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OZET

3 BOYUTLU BiYO BASKI YONTEMI ILE HIDROJEL KATKILI
DOKU iSKELETIi URETIiMi

Doku miihendisligi i¢in tasarlanan 3 boyutlu doku iskeletlerinin, uygun bir ortam
saglamak suretiyle dogal dokularin kendi kendini onarma mekanizmasi olarak
adlandirllan  fizyolojik olaylar biitiiniinii desteklemek amaciyla hiicre tutunumu
kolaylastirict bir faktor olarak kullanilabilmesi fikrinin umut verici bir kavram olduguna
inanilmaktadir. Bu hipotezi uygulamak amaciyla, polilaktik asit ve beta trikalsiyum fosfat
ile olusturulan doku iskeletleri {iretilmis, fakat bununla simirli kalinmayarak bu iki
polimerik ve seramik fazin bir araya gelmis kompozit yapidaki haline farkli hidrojeller
ile katki yapilarak doku iskeletleri tipleri gesitlendirilmistir. D6rt farkli hidrojel tipi
varhiginda 3 boyutlu biyo baski teknigi ve katman iizerine eklemeli yazim yontemi
kullanilarak 3 boyutlu doku iskeletlerinin iiretimi saglanmistir. Uretim islemleri ardindan
doku iskeletlerinin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak
incelenmis, mekanik 6zellikleri ise basma testleri yardimu ile ortaya ¢ikarilmistir. Fourier
dontistimlii  kizilotesi  spektroskopisi ile doku iskeletlerini olusturan malzemeler
arasindaki bag etkilesimleri incelenmistir. Diferansiyel taramali kalorimetre yardimu ile
belirli sicaklik degerleri arasindaki termal davraniglari ortaya ¢ikarilan doku iskeletlerinin
ayni zamanda antimikrobiyal 6zellikleri de agar difiizyon testi ile ortaya konulmustur.
Son olarak da hiicresel etkilesimlerin incelenmesi adina in vitro hiicresel canlilik testleri
ortaya konmustur. Uretilen tiim doku iskeletleri arasinda, Kitosan iceren érnekler, diger
orneklere kiyasla morfoloji, biyobozunum ve hiicre canliligi gibi 6zellikler agisindan
iistiin gelmis ve doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmak {izere oldukga yararl
ozellikler ortaya koymustur. Tiim bunlara ek olarak, kitosan igceren 6rneklerin vermis
oldugu basarili sonuglar neticesinde, bu doku iskeletlerinin yapisina amoksisilin katkisi
yapilarak bu genis spektrumlu bakterisit aktivitesi olan antibiyotigin doku iskeletleri

tizerindeki olumlu ve olumsuz etkileri detayl olarak incelenmistir.



ABSTRACT

PRODUCTION OF TISSUE HYDROGEL ADDED SCAFFOLDS
WITH 3D BIOPRINTING METHOD

3D Bioprinted scaffolds that is designed for tissue engineering are believed to be a
promising concept in order to assist cell adhesion by providing a compatible environment
and ultimately supporting the natural phenomenon called self-repair mechanism of native
tissues. In order to practice this hypothesis, scaffolds consisted by polylactic acid and 8-
tricalcum phosphate were incorporated independently with different hydrogels and
manufactured using 3D bioprinting method in order to display a comprehensive analysis
between four different hydrogels and their effects on the chemical, morphological,
thermal, antibacterial and cellular behaviour of the scaffolds. In order to reveal the
morphological features of the scaffolds, scanning electron microscopy was used. On the
other hand, compressive strength test was used to obtain mechanical properties. Chemical
interactions and bonds between the materials used was revealed using fourier transform
infrared spectroscopy and thermal behaviour of the scaffolds was analysed by differential
scanning calorimetry. Agar diffusion test and in vitro cellular behaviour tests were
performed in order to reveal characteristic features of the scaffolds such as antibacterial
activity and cellular behaviour in terms of cell proliferation and adhesion. Among others,
chitosan including samples was demonstrated significantly superior and beneficial
features such as highest biocompability and structural integrity in terms of morphology,
compared to the other samples. Furthermore, chitosan including samples were enhanced
with amoxicillin which is an antibiotic with wide spectrum of bactericidal activity, in
order to increase antimicrobial activity of the scaffolds without compromising from

already observed significant cellular response.
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1. GIRIS

Oldukga karmasik olmasina ragmen, essiz ve kusursuz ahenge sahip bir sistemler biitiinii
olan insan viicudunda doku seviyesinde goriilen hasar gormiis veya hastalik sebebiyle
zarara ugramis dokularin sebep oldugu fizyolojik yetersizlikler, dokularin bir araya
gelerek organlar olusturmasi gercegine paralel olarak organ yetmezligi gibi ¢ok ciddi
sorunlarin olusmasina sebebiyet verebilmektedir. Bireyin hayati boyunca karsisina ¢ikan
cesitli travmalar, hastalik gibi olumsuz etkenler ve kaginilmaz olan yaslanma sonucu
ortaya ¢ikan bu hasarl1 ve hastalikli dokular, diinya ¢apinda gézlenen niifus artig1 ve artan
ortalama yasam Omriine bagli olarak yashi niifus oraninin artmasi sebebiyle yasam
kalitesini biiyiik 6l¢iide etkileyebilmekte ve bu sebepten karsimiza ¢oziilmesi gereken bir

konu olarak ¢ikmaktadir.

Hasta veya zarar gérmiis dokularin sebep oldugu fizyolojik yetersizliklerin giderilmesini
amaclayan doku miihendisligi (DM), organ yetersizligi ve organ nakli ihtiyaclari
arasindaki boslugu doldurmasi umuduyla, gerek yapay dokularin iretilmesi gerek ise
orijinal dokularin kendi kendine iyilesmesini destekleyen etmenler ile iyilesme siirecini
hizlandirabilmesi sebebiyle umut verici bir arastirma alani1 olmustur. Bu alanda yapilan
caligmalar ile bireylerin yasam kalitesinin arttirilmasi ve medikal harcamalarin tilke
ekonomisine olan yiikiiniin azaltilmasi ile tedavilerin daha diisiik maliyetli olabilmesi

amagclanmaktadir.

1.1. Doku Miihendisligi Kavram ve Tarihcesi

Giliniimiizde DM calismalar1 oldukea ilerlemis olmakla beraber doku ve organ nakli zarar
gormiis yapilarin onarilmasinda en popiiler yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) biinyesinde yapilan arastirmalar
gostermektedir ki, 2015 yilinda ABD'de organ nakli i¢in bekleyen ortalama kisi sayist,
bagislanan organ sayisindan yaklasik dort kat daha fazla olmakla beraber bagis sayisinin
ise sekiz katindan fazladir (Girlanda 2016). Bu baglamda organ nakli hayat kurtarma
konusunda bir devrim olarak nitelendirilebilse de, dondr sayisinin az olmasi ve
uyumsuzluk gibi sorunlarin bas gosterebilmesi gibi ¢esitli kisitlamalar sebebiyle DM
caligmalar arasinda, viicudun kendi kendini iyilestirmesine yardimci olabilecek yapilarin

tiretimi Ve bu yapilarin hasarli bélgeye uygulanmasi gibi konular 6nem kazanmustir.



Modern DM galismalarinin atas1 olarak degerlendirilebilecek oncii ¢aligmalar 1970’li
yillarda ortaya ¢cikmig olup, Dr. W. T. Green ve arkadaslari tarafindan yliriitiilen bir
calismada kemik spikiilleri iizerinde ekilen kondrosit hiicreleri ile kikirdak doku
tretilmeye calisgilmistir (Green ve ark., 1970). Calismanin sonucunda basarisiz
olunmasina ragmen, yeni biyouyumlu malzemelerin ortaya ¢ikmasiyla, uygun sekilde
yapilandirilmig doku iskeletleri tizerinde canli hiicrelerin olusturulmasi ile yeni dokularin
tiretilebilecegi sonucuna varilmistir. 90’11 yillara gelindiginde ise DM kavrami 1993
yilinda Langer ve Vaccanti tarafindan miihendislik ve yasam bilimlerinin prensiplerini bir
araya getiren, dokuya fonksiyonlarini geri kazandiran, onu koruyan veya gelistiren
biyolojik ikamelerin gelisimine uygulayan disiplinler arasi bir arastirma alani olarak
tamimlanmustir (Langer ve ark., 1993). Yillar i¢inde ¢alismalar gesitlenmis; insan derisi
(Bottcher-Haberzeth ve ark., 2010), kemik (Holzwarth ve ark., 2011) ve kikirdak (Chen
ve ark., 2013) dokulart iiretilmistir. Bu dokularin in vitro veya in vivo kosullarda
tiretilebilmesi veya tiretim siirecinin hizlandirilabilmesi adina doku iskeletleri {iretimi

kavrami 6n plana ¢ikmustir.
1.2. Doku Iskeletleri

DM alaninda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan doku iskeleti iiretimindeki temel amag yiizey
alan1 orani arttirllmis gézenekli morfolojik yapilarin iiretilmesi ve bu iiretim yapilirken
biyouyumlu malzemelerin kullanilmasina dayanmaktir. Bodylece dogal hiicre disi
matriksin (ECM) taklit edilebilmesi ve hiicre tutunumu igin gerekli olan ortamin
saglanmas1 miimkiin olabilmektedir (Wu ve ark., 2014; Karageorgiou ve ark., 2005). Ayni
zamanda doku iskeletlerinin gorevlerini tamamlayip yeni doku olusumuna ortam
hazirladiktan sonra kendi kendilerine ortadan kaybolmalari da uygulamanin basarisi
acisindan ¢ok dnemlidir. Bu ylizden ideal doku iskeletleri biyobozunum 6zelligine sahip
olmalidir (Chan ve ark.,, 2008). Ek olarak doku iskeletlerinin kullanilmalarinin
amaglandigr ortamimn mekanik o6zelliklerine uygun olacak sekilde iiretilmeleri

gerekmektedir.

Tim bu gereklilikler ele alindiginda ortaya ¢ikmaktadir ki, doku iskeletleri iretilirken
kullanilacak olan iiretim yontemi 6zenle secilmelidir. DM c¢alismalarinda kullanilmak
tizere doku iskeleti iiretimi i¢in ¢oziicli dokiim-pargacik uzaklastirma (Intranuovo ve ark.

