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ONSOZ

Bu tez ¢alismasi, hayatimin belki de en 6nemli akademik basamaklarindan birini temsil
ederken, bu yolculukta bana destek olan, cesaret veren ve yanimda olan kisilere

minnettarli§imi bildirmek isterim.

Oncelikle, bu zorlu siiregte her zaman yamimda olan Melih Musa Ayran’a en derin
tesekkiirlerimi sunmak istiyorum. Onun bilgisi, deneyimi ve destegi olmadan bu
caligmay1 tamamlamak ¢ok daha zor olurdu. Bu siirecte de beni motive ederek yanimda

oldugu i¢in ona sonsuz tesekkiir ederim.

Bu stirecte, arkadaglik ve dayanigsmanin anlamini bana bir kez daha hatirlatan can dostum
yakin arkadaslarima bana tez hakkinda fikir sunan en yakin ahbabima da o6zellikle

tesekkiir etmek isterim.

Her seyin 6tesinde, bugiine kadar verdigim tiim kararlarin arkasinda duran ve beni her
anlamda destekleyen canim aileme siikranlarimi sunuyorum. Ozellikle bu tez siirecinde

bana verdikleri maddi ve manevi destek icin tesekkiir ederim.

Son olarak, bu tez calismasinin hazirlanmasinda emegi gecen akademik danigsmanim
saym Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ceren Calikoglu Koyuncu, NBUAM bursiyerlerine ve
egitimcilerine, bana yardimci olan herkese tesekkiir ederim. Her birinizin katkisi, bu

stireci tamamlamamda biiyiik bir dnem tagimaktadir.

FYL-2024-11229 proje numarasi ile tez ¢alismama maddi deste§i saglayan Marmara

Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi’ne tesekkiir ederim.

Bu tez, kanser hastaligindan mustarip ve yakinlarin1 kaybeden her bir insan i¢in ufak bir
umut olusturan bir tedavinin sadece kiigiik bir parcasi olacagini biliyorum. En ufak bir
umuda tutunarak gidilen bu elim hastalikta, toz tanesi kadar bile olsa insanlara fayda
sagladigimi bilmek bana iyi hissettiriyor. Devam edecek olan akademik hayatimda da her
canliya fayda saglayacak calismalarda yer almak istiyorum. Bu calisma, gecmisin
bilgeleri ve gelecegin buluslarina katki saglamasi dilegiyle bitirmek istiyorum. Bu yiizden

bu caligmay1 bana destek saglayan insanlara ithaf ediyorum.

OCAK 2025 Aysegiil TIRYAKI
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OZET

Bu tez calismasinda, kemik kanseri tedavisinde biyomimetik doku iskelelerinin kullanimi
lizerine bir arastirma gergeklestirilmistir. Calismanin  temel amaci, kemik
rejenerasyonunu destekleyen ve ayni zamanda kanser tedavisinde etkili olan bir hibrid
doku iskelesi gelistirmektir. Bu baglamda, metakrilatlanmis jelatin (GelMA) ve
hidroksiapatit (Hap) temelli iskelelere, cisplatin ve kizilcik ekstrakti yiliklenmistir.
Iskelenin mekanik dayanimi, biyouyumlulugu, antikanser ve antioksidan ozellikleri

detayl sekilde analiz edilmistir.

Ik olarak, GelMA/Hap bazli iceiginde cisplatin ve kizilcik ekstrakti yiiklii doku
iskeleleri, Digital Light Processing (DLP) teknolojisi kullanilarak 3B baski yontemiyle
iiretilmistir. Iskelelerin kontrollii ila¢ salim kapasitesi, ila¢ salim kinetikleri ve
biyobozunur yapilari in vitro deneylerle degerlendirilmistir. Cisplatin ve kizilcik
ekstraktinin yar1 maksimal inhibitoér konsantrasyon (ICso) degerleri belirlenmis ve bu
ajanlarin hiicre canliligi iizerindeki etkileri hiicre canlilik testi Methylthiazolyldiphenyl-

Tetrazolium (MTT) testi ile analiz edilmistir.

Iskelenin karakterizasyonu; taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier déniisiimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) yontemleriyle
gergeklestirilmistir. Ayrica, mekanik testler ile iskelelerin kemik dokusuna uygun
elastikiyet ve dayamim gosterdigi kanitlanmistir. Hiicresel analizlerde insan fetal
osteoblast (hFOB) hiicreleri kullanilmig ve iskelenin osteoblast proliferasyonunu ve

osteojenik farklilagsmayi tesvik ettigi gozlemlenmistir.

Sonug olarak, gelistirilen GelMA/Hap bazli i¢eriginde farkli miktarlarda cisplatin ilac1 ve
kizilcik ekstrakti bulunan doku iskelelerinin kemik kanseri tedavisinde umut vaat eden
bir yontem oldugu goriilmiistiir. Kontrollii ilag salim1 ve rejeneratif 6zellikler bir araya
getirilerek hem kemoterapotik hem de osteojenik destek saglayan bir sistem elde
edilmistir. Bu hibrid doku iskelesi hem kanser tedavisi hem de kemik dokusu yenilenmesi

icin klinik uygulamalar agisindan 6nemli bir potansiyele sahiptir.



ABSTRACT

In this thesis, a study was conducted on the use of biomimetic scaffolds in the treatment
of bone cancer. The main purpose of the study was to develop a hybrid scaffold that
supports bone regeneration and is also effective in cancer treatment. In this context,
methacrylated gelatin (GelMA) and hydroxyapatite (Hap) based scaffolds were loaded
with cisplatin and cranberry extract. The mechanical strength, biocompatibility,
anticancer and antioxidant properties of the scaffold were analyzed in detail. First,
GelMA/Hap based scaffolds loaded with cisplatin and cranberry extract were produced
by 3D printing using Digital Light Processing (DLP) technology. The controlled drug
release capacity, drug release kinetics and biodegradable structures of the scaffolds were
evaluated by in vitro experiments. The half-maximal inhibitory concentration (IC50)
values of cisplatin and cranberry extract were determined and the effects of these agents
on cell viability were analyzed by the cell viability test Methylthiazolyldiphenyl-
Tetrazolium (MTT) test.

The characterization of the scaffold was carried out by scanning electron microscopy
(SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and differential scanning
calorimetry (DSC) methods. In addition, mechanical tests proved that the scaffolds
showed elasticity and strength suitable for bone tissue. Human fetal osteoblast (hFOB)
cells were used in cellular analyses and it was observed that the scaffold promoted

osteoblast proliferation and osteogenic differentiation.

As a result, it was seen that the developed GelMA/Hap-based scaffolds containing
different amounts of cisplatin drug and cranberry extract are a promising method in the
treatment of bone cancer. By combining controlled drug release and regenerative
properties, a system that provides both chemotherapeutic and osteogenic support was
obtained. This hybrid scaffold has significant potential for clinical applications for both

cancer treatment and bone tissue regeneration.



SEMBOLLER

%T: Gegirgenlik degeri
um: Mikrometre

cm: Santimetre

COz: Karbondioksit
g/ml: Gram/mililitre

g: Gram

kDA: Kilo Dalton

M: Molar

mg/ml: Miligram/mililitre
ml: Mililitre

mM: milimolar

Mw: Molekiiler agirlik
nm: Nanometre

Pa: Paskal

Rpm: Dakikadaki devir sayis1
T, Gegis sicakligt

Tm: Erime sicakligi
v/v: Hacim/hacim

Wo: Baglangi¢ agirlik
Ws: Son agirlik

ul: Mikrolitre

um: Mikrometre



KISALTMALAR

DAPI: 4',6-Diamidino-2-Phenylindole

DLP: Digital Light Processing

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil Siilfoksit

DSC: Differential Scanning Calorimetry

ECM: Hiicre Dis1 Matriks

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FBS: Fetal Bovine Serum

FTIR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy
GelMA: Metakrilatlanmis Jelatin

HA: Hiyaluronik asit

Hap: Hidroksiapatit

HCI: Hidroklorik Asit

hFOB: Human Fetal Osteoblast

ICso: Yar1 Maksimal inhibitér Konsantrasyon
LAP: Lithium Phenyl-2,4,6-Trimethylbenzoylphosphinate
MHA: Mueller-Hinton Agar

MTT: Hiicre Canlilik Testi (Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazolium)
NaOH: Sodyum Hidroksit

PBS: Fosfat Tamponlu Salin

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SEM: Scanning Electron Microscopy
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TGF-B: Transforming Growth Factor Beta
UV-VIS: Ultraviyole-Goriiniir Bélge Spektroskopisi

VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii
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1. GIRIS
Doku miihendisligi, hasar gormiis veya kaybolmus dokularin fonksiyonel olarak
yenilenmesini saglamak amaciyla biyomalzemeler, biyolojik faktorler ve hiicrelerin bir
arada kullamldig1 multidisipliner bir alandir. Ozellikle kemik doku miihendisliginde,
osteogenez ve anjiyogenezi destekleyen biyoaktif iskeleler, yenilik¢i tedavi
yaklagimlarinin merkezinde yer almaktadir. Bu iskeleler, hiicre proliferasyonu ve

diferansiyasyonunu destekleyen uygun mikro-cevreler sunarak rejeneratif tip alaninda

onemli katkilar saglamaktadir (Black et al., 2015).

Doku miihendisliginin temel kavrami, bu yapilarin hiicre dig1 matriks (ECM) yapilarini
taklit edebilme yetenegidir. Iskelelerin ECM’ye yapisal benzerlikleri sayesinde orijinal
dokunun biyolojik fonksiyonlarin1 desteklemesi amaglanir. Doku miihendisligi
kapsaminda kullanilan iskelelerin, uygulama alanlarina 6zgii 6zelliklere sahip olmasi
beklenir. Doku miihendisligi iskeleleri, hiicresel biiylime ve doku yenilenmesini
destekleyen yapilar olup, yapisal destek, biyokimyasal sinyaller ve fiziksel uyarim olmak
lizere ii¢ temel 6zellige sahiptir. U¢ boyutlu yap1, dokuya benzer mekanik zellikler ve
diisiik biyotoksisite, yapisal destegi saglarken; aktif madde salinimi ve biyouyumluluk
biyokimyasal katkilar sunar. Doku miihendisliginde 3 temel eleman1 ve yapim yontemleri
Sekil 1.1°de verilmistir. Anizotropi, elektriksel, mekanik ve manyetik uyarimlar ise
fiziksel destegi tamamlar. Bu Ozellikler, biyomimetik yapilar ve kisisellestirilmis tip
uygulamalar i¢in iskelelerin klinik potansiyelini artirmaktadir (Trybus et al., 2024).
Iskelelerin, vaskiilerizasyon ve yeni doku olusumuna alan tanimasinin yani sira dokuyla
etkili bir etkilesim saglayacak sekilde yeniden yapilanmaya izin vermesi gerekmektedir.
Ayni zamanda, bu yapilar mekanik gerilmelere dayanikli olmali ve hasarli dokunun

yeniden insa edilmesine uyum saglayacak stabiliteyi sunmalidir (Trybus et al., 2024).

Canl1 dokularin viskoelastik 6zellikleri hem doku homeostazinin hem de rejenerasyon
siirecinin temel bilesenlerindendir. Bu 6zelliklerin hastalik olusumunda ve ilerlemesinde
de etkili oldugu gosterilmistir Biyomalzemeler, genellikle viicudun kendi biyolojik
yapistyla uyum iginde ¢alisan ve gorevlerini tamamladiktan sonra yavas cozlinerek
dokulara zarar vermeyen yapilar olarak tasarlanmigtir. Iskelelerin iiretiminde gesitli

yontemler uygulanabilir; hiicrelerin hidrojellerle kaplanmasi, ECM salgilayan biyolojik



tabakalarin kullanilmas1 veya dogal ve sentetik materyallerden yapilan gozenekli

iskelelerin tasarlanmasi gibi ¢esitlilik gosterir (Suamte et al., 2023).

Kemik doku miihendisligi, iskelet sisteminde meydana gelen hasarlarin ve doku
kayiplarinin etkin bir sekilde onarilmasii saglamaya yonelik yenilik¢i bir bilim dal
olarak caginin en Onemli tibbi alanlarindan biri haline gelmistir. Yaslanma, travma,
hastaliklar ve cerrahi miidahaleler gibi durumlar kemik dokusunda ciddi kayiplara yol
acabilir ve bu durum bireylerin yasam kalitesini diisiirerek toplum i¢in biiyiik bir
ekonomik yiik olusturur. Geleneksel tedavi yaklagimlari, bu zorluklar1 asmak i¢in yetersiz
kalabilirken, biyoteknolojik yenilikler Oniimiize yeni olanaklar sunmaktadir. Kemik
dokusu, kendini iyilestirme kapasitesine sahip olsa da kritik seviyedeki hasarlar1 onarma
kapasitesi sinirlidir. Osteoblastlar, osteoklastlar ve endotel hiicreleri arasindaki karmasik
biyokimyasal etkilesimler osteogenez ve anjiyogenez siireclerini one ¢ikarir. Ancak bu
mekanizmalarin bozulmasi veya baskilanmasi durumunda, viicudun doku yenileme
yetenegi zayiflar. Bu biyolojik temelleri daha iyi anlamak, doku miihendisligi

uygulamalariin etkinligini artirmak i¢in temel olusturur (Kumar et al., 2019).

@ Ug boyutlu yapi

® Dokuya benzer mekanik
ozellikler

+ Son derece diisik biyotoksisite

Doku
Mihendisligi

Iskelesi

.“
¥, A

Fiziksel
stimiilasyon

Sekil 1.1. Doku miihendisliginin ii¢ elemani ve yapim yontemleri (Trybus et al., 2024)

Biyomalzeme tabanli iskelelerin, doku miihendisligindeki zorluklarin iistesinden gelme
potansiyeli, bu malzemelere olan ilgi ve uygulamalarin giderek artmasina neden olmustur

(Khan ve ark., 2008). Bu iskeleler, doku iyilesmesi ve rejenerasyonu siireglerinde kritik



bir rol oynayan biyomalzemelerdir. Doku miihendisligi uygulamalarinda, iskeleler hasar
goren dokularin onarimina ve yenilenmesine destek olurken, hiicrelerin hayatta kalmasi,
cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in gerekli faktorlerin en iyi seviyede olmasini saglar (Prem

Ananth & Jayram, 2024).

Biyomalzemeler, rejeneratif tipta biiylik bir potansiyele sahiptir. Hidroksiapatit gibi
biyoseramikler, kolajen ve fibrin gibi dogal polimerler ve ¢esitli sentetik malzemeler,
kemik rejenerasyonunda sik¢a kullanilmaktadir. Bu materyaller, osteojenik aktiviteyi
destekleyen yapilar sunarak yeni dokunun olusumunu hizlandirabilir. Ayn1 zamanda,
biyoaktif molekiillerin salinimin1 kontrol eden akilli tasarimlariyla tedavi etkinligini

artirirlar.

Kemik rejenerasyonunun basarisi, etkin bir damar agi olusumuna baglidir.
Vaskiilerizasyon, oksijen ve besin maddelerinin hasarli bolgeye ulasmasini saglarken
metabolik atiklar1 uzaklastirir. Endotelyal hiicreler ve osteoblastlar arasindaki
etkilesimler, bu siirecin yonetilmesinde kritik bir rol oynar. Bu nedenle, vaskiiler yapilari

hedef alan biyomalzeme tasarimlari, doku miihendisligi alaninda yenilikler sunabilir.

1.1.Kemik Yapis1

Insan ve diger iskelet sistemine sahip canlilarda hareketin saglayicilarindan biridir.
Omurgal1 canlilarda dik durabilme yetenegini de saglamaktadir. Kemikler yani iskelet
sistemi canli viicudunun temel yap1 taslarindandir. Insanda farkli kemik tiirleri
bulunmaktadir. Temel olarak 4 ana bdlmeye ayrilabilir. ilk olarak yassi kemikler; toraks
bolgesinde bulunan gogiis kafesi kostalari, kalca kemikleri, kafatas1 kemikleri, kiirek
kemigidir. Uzun kemikler kollar ve bacaklarda bulunmaktadir. Kisa kemikler parmak
bolgelerinde bulunur. Diizensiz kemikler omurgalarda bulunmaktadir. Bununla beraber
kemigi olusturan bir kemik dokusu bulunmaktadir. Kemik dokusu, viicudun destek
sistemi i¢in kritik 6neme sahip bir biyolojik materyaldir. Mekanik stabilite saglama,
mineral depolama ve kan {iretimi gibi temel islevlerin yani sira, dinamik yapis1 sayesinde
stirekli yenilenme ve mekanik uyaranlara uyum saglama 6zelliklerine sahiptir (Safadi et
al., 2009). Kemik dokusunun bu dinamik yapisi, bireylerin yas, hormonsal degisiklikler
ve ¢evresel faktorlere bagl olarak iskelet sisteminde meydana gelen degisikliklere uyum

saglamasina olanak tanir (Miiller, 2009).



