sonucu 10P
ve 05A doku iskeleleri gosterdi. HaCaT hiicreleri tizerinde yapilan ¢calismada ise 24
saatte tiim doku iskeleleri yaklasik olarak %100’e yakin hticre canlihg1 gosterdi. 48
saatteki testlerde ise doku iskelelerindeki hiicre canliligl 24 saate gore dusis
gosterse de 72 saatte hiicre canlilik oranlari artti. 72 saatteki en iyi sonuglar1 10P ve
30P icin yaklasik %10 ve 20P icin %20 oraninda hiicre arttimi ile propolis katkili

doku iskeleleri gosterdi.
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Sekil 4.20 Doku iskelelerinin HaCaT hiicre hatlar1 tizerindeki canlilik oranlari a)

24 saatlik test b) 48 saatlik test c) 72 saatlik test

4.9 Propolis ve AMX’in Salinim Sonuglari

Kalibrasyon egrilerinin regrasyon katsayisi (R?) AMX icin 0,9671, propolis icin 1
olarak hesaplandi. Elde edilen kalibrasyon egrisi denklemine gore kiimtlatif salinim
oranlar1 hesaplandi. Sekil 4.21’de AMX iceren doku iskelelerinde 01A numunesinin

daha hizli salinim gerceklestiridigi goruldi.
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Sekil 4.21 AMX iceren doku iskelelerinin kiimiilatif salim oranlarinin

karsilastirilmasi

Sekil4.22’de propolis iceren doku iskelelerine bakildiginda ise her 3 oraninda ayni

salim hiz1 sergiledigi gozlemlendi.
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Sekil 4.22 Propolis iceren doku iskelelerinin kiimtilatif salim oranlarinin

karsilastirilmasi

58



100

90 /o
80 ﬁ/

£ 70 £
E {
S 60
Tg ),’ —e—01A
o 50
b= 4 ——03A
=S 40 ’0’
= 1 05A
5 30 ’O
z ) p
20 f ¢
)
10 ©
0O e
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Zaman (dk)

Sekil 4.23 AMX ve propolisin kiimiitalif salinim oranin karsilastirilmasi

Sekil 4.23’te tiim doku iskeleleri karsilastirildi ve AMX'in propolise gore daha hizl

salindig1 belirlendi.
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5

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda cilt yaniklarinda kullanilmak tizere doku iskelesi tiretimi ve

karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. IPN sistemi ile gelistirilmis hyaliironik asit-

metil seliiloz hidrojelleri propolis ve AMX ile katkilandirildi. Bu hidrojeller 3B

biyoyazici sistemiyle basilarak doku iskeleleri elde edildi. Doku iskeleleri tizerinde

cesitli karakterizasyonlar (termal, kimyasal, morfolojik, antibakteriyellik, hiicre

canliligl) yapildi. Asagidaki sonuglar elde edildi.

Katki maddesi eklenmesi ana matriksin basim verimini diistirdii. Sirasiyla %
2,83 ve % 11,03 basim hata oranlar: ile 20P ve 01A kendi katk: tiirleri
acisindan en iyi sonucu verdi.

Termal testlerde propolis oraninin artmasi termal dayanimi arttirdi. 30P tiim
numuneler icinde en iyi termal dayanima sahipken, AMX katkili iskeleler
arasinda en iyi sonucu 05A gosterdi.

Sisme davranislari testlerinde AMX katkili iskeleler propolis katkili iskelelere
gore daha iyi sonu¢ verdi. Tim numuneler icinde yaklasik %98,14 sisme
orani ile en iyi sonucu 03A gosterirken, propolisli iskeleler arasinda ise %97
ile 30P en iyi sisme oranini gosterdi.

Biyobozunurluk agisindan 2 giiniin sonunda %17 ile 20P doku iskelesi en iyi
dayanimi verirken, 03A doku iskelesi %52 orani ile en hizli bozulan doku
iskelesi oldu.

Antibakteriyellik testlerinde AMX katkili iskelelerin propolis katkili
iskelelere gore daha yiiksek inhibisyon cap1 olusturdugu gozlemlendi.
iskelelerdeki AMX oraninin arttirllmasinin bakteri suslarindaki inhibisyon
capinil etkilemedigi belirlendi. 10P numunesi propolisli doku iskeleleri
arasinda en antibakteriyel sonucu verdi.

Hiicre kiltiirti calismalarinda 72 saatlik deneyde yaklasik %120 hiicre
canlilig1 orani ile en iyi sonucu 20P numunesi verdi.

AMX'in propolise gore daha hizli salinim gerceklestirdigi belirlendi.
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IPN sistemi ile gelistirilip basilan HAMS hidrojelleri doku iskelesi tiretimi i¢in umut
vaad eden sonuglar gosterdi. Her bir katki tiirtine ayr1 ayr1 bakildiginda ise 20P ve
05A doku iskelelerinin daha iyi sonu¢ verdigi, ilerideki ¢alismalarda bu

kombinasyonlarla devam edilebilecegine karar verildi.
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