2013), gaz kopiiklendirme (Costantini ve ark., 2018), dondurarak kurutma (Nazarov ve



ark., 2004) ve elektroegirme (Aydogdu ve ark., 2018a) gibi ¢esitli geleneksel yontemler
ortaya konulmustur. Fakat her bir yontem sahip oldugu dezavantajlar sebebiyle 3 boyutlu
(3B) doku iskeleti iiretiminde hedeflenen amaglara ulasiimasin1 tam olarak
saglayamamistir. Bu da bilim diinyasini yeni bir iiretim yontemi arayisina siiriiklemistir ve

en sonunda ortaya 3B biyo baski yontemleri ¢ikmustir.
1.3. Bir Doku Iskeleti Uretim Metodu Olarak 3B Biyo Baski Yontemleri

Doku iskeletlerinin iiretilmesi i¢in birgok geleneksel yontem ortaya konulmus ve hatta bu
uygulamalarin klinik alanda basar1 saglayabilmis olmasina ragmen (Atala ve ark., 2000)
karmasik doku iskeletlerini insa etmenin zor olmasi ve iiretilen doku iskeletlerinin mikro
yapisini kontrol etmenin yetersiz kalmasi sebebiyle geleneksel metotlarin yetersiz kalmasi
gibi bir durum ortaya ¢ikmustir (Murphy ve ark., 2014). Bu noktada ortaya ¢ikan biyo
baski yontemi ile bu problemlerin ortadan kaldirilmasi saglanmis, 3B olarak yapilan
bilgisayar destekli ¢izimlerin gercek hayata 3B doku iskeletleri olarak aktarilabilmesi
miimkiin hale gelmistir. Bu yontem, doku iskeletinin yapisinin kontrol edilebilmesi
konusunda kendinden dnceki yontemlere gore ¢cok etkin bir Gistiinliik saglamistir (Groll ve

ark., 2016; Peltola ve ark., 2008).

Biyo baski yontemi de kendi iginde ti¢ temel yontem ile kategorize edilebilir. Bunlardan
ilki 2000’li yillarda literatiire kazandirilmis olan miirekkep piiskiirtmeli biyo baski
yontemidir. Bu yontemde miirekkep olarak hiicreler veya biyomalzemeler kullanilabilir
ve gelecekte organlarin biyo baski yontemi ile {iiretilmesine olanak saglayacagina
inanilmaktadir (Boland ve ark., 2006; Cui ve ark., 2012; Hon ve ark., 2008). Fakat bu
yontem biyo baski siiresince liretilecek olan miirekkep damla boyutlarinin kullanilan
ignenin i¢ c¢apir ile smirlandirilmasi ve biyoyazim sirasinda miirekkep damlasinin

ugrayabilecegi morfolojik deformasyon sebebi ile uygulama alanlar1 sinirlanmis bir

durumdadir (Tasoglu ve ark., 2013).

Diger bir kategori ise lazer destekli biyo baski yontemidir. Bu yontem, biyomedikal
miithendislik ve DM alanina diger yontemlere gore daha yeni oldugundan yiiksek
¢cozlnirlik ve yiiksek kontrol giicii gibi onemli arti yonleri sebebiyle biyiik ilgi
uyandirmugtir. Ornegin, Guillotin ve arkadaslarinin ortaya koymus oldugu minyatiir
dokularin lazer destekli biyo baski yontemi ile iiretilmesi gibi bu alanda oldukga basarili

calismalar ortaya konulsa da bir lazer 1s1n1 yardimi ile yapilan biyo baski yonteminde



dezavantaj baski isleminin oldukga yavas ger¢ceklesmesidir (Guillotin ve ark., 2010).

Bir diger karakteristik yontem ise filamentlerin ekstriizyonuna bagli olarak gergeklesen,
ekstriizyon temelli biyo baski yontemidir. Bu ekstriizyon kaynaginin ¢alisma prensibi
mekanik veya pnomatik olabilir. En biiyiik avantaji, yiiksek viskoziteli malzemelerin
isleme konulabilmesidir fakat bununla birlikte; diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek damlacik
hacmine sahip olmak gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu yontemde sicaklik yardimi
ile malzemelerin akigkan hale getirilmesi ile biyo bask1 isleminin gerceklestirilmesi de
miimkiindiir. Doku iskeletleri iiretim semasi ve biyo baski tipleri Sekil 1.1°de

gosterilmistir.

Bilgisayar
Destekli Biyo Baski Dolan
Iskeletleri

Modelleme

Piiskiirtmeli Biyo Ekstriizyon Destekli Lazer Destekli
Baski Biyo Bask1 Biyo Baski

Sekil 1.1. Doku iskeletleri iiretim semast ve biyo baski tipleri sematik gosterimi.

1.4. Cozelti Halindeki Kompozit Malzemelerin Ekstriizyon Temelli 3B Biyo Baski

Yontemi ile Uretilmesi

Ekstriisyon temelli biyo baski yontemi sadece kati malzemelerin kullanimi ile siirh
kalmayip yaninda sivi haldeki malzemelerin iiretilmesi amaciyla bir akiskan dagitim
sistemi ve otomatik {i¢ eksenli hareket eden bir sistemin birlesmesi olarak da 6zetlenebilir
(Mironov ve ark., 2003). Yontem dahilinde, malzeme bir ¢oziicii yardimi ile sivi hale
getirebilir. Ya da farkli malzemeler ortak bir ¢oziicti kullanilarak sivi hale getirilip sisteme
dahil edilebilirler. Bu da saf malzemelerin biyo baski basarisi igin ¢ok Onemli
parametreler olan camsi gegis sicakligi ve erime sicakligi gibi kavramlarin her malzemede
farkli sicaklik degerlerinde olmasi sebebiyle birka¢ malzemenin bir arada kullanilmasi
durumda ortaya ¢ikacak olan uyumsuzluklara ¢éziim getirmesi agisindan ¢ok dnemli bir
adimdir. Bu baglamda kompozit malzemelerin biyo baski yontemi ile tiretilmesi miimkiin

hale gelmistir (Aydogdu ve ark. 2018b).



1.5. Biyo Baski I¢in Kullanilabilecek Biyouyumlu Malzeme Secimi

Biyouyumluluk kavrami, 1987 yilinda Williams tarafindan malzemenin bulundugu ortam
tarafindan uygun bir tepki ile karsilanmasi olarak tanimlanmistir (Williams, 1987). Bir
diger sekilde 6zetlemek gerekirse de efektif bir biyouyumluluktan bahsedilebilmesi igin
tiretilen doku iskeletleri konak dokuyla bir araya getirildiginde dokuda anormal bir tepki,
iltihaplanma veya bagisiklik sistemi reaksiyonlar1 gelismemeli; doku iskeletleri, dokunun
normal fizyolojik yetenekleri dahilinde gozlenen iyilesme siirecini hizlandiracak bir
sablon olarak gorev almalidir (Karageorgiou ve ark., 2005). Bu baglamda, DM alaninda
yapilan ¢alismalarda, biyo baski yontemi ile doku iskeletleri tiretilirken malzemelerin
biyouyumlu olan biyomalzemelerden secilmesinin saglayacagi yararlar ve bu durumun
cok oOnemli bir gereklilik oldugu herkes tarafindan takdir edilecek bir yargidir.
Biyomalzemeler ise metaller, seramikler, sentetik ve dogal polimerler, hidrojeller ve
bunlarin ¢esitli oranlarda bir araya getirilmis kombinasyonlari olarak kategorize
edilebilirler (Dee ve ark., 2002; Guillotin ve ark., 2010). Iyi bir doku iskeleti ¢evresi ile
uyum igerisinde olmanin yanm1 sira ECM’ye de katkida bulunmalidir, bu yilizden hedef

dokuya gore malzeme segimi ¢ok onemlidir (Ozak ve ark., 2013).
1.6. Biyopolimerler

Biyobozunum, biyouyumluluk ve antimikrobiyal aktiviteye ket vurulmasi gibi bir ¢ok
onemli 6zelligi olan biyopolimerler, nisasta, seker ve seliiloz gibi dogal hammaddelerden
ve fosil yakitlardan ftiretilebilirler (Pattanashetti ve ark., 2017). Hem sentetik hem de
dogal biyopolimerler deri, kikirdak, kemik ve yapay damar gibi ¢esitli dokular i¢in doku
iskeleti tiretimi amaciyla kullanilmislardir (Sittinger ve ark., 1994; Porter ve ark., 2009;
Nolte ve ark., 2008; Aydogdu ve ark., 2018a). Biyopolimerler ayni zamanda bu 6nemli
ozellikleri sebebiyle 3B biyo baski ¢alismalarinda sik¢a yer bulmaktadirlar. Ornek
vermek gerekirse Aydogdu ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢aligmada Polikaprolakton
(PCL) polimerini kalsiyum tuzlar1 ile beraber kullanarak doku iskeletleri {iretimi
saglamiglardir (Aydogdu ve ark., 2018b). An ve arkadaslar1 ise yapmis olduklar1 derleme
calismasinda Polivinil alkol (PVA), Polilaktik asit (PLA) ve gesitli biyopolimerlerin 3B
baski sonug¢larini raporlayarak umut verici sonuglar ortaya koymuslardir (An ve ark.,
2015).



1.6.1. Polilaktik asit (PLA)

Polilaktik asit (Sekil 1.2) yiiksek biyouyumluluk ve biyobozunum 6zelliklerine sahip bir
laktik asit polimeridir ve PLA iirlinlerinin toksik etkiye sahip olmadiklar1 kanitlanmistir
(Rasal ve ark., 2009). Tiim bu olumlu 6zellikler onun DM c¢alismalarinda kullanilmaya

uygun bir aday oldugunu gostermistir.

PLA ayni zamanda kemik doku ¢alismalarinda hem in vitro hem de in vivo ortamlarda
kemik onarimini destekleyen gézenekli doku iskeletleri iiretebilmesi ile basarisini ortaya
koymus bir biyopolimerdir (Li ve ark., 2011b). Fakat PLA, tiim bu iyi 6zellikleri yaninda
nispeten diisik mekanik 6zellikleri sebebiyle, eger yaninda bu 6zelligi tamamlayici bir
malzeme ile beraber kullanilir ise, doku iskeleti iiretimi i¢in ¢ok daha gii¢lii ve giivenilir
bir malzeme olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Suganuma ve ark., 2001). Bu ozellikleri
sebebiyle de PLA, 3B doku iskeletleri iiretiminde umut vaat edici bir biyopolimer olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Tim bu sebeplerden otiirii PLA bu calisma dahilinde doku iskeletleri tiretiminde

kullanilmak i¢in seg¢ilmistir.

CH:s

HO n
O

Sekil 1.2. Polilaktik asit (PLA) kimyasal agilimu.



1.7. Beta Trikalsiyum Fosfat (3-TCP)

Kalsiyum fosfat seramikleri, insan viicudunda kok hiicrelerin farklilasmasi ile
osteoindiiksiyon mekanizmasin tetikleme yetenegi ve doku iskeleti olustururken cevre
dokulara olan uyumu ve destegi sebebiyle olduk¢a 6nemli bir malzeme ¢esididir (Li ve
ark., 2011a). Hayvan deneylerinde ve klinik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmis olan
bir kalsiyum fosfat seramigi olarak beta tri-kalsiyum fosfat (Chopra ve ark., 2009; Shim
ve ark., 2017) yapisi geregi insan viicudunda bulunan siingerimsi kemik dokusuna olan
benzerligi sebebiyle hiicre gocli ve kemik doku olusumunu desteklemeye miisaittir. Bu
sebeple DM c¢alismalarinda kemik dolgu maddeleri ve doku iskeleti iretimi
calismalarinda kalsiyum fosfat seramikleri sik¢a kullanilmiglardir (Wagoner Johnson ve
ark., 2011).