Makroskobik diizeyde kemik, kortikal (kompakt) ve trabekiiler (siingerimsi) yap1 olmak
tizere iki temel bilesene ayrilir. Kortikal kemik, sert ve yogun bir dis tabaka olarak
mekanik dayanikliligi artirirken, trabekiiler kemik daha hafif ve metabolik olarak aktiftir.
Ozellikle trabekiiler kemik, mineral homeostazinda ve hizli kemik yenilenmesinde
onemli bir rol oynar (Florencio-Silva et al., 2015) Uzun kemiklerde epifiz (uc), metafiz
(ara bolge) ve diafiz (govde) olmak iizere ili¢ temel bolge bulunur. Bu yapilar, kemigin

bliytime ve islev siiregleri i¢in kritik 6neme sahiptir (Safadi et al., 2009).

s

Lamellar

Sekil 1.2. Olgunlasmamis ve olgun kemik diyagrami (Safadi et al., 2009)

Olgunlagsmamis (6rgiilii) kemik, kolajen liflerinin i¢ ige ge¢mis diizeni nedeniyle
diizensiz bir lamel goriintimii sergiler. Hiicreler (osteoblastlar ve osteositler) rastgele
diizenlenme egilimindeyken, olgun kemikteki hiicreler Haversian sisteminin lameller
yapisini yansitan dairesel bir sekilde diizenlenmistir. Olgun kemikteki rezorpsiyon

kanallarinin uzun eksenleri Haversian kanallariyla ayn1 yondedir (Safadi et al., 2009).

Mikroskobik diizeyde ise kemik dokusu, diizensiz (woven) ve diizenli (lamellar) olmak
tizere iki farkli yap sergiler. Sekil 1.2°de woven ve lamellar kemik gosterilmistir. Woven
kemik, hizli biliyiime veya iyilesme donemlerinde iiretilir ve diizensiz bir kolajen
organizasyonu ile karakterizedir (Olszta et al., 2007). Buna karsin lamellar kemik, daha

organize bir kolajen matriks yapisina sahiptir ve dayaniklilig1 artirir (Safadi et al., 2009).



Kemik dokusunun ekstraselliiler matrisi (ECM), dayaniklilik ve esneklik 6zelliklerini
belirleyen organik ve inorganik bilesenlerden olusur. ECM’nin organik kismi, toplam
matrisin %40’1n1 olusturur ve temel bileseni Tip I kolajendir. Kolajen, kemigin ¢ekme
dayanikliligini artiran fibriler bir yapidir (Florencio-Silva et al., 2015). Bunun yan1 sira
osteokalsin, osteonektin ve proteoglikanlar gibi proteinler, ECM nin biyolojik islevlerini
destekler ve mineralizasyon siirecinde onemli roller iistlenir (Safadi et al., 2009).
Inorganik bilesenler ise cogunlukla hidroksiapatit kristallerinden olusur. Hidroksiapatit,
kalsiyum ve fosfat iyonlarindan meydana gelir ve kemige mekanik dayaniklilik kazandirir
(Olszta et al., 2007). Diger ECM bilesenleri arasinda yer alan glikozaminoglikanlar
(GAG’ler), 6zellikle hiyaliironik asit, ECM'nin su tutma kapasitesini arttirarak dokunun
esnekligini ve elastikiyetini artiri. ECM igerigindeki proteoglikanlar, hiicre-matris
etkilesimlerini diizenleyerek, hiicresel davraniglart ve matrisin remodelizasyonunu
kontrol eder. Glikoproteinler, 6zellikle osteopontin, osteoblastlarin ECM ile etkilesimini

modiile ederek kemik mineralizasyonunu tesvik eder (Lin et al., 2020).

Kemik dokusundaki hiicresel bilesenler, kemigin dinamik bir doku olarak siirekli
yenilenmesini saglar. Bu hiicreler dort ana gruba ayrilir. Kemik matrisi sentezinden
sorumlu olan osteoblastlar, Tip I kolajen ve diger organik bilesenleri salgilar. Bu
hiicrelerin farklilagsmasi, Runx2, DIx5 ve Osterix gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan
diizenlenir (Safadi et al., 2009) .Osteoklastlar, kemik rezorpsiyonunu gergeklestiren bu
hiicreler, hidrojen iyonlar1 ve proteolitik enzimler salgilayarak matrisi parcalar (Olszta et
al., 2007). Osteoklastlar, kemik remodeling siirecinde dengeleyici bir rol oynar (Miiller,
2009). Osteositler, osteoblastlardan tiireyen osteositler, matriks i¢inde yerlesiktir ve
mekanosensor islevi gorerek remodeling siireclerini diizenler (Florencio-Silva et al.,
2015). Ayrica kemik mikro catlaklarinin algilanmasinda ve onarim siire¢lerinin
baslatilmasinda kritik 6neme sahiptir (Safadi et al., 2009). Kemik yiizeyi hiicreleri,
kemigin yiizeyini kaplayan diiz yapilar olup gerektiginde osteoblastlara doniiserek kemik
yapimina katkida bulunur (Florencio-Silva et al., 2015). Kemik ECM’sinin
mineralizasyonu, osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve hidroksiapatit kristalleriyle
zenginlesen bir siirectir. Bu mineralizasyon, kemik dokusunun dayanikliligin1 saglarken,
ECM'nin osteoblastlar ve osteositler ile olan etkilesimi, kemik matrisinin dinamik bir
sekilde yenilenmesini saglar. Kemik ECM’si, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar

gibi hiicreler arasindaki etkilesimleri yonlendirerek kemik remodelizasyonunu diizenler.



Osteoblastlar, ECM bilesenlerini sentezlerken, osteoklastlar kemik yikimini gergeklestirir
ve bu siireclerin uyumlu bir sekilde yonetilmesi kemik sagligi i¢in hayati dneme sahiptir

(Lin et al., 2020). Sekil 1.3°te kemik rejenerasyon siireci sematik olarak gosterilmistir.
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Dinlenme Rezorpsiyon Geri alma Formasyon Mineralizasyon

Sekil 1.3. Basitlestirilmis kemik yenilenme siireci (Astar hiicresi: Lining cell) (Wubneh

et al., 2018)

1.1.1. Modern goriintiileme teknikleri

Kemik dokusunun detayli incelenmesi icin gelistirilen modern goriintiilleme teknikleri,
mikro ve ultra striiktiirel analizlerde 6nemli bir yer tutmaktadir. Mikro-CT ve nano-CT
gibi yontemler, 6zellikle trabekiiler yapinin degerlendirilmesi ve mikro ¢atlaklarin tespiti
icin kullanilir (Miiller, 2009). Bu yontemler, kemik dokusunun farkli rezoliisyonlarda
incelenmesine olanak saglar ve mineralizasyon siireclerinin detayli bir sekilde

anlasilmasina katkida bulunur (Olszta et al., 2007).

1.1.2. Kemik doku miihendisligi malzemeleri ve yontemleri

Kemik doku miihendisligi, kemik hasarlar1 ve defektlerinin tedavisinde 6nemli bir alan
olup, biyomalzeme ve iiretim teknolojilerinde 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Kemik
iyilesmesini destekleyecek malzemelerin tasarimi ve {iretimi, biyolojik uyumluluklari,
mekanik 6zellikleri ve hiicresel etkilesimleri simiile etme kabiliyeti agisindan biiyiik

onem tagir. Kemik doku miihendisligi i¢in kullanilan malzemeler, dogal malzemeler,



sentetik polimerler ve kompozit malzemeler gibi farkli kategorilere ayrilabilir. Her

malzeme tiirii, kemik iyilesmesi i¢in avantajlar ve sinirlamalar sunmaktadir.

1.1.2.1.Dogal malzemeler

Kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan dogal malzemeler arasinda
kolajen, hidroksiapatit ve kitosan gibi bilesenler yer alir. Bu malzemeler biyouyumludur
ve dogal kemik ECM’sinde bulunan bilesenleri taklit eder. Kolajen, 6zellikle kemik
olusumu ve mineralizasyonu iizerinde olumlu etkilere sahiptir. Ancak, bu malzemeler
cogu zaman yeterli mekanik diren¢ sunmayabilir ve kemik doku miihendisliginde

genellikle diger malzemelerle kombinasyon halinde kullanilir (Koons et al., 2020).

1.1.2.2.Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda genis bir kullanim
alanina sahiptir. Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve polilaktid-co-glikolik
asit (PLGA) gibi biyobozunur polimerler, biyomalzeme iskelelerinin iiretiminde yaygin
olarak tercih edilir. Bu polimerler, kontrollii biyobozunma hizlar1 ve i1yi mekanik
ozellikleri ile kemik yenilenmesini destekler. Ayrica, bu malzemeler {izerine biyolojik
isaretleyiciler eklenerek hiicresel yanitlar da artirilabilir. Sentetik polimerler, 6zellikle
kisisellestirilmis tedavi segenekleri sunma potansiyeline sahipken, mekanik
performanslarini gelistirmek i¢in ek iyilestirmelere ihtiya¢ duyabilirler (Wubneh et al.,

2018).
1.1.2.3. Kompozit malzemeler

Kompozit malzemeler, biyomineraller ve biyopolimerlerin birlesimiyle olusturulan
materyallerdir ve kemik doku miihendisligi i¢in olduk¢a umut verici malzemelerdir. Bu
malzemeler hem biyolojik uyumlulugu hem de mekanik dayaniklilig1 bir arada sunar.
Ornegin, hidroksiapatit ve kolajen karisimlari, kemik dokusunun yapisi taklit eder ve
tyilesme siirecini hizlandirir. Bu tiir kompozitler, dogal kemik yapisina benzer 6zellikler
sergileyerek etkili bir kemik rejenerasyonu saglamak icin kullanilir. Kompozit
malzemelerin tasarimi, biyolojik, mekanik ve biyobozunabilirlik 6zelliklerinin optimize

edilmesini hedefler (Barui, 2021).



1.1.2.4.1leri iiretim yontemleri

Kemik doku miihendisliginde kullanilan malzemelerin iiretim teknikleri de énemli bir
gelisim gostermektedir. 3B baski gibi ileri liretim yontemleri, kemik iskelelerinin kisiye
0zel olarak {iretilmesini miimkiin kilar. Bu teknolojiler, iskelelerin karmagsik ve
fonksiyonel yapilarla tasarlanmasina olanak tanir ve hiicrelerin bu yapilarla etkilesimini
tyilestirir. Ayrica, biyomalzeme modifikasyonlari, iskelelerin dayanikliligini artirarak
kemik iyilesmesi siirecini daha verimli hale getirebilir. 3B baski teknolojisi, bireylerin
ihtiyaglarina uygun ozellestirilmis ¢oziimler sunma agisindan 6nemli bir potansiyele
sahiptir (S. Wang et al., 2022). Ileri iiretim yontemleri baslik 1.2° de detayli olarak
bahsedilmistir.

1.1.2.5.Nanoteknoloji ve biyomiihendislik

Nanoteknoloji, kemik doku miihendisliginde son yillarda 6énemli bir aragtirma konusu
haline gelmistir. Nanomalzemeler, hiicresel diizeyde biyolojik etkilesimleri gelistirebilir
ve kemik biiylimesini tesvik edebilir. Nanoteknolojik yaklasimlar, biyouyumlulugu
artirabilir ve biyolojik sinyalleri diizenleyerek iyilesme siire¢lerini hizlandirabilir. Ayrica,
nanokompozit malzemeler, biyolojik olarak uyumlu nanopartikiiller ve biyopolimerlerin
birlesimiyle, kemik dokusunun yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek igin

kullanilabilir (Koons et al., 2020).

1.2.  Uc Boyutlu Yazic1 Teknolojileri ve Biyomalzeme iskelelerinin Ozellikleri

3B yazic1 teknolojisi, tibbi alanda 6nemli bir potansiyele sahip olup, farkli iiretim
yontemleri ve teknolojilerin entegrasyonu ile ¢esitli tibbi ihtiyaglara yonelik ¢oziimler
sunmaktadir. Bu teknoloji, dijital modellerden katmanli iiretim (additive manufacturing)
prensibine dayanarak fiziksel nesneler iiretir. Kullanilan baslica yazici teknolojileri
arasinda Fused Deposition Modeling (FDM), Stereolithography (SLA) ve Selective Laser
Sintering (SLS) bulunur. Her bir yontem, belirli tibbi uygulamalara uygun o6zellikler ve

avantajlar sunmaktadir (Yan et al., 2018).

FDM, genellikle biyouyumlu polimerler gibi malzemelerle calisarak, katman-katman
tiretim saglar ve kisisellestirilmis implantlarin {iretilmesinde yaygin olarak kullanilir.

SLA, stvi recinelerin ultraviyole 1sikla sertlestirilmesiyle ¢alisan bir yontem olup, yiiksek



hassasiyet gerektiren tibbi cihazlarin ve modellerin {iretiminde tercih edilir. Bu teknoloji,
ayrica cerrahlar i¢in egitim amagli anatomi modelleri olusturulmasinda da siklikla
kullanilmaktadir. SLS, metal veya polimer tozlarinin lazerle sinterlenmesi yoluyla saglam
ve dayanikli yapilar elde edilmesine olanak tanir. Bu yontem, cerrahi implantlar ve
protezler gibi yiiksek mekanik dayanim gerektiren iiriinlerin tiretiminde kullanilmaktadir

(Zhu et al., 2016).

3B yazicilarla iiretilebilen malzemeler, biyouyumluluk, biyobozunabilirlik ve giivenlik
gibi 6nemli 6zelliklere gore secilmektedir. Polimerler, biyobozunur 6zellikleri nedeniyle
doku miihendisliginde siklikla tercih edilirken, metal alagimlar ve biyolojik malzemeler,
cerrahi implantlar ve protezlerde kullanilmaktadir. Bu malzemeler, hiicrelerin biiylimesi
ve etkilesimleri i¢cin uygun ortamlar saglayarak, doku miihendisliginde biiyiik bir
potansiyel sunar. Ayrica, nanoteknoloji gibi gelismis miihendislik teknikleri, bu
malzemelerin  biyolojik uyumunu ve mekanik Ozelliklerini gelistirmek ig¢in

kullanilmaktadir (Arifin et al., 2022).

Bu yazici teknolojileri ve malzemeler, tibbi uygulamalarda kisiye 6zel tedavi, organ
miihendisligi ve prototip tasarimi gibi alanlarda onemli faydalar saglamaktadir. Ancak,
biyouyumluluk, iiretim hizlart ve maliyetler gibi baz1 zorluklar s6z konusu
olabilmektedir. Bununla birlikte, malzeme bilimi ve yazici teknolojilerindeki ilerlemeler,
bu engellerin asilmasina olanak taniyacak ve tibbi uygulamalarin daha genis bir
yelpazede uygulanabilmesini saglayacaktir. Gelecekte, 3B yazici teknolojisinin tip
alanindaki etkisinin daha da artmasi ve daha verimli, 6zellestirilmis tedavi yontemlerinin

sunulmasi beklenmektedir (Shahrubudin et al., 2019).

SLA yonteminin ¢esidi olan DLP yontemi, fotopolimerizasyon prensibiyle ¢alisan bir 3B
yazici teknolojisidir. Bu yontem, hizli iiretim siiresi, ¢cok katmanli yapilar1 hassas bir
sekilde liretme yetenegi ve biyoaktif malzemelerle uyumlu ¢alisma avantajlari sunar. DLP
ile tiretilen Hap ve GeIMA tabanli iskeleler, mekanik dayaniklik ve biyoaktiflik arasinda

optimum bir dengenin saglanmasini miimkiin kilar.

DLP teknolojisi, katmanli iiretim alaninda biyomiihendislik ve tibbi uygulamalar i¢in
Oonemli bir gelisim gostermektedir. DLP, fotopolimerlerin ultraviyole (UV) 1sik ile
sertlestirilmesi prensibine dayanan bir {iretim yOntemidir. Bu teknoloji, biyolojik

yapilarin ve fonksiyonel biyomalzemelerin iiretimi icin kritik bir potansiyele sahiptir.



Ozellikle yiiksek ¢oziiniirliik, {iretim hizi ve hassasiyet gereksinimlerini karsilamasi,
DLP'yi doku miihendisliginde sikg¢a tercih edilen bir teknoloji haline getirmistir. DLP,
doku miihendisligi, biyoyazici ve hastalik modelleme gibi uygulamalarda son derece

faydal1 bir aragtir (Zhu et al., 2016).

DLP, 151k kaynaginin bir projektor araciligiyla fotopolimer iizerine yansitilmas: ve bu
fotopolimerin belirli bolgelerinin 151k ile sertlesmesi siireciyle ¢alisir. Bu sekilde katman
katman {iretim yapilirken, her katman aymi anda 1sikla sertlestirilir. DLP'nin bu yoni,
geleneksel 3B yazici teknolojilerinden farkli olarak iiretim siirecini hizlandirir. Diger
teknolojilerde her katman tek tek islenirken, DLP tiim katmani paralel olarak isler,
boylece daha hizli ve verimli bir iiretim saglanir. Bu avantaj, 6zellikle biyoteknoloji
alaninda hiz ve yiiksek hassasiyet gereksinimlerini karsilamak i¢in dnemlidir. DLP'nin bu
ozellikleri, organ miihendisligi ve doku miihendisligi gibi alanlarda 6nemli bir kullanim

alan1 sunar (Li et al., 2023).