1.8. Hidrojeller

Dogal ECM’ye olan yapisal benzerlikleri ve bu baglamda hiicrelerin tutunmasi i¢in uygun
bir ortam olusumunu tesvik etme yetenekleri nedeniyle hiicre tasiyicilart ve iskeletler
olarak yaygin bir sekilde kullanilan hidrojeller, DM uygulamalarinda sik¢a kullanilan
popiiler bir malzeme ¢esidi olarak giintimiizde literatiirdeki yerlerini almiglardir (Malda
ve ark., 2013; Wang ve ark., 2015; Kundu ve ark., 2012). Fakat onlarin bu kadar popiiler
olmasinda etkili olan baska faktorler de vardir. Bu faktorler, genel olarak hidrojellerin,
hiicreleri ve biyoaktif faktorleri homojen olarak birlestirebilen yiiksek oranda
biyouyumlu malzemeler olmalari; oksijen, besin ve metabolizma iirlinlerinin difiizyonu
icin gozenekli bir yapiya sahip olmalari, yapilari sebebiyle dokularda tahris ve

iltihaplanma yapmamalar1 olarak 6zetlenebilir (Fedorovich ve ark., 2007).

Tim bu 6zellikleri ile DM c¢aligmalar1 i¢in uygun bir malzeme olarak karsimiza ¢ikan
hidrojellerin potansiyelini 3B biyo bask1 yontemi ile degerlendirebilmek, fonksiyonel 3B
doku iskeletlerinin iiretilmesinde heyecan verici yeni bir alandir. Fakat hidrojellerin
uygun bir sekilde biyo baski islemine yer alabilmeleri i¢in bir takim gereklilikler
mevcuttur. Bunlar, hiicre tutunmasini desteklemeleri i¢in herhangi bir toksik etKi
gostermemeleri, belirli bir biyobozunum 6zelligine sahip olmalari, mekanik 6zelliklerinin
hedef dokunun sahip oldugu degerlere uygun olmasi gibi ana bagliklar halinde

Ozetlenebilirler.



1.8.1. Tip 1 kolajen (Col)

Tip 1 Kolajen, hayvan dokularinda ECM’nin ana bilesenlerinden biri olmakla beraber,
Oonemli ve popiiler bir biyomalzeme olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir diger sekilde ortaya
koymak gerekir ise, Tip 1 Kolajen, kemik, tendon, ligament, deri, kas, dis ve korneada
ECM’nin yapisini olusturan en 6nemli malzemelerden biridir (Fratzl, 2008). Bu sebeple
DM galismalari igin ¢ok 6nemli bir biyouyumluluk potansiyeline sahiptir ve doku iskeleti
liretimine uygun bir malzeme olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiize kadar Tip 1
Kolajen iceren doku iskeletlerinin gozenek biiyiikliigiinii kontrol etmek icin ¢esitli
teknikler gelistirilirse de, dogal bir ECM' nin yeniden olusturulmasi igin gereken mikro
6l¢ekli mimarinin tam 3B tiretim kontrolii konusunda basar1 saglanamamaistir. Bu sebeple
3B biyo baski yontemlerinin sagladigi kolayliklar ve Tip 1 Kolajenin yiiksek
biyouyumlulugu géz oniine alindiginda bu malzemenin ve ilgili tiretim yonteminin DM
calismalarinda doku iskeleti {iretimi i¢in ne kadar uyumlu olduklar1 bir kez daha dikkat

¢ekmektedir.
1.8.2. Halamonas levan (HLh)

Levan bir (2 — 6) - bagl fruktan tipi homopolisakkarittir ve bircok mikroorganizma ile
bitki tarafindan iiretilebilmektedir. Levan hidrojeli, suda kolayca ¢6ziiniir, hiicrelere karsi
toksik oOzellige sahip degildir. Biyouyumlulugu yiiksek bir malzeme olan levan
hidrojelleri ayn1 zamanda giiclii ve yapiskan polisakkarit yapisinda sahiptir. Halofilik
Halomonas smyrnensis AAD6T, ilk levan iireten ekstremofil olmakla beraber ve diger
tireticiler arasinda diisiik maliyetli iiretime olanak tanimasi ile popiiler olmustur. HLh
antioksidandir ve onun peptid ve protein bazli ilag nanoarray, ve levan bazl ilag tasiyici
hidrojeli sistemleri ¢aligmalarda kullanildigi rapor edilmistir (Ghasemi-Mobarakeh ve
ark., 2008). Levan ayrica baska malzemeler ile bir araya gelerek kompozit yapida
malzemelerin olusturuldugu calismalarda biyouyumlulugu yiikseltmesi sebebiyle de
tercih edilmistir. Ornegin 2014 yilinda Bostan ve arkadaslarmin yapmis oldugu
calismada, kitosan ve polietilen oksit ile harmanlanmig olan levan dokiim filmlerinin
kapsamli karakterizasyonu ortaya konmus, levan tarafindan gelistirilmis biyouyumluluk,
artan hiicre tutunumu ve ¢ogalmasi goézlemlenmistir (Bostan ve ark.,2014). Geleneksel
malzeme iiretim yontemlerinden elektroegirme yonteminde yer bulabilmis olan levan

hidrojeli (Manandhar ve ark., 2009) gerek yapisi gerek ise yiiksek biyouyumluluk



degerleri sayesinde 3B biyo baski metodunda kullanilmak igin de ¢ok biiyiik bir

potansiyele sahiptir.
1.8.3. Sodyum aljinat (SAlg)

Sodyum aljinatlar, dogada bulunan ve kahverengi alglerden izole edilen dogal bir
polimerdir (Augst ve ark., 2006). Diisiik toksisitesi, nispeten diisiik maliyeti nedeniyle
bir¢ok biyomedikal uygulama igin kapsamli bir sekilde arastirilmis ve kullanilmistir
(Gombotz ve ark., 1988). Hidrofilik 6zellige sahip olan aljinat, yiiksek biyouyumlulugu
sayesinde 0zellikle topikal yaralarin tedavisi i¢in biyomedikal ve farmasdotik endiistrilerce

Iyi bilinen bir malzemedir (Rowe ve ark., 2009).

Sodyum Aljinatlar ayrica hiicre biiyimesini destekler ve yiiksek biyouyumluluk
sergilerler (Kulseng ve ark., 1999). Tim bu 6zellikleri sayesinde, 3B doku iskeletleri
olusturmak icin iiretilecek olan bir kompozit malzeme kompozisyonunda yer alma
potansiyeli oldukg¢a yiiksektir ve biyo baski c¢alismalarinda da kendine yer bulmustur
(Leone ve ark., 2008).

1.8.4. Kitosan (Ch)

Kitosan, tiretim tarihgesi 19. yiizyila kadar uzanan, oldukga popiiler ve kullanimi1 yaygin,
bir lineer polisakkarittir. Yenge¢ ve karides kabuklarinda bol miktarda bulunur
(Hollinger, 2011). Kitosan, sinir rejenerasyonu, membran bariyerleri ve kan koagiilasyon
inhibitorleri gibi uygulamalar ile DM konusunda genis bir kullanim alanina sahiptir
(Williams, 1987). Ornegin, Wu ve arkadaslariin 2017 yilinda yapmis olduklari
caligmada, kitosan hidrojelinin hiicre biiyiimesini destekledigi ortaya konmustur ve bu
onun biyouyumlu oldugunun gostergesidir (Wu ve ark.,, 2017). Aynm zamanda
antimikrobiyal 6zellikleri ile popiiler olan kitosan kendine literatiirde énemli bir yer
edinmeyi basarip pek ¢ok calismada karsimiza ¢ikmaktadir. Kitosan’in, toksik 6zellikte
olmamasi, ¢evreye zarar vermeden biyolojik olarak pargalanabilmesi ve viicut igerisinde,
tamamen zararsiz Uriinlere (amino sekeri) par¢calanmasindan 6tiirti herhangi bir yan etkisi
de bulunmamaktadir (Berger ve ark., 2004). Tiim bu 6zellikleri sebebiyle kitosan, DM
calismalarinda doku iskeletleri iiretmek amaciyla kullanilmak i¢in umut verici bir

malzeme olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



1.8.5. Amoksisilin (AMX)

Penisilin ailesinin en 6nemli iiyelerinden biri olan amoksisilin, genis antimikrobiyal
aktivitesi, bakterilerin ¢ogalmasina karsi ket vurma basarisi ile 6n plana ¢ikmaktadir.
Ayni zamanda nispeten ucuz olan amoksisilin, Diinya Saglik Orgiitii'niin temel ilaglar
listesinde yer alir, insan viicuduna kullanimi giivenli olarak simiflandirilmistir ve DM
alaninda pek ¢ok caligmada yer almaya devam etmektedir (Altun ve ark., 2018;
Sofokleous ve ark., 2013).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Malzemeler
2.1.1. Biyopolimer

e Onemli biyopolimerlerden biri olan polilaktik asit (PLA) biyouyumlulugu ve
literatiirde yer edinmis diger onemli Gzellikleri sebebiyle doku iskeletlerinin

iiretilmesinde temel malzeme olarak kullanilmistir.

e Doku iskeletlerinde yiiksek oranda bulunan PLA’nin karakteristik 6zelliklerinin
doku iskeletlerine vermesi amaglanmis olup kullanilacak olan diger uyumlu
malzemelerle bir araya geldiginde diisiik mekanik 6zellikleri gibi dezavantajlarin

ortadan kaldirilmasi amaglanmistir.

e Kullanilan polilaktik asit (PLA) Sigma- Aldrich’ten (Almanya) tedarik edilmistir.
2.1.2. Beta tirkalsiyum fosfat

e Dogal bir kalsiyum tuzu olan 8-TCP, hem viicutta zaten yer almasi sebebiyle doku
iskeletlerinde kullanilmasinin toksik etki yaratmamasi, hem de sahip oldugu iyi
mekanik ozellikler ve biyopolimerler gostermis oldugu uyum sebebiyle tercih

edilmistir.

e PLA ile bir araya gelen B—TCP bu ¢alismada doku iskeletlerinin temel yapisinin
olusmasinda yardimci olmakla beraber, doku iskeletlerinde en yiiksek oranda

bulunan ikinci malzemedir.

e [—TCP Merck’den (Almanya) temin edilmistir.
2.1.3. Farkh hidrojel yapilar:

e Col (Nicotiana tabacum'da eksprese edilen Bornstein ve Traub Tip I, rekombinant),
HLh, SAlg ve Ch farkli 6zelliklerde hidrojel yapisi olusturmak ve PLA/ B-TCP

doku iskeletlerine yeni 6zellikler kazandirmak igin kullanilmstir.

¢ Bu malzemelerin tercih edilme sebeplerinden biri de biyouyumlulugun arttirilmasi

ve doku iskeletlerine kullanim amacina uygun 6zellikler kazandirilmasidir.
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e Col, SAlg ve Ch Sigma-Aldrich‘ten (Almanya) tedarik edilmistir.
e HLh, Endiistriyel Biyoteknoloji ve Sistem Biyoloji Aragtirma Laboratuvari'ndan
(Marmara Universitesi, Istanbul, Tiirkiye) satin almmustir.