DLP, biyomimetik yapilarin iiretiminde 6zellikle kullanislidir. Bu tiir yapilar, dogal
biyolojik dokular1 taklit etmeye yonelik olarak tasarlanir ve iiretilir. DLP teknolojisi,
biyouyumlu polimerlerin, kolajen, aljinat, hiyaliironik asit gibi biyolojik malzemelerle
birlestirilmesini saglar. Bu kombinasyonlar, hiicrelerin biiyiimesini ve farklilagsmasini
destekleyen uygun mikro ortamlar1 yaratir. Yiiksek ¢oziiniirlilk, doku miihendisliginde
karmasik yapilar1 hassas bir sekilde insa etmeye olanak tanir. Bu nedenle, hiicresel
etkilesimleri tesvik eden fonksiyonel ve biyolojik agidan uyumlu yapilar olusturmak i¢in

DLP kullanim1 oldukg¢a yaygindir (Zhu et al., 2016).

DLP teknolojisi, biyolojik doku miihendisligi alaninda mikro yapilar olusturma ve
biyolojik etkilesimleri optimize etme potansiyeline sahiptir. Bu siireg, biyomimetik
yapilarin iiretiminin yani sira, hiicresel diizeyde fonksiyonel iyilesmeleri tesvik eden
yapilar sunar. Ornegin, DLP ile kan damarlarin1 taklit eden mikro kanallar iiretilebilir. Bu
tiir yapilar, organ rejenerasyonu ve hastalik modelleme alanlarinda 6nemli bir yere
sahiptir. Ayrica, DLP teknolojisi, biyolojik ve biyouyumlu malzemelerin islenmesiyle
kisisellestirilmis implantlar ve tibbi cihazlar iiretmeye olanak tanir, bu da tibbi
uygulamalarda bireysellestirilmis tedavi segeneklerinin gelistirilmesine yardimei olur (L1

etal., 2023).
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DLP teknolojisinin gelecegi, doku miihendisligi ve biyomiihendislik alanlarinda biiyiik
bir potansiyel tasimaktadir. Kisiye 6zel tedavi ¢oziimleri, organ mithendisligi ve biyolojik
yapilar1 taklit etme kapasitesi, DLP' nin kullanim alanlarin1 genisletmektedir.
Biyouyumlu malzemelerin gelistirilmesi ve biyolojik etkilesimlerin optimize edilmesi, bu
teknolojinin gelecekte daha etkili ve fonksiyonel {iriinler iiretmesine olanak taniyacaktir.
Bu yonleriyle DLP, saglik hizmetlerinde devrim yaratacak bir teknoloji olma

potansiyeline sahiptir (Arifin et al., 2022).

1.3. Kemik Kanserinin Epidemiyolojisi ve Mevcut Tedavi Yontemleri

Kemik kanserleri, iskelet sistemi icinde nadiren ortaya c¢ikan ancak onemli Olcilide
morbidite ve mortaliteye yol acan malignitelerdir. Bu kanser tiirleri, diger organlardan
(6rnegin meme, akciger, bobrek ve prostat) metastaz olarak goriilebilecegi gibi, primer
olarak kemik dokusunda da geligebilir. Primer kemik kanserleri arasinda osteosarkom,
Ewing sarkomu ve kondrosarkom bulunmaktadir. Bu tiirler, tiim kanser vakalarinin
yalnizca %1’inden daha azini olustursa da yiiksek agresiflik ve ge¢ tan1 gibi nedenlerle
klinik zorluklar yaratmaktadir Sekil 1.4’ te klinik bir calisma goriintlisii verilmistir

(Ferguson & Turner, 2018).

Osteosarkom, en sik goriilen primer kemik kanseri olup, genellikle biiyiimenin en hizl
oldugu donemlerde, cocukluk ve ergenlik ¢aginda ortaya c¢ikar. Bu malignite, uzun
kemiklerin metafiz bolgelerinde, 6zellikle distal femur, proksimal tibia ve proksimal
humerus gibi bdlgelerde gelisme egilimindedir. Osteosarkomlarin hiicresel kdkeni,
osteoblastlara dontligen ve malign osteoid matrisi iireten primitif mezenkimal hiicrelerdir.
Tedavide, preop (ameliyat Oncesi) kemoterapi ile tiimor boyutunun kiiciiltiilmesi,
ardindan cerrahi rezeksiyon ve postop (ameliyat sonrasi) kemoterapi uygulanir. Bu
yaklasim, lokalize hastaligi olan hastalarda sagkalim oranlarimi %70’in {iizerine
cikarmigtir. Akciger metastazlar sik goriildigiinden, metastatik hastaligin yonetimi igin

de kemoterapi ve cerrahi kullanilmaktadir (Gongalves et al., 2015).

Ewing sarkomu, osteosarkomdan sonra en sik goriilen kemik kanseridir. Cocukluk ve
ergenlik donemlerinde, Ozellikle pelvis, uzun kemiklerin diafiz bolgeleri, kaburga ve
skapula gibi bolgelerde ortaya cikar. Bu tiimdrler, genellikle akcigerlere ve diger
kemiklerin metastaz yapar. Tedavi siireci, preop kemoterapi, cerrahi eksizyon ve bazi

durumlarda radyoterapiden olusan multidisipliner bir yaklagimla yiiriitiiliir. Ozellikle
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radyoterapi, cerrahinin mimkiin olmadigr durumlarda, norolojik komplikasyonlarin
oldugu spinal tiimorlerde veya metastatik akciger lezyonlarinin yonetiminde tercih edilir.
Bununla birlikte, radyoterapinin ¢ocukluk doneminde biiyiimeyi engelleyebilecegi ve

ikincil malignitelere yol acabilecegi unutulmamalidir (L. Wang et al., 2020).

Kondrosarkom, genellikle 40 yas dstii yetiskinlerde goriliir ve kikirdak iireten
hiicrelerden kaynaklanir. Osteosarkom ve Ewing sarkomunun aksine, kemoterapiye
direnglidir. Bunun nedeni, malign kikirdak hiicrelerinin sinirl vaskiiler baglantilara sahip
olmast ve bu nedenle kemoterapotik ajanlarin timor icine etkin bir sekilde
ulasamamasidir. Ana tedavi yontemi cerrahi rezeksiyondur. Tiimor derecesine bagh
olarak prognoz degisiklik gosterir; diislik dereceli (Grade 1) tiimorlerde sagkalim oranlari
%90’a kadar ¢ikabilirken, yiiksek dereceli (Grade 3) tiimorlerde bu oran %30-50’ye
diismektedir (L. Wang et al., 2020).

Kemik kanserlerinin tanis1 genellikle gecikir ¢linkii semptomlar ¢ogunlukla kas-iskelet
sistemi yaralanmalarini taklit eder. Stirekli kemik agrisi, gece uykudan uyandiran agrilar
veya belirgin bir travma hikayesi olmaksizin gelisen sislik gibi belirtiler, kemik kanseri
stiphesini arttirmalidir. Tanida, Oncelikle rontgen tercih edilmekte olup, lezyonun
kapsamini ve metastatik durumunu degerlendirmek i¢in manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi ileri goriintiilleme yontemleri

kullanilmaktadir (Sharma et al., 2021).

Sekil 1.4. Yaklagik dort haftadir sag diz agrisi ¢ceken 11 yasinda bir gocugun sag dizinin
goriintiilenmesi. Belirli bir travma Oykiisii olmamasina ragmen, hasta ve ailesi agriy1

giinliik basketbol katilimma bagladi. (A) On-arka gériiniimde distal sag femoral
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metafizde iyi tamimlanmamis karisik sklerotik ve litik lezyon goriiliiyor. (B) Yan
goriinimde 6n yumusak doku sismesi ve osteoid matris birikimi goriiliyor. (C)
Radyografiden sonra koronal manyetik rezonans goriintiileme tiimor tutulumunun
kapsamini daha iyi tanimliyor. (D) Sagital manyetik rezonans goriintiileme 6n yumusak
doku tiimor uzantisim1 daha iyi gosteriyor. Lezyonun daha sonraki biyopsisi yliksek

dereceli osteosarkomu dogruladi (Ferguson & Turner, 2018).

1.4. Cisplatinin Kanser Tedavisindeki Rolii

Cisplatin, ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi
ajanidir. Bu platin bazli bilesik, DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) purin bazlariyla ¢apraz
baglar olusturarak kanser hiicrelerinin DNA tamir mekanizmalarini engeller ve
nihayetinde hiicre apoptozuna yol agar. Cisplatinin etkinligi, 6zellikle kat1 tiimorlerin
tedavisinde kanitlanmistir; ancak, tedavi sirasinda gozlenen direng gelisimi ve toksisite,
klinik kullanimin1 sinirlayan temel zorluklardir. Cisplatin, DNA'ya baglanarak
replikasyonu ve transkripsiyonu bozan, kanser hiicrelerini apoptoza zorlayan etkili bir
kemoterapotik ajandir. Ancak, sistemik uygulamalarnn ciddi nefrotoksisite ve
hepatotoksisite gibi yan etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle, cisplatinin yerel salinim
sistemleri araciligryla kullanilmasi, etkinliginin artirtlmasi ve yan etkilerin azaltilmasi
icin umut vadetmektedir. Cisplatin kimyasal yapist Sekill.5’te verilmistir (Brown et al.,

2019).

Cisplatin, hiicre i¢ine diflizyon yoluyla girer ve sitoplazmada su molekiilleriyle aktif bir
elektrofille doniisiir. Bu doniisiim, DNA bazlar1 ve hiicresel proteinlerle gii¢lii baglar
olusturarak hem hiicre replikasyonunu hem de DNA tamirini durdurur. Ayrica, cisplatin,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu artirarak oksidatif strese neden olur ve

mitokondriyal disfonksiyon yoluyla apoptozu tetikler (Cohen & Lippard, 2001).

Cisplatin tedavisindeki en biiyiik zorluklardan biri, kanser hiicrelerinde zamanla gelisen
ilag direncidir. Bu diren¢ mekanizmalar1 arasinda DNA tamir kapasitesinin artisi, ilag
atilimimin hizlanmasi ve glutathion/metallotionein seviyelerindeki artis yer alir. Ozellikle,
metallotioneinler ve glutatyon, cisplatin molekiillerini baglayarak hiicresel toksisiteyi
azaltir ancak bu siireg, kanser hiicrelerinin kemoterapiye duyarliligini da diistirtir (Cohen

& Lippard, 2001).

13



Cisplatin tedavisinin baglica yan etkileri arasinda nefrotoksisite, hepatotoksisite,
ototoksisite ve ndrotoksisite yer alir. Bobrek hasari, 6zellikle cisplatin birikiminin yogun
oldugu proksimal tiibiillerde daha belirgindir. Benzer sekilde, ototoksisite, isitme kaybina
neden olan koklear hiicre hasari ile iliskilidir. Bu toksik etkileri azaltmak i¢in hidrasyon
protokolleri ve magnezyum takviyesi gibi destekleyici tedaviler kullanilmaktadir.
Cisplatin, akciger, mide, yumurtalik, bag ve boyun gibi bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde
birinci basamak veya tamamlayici bir ajan olarak kullanilir. Ayrica, cisplatin genellikle
diger kemoterapi ilaclariyla (6rnegin, paklitaksel, doksorubisin) kombinasyon halinde
uygulanir. Bu kombinasyonlar, ila¢ etkinligini artirabilirken toksisiteyi sinirlama

potansiyeline sahiptir (Florea & Biisselberg, 2011).

Son yillarda yapilan calismalar, cisplatinin sadece sitotoksik degil, ayn1 zamanda
immiinomodiilator etkileri oldugunu da gostermistir. Cisplatin, kanser hiicrelerinde MHC
smif 1 ekspresyonunu artirarak sitotoksik T hiicrelerinin aktivitesini gii¢lendirebilir.
Ayrica, bagisiklik hiicrelerinin tiimoér mikro ¢evresine ¢ekilmesi ve ¢ogalmasi iizerinde

de olumlu etkiler gostermektedir (Romani, 2022).

HaN Cl
\ / CISPLATIN (1978)

Pt
3N/ \CI

H

Sekil 1.5. Cisplatin kimyasal yapis1 (Romani, 2022)

1.5. Kizilcik Bitkisi: Antioksidan ve Antikanser Ozellikleri

Kizilcik bitkisi (Vaccinium macrocarpon), zengin fenolik bilesikleri, proantosiyanidinleri
ve flavonoidleri ile antioksidan, antiinflamatuvar ve antikanser Gzellikler sunar. Bu
bilesikler, oksidatif stresi diizenleme ve timdr hiicre proliferasyonunu inhibe etme
yetenekleriyle dikkat ¢eker. Ayrica, kizilcik tiirevi ekstraktlarin kemik mineral

yogunlugunu artirdig1 ve osteogenezi destekledigi gdsterilmistir (Villarreal et al., 2007).

Kizilcik, cesitli fenolik bilesikler, flavonoidler, proantosiyanidinler ve organik asitler gibi

biyolojik olarak aktif molekiiller i¢erir. Bu bilesikler, kizilcigin kanser onleyici ve tedavi
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edici Ozelliklerini destekleyen temel unsurlardir. Proantosiyanidinler, kizilcikta bulunan
onemli antioksidanlardan biridir ve bu bilesiklerin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
engellemeye yonelik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Weh et al., 2016) Ayrica,
kizileik ekstraktlarinin, 6zellikle kolon kanseri ve prostat kanseri iizerinde inhibe edici
etkileri oldugu klinik 6ncesi ¢alismalarla desteklenmistir. Kizilcik bilesenleri, serbest
radikal tahribatin1 azaltarak hiicresel oksidatif stresi Onler ve bu mekanizma kanser

hiicrelerinin biiyltimesini engelleyebilir (McKay & Blumberg, 2007).

Kizilcigin  anti-kanser  Ozelliklerinin  ortaya ¢ikmasinda, fenolik bilesiklerin
metabolizmast 6nemli bir rol oynar. (Prasain et al., 2019) calismasinda, kizilcik
bilesenlerinin viicutta nasil metabolize oldugunu ve kanser hiicreleri tizerindeki etkilerini
detayli sekilde ele almistir. Arastirmalar, kizilcik bilesiklerinin viicutta hizla emildigini
ve biyoyararlaniminin arttigin1 gostermektedir. Bu bilesiklerin, kanser hiicreleri ile
etkilesime girerek hiicresel yollar1 modiile etmesi, kanser tedavisinde potansiyel bir
yaklastm olarak &ne cikmaktadir. Ozellikle kizileik igerigindeki  A-type
proantosiyanidinler, kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ederek metastazi azaltabilir

ve apoptoz yolaklarini tetikleyebilir (Weh et al., 2016).

Kizilcik, kanser tedavisinde tamamlayici bir alternatif olarak kullanabilecegi gibi, mevcut
tedavi yontemlerinin etkinligini artirabilir. Kizilcik hem tek basina hem de kanser
tedavisinde kullanilan diger ilaglarla birlikte kullanilabilecek potansiyele sahiptir.
Kizilcigin tedavi edici Ozelliklerinin temelinde, hiicresel biiylimeyi inhibe etme,
inflamasyonu azaltma ve kanser hiicrelerinin 6liimiinii tesvik etme yetenegi yatmaktadir
(Ozkahraman et al., 2024). Ozellikle, kizilcik ekstraktlarinin kemoterapi ve radyoterapi
tedavileriyle birlikte kullanildiginda, tedaviye duyarlilig1 artirdigi ve kanser hiicrelerinin
tedaviye kars1 direng gostermesini engelledigi gosterilmistir. Sekil 1.6°’da kizileik

bitkisinin baslica kizilcik polifenollerinin yapilar1 verilmistir (Prasain et al., 2019)

Kizilcik bilesiklerinin kanser tedavisindeki etkileri, oncelikle hiicresel diizeydeki
molekiiler mekanizmalar1 hedef alir. Kanser hiicrelerinde bulunan NF-kB, MAPK, ve
PI3K/Akt gibi sinyal yolaklarinin modiilasyonu, kizilcigin kanser iizerindeki etkilerinde
onemli bir yer tutmaktadir. Bu mekanizmalar, hiicre biiylimesi ve hayatta kalma
sinyallerini diizenler. Kizilcik bilesenleri, bu sinyal yollarin1 inhibe ederek kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasini ve yayilmasini engeller (Prasain et al., 2019).
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Preklinik ¢alismalar, kizilcigin kanser 6ncesi ve erken evre kanser tedavisinde potansiyel
bir tedavi araci olabilecegini gostermektedir. Yapilan caligmalarda, kizilcik bilesenlerinin
kanser hiicreleri ilizerinde antimetastatik ve antitimor etkileri oldugu gézlemlenmistir.
(Weh et al., 2016) tarafindan yapilan bir calisma, kizilcik 6zlerinin kolon kanseri
hiicrelerinde tiimdr biiylimesini engelledigini ve metastatik potansiyeli azalttigini ortaya
koymustur. Bunun yani sira, prostat kanseri ve meme kanseri gibi diger kanser tiirlerinde

de benzer sonugclar elde edilmistir (McKay & Blumberg, 2007).

Kizilcik, igerigindeki biyolojik aktif bilesikler sayesinde kanser oncesi ve kanser
tedavisinde Onemli bir potansiyele sahiptir. Hem tek basina hem de diger tedavi
yontemleriyle birlikte kullanildiginda, kanser hiicrelerinin biiyliimesini engelleyebilir ve
tedaviye duyarliligi artirabilir. Kizilcigin anti-kanser etkileri, hiicresel diizeydeki
metabolik yollar1 ve molekiiler sinyal iletim yollarin1 modiile etmesiyle gergeklesir. Bu
bulgular, kizilcigin kanser tedavisinde destekleyici bir tedavi aract olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (Tanabe et al., 2011).

Quercetin 3-O- galactoside Proanthocyanidin A2

Myricetin

Peonidin 3-0O- galactoside

Sekil 1.6. Baslica kizilcik polifenollerinin yapilar1 (Prasain et al., 2019)
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1.6. Bu Cahsmanin Katkis1 ve Gelecek Potansiyeli

Bu ¢alisma, kemik kanseri tedavisinde yenilik¢i bir yaklagim sunarak, cisplatin ve kizilcik
ekstraktin1 birlestiren GelMA/Hap iskelelerin tasarimmi ve karakterizasyonunu
hedeflemistir. Bu hibrid sistemin kontrollii ilag salimi, antikanser etkinlik, osteojenik
destek ve antienflamatuvar 6zellikler sunarak, rejeneratif tip alaninda ¢ag atlatici bir
potansiyele sahip oldugu degerlendirilmistir. Ozellikle, bu ¢alisma, biyoaktif
materyallerin gelecekte klinik uygulamalar i¢in optimize edilmesine yonelik 6nemli bir

adim olarak konumlanmaktadir.

Calismada, kemik kanseri tedavisinde yeni bir yaklasim olan biyomedikal miihendislik
uygulamalar1 kullanilmigtir. Bu yaklasim, geleneksel tedavi ydntemlerinin bazi yan
etkilerini azaltma potansiyeline sahiptir. Calismada gelistirilen doku iskelesi, kemik
dokusunun yapisal Ozelliklerini taklit eden bir yapiya sahiptir. Bu durum, kemik
hiicrelerinin doku iskelesine tutunmasini ve ¢gogalmasini kolaylastirmistir. Doku iskelesi,
kanser hiicrelerini 6ldiiriicii veya biiyiimesini durdurucu etkiye sahip iki farkli madde
icermektedir. Bu maddeler, birlikte calisarak kanserin daha etkili bir sekilde tedavisini
saglayabilir. Calismada, doku iskelesinin kemik kanseri tedavisinde etkinligi ve glivenligi
deneysel olarak aragtirilacaktir. Bu durum, ¢alismanin sonuglarinin klinik uygulamaya

aktarilmasini kolaylagtirmistir.

Ozellikle, calismada gelistirilen doku iskelesinin kemik dokusunun yapisal dzelliklerini
taklit eden bir yapiya sahip olmasi, bu ¢alismanin 6zgiin degerini artirmaktadir. Bu
durum, kemik hiicrelerinin doku iskelesine tutunmasini1 ve ¢ogalmasini kolaylastirarak,

doku iskelesinin kemik kanseri tedavisinde daha etkili olmasini saglamistur.

Ayrica, ¢alismada kullanilan cisplatin ve kizilcik bitkisi, kanser hiicrelerini 6ldiiriicli veya
biiylimesini durdurucu etkiye sahip iki farkli maddedir. Bu maddelerin birlikte ¢aligarak
kanserin daha etkili bir sekilde tedavisine katki saglayabilecek olmasi g¢alismaya
Ozgiinliik katmaktadir. Ayn1 zamanda kizilcik ekstraktinin  Staphylococcus aureus
bakterisine kars1 etkisi de ispatlanmistir. Bu durum hastane enfeksiyonunu olusturan
bakteriye karst etkili oldugunu gdstermistir. Calismada yapilmaktan istenen medikal

yontem Sekil 1.7°de verilmistir.

Calismada iiretilen tiim 3B baskili doku iskelelerinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi,

MTT testi ile degerlendirilmistir. Bu yontem, hiicrelerin metabolik aktivitesine dayanarak
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hiicre canlilii, proliferasyonu ve sitotoksisite hakkinda bilgi saglayan yaygin olarak
kullanilan giivenilir bir yontemdir (Motamedian et al., 2015). MTT, canli hiicrelerde
bulunan NAD(P)H bagimli oksidorediiktaz enzimleri tarafindan formazan kristallerine
indirgenir. Formazan, dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciiler yardimiyla ¢oziilerek
renkli bir ¢ozeltinin olugsmasini saglar. Bu ¢dzeltinin rengi, hiicresel metabolik aktivitenin
bir gostergesi olarak spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmiistiir. Uretilen doku iskeleleri

tizerine hFOB ekilerek 1., 3. ve 7. gilinlerde hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismanin kemik kanseri tedavisinde yeni bir tedavi secenegi gelistirme
potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir. Ayn1 zamanda boyle bir ¢alismanin yapilmamaig

olmas1 bu malzeme alani icin ilk olmas1 6zgiinliigiinii arttirmaktadir.

||||||||||||||||||

Sekil 1.7. Calismada hedeflenen medikal yontem (Hou et al., 2022)

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

GelMa sentezi i¢in kullanilan malzemeler

e Tip A Jelatin (Merck Ltd.)

¢ 0,1 M Karbonat-Bikarbonat Tampon Cozeltisi (CB)
o %94 Metakrilik Anhidrit

e 5 M Sodyum Hidroksit (NaOH)

e 6 M Hidroklorik Asit (HCI)
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e Ultrasaf Su (Ultrapure Water)

e (Qlisidil metakrilat (Sigm-Aldrich)

e 12-14 kDa diyaliz tiipleri (Thermo Scientific).

e [LAP (Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate)

Kizilcik ekstraksiyonu i¢in kullanilan malzemeler:

e Kizilcik meyvesi

e Aseton
e Metanol
e Safsu

e Formik Asit
e Kaba filtre kagidi

Diger malzemeler;

Hidroksiapatit (Sigma-Aldrich Ltd.)

Cisplatin

Hiyaluronik asit (Akc¢an Kimya)

0,22 um siringa filtresi

2.2. Yontem

2.2.1. GeIMA sentezi

Ik olarak, 300 gram jelatin, homojen bir ¢6zelti elde etmek amaciyla 50 °C’de, 0,1 M
karbonat-bikarbonat tampon ¢ozeltisi (CB) (pH 9) i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Bu islem,
manyetik bir karigtirict  yardimiyla 500 rpm  karigtirma  hizi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu asamada, kullanilan tampon c¢ozeltisi, jelatinin ¢dziinmesini

kolaylastirmak ve reaksiyon kosullarini stabilize etmek i¢in segilmistir.

Jelatin ¢ozeltisi homojen hale geldikten sonra, metakrilasyon reaksiyonunu baglatmak
icin ¢ozeltiye %94 metakrilik anhidrit yavas¢a, damla damla eklenmistir. Reaksiyon
boyunca sicaklik, sabit olarak 50 °C’ de tutulmus ve ¢ozeltinin pH’1 9 civarinda
korunmustur. Bu pH kontrolii, reaksiyon verimliligini artirmak amaciyla 5 M sodyum

hidroksit (NaOH) eklenerek saglanmistir. Metakrilasyon isleminin tamamlanmasi i¢in
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cozeltinin 3 saat boyunca karistirilmasi saglanmistir. Reaksiyon siiresi dolduktan sonra,
pH ayarlamas1 yapilmis ve reaksiyonun kontrollii bir sekilde sonlandirilmasi saglanmaistir.
Bunun i¢in ¢ozeltiye 6 M hidroklorik asit (HCl) ilave edilerek pH degeri 7,4°e

ayarlanmistir.

Elde edilen metakrilatlanmis jelatin ¢ozeltisi, reaksiyondan kaynaklanan safsizliklarin,
kullanilmamis kimyasal maddelerin ve tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz yontemi ile
saflagtirllmistir. Bu islemde 14 kDa kesme siirina sahip diyaliz tiipleri kullanilmis ve
saflastirma islemi, ultrasaf su (ultrapure water) icinde, 37 °C’de gergeklestirilmistir.
Diyaliz siiresi toplamda 7 giin olarak belirlenmis ve bu siire boyunca ¢ozelti belirli

araliklarla yenilenmistir.

Saflagtirma tamamlandiktan sonra, diyaliz edilen jelatin ¢ozeltisi liyofilizasyon iglemine
alimmistir. Bu islem, ¢ozeltinin dondurularak kurutulmasini saglayarak toz haline
getirilmistir. Elde edilen kuru toz formundaki GelMA, gelecekteki deneylerde
kullanilmak {izere uygun kosullarda saklanmistir. Nihai iirtin, -20 °C’de hava almayan bir

ortamda muhafaza edilmistir.

2.2.2. Kizilcik ekstraksiyonu

Bu caligmada, -80°C’de muhafaza edilen taze kizilcik meyveleri (Vaccinium
macrocarpon) isleme alinmistir. Meyvelerin c¢ekirdekleri ¢ikarilmis ve toplamda 242,41
g olacak sekilde tartilmistir. Daha sonra meyveler, blender yardimiyla parcalanarak
homojen bir karisim elde edilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi, %40:40:19:1 (v/v) oraninda
aseton/metanol/su/formik asit karisimi olacak sekilde hazirlanmistir. Bu oran, literatiirde

bildirilen bir caligsmadan uyarlanmistir (Neto et al., 2006).

Ekstraksiyon iglemi sirasinda ilk olarak formik asit ve su karisimi, homojenize edilen
kizilcik piiresine eklenmistir. Ardindan metanol ve aseton sirasiyla ilave edilerek karisim
tyice karistiritlmistir. Hazirlanan bu karigim, i¢erikteki 1s1ga duyarl bilesiklerin korunmasi
icin aliminyum folyo ile sarilmistir. Ekstraksiyon islemi, 37°C sicaklikta ve ¢alkalamali

bir inkiibatdrde 24 saat gergeklestirilmistir.

2.2.2.3.Filtrasyon ve konsantre etme

Ekstraksiyon siirecinin ardindan elde edilen karisim, filtre kagidindan gegirilerek

stizlilmiis ve s1v1 faz ile kati atik (posa) birbirinden ayrilmistir. Filtrasyondan elde edilen
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stvi faz (filtrat), ¢oziiciilerin buharlagtirllmasi amaciyla rotary evaporator cihazina
aktarilmistir. Bu islem, 53°C sicaklik ve 300 Pascal basing altinda yaklasik 4 saat boyunca
siirdiiriilmiistiir. Islem sonucunda filtrat yogunlastirilarak daha konsantre bir forma
getirilmistir.

2.2.2.4.Kurutma islemi

Yogunlastirilan filtrat, kalan nemin giderilmesi i¢in 45°C’de bir firinda 48 saat boyunca
kurutulmustur. Kurutma islemini takiben, iiriin tamamen kuru hale gelmesi amaciyla

liyofilizatore yerlestirilmistir. Liyofilizasyon islemi tamamlandiginda, elde edilen kuru

iirlin tartilmis ve nihai kiitlesinin 16,0146 g oldugu belirlenmistir. Sekil 2.1°de kizilcik

ekstrakte edilmis hali verilmistir.

Sekil 2.1. Kizilcik ekstrakti

2.2.3. Hidroksiapatit partikiillerinin hazirlanmasi

Bu caligmada kullanilan ticari hidroksiapatit, farkli boyutlarda partikiiller iceren bir
formda tedarik edilmistir. Ancak, doku iskelesi iiretiminde malzemenin homojen bir
yaptya sahip olmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Homojenligi saglamak ve partikiil
boyutlarindaki farkliliklarin olumsuz etkilerini Onlemek amaciyla hidroksiapatit

partikiilleri eleme islemine tabi tutulmustur.
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Eleme islemi, partikiillerin istenilen boyut araligina getirilmesi i¢in gerceklestirilmistir.
Bu amagla, 63 um gegirgenlige sahip bir elek kullanilmistir (Sekil 2.2). Eleme sirasinda,
63 um’den daha biiyiik partikiiller elenirken, iskelede kullanilacak uygun boyuttaki
partikiiller ayristirilmistir. Bu siireg, doku iskelesinin mekanik dayanimini ve ylizey

homojenligini artirmaya yonelik kritik bir adim olarak degerlendirilmistir.

Islem boyunca, partikiil boyutlarmnin esitlenmesi hem malzeme homojenligini saglamakta
hem de doku iskelesinin biyouyumluluk ve biyomekanik ozelliklerini optimize

etmektedir. Eleme islemiyle ilgili siire¢ Sekil 2.2°de ayrintili olarak gdsterilmektedir.

Sekil 2.2. Hap eleme islemi

2.2.4. Cisplatin ve kizilceik extraksiyonunun ICso degeri belirlenmesi

Calismada, kizilcik ekstrakti ve cisplatinin hFOB hiicre hatlarn iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla deneysel bir protokol uygulanmistir. Bu kapsamda, her bir
kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu (96-well) kiiltiir plakalarina hiicre
ekimi gergeklestirilmistir. Hiicreler ekim isleminden sonra yaklagik 12 saat boyunca
37°C’de ve %5 CO: igeren bir inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siirecini takiben,

farkl1 konsantrasyonlarda cisplatin ve kizilcik ekstrakti hiicrelere uygulanmigtir.
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Uygulamanin ardindan hiicre canlilik oranlari, 1. ve 3. gilinlerde MTT testi ile

degerlendirilmistir.

2.2.4.3.Cisplatin (Cp) cozeltisinin hazirlanmasi

Cisplatin ¢ozeltisi, hiicre kiiltlirlerinde kullanilmak iizere uygun konsantrasyonlarda

hazirlanmistir. Ticari olarak saglanan cisplatin ¢ozeltisinin baslangi¢c konsantrasyonu 1

mg/ml olarak belirtilmistir. Bu ¢6zeltiden, 1 molar (1 M) konsantrasyona sahip bir stok

cozeltisi hazirlanmigtir. Stok ¢ozeltisi kullanilarak cisplatin, Tablo 2.1°de uygun olarak

farkli konsantrasyonlarda seyreltilmis ve hiicrelere uygulanmistir. Denklem 2.1°de miktar

hesaplama yontemi verilmistir.

Tablo 2.1. Hazirlanan cisplatin ve hacim miktarlari

Miktarlar (uM) Miktarlar Cisplatinden alinan | Toplam hacim (ml)
(mg/ml) miktar (ul)
1 0,0003011 0.48 1600
3 0.0009033 1.44 1600
6 0.0018066 3.04 1600
10 0,003011 4.8 1600
20 0,006022 9.6 1600
50 0,015055 24.088 1600
70 0,021077 33.72 1600
80 0,024088 98.5 1600
100 0,03011 48.18 1600

Cisplatinin molar konsantrasyonu, stok c¢ozeltisinden su sekilde hesaplanmistir. Ayni

zamanda birimlerin kizilcik bitkisiyle ayn1 birimden olmasi i¢in mg/ml seklinde hesabi

yapilmistir:

1M cisplatin =

19
301,19

mol

mol

Cl*V:l:CZ*VZ

- soky = 3.33mM

3330uM * V; = 1uM * 1600
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Vv, = 0.48pl

1 uM cisplatini mg/ml konsantrasyon birimine g¢evirmek icin asagidaki denklem

kullanilmistir. Diger birim hesaplamalarini da buna gore yapilmastir.

Molarite » mol kiitlesi = mg/ml Denklem 2.2
1% 10-6 mol i 301,19 _ 0,0003011g
litre  mol litre
0,0003011g 1litre 1000mg 0.0003011 mg
* * = JE—
litre 1000ml 1g ’ ml

2.2.4.4.Kizilcik ekstraktinin hazirlanmasi ve uygulamasi

Cisplatin ¢ozeltisinin hazirlanmasina benzer bir sekilde kizilcik ekstrakti i¢in de stok
coOzeltisi hazirlanmistir. Stok ¢6zeltisi, 100 mg/ml konsantrasyona sahip olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu amagla, 1000 mg kizilcik ekstrakti, 10 ml F-12 medium igerisinde
40°C’de, 600 rpm hizinda karnstirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Yaklagik 40 dakikalik
karigtirma isleminden sonra olusan siispansiyon, 0.22 pum por ¢apina sahip enjektor
filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Sekil 2.3’te ¢ozelti hazirlama ve filtrasyon
basamagi gosterilmistir. Kizilcik ekstraktinin  hiicre  kiiltlirlerinde  kullanilacak
konsantrasyonlar1 agagidaki hesaplama yontemi ile belirlenmistir. Denklem 2.2°de miktar

hesaplama yontemi verilmistir. Kizilcik ekstraksiyon miktarlari Tablo 2.2°de verilmistir.

100mg

«V, = 29 4 1600pl Denklem 2.2
ml

ml

Vv, = 16ul

Sekil 2.3. A) Kizilcik ekstraksiyonunun hazirlanmasi B) Kizilcik soliisyonun filtrasyonu
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Tablo 2.2. Hazirlanan kizilcik ve hacim miktarlari

Miktarlar (mg/ml) Kizilciktan alinan miktar | Toplam hacim (ml)
y;
1 16 1600
3 48 1600
6 96 1600
10 160 1600
20 320 1600
50 800 1600
70 1120 1600
80 1280 1600
100 1600 1600

2.2.4.5.Hiicre canlilik analizi (MTT testi)

Kizilcik ekstrakti ve cisplatin uygulamalarini takiben, hiicre canlilignt MTT testi ile
dl¢iilmiistiir. Bu amagla, 5*10° hFOB, 37°C’de ve %5 CO: ortaminda biiyiitiilmiistiir.
Hiicreler %80-90 yayilma olusturduktan sonra belirlenen ilaglar uygulanmistir. MTT mix
coOzeltisi 1 ve 3. giin sonrasinda, 1:2 oraninda (1 birim MTT ¢o6zeltisi ve 2 birim medium)
hazirlanmistir. Hazi rlanan ¢ozelti, kuyucuklara eklendikten sonra hiicreler, 37°C’de ve
%5 CO: ortaminda 2,5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirecinin ardindan,
kuyucuklardaki MTT ¢o6zeltisi uzaklastirilmis ve lizerine DMSO eklenmistir. Hiicre
canlilig1, 570 nm dalga boyunda bir ELISA okuyucusunda 6l¢iilmiistiir.