2.1.4. Coziicii malzemeler

e Diklorometan (DCM), ¢ozelti hazirlanmasi esnasinda kullanilmustir.
e Dimetilsiilfoksit (DMSO), ¢6zelti hazirlanmasi esnasinda kullanilmistir.

e (Oziicii malzemeler secilirken kullanilan malzemelere olan uyumu yani sira biyo
baski sirasinda istenilen katilasma hizinin elde edilebilmesi adina uguculuk 6zelligi
yiiksek ¢oziiciilerin se¢ilmesine ve bu sayede doku iskeletlerinin kontrollii olarak
kat1 hale gecisinin saglanmasina dikkat edilmistir.

e (ozlicl malzemeler Sigma- Aldrich’ten (Almanya) tedarik edilmistir.
2.1.5. Antibakteriyel malzemeler
e Amoksisilin  (AMX), antibakteriyel deneylerde bakteriyel aktiviteye ket

vurulmasini saglamak icin kullanilmistir. Doku iskeletlerinin biyouyumlulugunu

kotli yonde etkilemeden antibakteriyel 6zellikler kazanimi temel hedef olmustur.
e AMX, Sigma- Aldrich’ten (Almanya) tedarik edilmistir.
2.1.6. Hiicre testlerinde kullanilan malzemeler
e Hiicre canliligt deneyleri i¢in, Saos-2 (insan osteosarkoma) hiicreleri

kullanilmigtir. Bu hiicreler, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC)
elde edilmislerdir.

e Dulbecco'nun modifiye eagle besi yeri ortami (DMEM) (FBS) Gibco'dan

(irlanda) satin alinmustir.

e Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco'dan (Irlanda) satin alinmistir.
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2.2. Kullanilan Cihazlar

e 3B biyo baski sistemi (Hyrel 3D, SDS-5 Extruder, GA, ABD) 3B doku

iskeletlerinin olugumu i¢in kullanilmstir.

e Taramali elektron mikroskobu (EVO MA-10, Carl Zeiss, Almanya) doku

iskeletlerinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

e Piiskiirtmeli kaplama cihazi (Quorum SC7620, ABD) ile doku iskeletleri Altin

kaplanarak taramali elektron mikroskobunda goriintiilenebilir hale getirilmistir.

e Fourier dontisimli kizilétesi spektroskopisi ( FTIR, 4600 Jasco, Japonya) doku

iskeletlerinin kimyasal yapisinin ortaya konmasi amaciyla kullanilmustir.

e Hazirlanan c¢ozeltilerin  karakteristik  6zellikleri olan viskozite degerleri
vizkozimetre (Brookfield DV-E, Massachusetts, ABD), yiizey gerilimi, yiizey
tansiyometresi (Sigma 700 DYNE, Birlesik Krallik) ve 6z kiitle 10 ml’lik

piknometre kullanilarak belirlenmistir.

e Mekanik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla basma testleri bir evrensel test

makinesi (DVT, Devotrans, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirilmistir.

e Doku iskeletlerinin kalinliklarinin 6l¢iilmesi amaciyla dijital mikrometre (293-

100 Mitutoyo, Japonya) kullanilmistir.

e Doku iskeletlerinin termal davranis Ozellikleri ise diferansiyel taramali
kalorimetre cihazi (Jude DSC, PerkinElmer Inc., Mass., ABD) kullanilarak

belirlenmistir.

e (Cozelti hazirlama esnasinda tartim ve karistirma islemleri i¢in hassas terazi (XB
220 A, Precisa, Almanya) ve mekanik karistiricilar (WiseStir®, MSH-20A,

Almanya) kullanilmistir.

e Etiv (Ecocel, MMM, Almanya) ve hem hareketli hem de 1siticili karistirict
(BioSan TS-100C, Litvanya), biyobozunum c¢aligsmalarinda viicut ortaminin

miimkiin oldugunca benzerlikte taklit edilebilmesi amaciyla kullanilmislardir.
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2.3. Cozelti Hazirlanmasi

Uretilecek olan doku iskeletlerinin temel yapismin olusturulmasi adina, dncelikle 3B biyo
baski yontemine uygun olacak sekilde ¢ozeltilerin hazirlanmasi1 asamasi uygulanmaistir.
Sekil 2.1a’da gortilen hassas terazi yardimi ile (XB 220 A, Precisa, Almanya), agirlik¢a
orani %10 PLA ve % 5 B-TCP olacak sekilde DCM kullanilarak kimyasal ¢oziinme
saglanmis ve bu iki farkli faz ( polimerik ve seramik) homojen bir sekilde oda sicakliginda
(23°C) bir araya getirilmistir. Bu adim 5 kez tekrar edildikten sonra, karisim ¢ozeltileri 30
dakika boyunca sekil Sekil 2.1b’de goriilen manyetik bir karistirict (WiseStir®, MSH-
20A, Almanya) kullanilarak karistirilmastir.

Son adim olarak da antimikrobiyal aktivite / biyouyumluluk dengesinin incelenmesi adina
AMX, literatiirde bu alanlarda ¢ok popiiler olan Ch ile beraber kullanilmak iizere ¢ozeltiye
katilmistir. Cozelti hazirlama islemi sonrasinda olusan 5 farkli 6rnek Tablo 2.1.°de

gosterilmistir.

X8 220A Precisa by R

r!:
- B - :
s oM |

Sekil 2.1. Cozelti hazirlamada kullanilan (a) hassas dijital tarti, (b) manyetik karigtirici.
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Tablo 2.1. Biyo baski 6ncesi hazirlanan tiim drneklerin konsantrasyon igerikleri ve farkli

hidrojel yapilari.

Biyo baski érnek icerigi Hidrojel Tipi
PLA/B-TCP -
PLA/B-TCP/Col Kolajen
PLA/B-TCP/HLhA Halomonas Levan
PLA/B-TCP/SAIlg Aljinat
PLA/B-TCP/Ch Kitosan
PLA/B-TCP/Ch/AMX Kitosan/Amoksisilin

2.4. Doku Iskeletlerinin 3B Biyo Baski Yontemi ile Uretimi

3B biyo baski yOnteminin hayata gecirilmesinin Oncelikli sartlarindan biri olan 3B
modelleme islemi, doku iskeletlerinin morfolojik yapisinin belirlenmesi amaciyla
bilgisayar destekli yazilim (SolidWorks) vasitast ile ¢izilerek tamamlanmistir. Sekil 2.2.de

bilgisayar modellemesi sirasinda ortaya ¢ikan sekil gosterilmektedir.

AEAEEEEEREER
EEEEEEERER

EEEEEEEER
EEEEEEERER
EEEEEEREREER

Sekil 2.2. Doku iskeletlerinin bilgisayar destekli yazilim tarafindan yapilan

modellemesinin goriintiisi.
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3B biyo baski siiresince her bir 6rnek tipi i¢in bu 3B modelleme iizerinden iiretim
asamalart gerceklestirilmistir Bu bilgisayar modellemesinden yola ¢ikilarak da, doku
iskeletlerinin 3B tiretimi, 0°/ 90° mimarisi kullanilarak, bir 3B biyo baski sistemi (Hyrel
3D, SDS-5 Extruder, GA, ABD) yardimu ile iiretilmistir.

Farkli malzeme igeriklerine sahip olan her 6rnek ayn1 3B modelleme iizerinden iiretim

asamalari ile gergeklestirilmistir.

Sekil 2.3.’de biyo baski siiresince g¢ekilen kamera goriintiileri ve tiim siirecin sematik
gosterimi bulunmaktadir. Sekil 2.3a’da goriildiigii gibi bir, biyo yazici sistemi kurulduktan
sonra soliisyonlar, 0,81 mm dis ¢apa sahip paslanmaz ¢elik baski ignesine dogrudan bagl
olacak sekilde 10 mI’lik luer kilit siringasina yiiklenmistir. Biyo baski sirasinda akis hizi,
1 ml / saat olacak sekilde ayarlanmistir ve akis hizi dijital siringa pompasi modiili
tarafindan kontrol edilmistir. Biyo baski esnasinda sicakligin kontrol edilebilmesine
olanak taniyan biyo baski tablasi, ¢oziicliniin daha hizli buharlasmasin1 saglamak igin
35°C’ye sabitlenmis ve 3B biyo baski, 50 mm / s baski hizinda optimize edildikten sonra

tiim Ornekler i¢in bu hiz degeri kullanilmustir.

Sekil 2.3b’de biyoyazim esnasinda ¢ekilmis olan dijital fotograf makinas1 goriintiisiinde
doku iskeleti ve baski ignesinin konumu gosterilmektedir. Sekil 2.3bi’de ise biyo baski
sonrasi doku iskeletinin kamera goriintiisii sergilenmekte olup ve Sekil 2.3¢’de tiim biyo
baski siirecinin sematik gosterimi verilmistir. X,Y ve Z eksenlerinde hareket edebilen bu
biyoyazim tablasi vasitasi ile katman iizerine eklemeli sekilde iretilen 3B doku

iskeletlerinin liretimi saglanmustir.

Ek olarak bu yontem, kullanilan her bir 6rnek tiirii i¢in tekrarlanmistir ve ortam sicakligi,
nem gibi ¢evresel parametreler soliisyon buharlasma hizinda degisiklik olmamasi i¢in
devamli kontrol edilmis ve sabit tutulmustur. Bu baglamda tiim parametrelerin
sabitlenmesi yardimi ile doku iskeletleri yapisindaki tek degisken malzeme igerikleri
olmus olup ortam kosullariin doku iskeletleri liretimine her hangi bir potansiyel etkisi

engellenmistir.

16



(c) PLA/ B-TCP / Hidrojel Cézeltisi

Z eksen
hareketi

Katman iizerine eklemeli
sekilde yazilmis 3 boyutlu
doku iskeletleri

hareketi Isitilabilir 3B Biyo baski sirasinda iist
biyo baski tablasi tiste basilan ilk iki katman

Sekil 2.3. Biyo baski sisteminin dijital kamera fotograflari. (a) Biyo baski cihazi , (b)
biyo baski1 esnasinda doku iskeleti ve kullanilan igne, (C) 3B biyo bask1 yontemi ve

katman tizerine eklemeli iiretim metodunun sematik gosterimi.

Biyo baski siiresince kullanilan ¢oziiciilerin hizli buharlasabilme yetenekleri sayesinde
buharlasma ve bu baglamda katilagsma stirekli olarak devam edebilmis; bu durum her bir
katmanin kendinden bir sonraki katman ile karsilastigi anda gerekli kati yapiya sahip
olabilmesine olanak saglamistir. Biyo baski ardindan iiretilen doku iskeletleri, yapilari
icinde herhangi bir ¢oziicii kalintis1 kalmamasi i¢in etiivde 24 saat boyunca 37°C’de
beklemeye alinmistir ve bu sayede doku iskeletleri iizerinde kalma ihtimali olan
istenmeyen ¢oziiciilerin buharlagmasi i¢in yeterli zaman ve ortam kosullar1 saglanmistir.