2.2.5. Soliisyonlarin hazirlanmasi

Deneysel calismalarda kullanilan soliisyonlar, belirli konsantrasyonlarda GeIMA, Hap,
HA, cisplatin ve kizilcik ekstrakti igerecek sekilde hazirlanmistir. Soliisyonlarin

hazirlanma siireci asagidaki basamaklar halinde ger¢eklestirilmistir.

2.2.5.3.GelMA cozeltisinin hazirlanmasi
GelMA (20%, w/v) ¢ozeltisi, 30°C'de, 200 rpm hizinda karistirilarak PBS (phosphate-

buffered saline) i¢erisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Tam ¢6ziinme saglanana kadar karistirma

islemi siirdiiriilmistiir.
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2.2.5.4.Hap ve hiyaliironik asit ilavesi

GelMA ¢ozeltisine %30 (w/v) Hap ve gerekli miktarda hiyaliironik asit eklenmistir.
Karistmin homojenligi, 300 rpm hizinda en az 30 dakika boyunca karistirilarak

saglanmistir.

2.2.5.5.11a¢ ve kizilcik ekstraktinin eklenmesi

Cozeltiye, belirlenen konsantrasyonlarda cisplatin ve kizilcik ekstrakti eklenmistir.

Kullanilan ilag ve ekstrakt miktarlar1 Tablo 3’te belirtilmistir.

2.2.5.6.LAP ilavesi ve karistirma

Karisim tamamlandiktan sonra, polimerizasyonu baslatmak amaciyla uygun miktarda
LAP (lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate) eklenmistir. LAP eklenmesinin
ardindan, tiim bilesenlerin homojen bir sekilde dagilmasi ig¢in karisim tekrar

karistirtlmistir. Hazirlanan deney gruplari Tablo 2.3, Tablo 2.4 ve Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.3. ilk deneme Grup isimlendirmesi ve doku iskelesi ierigi

Hap boyut
GelMA (%)  Hap (%) . HA (%) LAP (%)

(micrometer)

Grup 1 20 10 200 1 1

Grup 2 20 20 200 1 1

Grup 3 20 30 200 1 1

Grup 4 20 40 200 1 1

Grup 5 20 50 200 1 1

Tablo 2.4. Diger denemeler sonrasinda baz doku iskelesinin igeriginin belirlenmesi

Hap boyut
GelMA (%) Hap (%) HA (%) LAP (%)
(um)
GelHap10 20 10 63 1 0,5
GelHap20 20 20 63 1 0,5
GelHap30 20 30 63 1 0,5

26



Tablo 2.5. Kizilcik ve Cisplatin yiiklii doku iskelelerinin belirlenmesi

Kizileik
Cisplatin
GelMA (%) Hap (%) Ekstrakti
(mg/ml)
(mg/ml)
GelHap30-CP1-CR1 20 30 0,0006022 2
GelHap30-CP2-CR2 20 30 0,0012366 4,818
GelHap30-CP3-CR3 20 30 0,0024088 8

2.2.6. DLP basim yontemi

Doku iskelesi iiretiminde DLP 3B yazic1 teknolojisi kullanilmigtir. Bu teknoloji, 1518a
duyarl fotopolimer malzemelerin katman katman polimerizasyonunu saglayarak, yliksek
hassasiyetli ve kontrollii doku iskelesi yapilar1 elde edilmesini saglamaktadir (Ayran et

al., 2024). Baski siirecinde kullanilan temel parametreler Tablo 2.6’da verilmistir.

Tablo 2.6. DLP basim yonteminde kullanilan parametreler

Parametre Deger
Bottom Layer 1,0
Exposure off 2,0 (s)
Bottom exposure 10,0 (s)
Normal exposure 20,0 (s)

2.2.7. Doku iskelelerin karakterizasyonu

2.2.7.3.iskele yapilarin morfolojik analizleri (SEM)

Uretilen doku iskelesinin yiizey 6zelliklerini ve gdzenek yapisini incelemek icin taramal
elektron mikroskobu (SEM) analizi ger¢eklestirilmistir. Bu amagla SEM (EVO MA-10
Carl Zeiss, ABD) cihazi kullanilmistir. SEM analizinden 6nce, numuneler yiizey
iletkenligini artirmak ve daha net goriintiiler elde etmek i¢in yaklagik 2 dakika boyunca
Sputter Coater (QUORUM SC7620) kullanilarak diisilk vakum altinda altin ile
kaplanmistir.  Yiizey morfolojisinin, gozenek boyutlarmin  ve homojenligin

degerlendirilmesi i¢in uygun biiyiitme oranlarinda goriintiilleme yapilmastir.
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2.2.7.4.Doku iskelelerinin termal analizi (DSC)

Calismada, tretilen doku iskelelerinin termal 6zelliklerini incelemek i¢in Diferansiyel
Taramali Kalorimetri (DSC) cihaz1 kullanilmistir. Analiz islemleri, 25°C ile 500°C
sicaklik araliginda gergeklestirilmistir. Numuneler, azot atmosferi altinda ve sabit bir
1sitma hiziyla analiz edilmistir. Bu analiz sirasinda, numunenin termal stabilitesi, faz
gecisleri ve erime davranisi gibi 6zellikler kaydedilmistir. Calisma sonucunda elde edilen
veriler, doku iskelesinin uygulama sirasinda karsilasabilecegi sicaklik kosullarina
uygunlugunu degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. Termal analiz sonuglari, iskelenin
yapisal biitiinliigliniin 1s1l islem kosullarinda korunup korunamayacagina dair dnemli

bilgiler saglamistir.

2.2.7.5.iskele yapilarinin mekanik analizi

Uretilen doku iskelelerinin mekanik dayanimini degerlendirmek amaciyla basma testi
gerceklestirilmistir. Testler, numunelerin biyomekanik 6zelliklerini belirlemek ve doku
iskelesinin uygulama sirasinda karsilasacagi mekanik yiikler altindaki davranisini
incelemek icin yapilmistir. Numuneler, Shimadzu (Japonya)cihazinda 1 mm/dakika
deformasyon hizinda teste tabi tutulmustur. Numunelerin basma modiiliinii hesaplamak
icin ylik-deformasyon egrileri analiz edilmistir. Elde edilen veriler, doku iskelesinin

biyomekanik uygunlugunu ve elastik davranisini degerlendirmek amaciyla kullanilmistir.

Doku iskelesinin ¢ekme dayanimini belirlemek icin ¢cekme testleri gerceklestirilmistir.
Testler, numunelerin elastik modiilii, maksimum gerilme dayanimi ve kopma uzamasi
gibi mekanik Ozelliklerini degerlendirmek amaciyla uygulanmistir. Numuneler,
Shimadzu cihazinda 2 mm/dakika ¢ekme hiz ile test edilmistir. Cekme testinden elde
edilen yiik-uzama egrileri, numunenin mekanik dayanimimi ve elastik o6zelliklerini
incelemek icin analiz edilmistir. Sonuglar, iskelenin biyolojik ortamda hiicresel biiyiimeyi

desteklerken mekanik stabiliteyi de saglayabilecegini gostermek i¢in yorumlanmuistir.

2.2.7.6.Doku iskelelerin sisme ve degredasyon analizi

Bu c¢alismada, doku iskelelerinin sisme ve degradasyon davramiglart gravimetrik
yontemlerle degerlendirilmistir. Ilk olarak, yeni iiretilen tiim iskeleler oda sicakliginda 3
giin boyunca kurutulmus ve ardindan hassas bir terazi kullanilarak baslangi¢ agirliklar
(Wo) Olcililmiistiir. Sisme testinde, kuru numuneler 37°C’de ve pH 7.4’e¢ sahip PBS

icerisine daldirilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda, numuneler PBS’ten ¢ikarilmas,

28



yilizeyde biriken sivi faz filtre kagidi ile dikkatlice alinmis ve tekrar tartilmistir (W5).
Sisme orani, asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir. Denklem 2.3’te Sisme orant

hesaplamasi verilmistir.

Sisme Orant (%) = % * 100 Denklem 2.3
Bu formiilde, Wo kuru iskelenin baslangic agirligini, W ise belirli zaman araliklarinda
tartilan sismis agirhigini ifade etmektedir. Testler {i¢ bagimsiz numune {izerinden

gerceklestirilmis, elde edilen veriler ortalama degerler ve standart hata ile sunulmustur.

Degradasyon testi, sisme testine benzer bir protokol izlenerek gerceklestirilmistir.
Kurutulmus ve baslangi¢ agirligi dlgiilen iskeleler (Wo), her biri 5 mL pH 7.4 PBS igeren
mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir. Numuneler, 37°C’de tutularak belirli zaman
araliklarinda PBS’ten ¢ikarilmis ve {i¢ kez deiyonize su ile durulanmistir. Ardindan,
iskeleler bir giin boyunca oda sicakliginda kurutulmus ve son agirliklart (W)
kaydedilmigtir. Degradasyon oran1 su denklem kullanilarak hesaplanmigtir. Denklem

2.4’te degredasyon orani hesabi verilmistir.

Degredasyon Orant (%) = % * 100 Denklem 2.4
Bu hesaplamada, Wo iskelenin baglangictaki kuru agirligmi, W, ise belirli zaman
araliklarinda olgiilen kuru agirligini géstermektedir. Tiim deneyler ii¢ farkli numune ile

tekrarlanmis, veriler ortalama ve standart hata degerleriyle birlikte rapor edilmistir.

2.2.7.7.Doku iskelelerinin kimyasal analizi (FTIR)

Calismada, iiretilen doku iskelelerinin kimyasal yapisim1 incelemek i¢in Fourier
Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi kullanilmistir. Analizler, JASCO-4000 FTIR
(ABD) cihaz1 kullanilarak gercgeklestirilmis ve Ol¢limler iletim modu araciligiyla
yapilmustir. Spektrumlar, 4000 ile 400 cm™ dalga boyu araliginda, 4 cm™ ¢dziiniirliikle

elde edilmistir.

FTIR analizi sirasinda, numunelerin 151k gecirgenligi degerleri (%T) kaydedilerek, iskele
yapisinda bulunan kimyasal baglar ve fonksiyonel gruplar tanimlanmistir. Bu yontem,
doku iskelesinin bilesimsel dogrulugunu degerlendirmek ve kullanilan malzemelerin

kimyasal 6zelliklerini detayl1 bir sekilde ortaya koymak amaciyla uygulanmistir. Analiz
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sonuglari, iskele yapisinda bulunan karakteristik fonksiyonel gruplar1 belirlemek icin

kullantlmistir.

2.2.7.8.Doku iskelelerinden ila¢ salimi

Bu calismada, iiretilen doku iskelelerinin ila¢ salim profillerini incelemek icin in vitro
salim testi gergeklestirilmistir. Her bir test i¢in, 15 mg agirhigindaki doku iskeleleri steril
2 mL tiiplere yerlestirilmis ve {izerlerine 1 mL fosfat tamponlu salin (PBS, pH 7.4)
eklenmistir. Tiipler, 37°C sabit sicaklikta ve ¢alkalamali bir inkiibatorde salim islemi i¢in

bekletilmistir.

Belirlenen zaman araliklarinda (15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat,
8 saat, 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat, 4 giin, 5giin 6 giin ve 7. giin) tiiplere i¢cerisindeki
cozeltiden 1 mL 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler, her bir kuyucuk 1 mL olacak sekilde
48 kuyucuklu kiiltiir plakalarina aktarilmistir. Ornekleme isleminin ardindan, tiiplerde
kalan ¢ozeltinin yerine taze 1 mL PBS eklenmistir. Bu islem, tiim zaman araliklarinda

tekrarlanarak ilag saliminin devamliligt saglanmistir.

Orneklerin ilag konsantrasyonlari, bir UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak cisplatin
ilac1 i¢in 305nm ve kizilcik ekstraksiyonu i¢in 280nm dalga boyu araliginda dl¢tilmiistiir
((Prasain et al., 2019; Romani, 2022). Olg¢iim sonuglari, salman ilacin miktarini

belirlemek amaciyla daha 6nce hazirlanmig kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmistir.

Bu yontem, iskelelerin ilag salim 6zelliklerini ayrintili bir sekilde incelemek ve kontrollii

salim kapasitelerini degerlendirmek amaciyla tasarlanmigtir (Ayran et al., 2024).

2.2.7.9.Hiicreli doku iskelelerinin karakterizasyonu

hFOB hiicrelerinin biiyiitiilmesi

Hiicreler Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, F-12 %10 FBS ve %l
Penisilin/Stroptomycin ile zenginlestirilmis Gibco) igerisinde kiiltiirlenmistir. Kiiltiir
ortamima, 2*10° hiicre/ml yogunlugunda hiicre eklenmistir. Hiicreler, %5 CO. iceren
nemli bir atmosferde, 37°C’de inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortami her iki giinde bir
yenilenmis, hiicreler yaklasik %80 konfluansa ulastiginda tripsin-EDTA (Gibco)

kullanilarak tripsinize edilmistir.

MTT testi i¢cin 96 kuyucuklu kiiltiir plakalar1 hazirlanmistir. Her kuyucuktaki iskele

basina yaklasik 5*10° hiicre ekilmistir. Doku iskeleleri iizerine ekilen hiicreler, belirlenen
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siirelerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklara MTT ¢ozeltisi
eklenmis ve hiicreler 37°C’de karanlik bir ortamda 2,5 saat bekletilmistir. Daha sonra,
kuyucuklardan sivi ortam uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga DMSO eklenerek formazan
kristalleri ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltilerin absorbansi, 570 nm dalga boyunda bir
mikroplaka okuyucusu kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Her deney, li¢ kez tekrarlanmigtir ve
sonuclar ortalama standart hata olarak rapor edilmistir. Ayrica, her inkiibasyon sonrasi

hiicrelerin morfolojik durumu 151k mikroskobu ile incelenmistir.

Doku iskeleleri iizerindeki hiicrelerin ¢ekirdek yapilarini ve aktin filamentlerini
goriintiilemek i¢in DAPI ve Alexa Fluor® 488-phalloidin boyalar1 kullanilmigtir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler, PBS ile ii¢ kez yikanmis ve %4 paraformaldehit
cozeltisi ile 15 dakika siireyle sabitlenmistir. Sabitlenen hiicreler, permeabilizasyon islemi
icin %0,1 Triton X-200 ¢ozeltisi ile 5 dakika boyunca muamele edilmistir. Daha sonra,
DAPI ve Alexa Fluor 488® boyalari, tiretici talimatlarina uygun sekilde hazirlanarak
numunelere uygulanmig ve belirli bir siire inkiibe edilmistir. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra, hiicreler tekrar PBS ile yikanmis ve floresan mikroskobu

kullanilarak incelenmistir.

SEM hiicre numuneleri 3 ve 7 giin boyunca hFOB ile ayni ortamda tutulan GelHap30
grubu, morfolojilerini degerlendirmek i¢cin SEM ile incelendi. Hiicrelere zarar vermeden
kiiltiir ortamindan ¢ikarilan GelHap30 grubu, 0,1 m kakodilat tamponu (pH 7,4) ile
yikand1 ve 20 dakika boyunca %2,5 glutaraldehitte fiksasyon yapildi. SEM analizine

hazirlanmak i¢in 6rnekler daha sonra 2 saat boyunca dondurularak kurutuldu.

2.2.7.10. Bitki ekstraksiyonun antimikrobiyal testi

Ilgili bakteri tiirleri, besiyeri olarak kullanilan Mueller-Hinton Agar (MHA) ortamina
inokiile edilmistir. Bakteriler, 18-24 saat 37°C’de inkiibe edilerek gece kiiltiirleri elde
edilmistir. Elde edilen bakteri kiiltiirleri, densiteleri McFarland 0,5 standardina gore

ayarlanarak (yaklasik 1,5 x 108 CFU/mL) homojen bir siispansiyon hazirlanmstir.

Hazirlanan bakteri siispansiyonlari, steril pamuklu ¢ubuklar yardimiyla Mueller-Hinton
Agar plakalarinin yiizeyine esit bir sekilde yayilmaistir. Bu islem, agar yilizeyinde homojen

bir bakteri tabakas1 olusturmak icin dikkatlice gergeklestirilmistir.
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Besiyeri iizerinde olusturulan bakteri tabakasina, steril bir alet kullanilarak 6 mm ¢apinda
kuyular agilmistir. A¢ilan kuyularin birbirlerine esit mesafede ve ¢aplarinin standartlara

uygun olmasina dikkat edilmistir.

Kizileik ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltileri, her kuyuya 100 pL
olacak sekilde dikkatlice eklenmistir. Kuyularin tagsmamasit ve numunenin kuyulara

homojen olarak dagitilmasi saglanmaistir.

Numune uygulanan MHA plakalari, ters ¢evrilerek inkiibatore yerlestirilmis ve 37°C’de
18-24 saat inkiibe edilmistir. Bu siiregte numunenin bakteriler iizerindeki etkisinin

gozlenebilmesi i¢in uygun siire ve sicaklik kosullar1 saglanmastir.

Inkiibasyonun ardindan, agar yiizeyinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari, hassas bir
sekilde cetvel yardimiyla Olciilmiistiir. Inhibisyon zon caplarinin milimetre (mm)
cinsinden degerleri kaydedilerek antibakteriyel aktivite degerlendirilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlarin inhibisyon zonu ¢aplar1 arasindaki farklar incelenmis

ve konsantrasyona bagh etkinlik degerlendirilmistir.

2.2.7.11. Partikiil boyutu ve yiizey yiikii analizi
Dinamik Isik Sacilimi1 (DLS) (Malvern Zetasizer ZEN3690, ABD) ve zeta potansiyel

Olctimleri i¢in numuneler su sekilde hazirlanmistir: 0,01 g nanopartikiil tozu, 20 mL
distile su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen bir siispansiyon elde etmek i¢in karisim bir
manyetik karistiricidda  belirli bir siire karnistinnlmigtir.  Elde edilen siispansiyon,
partikiillerin boyut dagilimin1 ve yiizey ylkiini etkileyebilecek biiyiik parcaciklarin

uzaklastirilmas1 amaciyla Whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilm{istiir.

Filtrasyonun ardindan, elde edilen siipernatan DLS ve zeta potansiyel analizleri igin
dogrudan kullanilmistir. Olgiimler sirasinda siipernatan, kiivetlere dikkatlice transfer

edilmis ve cihazin talimatlarina uygun sekilde analiz edilmistir.

2.2.7.10.1n vitro cizgi testi

24 kuyucuklu kiiltiir plakalarina (well plate) 30.000 hiicre/kuyucuk yogunlugunda hFOB
ekilmistir. Hiicreler, %10 FBS ve %1 P/S igeren standart hiicre kiiltlirii kosullarinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi 37°C sicaklikta ve %5 CO: iceren nemli bir

atmosferde gerceklestirilmistir.
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Doku iskelelerinin hazirlanmasi ve standartlara uygun olarak test edilmesi i¢in ISO
10993-Part 12 protokolii uygulanmistir. Bu kapsamda, her bir doku iskelesi tartilmis ve
0,1 g doku iskelesi bagina %2,5 FBS ve %1 P/S iceren F12 DMEM c¢o6zeltisi eklenmistir.
Doku iskeleleri, 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek test i¢in hazir hale getirilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, konfluent duruma ulasmus hiicrelerin ilk halleri 151k mikroskobu
kullanilarak goriintiilenmistir. Her bir kuyucuktaki hiicreler, 200 puL pipet ucu kullanilarak
cizilmistir. Cizim isleminin ardindan, medyum ortami uzaklagtirilmis ve hiicreler DPBS

ile nazik¢e yikanmustir.

Yikama isleminden sonra, iskeleler ile hazirlanan ve 6nceden 0,22 pum’lik filtreden
gecirilmis medyumlar kuyucuklara eklenmistir. Hiicrelerin iyilesme ve biiylime siirecleri

strastyla 0., 2., 4., 13., 15. ve 26. saatlerde mikroskop ile goriintiilenmistir.

Kontrol grubundaki doku iskelelerinde diger deney gruplarina kiyasla anlamli bir hiicre
biiyiimesi gozlenmemistir. Bu durum, doku iskelelerinin hiicre proliferasyonu tizerindeki

etkisini daha iyi anlamak i¢in diger gruplarla karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Cisplatin ve Kizilcik Ekstraksiyonunun ICso Degeri Belirlenmesi

Cisplatin ve kizileik ekstraktinin hiicre {izerindeki inhibitor etkileri ICso degerleri ile
analiz edilmistir. Calismanin sonucunda, cisplatin i¢in ICso degeri 0,0012366 mg/ml

(4,107 uM), kizilcik ekstrakti i¢in ise 4,818 mg/mL olarak belirlenmistir.

Cisplatinin ICso degeri, literatiirde bildirilen ve farkli kanser hiicre hatlarinda
gbzlemlenen degerlere olduk¢a yakin bir aralikta bulunmustur. Insan osteosarkom
hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, cisplatin ICso degerinin genellikle 3—5 uM arasinda
oldugu rapor edilmistir (Fanelli et al.,, 2020) Bu durum, cisplatinin diisiik
konsantrasyonlarda bile yiiksek etkinlige sahip oldugunu ve etkili bir kemoterapotik ajan

oldugunu bir kez daha ortaya koymaktadir.

Kizilcik ekstrakti i¢in belirlenen ICso degeri ise dogal iiriinlerin biyolojik aktivitelerini

degerlendiren diger ¢alismalardaki sonuglarla uyumludur. Kizilcik, proantosiyanidinler

33



gibi fenolik bilesikler agisindan zengin olup, bu bilesiklerin oksidatif stres diizenleyici ve
hiicre biiyiimesini inhibe edici 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Seeram et al.,
2004) .Bununla birlikte, ICso degerinin farmasotik ajanlara kiyasla daha yiiksek olmasi,
dogal iirlinlerin biyolojik etkinliklerinin yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢iktigini

gostermektedir.

Bu bulgular, cisplatinin hiicre biiyiimesini DNA hasar1 yoluyla dogrudan inhibe eden
giiclii bir antikanser ajan oldugunu, kizilcik ekstraktinin ise antioksidan ve inflamasyon
diizenleyici mekanizmalar araciligiyla daha destekleyici bir rol oynadigini isaret
etmektedir. Sonu¢ olarak, her iki maddenin hiicre biiylimesini baskilayict etkileri
dogrulanmis ve bu etkiler farkli mekanizmalar {izerinden gerceklesmistir. Sekil 3.1° de

kizileik ekstraksiyonu ve cisplatin ilacinin ICso deger tablosu gosterilmistir.

Kizileik Ekstraksiyonu ICs, Degeri Cisplatin ICsy Degeri
100 100
80 T % %—3p 80
| =4 [=4
= e 0,0012366 mg/ml
@ 60 4,818 mg/ml & 60 /' g
= =
E a0 £ a0
se a2
20 20
0% T T 1 o T T T 1
0 50 100 150 0.00 0.01 0.02 0.02 0.04
Konsantrasyon (mg/ml) Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. A) Kizilcik ekstraktinin ICso degeri B) Cisplatin ilacinin ICso degeri

3.2. Doku Iskelelerin Karakterizasyonu

3.2.1. Iskele yapilarin morfolojik analizleri (SEM)

Hibrid grup olarak belirlenen ve igerigi olusturulan GelHap gruplar1 Tablo 5’te verildigi
gibi hazirlanmistir. Kizilcik ekstrakti ve cisplatin iceren gruplar i¢in belirlenen 3 farkl
doku iskelesi igerigi ve en iyi sonug¢ veren GelHap30 doku iskelesinin SEM cihazi ile

morfolojik yapisi incelenmistir.

Ozellikle GelHap30-CP1-CR1 grubunun diisiik konsantrasyonda kizilcik ekstrakti ve
cisplatin igermesine ragmen, gozenekli yapist ve uygun partikiil dagilimi ile hiicresel

proliferasyonu destekledigi gozlemlenmistir. SEM goriintiileri, ylizeyin homojen
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olmayan ancak biyolojik uyumluluk acisindan kabul edilebilir diizeyde oldugunu
gostermistir. Kizileik ekstrakti ve cisplatinin diisiik konsantrasyonlarda kullanimu,

toksisiteyi sinirlarken, kontrollii bir antikanser etki saglamistir.

GelHap30-CP2-CR2 grubu, homojen gozenek yapisiyla dengeli bir performans
sergilemis ancak yiikksek konsantrasyondaki GelHap30-CP3-CR3 grubu, yiizey
yogunlugu nedeniyle hiicre penetrasyonunu sinirlayici bir yap1 gostermistir. GelHap30
grubu ise antikanser ve antioksidan etkilerden yoksun olmasina ragmen hiicresel biiyiime

icin uygun bir mikro ¢evre sunmustur.

Literatiirle uyumlu olarak, diisiik fenolik bilesik ve cisplatin konsantrasyonlarinin
biyolojik etkinligi artirdig1 ve toksisiteyi azalttifi sonucuna varilmistir (Kumar et al.,
2019). GelHap30-CP1-CR1 grubunun bu 6zellikleri hem biyolojik uyumluluk hem de

antikanser etkiler agisindan umut vadetmektedir.

Sonug olarak, GelHap30-CP1-CR1 grubu, kontrollii icerigi sayesinde hiicresel biiyiime
ve biyolojik uyumluluk agisindan basarili bir yapt sunmaktadir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda bu tiir dengeli tasarimlar, biyolojik ve mekanik gereksinimleri
karsilamak i¢in etkili bir yaklasim olabilir. Sekil 3.2° de doku iskelelerinin SEM

goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.2. A1 (GelHap30-CP1-CR1), B1 (GelHap30-CP2-CR2), C1 (GelHap30-CP3-
CR3), D1 (GelHap30) 1X biiyilitme goriintiisii, A2 (GelHap30-CP1-CR1), B2
(GelHap30-CP2-CR2), C2 (GelHap30-CP3-CR3), D2 (GelHap30) 5X biiyiitme

goruntisu
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3.2.2. Doku iskelelerinin termal analizi (DSC)

GelHap30, GelHap30-CP1-CR1, GelHap30-CP2-CR2 ve GelHap30-CP3-CR3 doku
iskelelerinin termal davraniglart DSC analizi ile incelenmistir. Elde edilen veriler, kizilcik
ekstrakt1 ve cisplatin igeriginin doku iskelelerinin termal stabilitesi iizerinde belirgin

etkileri oldugunu gostermektedir.

GelHap30 grubunda, 94,3°C'de belirgin bir erime sicakligi tespit edilmistir. Bu durum,
kizileik ekstraktt ve cisplatin icermeyen bu iskelelerin, temel bilesenlerinin termal

Ozelliklerini yansittigin1 gostermektedir.

GelHap30-CP1-CR1 grubunda, erime sicakliginin 87,7°C'ye diistiigli gézlemlenmistir.
Diisiik konsantrasyondaki kizilcik ekstrakti ve cisplatin igeriginin, iskelelerin termal

stabilitesini olumsuz etkiledigi ve yapinin termal dayanikliligini azalttig1 anlasilmaktadir.

GelHap30-CP2-CR2 grubunda ise, erime sicakliginin 106,2°C'ye yiikseldigi saptanmuigtir.
Orta diizeydeki kizileik ekstrakti ve cisplatin igeriginin, iskelelerin termal stabilitesini

artirdig1 ve yapiin termal dayanikliligini olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir.

GelHap30-CP3-CR3 grubunda, erime sicakliginin 101,4°C oldugu belirlenmistir.
Konsantrasyondaki kizilcik ekstrakti ve cisplatin igeriginin, termal stabiliteyi artirdigi

ancak bu etkinin orta diizey konsantrasyon kadar belirgin olmadig1 anlagilmaktadir.

Doku iskelelerinde katki maddelerinin homojen dagiliminin termal dayaniklilig
artirabilecegi, ancak yiiksek katki konsantrasyonlariin yapinin stabilitesini olumsuz
etkileyebilecegi daha &nce de belirtilmistir (Shi et al., 2021). Ozellikle, organik ve
inorganik katkilarin dengeli bir sekilde dagitilmasi, termal stabiliteyi optimize etmek
acisindan kritik 6neme sahiptir. Calismamizda da GelHap30-CP2-CR2 grubunun, bu
dengenin saglandig1 en uygun yap1 oldugu goriilmiistiir. Sekil 10° da belirtilen doku
iskelelerinin DSC grafigi verilmistir. Sekil 3.3 ve Tablo 3.1°de DSC degerleri verilmistir.
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Sekil 3.3. 0°C -400°C arasinda belirtilen malzemelerin DSC grafigi

Tablo 3.1. Belirtilen doku iskelelerinin Tonset: T baglangic sicakligi, Tpeax: Zirve
sicaklig1, Tendset: Bitis sicakligi

Numune Baslangic Sicakhg: Zirve Sicakhig Bitis Sicakhg
(Tonset) (OC) (Tpeak) (OC) (Tendset) (OC)

GelHap30 85.5 94.3 115.3
GelHap30- 75.3 87.7 96.9
CP1-CR1

GelHap30- 86.5 106.2 123.8
CP2-CR2

GelHap30- 92.5 101.4 130.8
CP3-CR3
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3.2.3. Iskele yapilarinin mekanik analizi

Farkli konsantrasyonlarda saf GelHap gruplarina sahip hidrojeller ve ilag¢ yiiklii hibrid
iskelelerin basma testi sonuglari ile ylizdelik uzama degerleri Tablo 8’de sunulmustur. Saf
gruplar ile ila¢ eklenmis gruplar arasinda belirgin bir farklilik tespit edilmemistir.
Bununla birlikte, saf gruplar arasinda Hap konsantrasyonunun artis1 ile basma
dayaniminda anlamli bir yiikselme gozlenmistir. Ozellikle, GelHap30 grubu 6.91+0.06

MPa basma dayanimi ile saf gruplar arasinda en yiiksek dayanim degerine ulagmistir.

Hap mikro ve nanopartikiillerinin yogunlugundaki artisin, sikistirma islemi sirasinda
yiizdelik uzama degerlerinde hafif bir azalma egilimine neden oldugu goriilmiistiir. Buna
karsilik, ila¢ konsantrasyonlarinin hibrid iskelelerin basma dayanimi iizerinde anlamli bir
etkisinin bulunmadig: belirlenmistir. Yiizdelik uzama degerlerinin tiim gruplar i¢in %20
ile %29 arasinda degistigi tespit edilmistir. Sonug olarak, elde edilen bulgular iiretilen
iskelelerin kemik doku uygulamalart i¢in potansiyel bir biyomalzeme oldugunu
gostermektedir. Ozellikle, basma dayanimimin trabekiiler kemik dokusu igin literatiirde
minimum gereklilik olarak belirtilen 2 MPa degerini agmas1 (Obada et al., 2021), bu

malzemelerin kemik doku uygulamalarinda kullanimina yonelik umut vadettigini ortaya

koymaktadir. Tablo 3.2° de degerler verilmistir.

Tablo 3.2. Gruplarin basma ve ¢gekme test degerleri

Grup Basma dayanimi (MPa) Uzama (%)
GelHap10 6.41+0.10 28.9+2.1
GelHap20 6.72+0.01 27.8+1.4
GelHap30 6.91+0.06 24.0+1.3

GelHap30-CP1-CR1 6.91+0.09 25.1£2.2
GelHap30-CP2-CR2 6.89+0.10 23.7+1.8
GelHap30-CP3-CR3 6.90+0.05 24.3+2.1
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3.2.4. Doku iskelelerin sisme ve degredasyon analizi

Doku iskelelerinin su absorpsiyon kapasiteleri, doku iskelelerinin biyolojik sistemlere
adaptasyonu agisindan 6nemli bir parametredir. Calismanin sonuglari, GelHap30-CP3-
CR3 grubunun en yiiksek sisme oranina (~450%) ulastigini ve bu durumun yiiksek
miktardaki hidroksiapatit ve polimer igeriginden kaynaklandigini gostermistir.
GelHap30-CP2-CR2 grubu ise yaklasik %400’lik bir sisme oraniyla dengeli bir yapi
sergilemistir. Bu 0Ozellik, hiicresel rejenerasyonu desteklerken mekanik stabiliteyi

korumak agisindan ideal bir performansa isaret etmektedir.

GelHap30-CP1-CR1 grubunda gozlenen yaklasik %300’liik sisme orani, diisiik kizileik
ekstrakti ve cisplatin miktarina bagli olarak daha smirli bir su tutma kapasitesi
gostermistir. Ancak bu durum, kontrollii su absorpsiyon kapasitesi ve mekanik
dayaniklilik acisindan avantaj saglayabilir. Diger yandan, GelHap30 grubunda sisme
orani ~250% olarak Olgiilmiis ve katki maddesi icermemesi nedeniyle en diisiik su
absorpsiyon kapasitesini sergilemistir. Literatiirde belirtildigi iizere, yiiksek sisme
oranlar1 metabolit degisimi ve besin tasinmasini kolaylastirirken, asir1 sisme mekanik
stabiliteyi olumsuz etkileyebilir (Zhang et al., 2018). Bu baglamda, GelHap30-CP2-CR2
grubu, biyolojik ve mekanik gereksinimler acisindan dengeli bir performans

gostermektedir. Sisme ve bozunma grafigi Sekil 3.4°te gosterilmistir.

Bozunma analizleri, doku iskelelerinin biyolojik ortamda biyobozunurluk 6zelliklerini
degerlendirmek icin yapilmistir. GelHap30-CP1-CR1 grubunda, bozunma orani ilk iki
giin i¢inde hizl1 bir artig gostermis (~%60) ve daha sonra stabilize olmustur. Bu durum,
diisiik kizilcik ekstraktt ve cisplatin igeriginin yap1 iskelelerinde daha kontrollii bir

bozunma siireci sundugunu ortaya koymaktadir.

GelHap30-CP2-CR2 grubunda bozunma orani, yedinci giin sonunda %80’in iizerine
cikmistir. Bu grubun biyobozunurluk profili, kontrollii ilag salim1 ve hiicre biiyiimesini
destekleyen bir yapiy1 temsil etmektedir. GelHap30-CP3-CR3 grubunda ise bozunma
orani en yiikksek seviyeye ulasmis (%85-90) ve katki maddelerinin fazla miktarda
bulunmasi nedeniyle daha hizli bir bozunma gdstermistir. Ancak bu durum, mekanik
dayanikliligin korunmasini zorlastirabilir. GelHap30 grubunun en diisiik bozunma oranini

(~%40) gostermesi, yogun yapisal ozelliklere ve katki maddesi icermemesine baglidir.