Bu islemler tiretilen her bir doku iskeleti i¢in uygulanmustir.
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2.5. Karakterizasyon
2.5.1. Kullanilan c¢ozeltilerin karakterizasyonu

3B biyo baski esnasinda 6nemli etkilere sahip olan ¢ozelti 6zellikleri deneylerin yeniden
tekrarlanabilir olabilmesi i¢in 6nemli parametreler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Bu
nedenle, 3B biyo baski siiresince kullanilan tiim 6rneklerin viskozite, 6z kiitle ve ylizey
gerilimi gibi 6zellikleri belirlemistir. Oz kiitle’nin belirlenebilmesi igin 10mI’lik hacme
sahip standart 6z kiitle 6l¢iim sisesi kullanilmistir. Hacmi dnceden bilinen ve bos agirligi
tartilan bu sise, icine isaretli kisma kadar 6rnek doldurulduktan sonra tekrar tartilmis;
bulunan degerden sisenin bos agirligt c¢ikarildiktan sonra bu deger bilinen hacme

boliinmiis ve ¢ikan deger ¢ozelti 6z kiitlesi olarak karsimiza ¢ikmistir.

Sekil 2.4. Cozelti karakterizasyon cihazlari ve aletleri. (a) Ozkiitle dl¢iimii igin

piknometre, (b) yiizey gerilimi 6l¢iim cihazi, (c) viskozite 6l¢iimii i¢in viskozimetre.

Cozeltilerin viskozite degerleri ise vizkozimetre (Brookfield DV-E, Massachusetts,
ABD) cihazi ile ortaya konulmustur. Oda sicakliginda 10 rpm’e ayarlanan vizkozimetre
cihazi her bir 6rnek i¢in 120 saniye boyunca 6l¢iime birakilmis ve elde edilen degerler

¢oOzeltilerin viskozitesini vermistir.

Cozeltilerin yiizey gerilimi ise bir yiizey tansiyometresi (Sigma 700 DYNE, Birlesik
Krallik) kullanilarak belirlenmistir. Her 6l¢iimden once kullanilacak olan cihazlarin
kalibrasyonu yapilmis ve her bir 6rnek tipi i¢in tiim 6lgtimler oda sicakliginda (23°C), %

45-50 bagil nem degerinde gerceklestirilmis ve her bir Sl¢lim toplamda 5 kez
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tekrarlanmigtir. Cozelti karakterizasyonunda kullanilan aletler ve cihazlar Sekil 2.4°de

gosterilmistir.
2.5.2. Doku iskeletlerinin morfolojik yapisinin karakterizasyonu

Doku iskeletlerinin morfolojik 6zelliklerinin ortaya konabilmesi adina Sekil 2.5a’da
goriilmekte olan taramali elektron mikroskobu (EVO MA-10, Carl Zeiss, Almanya)
kullanilmistir. Goriintiileme oOncesinde doku iskeletleri, Sekil 2.5b’de gosterilen
puskiirtme ile kaplama makinesi ( Quorum SC7620, ABD) yardimi ile 60 saniye boyunca
altin (Au) ile kaplanmis ve doku iskeletleri tizerinde 18,35 pm kalinliginda bir kaplama
tabakasi olusturulmustur. Hemen ardindan doku iskeletlerinin yiizey morfolojisi 5kV

hizlandirma voltaj1 altinda incelenmistir.

Sekil 2.5. Doku iskeletlerinin goriintiilenmesi amaciyla kullanilan taramali1 elektron

mikroskobu ve (b) kaplama cihazi.

Ayni1 parametreler fakat farkl1 malzeme tipleri kullanilarak tiretilen her bir 6rnek, 3B biyo
baski sonrasi sahip oldugu yapisal biitlinliikk ve morfolojik farkliliklar agisindan detayl
olarak incelenmistir. Doku iskeletlerinin i¢ bosluklarinin olusturmus oldugu kosegen
uzunluk ortalamalar1 bilgisayar yazilimi (Analysis5, Olympus, ABD) yardimi ile
Olciilmiistiir ve her bir doku iskeleti 6rnegi i¢in maksimum, minimum ve ortalama

degerler hesaplanmustir.
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2.5.3. Doku iskeletlerinin mekanik ozellikleri

Doku iskeletlerinin mekanik 6zelliklerinin ortaya c¢ikarilmasi amaciyla tek eksenli basma
testi gergeklestirilmistir. Sekil 2.6a’da goriildiigii tizere, 45 kN yiik hiicresi bulunan bir
evrensel test makinesi (DVT, Devotrans, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir. Capraz kafa
hizi 1 mm / dakika’ya ayarlandiktan sonra, her bir doku iskeleti basma testine tabi
tutulmustur. Testler oncesinde doku iskeletlerinin yiizey alani1 ve kalinliklar1 Sekil
2.6b’de goriilen dijital mikrometre (293-100, Mitutoyo, Japonya) yardimi ile

Olclilmiistiir.

DIGIMATIC MICROMETER

0-25mm 0.0001mm

Sekil 2.6. Doku iskeletlerinin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla kullanilan

(a) basma testi makinesi ve (b) kalinlik 6l¢mek i¢in kullanilan dijital mikrometre.
2.5.4. Doku iskeletlerinin biyolojik bozunum ézellikleri

Doku iskeletlerinin viicut ortaminda sergileyecekleri biyobozunum 6zelliklerinin
arastirtlmasi adina gergeklestirilen biyobozunum g¢aligmalari, 37 °C' de toplam 35 giinliik

bir inkiibasyon siiresinin detayl1 olarak incelenmesi ile ortaya konmustur.

Her bir doku iskeleti tipi i¢in 4 ml PBS ¢6zeltisi (pH 7.4) igeren test tiipleri kullanilmistir.
Orneklerin bozunum yiizdeleri belitli giinler icin ayr1 ayr1 dl¢iilmiistiir (1, 3, 5, 7, 14, 21,
28 ve 35).
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Her bir belirlenmis giin i¢in, ilgili 6rnekler PBS ortamindan ¢ikarilip, saf su ile yikanmis
ve 24 saat boyunca etiiv kullamlarak kurutulmustur. Ik agirhiklar test basinda
hesaplanmis olan numunelerin belirli giinler sonras1 sahip olduklar1 kuru agirlik orani ile
biyobozunum yiizdelerinin hesaplamasi yapilmistir. Sekil 2.7a’da biyobozunum
caligmalarinda kullanilan etiiv (Ecocell, MMM, Almanya) ve Sekil 2.7b’de viicut
ortaminin miimkiin oldugunca yiiksek benzerlikte taklit edilebilmesi amaciyla kullanilan

hareketli ve 1siticil karistirict ( BioSan TS-100C, Litvanya) gosterilmistir.

Sekil 2.7. Biyobozunum ¢alismalarinda kullanilan (a) etiiv, (b) hareketli ve 1siticili

karistiric.
2.5.5. Doku iskeletlerinin kimyasal yapis1

Doku iskeletleri olusturan molekiiler yap1 ve bu yapilar arasindaki kimyasal baglarin
ortaya ¢ikarilmasi igin Sekil 2.8’de goriilmekte olan Fourier dontisiimlii kizilGtesi
spektroskopisi (FTIR, 4600 Jasco, Japonya) cihazi kullanilmistir. Test boyunca
gecirgenlik degeri olarak, 4000 cm™ ila 450 cm™ arasindaki dalga boyu ile ¢alisilmistir.
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Sekil 2.8. Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi cihazi.
2.5.6. Doku iskeletlerinin termal 6zellikleri

Doku iskeletlerinin termal davranis 6zellikleri Sekil 2.9.’da yer alan diferansiyel tarama

kalorimetre cihazi (DSC, Perkin EImer, ABD) kullanarak karakterize edilmistir.

Sekil 2.9. Termal 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilan diferansiyel tarama

kalorimetre cihazi.
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Her bir doku iskeleti 6rnegi i¢in 7,5 mg' lik bir numune aliminyumdan yapilmis ufak
6l¢tim kaplarina yerlestirilmis ve 0-250 °C 'lik bir sicaklikta nitrojen gazi altinda 5 °C /
dk oraninda sitilmistir. Camst gegis sicakligi (Tg), erime sicakliklar1 (Tm) ve AH

degerleri bu test sonucunda ortaya konulmustur.
2.5.7. Doku iskeletlerinin antibakteriyel 6zellikleri

Uretilen doku iskeletlerinin antibakteriyel potansiyelinin ortaya konmasi icin disk
difiizyon yontemi kullanilmistir. Dogada yaygin olarak bulunan 6nemli bakteri suslar
arasindan bir Gram negatif olan Echericia coli ve bir Gram pozitif olan Staphylococcus
aureus bakterileri varliginda doku iskeletlerinin antibakteriyel inhibisyon 6zellikleri her
bir drnek tipi i¢in incelenmistir. Bakterilerin ¢cogalabilmesi i¢in gerekli besin kaynagi
olarak Luria Bertani agar1 kullanilmistir. Her bakterinin siispansiyonu agar plakalarina
yayildiktan sonra doku iskeletleri bu agar tizerine yerlestirilmis ve 24 saat 37 °C'de
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir Antibakteriyel aktivite, numune cevresindeki

inhibisyon bolgesinin ¢apinin incelenmesi ve dl¢iilmesiyle belirlenmistir.
2.5.8. Doku iskeletlerinin hiicre kiiltiirleri

Doku iskeletlerinin canli hiicreler ile ayni ortamda bulunmalar1 sonucunda, hiicreler
tizerinde olusturacag: etkiler ve biyouyumluluk potansiyelleri, Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan (ATCC) elde edilen insan osteosarkoma (Saos-2) hiicre hatti
kullanilarak ortaya konulmustur. Hiicre kiiltiirlerinin yapilabilmesi i¢in, %10 Fetal bovin
serumu (FBS, Gibco), % 1 penisilin / streptomisin ile DMEM’ in bir araya getirilmis ve
hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasi i¢in uygun ortam hazirlanmistir. Hemen ardindan
hazirlanan hiicre ortamlar1 deney siiresi boyunca %5 oraninda CO3z i¢ceren nemlendirilmis
hava inkiibatoriinde, 37 °C' de tutulmustur. Hiicre ¢ogalmasi % 80’e ulastiktan sonra
kiiltiirler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmis ve her seferinde pasaj ve hiicre
ekimi i¢in % 0,25 Tripsin-EDTA ile tripsinize edilmistir. Cogalan hiicreler sitotoksisite
testlerinde ve elektron mikroskobu incelemelerinde kullanilmistir. Baglangigta,
numunelerden ortam igerisine olasi iyonik siizme iriinii tarafindan indiiklenen olasi
toksik etkiyi anlamak i¢in hazirlanmistir. Bu amagla, 5 ml'lik taze ortam, inkiibatérde
tutulan bir par¢a (-0,05 g) test edilmis doku iskeletleri ile tiiplere eklenmistir.

Kosullandirilmis ortam ekstrakte edildikten bir hafta sonra sitotoksisite testlerinde
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kullanilmistir. MTT deneyleri 96 kuyucuklu plakalarda gerceklestirilmigtir. Saos-2
hiicreleri kuyucuk basina yaklasik 10° hiicre 2 saat boyunca UV ile sterilize edilmis olan
doku iskeletleri tizerine ekildikten sonra ve 1 giin, 2 giin ve 3 giin sonra incelenmek
tizerine inkiibe edilmistir.

Hiicre canliligi, mitokondriyal NADH / NADHP' ye bagli dehidrojenaz aktivitesinin
belirlenmesiyle Olgiilmiis olup, bu da 3- (4, 5-dimetiltiyazol-2-gl) -5- (3-
karboksimetoksilfenil) -2- (4-) ' siilfofenil-2H) tetrazolyum tuzunun ¢6ziiniir bir formazan
boyast i¢ine nin hiicresel doniisiimiiyle sonuc¢lanmistir. 1 giin, 2 giin ve 3 giin sonra,
slipernatantlar ¢ikarildi ve 10 ul 3- {4, 5-dimetiltiyazol-2-il} -2,5-difenil-2H-tetrazolyum-
bromiir (MTT-5mg / ml- Sigma) ¢6zeltisi her kuyuya eklendi. 37° C'de 3,5 saat siireyle
inkiibasyonu takiben ve havada %5 CO: ile nemlendirilmis atmosferde, karanlikta
tutulduktan sonra MTT aktif hiicreler tarafindan alinmis ve mitokondriyada ¢oziinmeyen
mor formazan graniillere indirgenmistir. (Mosmann, 1983). Daha sonra, siipernatant atilip
ve ¢okeltilmis formazan, dimetil siilfoksit (kuyucuk basma 100 ul) i¢inde ¢oziilmiis ve

¢ozeltinin optik yogunlugu, 570 nm dalga boyunda degerlendirilmistir.

Hiicresel testlerden sonra, hiicreler ve doku iskeletleri arasindaki etkilesimleri gostermek
amaciyla, orneklerin taramali elektron mikroskobu analizi yapilmistir. Bu analiz i¢in
oncelikle 6rnekler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin kuyucuklarina yerlestirilmis ve
iki saat siireyle sterilize edilmistir. Saos-2 hiicreleri bu plastik kaplara ekilmis ve % 95
hava ve %5 CO ile 37 °C'de nemlendirilmis bir inkiibatérde 24 saat, 48 saat ve 72 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Her bir giliniin sonunda ortam ¢ikarilmis ve Ornekler %3
hacimdeki glutaraldehit ile fikse edilip, yiikselen dereceli (%30-100) alkol
dehidrasyonuna tabi tutulduktan sonra elektron mikroskobu uygulamalarina kadar -20 °

C'de saklanmustir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Uretilen doku iskeletlerinin kullanim amaglar1 dogrultusunda iiretilmis ve pratikte
uygulanabilir olmalar igin belirli 6zellikler bulundurmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple,
doku iskeletleri sahip olduklar1 geometri, kimyasal yap1, morfolojik, termal ve mekanik
ve antibakteriyel 6zellikleri ve tiim bu 6nemli 6zelliklerin yani sira hiicreler ile olan

iligkilerine bagli biyouyumluluk degerleri bakimindan detayli olarak test edilmistir.
3.1. Hazirlanan Cézelti Ozellikleri

Doku iskeletleri tiretilmeden 6nce, 3B biyo baski islemine girecek olan ¢ozeltilerin belirli
ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Ortam sicakligi, nem, ¢oziicli buharlasma hizi,
viskozite, yiizey gerilimi ve 6z kiitle gibi tiim parametrelerin 3B biyo baski cihazinin
yazim hiz1 parametresi ile bir araya gelmesi ve bir ahenk i¢inde uygun deger araliklarinda
olmasi biyo baskinin basariya ulagmasi igin ¢cok 6nemli bir etkendir. Eger bu ¢alisabilme
araligl disina cikilir ise islem baski igne tikanmasi veya benzeri sebepler ile yarida
kesilebilir. Biyo baski sirasinda katman izerine eklemeli baski islemi yapildigindan ilk
katman {retildikten hemen sonra ikinci katmana gecildiginde altta kalan kismin
katilagsmis olmas1 beklenmektedir. Bu sebepten biyo baski esnasinda karsimiza ¢ikan bu
parametrelerin olduk¢a 6nemli oldugunu sdylenebilir. Oda sicakliginda (23°C) ve % 45-
50 bagil nem degerinde Olgiilen ¢ozelti degerleri Tablo 3.1°de verilmistir. Biyo baski

islemleri bu parametreler ve ortam kosullarinda optimize edilmis ve basarili olunmustur.

Tablo 3.1. Biyo bask1 dncesi dlgiilen ¢ozelti parametreleri.

Cozelti Icerigi Viskozite Yiizey Gerilimi Ozkiitle

(% agirhik orani) (cP) (mN/m) (g/ml)
PLA/B-TCP 805 +12 57,48 + 237 1,30+ 0,05
PLA/B-TCP/Col 768 + 29 55,52 + 2,29 1,23 +0,03
PLA/B-TCP/HLh 875 + 22 54,23 + 2,27  1,32+0,02
PLA/B-TCP/SAlg 800 + 12 52,84 + 237  1,29+0,07
PLA/B-TCP/Ch 950 + 29 6022 £ 229  1,30+0,12
PLA/BTCP/Ch/AMX 942 + 22 65,75 + 2,23 1,32+0,03
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3.2. Doku Iskeletlerinin Geometrisi ve Morfolojik Ozellikleri

Uretilen doku iskeletlerinin uygulanabilirligi agisindan en énemli &zelliklerden biri olan
doku iskeleti morfolojisi ve geometrisi taramali elektron mikroskobu kullanilarak ortaya
cikarilmistir. Doku iskeletlerinin geometrisi ve morfolojik yapisi yalnizca mekanik
ozelliklerin gili¢lendirilmesi konusunda yardime1 olmakla kalmayip ayni zamanda yiizey
alanin hacme olan oraninin artmasina olanak vermektedir. Bu sayede hiicrelerin hayatta
kalmasin1 saglayacak olan besin maddelerinin diflizyonunun kolaylagsmasina sebep
olunabilir ve tiim bu 6zellikleri ile de hiicresel yaniti olumlu yonde etkilemek gibi bir
etkiye sahip olmasi sebebiyle 6n plana ¢ikmaktadir (Charles-Harris ve ark., 2008). Biyo
baski siiresince, ¢evresel parametreler gibi kontrol edilebilen ve kullanilan malzemelerin
cozelti i¢cinde sergiledikleri davranislar gibi kontrol edilemeyen bir¢ok faktér nedeniyle
cok cesitli geometrik ve morfolojik 6zellikler olusabilir. Bu sebeple doku iskeletlerinin
sahip oldugu gozenek boyutlari ve tipleri onlarin ne kadar bagarili olduklarina yon vermek
konusunda oldukg¢a s6z sahibi olabilirler ve iiretim siiresince dikkat edilmesi gereken ¢ok

onemli bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar.

Sekil 3.1°de iiretilen tiim doku iskeleti tiplerinin taramali elektron mikroskobu
goriintiileri gosterilmektedir. PLA ve B-TCP’ nin bir araya gelmis oldugu Sekil 3.1a’da
goriilmektedir ki doku iskeletlerinin morfolojisi dik yapilandirmalara sahip ve dortgen
sekilli gozeneklere sahip olacak seklinde olusmustur. Literatiire yer alan gdzenek tipleri
arasinda bir karsilagtirma yapildiginda goriilmistiir ki dik ve dikdortgenimsi gézenek
tiplerine sahip doku iskeletleri donel yapiya sahip olan doku iskeletlerine gore daha
yiiksek mekanik 6zellikler ve daha iyi gegirgenlik gosterdigi bildirilmistir (Ali ve ark.,
2017). Fakat Sekil 3.1b-f’de goriildiigii tizere hidrojel varligi ile beraber doku
iskeletlerinin gozeneklerinin silindirik bir sekil almaya basladigi ve Ch igeren doku
iskeletlerinde bu silindirik seklin en yiliksek oranda olusumunun saglandigi ortaya
konmustur. Silindirik gézeneklere sahip olma durumunun yiizey alanin1 daha da arttirarak
biyo uyumluluga katki yapabilme ihtimali ytliksektir ve bu nedenle silindirik gézenek
olusumu dikdortgen sekle gore daha faydali olabilir. Bununla birlikte, farkli tipteki
hiicrelerin ¢gogalma davranisi birgok ¢esitli gesitli faktorlerden etkilenebilir. Bu nedenle,
doku iskeleti morfolojisi, iskeletlerin bu alandaki 6zellikleri hakkinda 6ncii bilgiler

verebilir ve hedeflenen DM uygulamalarinin amaci ile sekillendirilebilir.
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Sekil 3.1. Farkli hidrojel igerikleri ile PLA / B-TCP tabanli 3B doku iskeletleri’ nin
elektron mikroskobu goriintiileri. (a) Hidrojel olmaksizin, (b, c, d, e) sirasiyla Col, HLh,
SAlg, Ch hidrojelleri, (e) Ch ve AMX ekli doku iskeletleri.

Doku iskeletleri morfolojilerinden bahsederken bir diger 6nemli 6zellik ise gozeneklerin
biiyiikliikleri ve bu biiytikliiklerin tiim iskelet boyunca nasil bir dagilim izledigidir. Cogu
zaman, doku iskeletleri canli bir doku ortamina konuldugunda hiicre tutunumu, hiicre
gocli bu gozenekler iizerinde yapilmakta, ek olarak da bu gozenekler fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalar olan atik ve besin degis tokusu saglanmasina da yardimci

olmaktadirlar (Diaz ve ark., 2014).

Izotropik ve gradyan (degisken) tipi doku iskeleti gdzenekleri iizerinde daha &nce yapilan
calismalar ortaya koymustur ki, izotropik gézenek biiylikliigii dagilimi, yani doku iskeleti
boyunca gozenek biiylikliiklerinin miimkiin oldugunca esit veya birbirine yakin olacak
sekilde bir dagilim gostermesi sonucu birbirine yakin bir deger aralifinda bulunmasi
durumu hiicrelerin doku iskeletleri iizerinde daha homojen bir dagilim gostermesini
etkilemektedir. Ek olarak, gézenek biiytikliiklerinin artis1 da hiicre tutunmasini arttiran
bir faktdr olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim bu bilgiler 15181inda sdylenebilir ki dnceki
calismalarda raporlanan bu ozellikler, doku iskeletleri {izerinde hiicre tutunum
mekanizmasimi  iyilestirece§i  i¢in  biyouyumlulugu yiikselmesine  sebebiyet
verebilmektedir (Melchels ve ark., 2011). Bu nedenle, gbézenck boyutu dagiliminin

azaltilmasi ve doku iskeletlerinin morfolojik biitiinliiglinden 6diin vermeden goézenek
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biiyiikliiklerinin arttirilmasi yiiksek biyouyumluk ve hiicre tutunumu elde edilmesi
konusunda yardimer olacagi disiiniilebilir. Sekil 3.2°de gdzenek biiyilikliigii dagilim

aralig1 ve frekansi grafikleri verilmistir.
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Sekil 3.2. Doku iskeletlerinin gozenek biiyiikliigii dagilim araligi ve frekanslart. (a)
Hidrojel olmaksizin PLA / 8-TCP (b) Col, (c) HLh, (d) SAlg, (e) Ch, (f) Ch/ AMX.