39



Bu 6zellik, uzun siireli stabilite gerektiren uygulamalar i¢in bu grubu avantajli hale

getirebilir. Bozunma grafigi Sekil 6’da gosterilmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, iskelelerin kompozisyonlarindaki kizilcik ekstrakti ve
cisplatin oranlarinin fizikokimyasal 6zellikler lizerinde belirleyici oldugunu gostermistir.
GelHap30-CP2-CR2 grubu, dengeli sisme (~%400) ve kontrollii bozunma 6zellikleri ile
biyomedikal uygulamalarda en uygun performans: sunmustur. GelHap30-CP1-CR1
grubu, daha diisiik sisme ve bozunma oranlar1 ile mekanik dayanikliligi artirirken,
biyouyumlulugun korunmasini saglamaktadir. GelHap30-CP3-CR3 grubunun yiiksek
sisme ve bozunma oranlari, kisa vadeli ilag salimi uygulamalari i¢in ideal bir 6zellik
sunarken mekanik dayanikliligi sinirlayabilir. GelHap30 ise daha diisiik sisme ve
bozunma oranlariyla, uzun siireli stabilite gerektiren uygulamalar i¢in uygun bir alternatif

olarak degerlendirilmektedir.
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& GelHap30

Sisme Gram (%)

100

T T v T v
o 20 40 &0 ao 100
Zaman{saat)

B —¥— GelHap30

—F— GelHap30-CRL-CPL
GelHap30-CR2-CP2

B0 —§— GelHap30-CRI-CPI

@
=

Kutle Kaybi (%)

&

20

0 gin 1 gin 2 gin 3 gin 4 gin 5 gun & giin 7 giin
Zaman{Gun}

Sekil 3.4. A) Sisme grafigi B) Bozunma grafigi
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3.2.5. Doku iskelelerinin kimyasal analizi (FTIR)

Sentezlenen numunelerin FTIR analizinin hem GelMa matrisinin yapisal 6zelliklerini
hem de ek kimyasal modifikasyonlar1 vurgulayan 6nemli fonksiyonel gruplarin varligini
Sekil 3.5’ te ortaya koydugunu gostermektedir. 3305 cm"'de gozlemlenen emilim bandi,
jelatin yapist i¢indeki hidroksiprolin kalintilarinin karakteristigi olan O-H gerilme
titresimine karsilik gelir. 1633 cm"'deki tepe noktasi, GelMa’ nin karakteristik piki olan
amid I'den gelen C=0 gerilme titresimini temsil eder ve peptit omurgasinin korundugunu
dogrular. Dahasi, 1031 cm"'deki bant, fosfat igeren yapilarin numuneye entegre edildigini
gosteren fosfat gruplarinin (P=0 gerilmesi) varligini gosterir. Karsilagtirma i¢in, (Alexa
ve ark., 2021) tarafindan bildirildigi gibi, sentetik karbonatli hidroksiapatit (c-Hap)
ornekleri, 1090-1032, 960 ve 600-500 cm"'de PO+* ile ilgili belirgin FTIR bantlarinin
yani sira 1550, 1460, 1445, 1415 ve 870 cm "'de karbonatla ilgili pikler sergiledi. Mevcut
caligmada, 1031 cm''deki fosfatla ilgili pik, bu bulgularla yakindan ortlismekte ve
sentezlenen malzeme ile c-Hap arasindaki yapisal benzerlikleri gostermektedir. Ek
olarak, 3305 cm"'deki O-H gerilme titresimi, hidroksiapatit yapilarin tipik 6zellikleri
olan hidroksil ve fosfat gruplarinin bir arada varlifin1 daha da desteklemektedir (Reyes-
Gasga et al., 2013). Literatiirde bildirilen degerlere kiyasla O-H gerilmesinin (3305 cm™)
ve C=0 gerilmesinin (1633 cm™) tepe pozisyonlarindaki hafif sapmalar, numune
hazirlama yontemlerindeki veya modifikasyon derecelerindeki farkliliklara atfedilebilir.
Bu sonuglar, fosfat gruplarinin GelMa matrisine basariyla entegre edildigini
dogrulayarak, malzemenin gelismis islevsel ozellikler gerektiren uygulamalar igin
potansiyelini gostermektedir. Yiiklenmemis ve yiliklenmis gruplar arasinda tepe farki
gozlenmemistir. Bu, kizilcik ekstrakti ve cisplatin nedeniyle GelMa ve Hap tepelerini

bastirmistir.
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Sekil 3.5. A) GelHap gruplarin FTIR grafigi B) Hibrid gruplar ve GelHap30 FTIR
grafigi

3.2.6. Doku iskelelerinden ila¢ salimi

In vitro ilag salinim analizleri kapsaminda, cisplatin ve kizilcik soliisyonlari, PBS
ortaminda alt1 farkli konsantrasyonda (2, 4, 6, 8 ve 10 pg/ml) hazirlanmis ve analiz
edilmistir. Cisplatin i¢in 305 nm, kizilcik i¢in ise 280 nm dalga boylarinda absorbans
Olctimleri gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina dayanarak standart bir kalibrasyon
egrisi olugturulmus ve kiimtilatif ila¢ salim grafikleri hazirlanmistir. Bu grafikler, kizilcik
icin Sekil 3.6’da, cisplatin i¢in ise Sekil 3.7°de sunulmustur. Sekil 3.6A’da kizilcik
ekstraksiyonun 250nm ile 400nm arasinda absorbans grafigi ¢izilmistir. Bu grafige gore,
kizilcik ekstraksiyonunun verdigi pik degeri 280nm olarak elde edilmistir. Sekil 3.7A’da
cisplatin i¢in 250nm ile 400nm arasinda absorbans grafigi ¢izilmistir. Bu grafige gore,
cisplatin ilacinin verdigi pik degeri 305nm olarak elde edilmistir. Her iki malzeme i¢in
salim profilleri ayr1 ayr1 incelenmis ve ICso degerlerine gore belirlenen farkli
konsantrasyonlar temelinde {icerli gruplar olusturulmustur. Elde edilen veriler, her iki
ilacin PBS ortaminda belirgin salinim desenleri sergiledigini ortaya koymustur. Grup
formiilasyonlar1 arasindaki farkli salim davraniglar1 detayl bir sekilde degerlendirilmis
ve Hap formiilasyonu ile yapilan ilag tastyici yapilarin kizileik ve cisplatin i¢in benzer
ilag salim davranislar1 gosterdigi belirlenmistir. Tasiyic1 mekanizmanin ayni olmasindan
dolayi, kiimiilatif ilag salim grafiklerinin benzer profiller sergilemesi beklenmekte olup,

bu durum deney sonuglariyla da uyumlu bulunmustur.
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Sekil 3.6.A) Kizilcik ekstraksiyonun absorbans grafigi B) Kizilcik ekstraksiyonun

kalibrasyon egrisi ve kizilcik yiiklii iskelelerin yiizdelik kiimiilatif salim grafigi

Kizilcik-Hap tabanli iskelelerden gergeklestirilen salim profili incelendiginde, ilk 30
dakika igerisinde hizli bir salim fazinin meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu donemde,
GelHap30/Cr2 i¢in %32,7, GelHap30/Cr4 i¢in %37,2 ve GelHap30/Cr8 i¢cin %49,7
oraninda ani bir salim ger¢eklesmistir. Salim siiresi 4 saate ulastiginda, GelHap30/Cr2
grubunun %48,7, GelHap30/Cr4 grubunun %58,6 ve GelHap30/Cr8 grubunun %60,73
oraninda ila¢ salim1 gergeklestirdigi belirlenmistir. Bu veriler, ilag konsantrasyonundaki
artisin salim miktarin1 da artirdigini géstermektedir. Salim siiresinin 6 saatten sonra tiim
gruplarda belirli bir doyum seviyesine ulastig1 ve stabil bir salim profilinin olustugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, 120 saat sonunda ila¢ salimmin devam ettigi ve ozellikle
GelHap30/Cr8 grubunun %97 oranina ulagtig1 gézlemlenmistir. 7. giin itibartyla, kizilcik

yiiklenmig gruplarin tamamu ilag¢ salim siirecini tamamlamaistir.

Cisplatin ilacinin GelHap30 tabanli iskelelerden salim profili incelendiginde, ilk 30
dakika igerisinde GelHap30/Cp2 (%24,6), GelHap30/Cp4 (%27,2) ve GelHap30/Cp8
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(%29,7) gruplarinda ani bir salim (burst release) meydana gelmistir. Bu salim oraninin
kizilcik i¢in daha diisik oldugu goézlemlenmistir. Salim siiresi 6 saate ulastiginda,
GelHap30/Cp2 (%52,2), GelHap30/Cp4 (%54,4) ve GelHap30/Cp8 (%51,6) gruplari
toplam ilag miktarin yaklasik yarisini salmistir. Tiim gruplarin salim oranlar1 arasinda
belirgin bir farklilik gézlemlenmemistir. 8 saat sonrasinda ise tim gruplar belirli bir
stabiliteye ulasarak durgun bir salim profili sergilemistir. Yedi gilinliik siire¢ sonunda
cisplatin yiiklii gruplarin ilag saliminin tamamlandigi belirlenmistir. Sekil 3.7°de cisplatin

i¢cin absorbans grafigi, kalibrasyon egrisi ve kiimiilatif salim grafigi verilmistir.

Ayr ayr kizileik ekstrakti ve cisplatin yiikli iskelelerin salim profillerinde, ani salimin
ardindan kontrollii bir salim davranis1 gézlemlenmistir. Kizilcik i¢in bu siire¢ yaklasik
120 saat, cisplatin i¢in ise 96 saat sonunda tekrar bir artig gostermistir. Bu farkin, cisplatin
ve kizileigin farkli kimyasal yapilarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu salim
profillerinin, iki fazli bir salim mekanizmasi ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir. 1k
fazin, iskelenin yiizeyinde biriken ilacin PBS ortamina temas etmesi sonucu meydana
gelen ani salimdan kaynaklandig1 6ngoriilmektedir. Tkinci faz ise iskelenin i¢indeki Hap
mikro  partikiillere  yapisan  ilaglarin  kontrolli  salim  mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak kontrollii salimin gerg¢eklesmemesi durumunda, 6zellikle
fitofarmasdatiklerin toksik seviyenin altinda bir konsantrasyonda tutulmasi zorlasabilir.
Kontrolsiiz salim, baslangigta asir1 miktarda ila¢ salimina neden olarak toksik etkilere yol
acabilir (Szczesna et al., 2021). Bu nedenle, ilag konsantrasyonlarinin optimizasyonu i¢in
ICso test protokolleri kullanilarak gerekli diizenlemeler yapilmaistir. ICso testleri, ilaglarin
hiicrelerde toksik etkiler yaratmadan terapotik etkinlik gosterebilecegi optimum
konsantrasyon araligini belirlemek i¢in uygulanmistir. Bu protokoller, ilacin toksisite
siirlarini tanimlayarak, kontrollii salim mekanizmasinin etkin bir sekilde tasarlanmasina

katk1 saglamigtr.
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Sekil 3.7. A) Cisplatin ilac1 i¢in absorbans grafigi B) Cisplatin ekstraksiyonun

kalibrasyon egrisi ve Cisplatin ytiklii iskelelerin yiizdelik kiimiilatif salim grafigi

3.2.7. Hiicreli doku iskelelerinin karakterizasyonu

Hap boyutunun (200 pm ve 63 pm) ve LAP konsantrasyonunun (%1-%0,5) hiicre
davranis1 {izerindeki etkileri incelenmistir. Ik deney setinde 200 um Hap, ikinci setinde

ise 63 pm Hap kullanilmistir.

Sekil 3.8A’da Tablo 3 gruplarinin hiicre canlilig1 degerleri verilmistir. Bu grafige gore,
200 um Hap kullanilan gruplarda artan Hap konsantrasyonunun 1. giinde hiicre sayisinda
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyonlarda 3. giin itibariyla hiicre
artis1 gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlar bu artig1 sinirlamistir. Sekil 3.8B° de 63 um
Hap kullanilan GelHap10, GelHap20 ve GelHap30 gruplari verilmistir. 63 um Hap
kullanilanda ise ayn1 konsantrasyonlarda daha yiiksek hiicre sayisi tespit edilmistir, bu da
kiigiik boyutlu Hap partikiillerinin hiicre tutunmasini daha etkin sekilde destekledigini
gostermistir.

Her iki deneyde de artan Hap ve LAP konsantrasyonu, hiicre canliliginda doza bagiml
bir diisiise neden olmustur. Ancak GelHap30 hiicre canliliginda istikrarli bir deger
sergilemistir. Ancak GelHapl10 ve GelHap20 doku iskelelerinde 7.giine gelindiginde
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toksik etki gostermeye baslamistir. Bu durum, 63 um Hap kullanilan gruplarda 3.giinde
toksik olmadigini ancak 7.giline gelindiginde canliligr diistirmiistiir. Ancak genel olarak

hiicre canlilig1 200 pm Hap boyutuna gore daha yiiksek seviyelerde kaydedilmistir.

Sonuglar, Hap’in hiicre davranisi iizerindeki etkilerinin hem konsantrasyon hem de boyut
faktorlerine bagli oldugunu gostermektedir. Daha kii¢iik Hap partikiillerinin (63 pm) daha
genis ylizey alan1 saglayarak hiicre etkilesimlerini artirdigi diisiintilmektedir. Bu bulgular,
Hap bazli biyomalzemelerin biyomedikal uygulamalarda (6rnegin kemik doku
miihendisligi) kullanilabilmesi i¢in konsantrasyon ve boyut optimizasyonunun kritik bir
parametre oldugunu vurgulamaktadir. Ayn1 zamanda LAP miktarinin hiicre sayisinda ve

canliliginda belirgin bir etki yarattigini géstermistir.

o, 25007 w Grup 1 * b
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Sekil 3.8. A) Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 MTT testi ile hiicre sayisinin 1
ve 3. Giin degerleri B) GelHap10, GelHap20 ve GelHap30 doku iskelelerinin MTT testi
ile 1,3 ve 7.giin hiicre canlilig1 degerleri. istatistiksel anlamlilik diizeyleri (*) p <0,05,

(**) p <0,1, (***) p <0,001 ve (****) p <0,0001 olarak belirtilmistir.

Hibrid gruplar, ozellikle diisiik ve orta konsantrasyonlarda (GelHap30-CP1-CR1 ve
GelHap30-CP2-CR2), GelHap30 ile karsilastirildiginda 1. giinde 6nemli Ol¢lide daha
yliksek hiicre canlilig1 gosterdi. Sekil 3.9° da hibrid gruplar MTT testi ile hiicre canliligi
degerleri verilmistir. Yedinci gilinde, tiim gruplarda hiicre canliliginda belirgin bir azalma

gozlemlenirken, hibrid formiilasyonlar GelHap30'a gore {istiin hiicre canliligr sergiledi.

Bu arastirma, cisplatin ve kizilcik ekstraksiyonunun Hap ile hiicre canlilig1 tizerindeki
etkilerini degerlendirmistir. Sonuglar, diisiik ve orta konsantrasyonlardaki hibrid
formiilasyonlarin tedavinin ilk asamalarinda hiicreler {izerinde koruyucu bir etki

gosterebilecegini gostermektedir. GelHap30-CP1-CR1 grubunda 7.glinde gézlemlenen
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%104 hiicre canlilig1 hiicrenin ¢ogalmasini arttirici etki gosterdigini vurgulamaktadir.
Ozellikle 7.giinde oldukca yiiksek sonu¢ vermesi doku iskelesinden salgilanan ilag
miktarindan kaynaklandig1r disiliniilmistiir. Bununla beraber 7. giinde go6zlenen
GelHap30-CP2-CR2 grubu da toksik olmadigi goriilmiistiir. GelHap30-CP3-CR3 grubu
icerisinde bulunan yiiksek cisplatin ve kizilcik ekstraktt miktari hiicre canliligini ciddi
sekilde etkilemistir. Kizilcik ekstraksiyonunun antioksidan ve anti-inflamatuar
Ozelliklerinin, en azindan kismen, Hap ve cisplatinin sitotoksik etkilerini hafiflettigi
varsayllmaktadir. Bu durum, GelHap30 ile karsilastirildiginda hibrid gruplarda
gbzlemlenen daha yiiksek hiicre canliligini agiklamaktadir. Ancak, 7. giinde gézlemlenen
hiicre canliligindaki 6nemli azalma hem Hap hem de cisplatin ile iligkili uzun vadeli
sitotoksik etkilerin varligin1 gostermektedir. Bu bulgular, bu materyallerin in vivo

modellerde uzun siireli etkilerinin degerlendirilmesinin 6énemini vurgulamaktadir.