Sadece PLA/B-TCP igeren doku iskeletlerinde en ortalama gozenek biiytikliigi 1,23 mm,
en yiiksek deger 1,35 mm en diisiik deger 1,05 mm ve standart sapma ise 0,07 mm olarak
hesaplanmugtir (Sekil 3.2a). PLA/B-TCP ‘nin yan1 sira yapisinda Col ihtiva eden doku
iskeletlerinde ise bu degerler ortalama 0,90 mm, en yiiksek 1,29 mm, en diisiik 1,09 mm
olarak ol¢lilmiis ve standart sapma 0,09 mm olarak hesaplanmistir (Sekil 3.2b). HLh
iceren doku iskeletlerinde ortalama 0,99 mm, en yiliksek 1,11 mm, en diisiik 0,75 mm
olarak gbozenek boyutlar1 Olclilmiis ve standart sapma 0,07 mm olarak hesaplanmistir
(Sekil 3.2¢). SAlg varliginda ise bu degerler ortalama 1,09 mm, en yiiksek 1,32 mm, en
diisiik 0,86 mm olarak 6lglilmiis ve standart sapma 0,11 mm olarak hesaplanmistir (Sekil
3.2d). Ch eklenmis doku iskeletlerinde ise en izotropik por dagilimi gézlemlenmistir ve
bu onu morfolojik 6zellik bakimindan en 6nemli ve basarili 6rnek olarak ortaya
cikarmaktadir. Gozenek biiytikliikleri ortalama 1,23 mm, en yiiksek 1,39 mm, en diisiik
1,10 mm olarak 6l¢iilmiis ve standart sapma 0,07 mm olarak hesaplanmistir (Sekil 3.2e).
Ch ve AMX in beraber olarak eklendigi doku iskeletlerinde ise gozenek dagilim araligi
ortalama 0,97 mm, en yiiksek 1,13 mm, en diisik 0,81 mm olarak Ol¢lilmiis ve

biiylimiistiir. Standart sapma ise 0,96 mm olarak hesaplanmistir(Sekil 3.2f).
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Sonug olarak tiretilmis olan farkli iceriklere sahip doku iskeletlerinin ortalama gozenek

boyutlar1 0,99 mm ila 1,23 mm arasinda saptanmustir.

Daha 6nce yapilan DM calismalarinda ise, hiicresel aktivitelerin ihtiya¢c duydugu
gecirgenlik ozelliginin saglanmasi i¢in gozenek boyutlarinin en az 0,3 mm olmasi

gerektigini bildirmektedir (Hutmacher ve ark., 2007).

Bu bilgiler 15181nda sdylenebilir ki, tiretilmis olan doku iskeletleri bu degerin oldukca
tizerinde oldugundan gecirgenlik konusunda herhangi bir smirlama olmaksizin

kullanilabilir olarak goziikmektedirler.

Ek olarak, gozenek dagilimlar1 kendi aralarinda incelendiginde en izotropik dagilim Ch

iceren doku iskeletlerinde goriilmektedir.

Biyo baski siiresince, ortam kosullar1 ve biyo baski hizi tiim 6rnek tipleri i¢in ayni
tutulmustur. Bu yiizden farkli gézenek biiyiiklikleri farkli malzeme igerikleri sebebiyle
olusan farkli viskozite, yiizey gerilimi ve 0z kiitle degerleri sebebiyle ilgili olabilirler ve

bu degerler Tablo 3.1.°de belirtilmislerdir.
3.3. Doku Iskeletlerinin Biyobozunum Ozellikleri

Bir malzemenin yliksek oranda gozenek icermesi veya gozeneklerin degisen biiytikliikleri
gibi faktorler birim hacim basina yilizey alanini degistirebildiginden, doku iskeletlerinin
biyobozunum kinetikleri bu faktorlerden etkilenebilirler. Sadece bununla sinirh
kalmamakla birlikte, biyobozunum ayni zamanda malzemelerin 6zelliklerine de
dogrudan baglidir ve kompozit yapilar i¢inde birlikte bulunmalarindan etkilenebilir.
Doku iskeletleri iizerinde devam eden hiicre cogalmasi ile birlikte eszamanli siiregelen
biyobozunum, basarili bir doku iskeletinin en 6nemli gereksinimlerinden biridir, ¢linkii
bu eszamanli durumlar amaclanan doku yenilenmesini elde etmek gerekli ortami
olusturmaktadir.

Hazirlanan doku iskeletleri temel olarak bir laktik asit bigiminde pargalanabilen PLA' dan
olusmustur ve mekanizma canli organizma i¢inde rutin bir biyokimyasal aktivite olan
ester baglarinin rasgele hidrolizi ile agiklanabilir. Bu nedenle, bu bozulma siirecinin
hedeflenen dokuya dost ve toksik olmamasi beklenmektedir ve bu doku iskeletlerinin
basarisi i¢in 6nemli bir 6zelliktir (Guntilake ve ark., 2003).

Bununla birlikte, PLA 'nin biyobozunum hizi oldukg¢a yavastir ve bu durum doku
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iskeletlerinin uygulama alanlarina sinirlamalar getirebilir. Fakat bu engel, onceki
calismalarda agiklandig tizere, beraber kullanildiginda PLA' nin biyo bozunum hizini
arttirdigi bildirilen 3-TCP ile nispeten dengelenmesi miimkiin olan bir kavramdir (Cao ve
ark., 2012).
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Sekil 3.3. Uretilen doku iskeletlerinin 35 giin boyunca gdstermis oldugu biyobozunum

davranisi grafigi.

Uretilmis olan doku iskeletlerinin biyobozunum grafikleri Sekil 3.3’de verilmistir. PLA
/ B-TCP ‘den olusan doku iskeletleri 35 gilin boyunca yaklasik % 3,8 oraninda bozunma
gosterirken, farkli tipte hidrojel 6rnekleri igeren numunelerde bozunma artarak % S'e
kadar ilerlemistir. Uretilen tiim doku iskeletleri arasinda en yiiksek biyobozunum orani
Ch igeren o6rneklerde saptanmistir. AMX varliginin ise biyobozunum iizerinde bir etkisi
gbzlemlenmemistir. Sonug olarak, her ne kadar malzeme iginde kullanim yiizdeleri ¢ok
az da olsa veya kolajen hidrojellerinin sahip olduklar1 ¢apraz baglanmalar sayesinde

biyobozunum oranlarinin azaldigi raporlanmis da olsa, hidrojel yapisi varliginda, doku
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iskeletlerinin biyolojik bozunma davranislarinin ufak bir artis gosterdigi arttigi ortaya
cikmistir (Alberti ve ark., 2016). Malzeme igeriklerinin biyobozunuma olan etkisinden
bagimsiz olarak, her bir numune tipinin gostermis oldugu biyo bozunma orani, PLA, B-
TCP ve kompozit formlarinin biyo bozunma davranislarini bildiren benzer ¢alismalardan
daha hizli oldugu literatiir taramalarinda ortaya ¢ikmistir (Kucharczyk ve ark., 2016). Bu
artis, iiretilen doku iskeletlerinin umut verici 6zellikte oldugunu gdostermekle beraber esas
olarak yliksek ylizey alanina sahip olmalar1 ve doku iskeletlerinin gézenekli yapisi ile

iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
3.4. Doku Iskeletlerinin Kimyasal Yapisi

Doku iskeletlerinin kimyasal yapisi, malzeme iginde yer alan kimyasal baglarin FTIR
kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi ile belirlenmistir. Sekil 3.4’de yer alan grafik bu kimyasal
yapilart agiklayan FTIR sonucu grafiklerini gostermektedir. Doku iskeletleri olusturan
malzemelerin oranlarini inceledigimizde, onlarin biiyiik bir kisminin PLA ve 3-TCP den
olusmasi sebebiyle, bu malzemelerin pikleri yiiksek oranda her Ornekte karsimiza
cikmigtir. Ek olarak bazi malzemelerin pikleri st tiste gelip g¢akistigindan otiirti
birbirlerini gizleme, baska bir deyisle iki ayr1 pikin bir arada tek bir noktada
gozlemlenmesi gibi durumlar ortaya ¢ikmakla beraber, hidrojel tipleri kendi karakteristik
pikleri ile ortamdaki varliklarini ortaya koymuslardir. Malzemeleri tek tek ele almak
gerekirse, PLA nin karakteristik dzelligi olan omurga ester grubu 1742 cm™’de goze
carpmaktadir. Ester gruplarinin sebep oldugu —C-O- titresim germe noktalar1 ise 1074-
1177 cm™ aras1 bolgede ortaya ¢ikmuslardir. Son olarak da bir baska karakteristik pik olan
ve laktik asitlerin —OH gruplar1 olarak tanimlanan nokta 3640 cm™’de gozlemlenmistir
(Chen ve ark., 2003; Wei ve ark., 2016). B-TCP' nin varlig1 ise 1019 cm™, 603 cm™ ve

565 cm’deki pikler tarafindan ortaya konmustur (Tavares ve ark., 2013).

Hidrojel olusumu iceren orneklerde bulunan dogal malzemelerin pik noktalari da her
ornekte ayr1 ayr ortaya konulmustur. Ornegin Col i¢in, 1647 cm™’de saptanan ve amid |
gruplarinin 6nemli karakteristik gostergesi olan C=0O esnemesi géze carpmistir. Bunu
takiben, amid A grubu pozisyonlari, -OH titremeleri olarak 3342 cm™’de ve Amid B
bantlar1 da NH gerilmeleri olarak 3013 cm™'de goriilmiistiir. 1074 cm™ yer almasi
gereken simetrik esneme piki ise PLA nin omurga ester gruplari ile iist liste gelmistir ve

tek pik olarak kendini géstermektedir(Aydogdu ve ark., 2018a; Vidal ve ark., 2011). HLh
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ise hidroksil (OH) esnemelerini 3340 cm™’de ve karbon-hidrojen etkilesimlerini de
gii¢siiz bir pik olarak 2913 cm™’de ortaya koymustur (Kiiciikasik ve ark., 2011). Doku
iskeleti yapisinda HLh’nin diisiik oranina bagh olarak, muhtemel piklerin geri kalani
diger malzemeler ise tist iiste gelmesi sebebiyle daha bagka anlamli bir farklilik
saptanmamustir. SAlg ise 3340 cm™' 'de bulunan ve hidroksil gruplarmi (-OH) temsil eden
genis ve biiyiik bir pik ile karakteristik olarak gbze carpmaktadir. Ek olarak, SAlg i¢inde
yer alan N-H gruplarmin asimetrik egilme titresimleri 1585 cm™de belirgin bir tepe

noktasi ile izlenmistir.
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Sekil 3.4. Doku iskeletlerinin FTIR spektrumlari.