Ayrica, sonuglar, Ozellikle kanser tedavisi baglaminda, Hap bazli materyallerin
biyouyumlulugunu iyilestirmek igin cisplatin ve kizilcik ekstrakti gibi ajanlarin dahil

edilmesinin potansiyelini vurgulamaktadir.
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Sekil 3.9. GelHap30-CP1-CR1, GelHap30-CP2-CR2, GelHap30-CP3-CR3 ve
GelHap30 MTT testi ile 1,3 ve 7.giin hiicre canlilig: degerleri. Istatistiksel anlamlilik
diizeyleri (*) p <0,05, (**) p <0,1, (***) p <0,001 ve (****) p <0,0001 olarak
belirtilmistir
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1.Giin 3.Giln 7.Gln

GelHap30-
CP1-CR1

GelHap30-
CP2-CR2

GelHap30-
CP3-CR3

GelHap30

Sekil 3.10. iskelelerin DAPI ile hiicre gekirdeklerinin 1,3 ve 7. giin goriintiileri

Sekil 3.10" da 1, 3 ve 7 giinliik inkiibasyondan sonra gruplarin iizerindeki DAPI boyali
hFOB' larin floresan goriintiileri verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi, hiicreler bir haftalik
kiiltlir periyodu boyunca her iskeleye tutunarak canlilik géstermistir. Ayn1 zamanda Sekil
3.11' de DAPI ve Alexa Fluor® 488-phalloidin boyamalari 3.giin i¢in birlikte verilmistir.
Hiicre c¢ekirdekleriyle beraber hiicrelerin fibrilleri de net olarak goriilmektedir.
GelHap30-CP1-CR1 grubunda hiicre tutunmasinin en fazla oldugu hiicre cekirdegi

yogunlugundan anlagilmaktadir.



GelHap3o-
CP1-CE1

B]I1E|tlnl!:|1'|

Sekil 3.11. 3.giin iskele gruplarinda hiicre yapismasi ve morfolojisinin degerlendirilmesi

GelHap30-
CP2-CR2

GelHap3o-
CP3-CE3

GelHap30

icin DAPI ve Alexa Fluor® 488-phalloidin ile yapilan boyama testleri. Sol siitun, hiicre
cekirdeklerinin DAPI ile boyanmasini (mavi); orta siitun, aktin filamentlerinin Alexa
Fluor® 488-phalloidin ile boyanmasini (yesil); sag siitun ise DAPI ve Alexa Fluor®

488-phalloidin boyamalarinin birlestirilmis goriintiileri

SEM testleri GelHap30 icin yiiksek hiicre canliligi gosterdi. Hiicreler hFOB benzeri
morfoloji gdsterdi, bu da GelHap30 grubunun toksisiteye neden olmadigini gosteriyor.
Sekil 3.12"' de GelHap30 tizerindeki hFOB hiicrelerinin 3. ve 7. giin SEM goriintiileri
gosterilmektedir. SEM goriintiilerinin incelenmesi hiicrelerin 7 giin i¢inde iskele yiizeyine

yayildigin1 ve hiicre yapigmasini destekledigini gosterdi.



Sekil 3.12. GelHap30 grubunun SEM goriintiileri A) 3. giin 2X dlgeklendirme B) 3.giin
10X o6l¢eklendirme C) 7. glin 2X 6lgeklendirme D) 7. giin 10X 6lgeklendirme

3.2.8. Bitki ekstraksiyonun antimikrobiyal testi

Kizilcik ekstraktinin saglikla ilgili bircok alanda potansiyel etkilerinin oldugu ve 6zellikle
idrar yolu enfeksiyonlarinin 6nlenmesinden, antioksidan, antienflamatuvar ve potansiyel
antikanser etkilerinin gosterilmesine kadar genis bir etki spektrumu sundugu
bilinmektedir. Bu calismada, kizilcik ekstraktinin antibakteriyel etkileri incelenmis ve
ozellikle Staphylococcus aureus bakterisine karsi belirgin bir inhibisyon etkisi gosterdigi
tespit edilmistir. Sekil 3.13’ te, kizilcik ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda olusan

inhibisyon zon caplar1 verilmistir.

Caligma bulgulari, kizileik ekstraktinin konsantrasyon arttik¢a antibakteriyel etkinliginin
de arttigin1 gostermistir. Bu durum, ekstraktin doza bagimh bir etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, gram-negatif bir bakteri olan Escherichia coli iizerinde
etkinliginin olduk¢a sinirlt oldugu goriilmiistiir. Gram-negatif bakterilerdeki bu sinirh
etkinlik, kizileik  ekstraktinin  antibakteriyel = spektrumunun dar  oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sonug olarak, kizilcik ekstraktinin antibakteriyel 6zellikler sergiledigi tespit edilmistir.
Ancak, ozellikle gram-negatif bakterilere kars1 etkisinin zayif olmasi, bu ekstraktin tek
basina kullanildiginda sinirli bir etki spektrumu sundugunu gostermektedir. Daha genis
bir etki spektrumu saglanabilmesi i¢in, kizilcik ekstraktinin farkli antimikrobiyal ajanlarla
kombinasyon  halinde  kullanilmasinin =~ uygun  bir  strateji  olabilecegi
degerlendirilmektedir. Bu sayede, kizilcikk ekstraktt bazli  formiilasyonlarin
antimikrobiyal etkinlikleri artirilarak, daha genis bir bakteriyel spektrum iizerinde

etkinlik gostermesi saglanabilir.

S. aureus Atcc 25923 E. coli Atcc 25922

Inhibition zone diameters (mm)

1 2 3

S. aureus 10 9 8

E. coli

Sekil 3.13. Antibakteriyel aktivite test sonuglar1 ve inhibisyon zon ¢aplari (1.zon 50
mg/ml, 2. zon 25 mg/ml, 3. zon 12,5 mg/ml.)

3.2.9. Partikiil boyutu ve yiizey yiikii analizi

GelHap30 grubunda bulunan Hap partikiillerinin boyutunu belirlemek amaciyla DLS
testi, ylizey yiiki analizini gerceklestirmek icin ise zeta potansiyel 6l¢iimii yapilmis ve
sonuclar Sekil 3.14’te sunulmustur. DLS testiyle elde edilen Z-ortalama, partikiillerin
hidrodinamik c¢aplarinin agirlikli ortalamasini ifade eden ve Olgiimdeki en Onemli
parametrelerden biridir. Bu deger, partikiillerin ¢ozeltideki boyut dagilimini temsil eder
(Jiaetal., 2023). Test sonuglari, GelHap30 grubundaki partikiillerin Z-ortalama degerinin
2325 nm (2,325 pum) oldugunu gostermektedir. Bu deger, partikiillerin mikro boyut
aralifinda oldugunu ve oldukga biiyiik bir partikiil boyutuna isaret etmektedir. DLS
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testinde elde edilen bir diger 6nemli parametre olan Polidispersite Indeksi (PI),
numunenin boyut dagilimmin homojenligini 6l¢er. PI degeri, 0,1-0,3 araliinda
oldugunda homojen bir sistem olarak degerlendirilirken (Danaei et al., 2018), PI = 1
degeri, boyut dagiliminin son derece heterojen oldugunu gdstermektedir. GelHap30
grubunda PI degerinin 1 olarak dl¢ililmesi, pargaciklarin heterojen bir dagilima sahip
oldugunu ve ortamda yalnizca Hap partikiillerinin bulunmadigini gostermektedir. Bu

durum, numunede agregasyon (parcaciklarin birlesmesi) olabilecegine isaret etmektedir.

Zeta potansiyel Ol¢iimleri, partikiillerin ylizey yiikii ve stabilitesini degerlendirmek i¢in
kullanilmistir. Test sonuglarina gére, GelHap30 partikiillerinin zeta potansiyel degeri -
40,38 mV olarak bulunmustur. Literatiirde, zeta potansiyel degerinin [+30 mV]| iizerinde
olmasi, partikiillerin kolloidal stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir (Liu et al., 2020)
Bu durum, partikiiller arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerinin van der Waals ¢ekim
kuvvetlerini agmasiyla saglanir. Dolayisiyla, elde edilen -40,38 mV degeri, partikiillerin
oldukca stabil oldugunu ve birbirleriyle minimum diizeyde etkilesim (agregasyon)
gosterdigini ortaya koymaktadir. Zeta potansiyel dlglimiinde ayrica zeta sapma degeri
4,169 mV olarak tespit edilmistir. Diigiik sapma degeri, partikiillerin biiyiik bir kisminin
benzer ylizey yliklerine sahip oldugunu ve homojen bir stabilite sergiledigini ifade
etmektedir. Eger zeta sapma degeri yliksek olsaydi, bazi partikiillerin diisiik zeta
potansiyel degerine sahip oldugu ve bu partikiillerin agregasyona daha yatkin olabilecegi
diistintiliirdii (Bhattacharjee, 2016). Ancak mevcut deger, partikiillerin yiizey yiiklerinin
homojen dagilimmi desteklemektedir. Kemik doku miihendisliginde kullanilan
partikiillerin stabilitesi son derece onemlidir. Stabil partikiiller, biyolojik ortamlarda
homojen bir dagilim saglar ve bu durum, uygulamalarda etkinlik agisindan kritik bir rol
oynar. Agregasyon olusumu, partikiillerin ¢aplarmin biiylimesine yol agarak biyolojik
aktiviteyi olumsuz etkileyebilir (Dolai et al., 2021). GelHap30 grubundaki partikiillerin
stabil olmasi, bu partikiillerin kemik doku miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalarda

kullanim potansiyelini desteklemektedir.
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Sekil 3.14. Hap partikiillerin dinamik 1s1k sagilmasi (DLS) ve zeta potansiyel test
sonuglari. A) Partikiillerin boyut dagilimi (yogunluk yiizdesine gore) B) Zeta potansiyeli

Olctimleri

3.2.10. In vitro ¢izgi testi analizi

Kemik hiicresi olan hFOB hiicrelerin gelismis ¢cogalmasi ve gogii, basarili yara iyilesmesi
icin birincil kriterlerden biridir. Bu kriterlere gore 24 saat sonrasinda iskelelerde ve
kontrol grubunda yara tamamen kapanmis. Sekil 3.15' te goriildiigli gibi doku iskeleleri
kontrol grubundan daha 6nce yara iyilesmesi saglamistir. Sekil 3.16' da yara olusumu ve
kapanma siireci gosterilmistir. Kontrol grubu ile benzer siirede ve hizda kapanan yaralar
doku iskelelerinin yara olustuktan sonra iyilesmesine katki sagladiini gostermektedir.
Ozellikle 2. saatte GelHap30-CP2-CR2 grubu en fazla iyilesmeyi gdstermistir. Bunun
nedeni igerisinde bulunan kizilcik ekstraktinin salimi oldugu diisiiniilmiistiir. Aym
zamanda 13. saate gelindiginde GelHap30 grubundan ziyade ilag ve kizilcik yiiklii
gruplarin daha fazla yaray1 kapattifi goriilmektedir. Yara olusumu hFOB hiicreleri
tizerinde denenerek kemik yaralanmasi sonrasinda doku iskelelerinin etkisi ortaya
konmustur. Bu hiicre hatt1 ile yapilan ilk yara ortiisii deneyi olmasi sayesinde literatiire

katkida bulunmustur.
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Sekil 3.15. Farkli iskele gruplarinin yara kapanma oranlarina etkisi. Kontrol, GelHap30-
CP1-CR1, GelHap30-CP2-CR2, GelHap30-CP3-CR3 ve GelHap30 gruplar1 lizerinde
yapilan ¢izgi testi sonuglari, 2 saat, 4 saat, 13 saat ve 24 saatlik siireclerde yara kapanma
yiizdelerini gdstermektedir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri (*) p <0,05, (**) p <0, 1,
(***) p <0,001 ve (****) p <0,0001 olarak belirtilmistir

Kizileik ekstrakti kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada benzer sekilde 24. saate
gelindiginde yaranin tamamen kapandigi ispatlanmistir. Yapilan calismada deri hiicresi
olan 3T3 kullanilmistir (Ozkahraman et al., 2024). Bu durumda kizilcik bitkisinin yara

tyilesmesini hizlandirdig1 kanitlanmastir.
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Sekil 3.16. In vitro cizgi testi yara goriintiileri (Objektif: 4X)

0.saat

2.saat

4.zaat

13saat

26 saat

4. SONUCLAR

Bu tez, cisplatin ve kizilcik ekstraktinin Hap tabanli 3B DLP yazic1 teknolojisi
kullanilarak, kemik kanserine yoOnelik biyoiskelelerin iiretilmesini hedeflemektedir.
[laglarin hiicre iizerindeki inhibitdr etkilerini arastirmis ve doku iskelelerinin biyolojik,
termal, mekanik, sisme, bozunma, ilag salim, pargacik boyutlar1 ve yara kapanma

ozelliklerini degerlendirmistir. Cisplatin ve kizilcik ekstraktinin  IC50 testi ile
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konsantrasyon olarak optimum degerleri belirlenmistir. Kizileik ekstrakti antioksidan ve
inflamasyon diizenleyici mekanizmalar araciligiyla daha destekleyici bir etki
gostermektedir. Her iki bilesenin hiicre biiyiimesini inhibe etme yetenekleri, farkli
mekanizmalar tizerinden gergeklesmektedir. Doku iskelelerinin morfolojik analizi SEM
ile yapilmis ve GelHap30-CP1-CR1 grubu, diisiik konsantrasyondaki kizilcik ekstrakti ve
cisplatin igerigiyle en iyi biyolojik uyumlulugu ve hiicresel proliferasyonu destekleyen
yapiy1 gostermistir. Termal analizler ise, GelHap30-CP2-CR2 grubunun termal stabilite
acisindan en iyi performansi gosterdigini ortaya koymustur. Mekanik analizler, tim
gruplarda benzer basma dayanimi ve uzama degerleri sunmus, ancak 6zellikle GelHap30
grubunun en yiiksek dayanimi sergiledigi belirlenmistir. Sisme ve bozunma analizleri,
GelHap30-CP2-CR2 grubunun biyomedikal uygulamalarda en iyi performansi
sundugunu, GelHap30-CP1-CR1 grubunun ise daha diisiik sisme ve bozunma oranlariyla
mekanik dayamklihig1 artirdigini gdstermektedir. Ilag salimi analizleri, her iki ilag igin
benzer salim profilleri gdsterdigini ve kizilcik yiiklii gruplarim 120 saat sonunda %97
oraninda salim gerceklestirdigini ortaya koymustur. Cisplatin yiiklii iskelelerin salim
davraniglar1 da benzer sekilde incelenmistir. Hibrid formiilasyonlar, 6zellikle diisiik ve
orta konsantrasyonlarda (GelHap30-CP1-CR1 ve GelHap30-CP2-CR2), GelHap30 ile
kiyaslandiginda 1. giinde onemli derecede daha yiiksek hiicre canliligi gostermistir. 7.
giinde ise tiim gruplarda hiicre canliliginda belirgin bir azalma gézlemlenmis, ancak
hibrid formiilasyonlar GelHap30’a kiyasla {istiin hiicre canlilifi sergilemistir. Bu
bulgular, hibrid formiilasyonlarin tedavi siireglerinin erken asamalarinda hiicreleri
koruyucu bir etki gosterebilecegini diislindiirmektedir. Ayrica, diisiik ve orta
konsantrasyondaki GelHap30-CP1-CR1 grubunda 7. giinde gozlemlenen %104 hiicre
canliligl, hiicre ¢ogalmasini artiric1 etkileri ortaya koymaktadir. Kizilcik ekstraktr ve
cisplatinin etkisiyle yapilan hibrid formiilasyonlar, 06zellikle antikanser tedavisi
baglaminda biyouyumlulugu artirma potansiyeli sunmaktadir. Kizilcik 6ziitliniin
antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri, Hap ve cisplatinin sitotoksik etkilerini kismen
hafifletmistir. Bununla birlikte, 7. giinde gozlemlenen hiicre canliligindaki azalma, bu
materyallerin uzun vadeli etkilerinin in vivo modellerde daha fazla incelenmesi
gerektigini gostermektedir. Ayrica, kizilcik 6ziitliniin antibakteriyel 6zellikleri incelenmis
ve oOzellikle Staphylococcus aureus bakterisine karsi belirgin bir inhibisyon etkisi

gosterdigi, ancak Gram-negatif bakteriler {izerinde etkinliginin smirli  oldugu
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belirlenmistir. Son olarak, GelHap30 grubundaki Hap partikiillerinin DLS testi ve zeta
potansiyel Sl¢iimleri, partikiillerin oldukea stabil oldugunu ve homojen bir ylizey ylikiine
sahip oldugunu gostermistir. Bu 6zellikler, bu partikiillerin biyomedikal uygulamalarda,

Ozellikle kemik doku miihendisligi gibi alanlarda kullanilabilirligini desteklemektedir.

Bu calisma, kizileik ekstrakti ve cisplatin ile gelistirilmis Hap tabanli biyomalzemelerin
kemik kanseri tedavisi i¢cin umut vadeden bir yaklagim sundugunu gostermektedir. Bu
bulgular, hibrid gruplarin biyouyumluluk ve hiicre koruyuculugu agisindan énemli bir
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymakla birlikte, uzun vadeli biyolojik etkilerin ve
ilag salim profillerinin in vivo modellerde dogrulanmas1 gerekliligini isaret etmektedir.
Calisma, ayrica kizileik 6ziitiiniin antibakteriyel etkinliginin genisletilmesi ve hibrid
yapilarin bireysellestirilmis tip ve ileri doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilma
potansiyeline dair dnemli bir temel saglamaktadir. Bu yonler, antikanser tedavilerde

biyomalzemelerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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