Son olarak da N-H gerilme tepe noktalari, 1443 cm™ ve 1376 cm™de gozlenmistir
(Pereira ve ark., 2011; Sankalia ve ark., 2007). Ch ile ilgili karakteristik tepe noktalar1 ise
3390 cm?, 2860 cm™, 1631 cmt, 1560 cm™* ve 890 cm™ 'de sirastyla O-H gerdirme, C-H
titresimi, birincil amid H-N-H titresimi ve piranoid halkas1 gerilmesini temsil etmektedir
(Bashir ve ark., 2017). Son olarak da AMX, 2880 cm™ ile 3400 cm™ arasinda birkag fakat
zay1f tepe noktas;; 1676 cm™, 1566 cm™ ve 1239 cm™ noktalarinda ise az sayida fakat
giiclii tepe noktalar1 ortaya koyabilmistir (Patel ve ark., 2011). Sonug olarak sdylenebilir
ki, doku iskeletleri yapisi i¢cinde yer alan tiim materyallerin karakteristik 6zellikleri

basariyla ortaya ¢ikarilmistir.
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3.5. Doku Iskeletlerinin Termal Davramslari

Doku iskeletlerinin tliretiminde kullanilan malzemelerin kendi aralarindaki etkilesimleri
gozleyebilmek ve baglarin olusturacagi termal dinamiklerin incelenmesi adina DSC
yardimu ile tiretilmis olan her bir doku iskeleti tipi ve saf PLA i¢im termal 6zellikler ortaya
konulmustur. Bu baglamda; saf PLA ve her bir doku iskeletinden alinan 6rnekler, erime
sicakligl (Tm) ve camst gegis sicakligi (Tg) degerlerinin belirlenmesi adina degerlerinin
belirlenmesi adina kontrollii olarak teste tabi tutularak DSC termogramlari alinmistir.
Sekil 3.5.’de goriildiigii iizere sonuglar ortaya koymaktadir Ki, polimerlerin ve katki
maddelerinin molekiiller aras1 etkilesimi sonucunda karigimlarin Ty Ve T4 noktalarinda

diisme egilimi gorilmiistir.
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Sekil 3.5. Doku iskeletlerinin camsi gegis ve erime sicakliklar1 hakkinda bilgi vermekle

beraber termal davraniglarini ortaya koyan DSC termogramlari.

Saf PLA’nin camsi gegis sicakligi 70 °C’de erime sicakligi ise 160 °C’de saptanmustir.
PLA/B-TCP igeren doku iskeletleri test edildiginde ise bu degerler azalim sekilde bir
yonelme gostermis ve camsi gegis sicakligi 58 °C, erime sicakligi degeri ise 147 °C olarak

gozlemlenmistir. Camsi gecis ve erime sicakliklari sirasiyla Col igeren o6rnekler icin 61
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°C ve 149 °C, HLh i¢in 60 °C ve 149 °C, SAlg, Ch ve Ch/AMX igeren ornekler igin 61
°C ve 148 °C olarak hesaplanmigtir. Tim bu ¢ikarimlar gostermektedir ki doku
iskeletlerinin yapisinda yiiksek oranda PLA polimeri olmasi sebebiyle Tm ve Tq degerleri
PLA polimer zincirlerinin termal degerlerine yakin olarak ortaya c¢ikmislardir.
Karigimlarin sicaklik degerlerindeki diisme dikkate alindiginda ise B-TCP ve diger
malzeme cesitlerinin PLA zincirleri ile molekiiller aras1 etkilesime girmesi ile termal
davranisin gozlemlendigi degerlerde degisimler olmustur. Molekiiller arasi etkilesim
PLA ve TCP’nin molekiiler diizeydeki morfolojik yapisini etkileyerek kristallesmesini
bir dereceye kadar onlemistir. PLA’nin Tm ve Tg degerlerinin daha diisiik sicakliklara
kaymast PLA ile TCP arasindaki termodinamik ilginin dikkate deger oldugunu
gostermektedir. Tiim bunlara ek olarak ki her 6rnek tipi i¢in tek bir Tm Ve tek bir Tq degeri
goriilmesi malzemelerin birbiri ile ¢ok iyl karisip 6zgiin ve homojen bir yapi
olusturmasina kanit olarak gosterilebilir. Bu baglar diizeyinde yasanan enerjik etkilesimin
baglar arasi toplam kuvvetleri yenmek i¢in daha az enerji harcanmasi gerekliligine sebep
olmasi ve kristallesmeyi degistirmesi sebebiyle termal dzellikler etkilenmistir (Bostan ve
ark., 2014; Mutlu ve ark., 2016). Bu sonug¢lar TCP’nin PLA ile birlikte son derece etkili

bir sekilde uyumlu olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
3.6. Doku iskeletlerinin Mekanik Ozellikleri

Doku iskeletlerin mekanik 6zellikleri, onlarin ger¢ek anlamda kullanilabilir olmalari i¢in
bir bagka 6nemli adimdir. Bu nedenle, onlar1 en yiiksek kirllma noktasinda tahrip etmek
icin gerekli olan tam gerilme degeri anlamina gelen basing dayanimi bir diger adi ile
basma dayanimi 6nemli bir 6zelliktir ve her bir doku iskeletinin, dogal dokularin mekanik
ozelliklerine paralel olarak belirli mekanik uyumluluk seviyelerinde bulunmalar1 ve
uygunluk gdstermeleri gerekmektedir.

Uretilen doku iskeletlerinin basma dayanimi 1,2 ile 1,5 MPa arasinda lciilmiis ve bu
degerler Tablo 3.2°de gosterilmistir. PLA ve B-TCP kullanilan 6nceki galismalar
gostermistir ki, farkli tiretim yontemiyle diisiik gézeneklilige sahip doku iskeletlerinin

basma dayanimi 17,8 — 35,7 MPa arasinda raporlanmaistir.
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Tablo 3.2. Doku iskeleti 6rneklerinin mekanik test sonuglari

Doku Iskeleti Yapisi Basma Dayanim
(% agirhik oran) (MPa)

PLA/B-TCP 1,59 +£0,43
PLA/B-TCP/Col 1,38+ 0,22
PLA/B-TCP/HLh 1,54+ 0,25
PLA/B-TCP/SAlg 1,49+ 0,75
PLA/B-TCP/Ch 1,29+ 0,23
PLA/B-TCP/Ch/AMX 1,24+ 0,53

Ote yandan, gozeneklilik artmaya basladiginda bu deger énemli dlgiide azalmaya
baslamis ve malzemelerin konsantrasyon oranina bagli olarak 1-3 MPa arasinda

degiskenlik gostermistir (Cao ve ark., 2012).

Sonuglar gostermektedir ki hidrojel varliginda doku iskeletlerinin basma testi sonuglari
ufak bir gerileme gdstermistir. Fakat basma testi sonuclarina asil etki faktorii gozeneklilik

olup literatiirdeki diger gozenekli benzer yapilarda oldugu gibi bir sonug elde edilmistir.
3.7. Doku Iskeletlerinin Antibakteriyel Ozellikleri

Antimikrobiyal aktivitenin ket vurularak engellenmesi, doku iyilesmesini tesvik eden
onemli bir faktordiir, ¢linkii patojenlerin istilasinin neden oldugu herhangi bir enfeksiyon
ilgili dokunun iyilesmesini yavaslatabilir. Bu sebeple, doku iskeletlerinin antibakteriyel
ozellikleri, tam bir karsilastirmali analiz yapabilmek ve her iki bakteri susuna karsi
etkilerini mukayese edebilmek adina bir gram-negatif bakteri olan Staphylococcus aureus
ve bir gram pozitif bakteri olan Escherichia coli suslar1 kullanilarak arastirilmistir. Sekil
3.6’de goriilmektedir ki, Ch ve Ch/AMX iceren 6rnekler disinda doku iskeletlerinin
antibakteriyel 6zellik gdstermemistir. Literatiir taramasi yapildiginda ortaya ¢ikmaktadir
ki tretmis oldugumuz doku iskeletleri biinyesinde hidrojel yapiminda kullanilan
malzemeler arasinda sadece Ch antibakteriyel etkiye sahip oldugu karisimiza ¢ikmaktadir

(Wu ve ark., 2017).
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Sekil 3.6. Doku iskeletlerinin agar diflizyon testi sonrasi (a) Escherichia coli ve (b)

Staphylococcus aureus' a karst gostermis olduklart inhibisyon alanlart.

Bu antimikrobiyal etkiyi daha iyi anlamak ve ortaya koymak adina Ch igeren doku
iskeletlerinin tiretiminde ayr1 bir 6rnek grubu olusturacak sekilde bir antibiyotik etken
maddesi olan AMX kullanilmistir. PLA/B-TCP yaninda hem Ch hem de AMX’i
biinyesinde bulunduran doku iskeletlerinin sadece Ch eklenmis olanlara kiyasla ne derece
basarili olacagi test edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, Sekil 3.6a’da yer alan
Escherichia coli'ye karsi inhibisyon alani ¢aplarinin, sirasiyla Ch / AMX ve Ch igin
yaklagik 20 mm ve 16 mm oldugu hesaplanmistir. Gram negatif bakterilerden elde edilen
sonuglara benzer sekilde, bir gram pozitif olan ve sekil Sekil 3.6b’de gosterilen
Staphylococcus aureus'a karsi inhibisyon alani da sirasiyla Ch / AMX ve Ch i¢in yaklasik
olarak 18 mm ve 11 mm'dir. Sonuglar gostermektedir ki, AMX kullanimi ile doku
iskeletlerinin antibakteriyel 6zellikleri Ch’a gore hafif¢e artmistir bu sebeple de AMX,
hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler tizerinde, Ch’1n sagladigi antibakteriyel
etkiyi biraz daha ileriye tasimak i¢in kullanilabilir. Fakat Ch’in AMX’e goére daha dogal
ve yan etkileri olmayan bir malzeme oldugu tartisilmaz bir gergektir. Gerek antibiyotik
direnci kavrami gerek ise canli hiicreleri etkileyebilecek potansiyel olumsuz ektilerin
ihtimali sebebiyle antibakteriyel sonuglar, antimikrobiyal aktiviteye ket vurmak adina
kendi icinde degerlendirilebilir fakat doku iskeletlerinin idealligini tayin etmede tek
basina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi ve doku iskeletleri

tizerinde hiicresel davranislarin analiz edilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.
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3.8. Doku Iskeletlerinin Hiicre Kiiltiirleri

Doku iskeletlerinin uygulanabilirliginin kanitlanmasi adina en 6nemli ve gercekei
testlerden biri de doku iskeletleri ve hiicreler arasinda etkilesimlerin ortaya ¢ikarildigi ve
biyouyumlulugun belirlendigi hiicre kiiltiirii ¢alismalaridir. Biyouyumluluk, doku
iskeletlerinin doku iyilesmesine ne derece katkida bulunabilecegini siirlandiran bir
kavramdir. Bu yiizden, liretilen doku iskeletlerinin toksik etkisinin olmamasi, {lizerlerinde
hiicre ¢ogalmasi ve tutunumunun basarili olabilmesi, hiicre farklilagmasi gibi belirli
faktorlerin izlenebilmesi gibi biyouyumlulugun vazgecilmez belirtileri olan fizyolojik
davraniglarin izlenmesi doku iskeletlerinin basarisi agisindan olduk¢a onemlidir (Altun
ve ark., 2018).

Sitotoksisite testleri (MTT) ortaya koymustur ki, doku iskeletleri kesinlikle toksik bir etki
gostermemis ve hiicreler ile olan iligkileri iyi ve umut vericidir ve bu sonuglar Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Tiim doku iskeletleri biiyiik oranda PLA/B-TCP’den olustugu i¢in ve farkl
doku iskeletleri arasinda bu farki olusturan kavram farkli hidrojel kaynakli yapilar
oldugundan ornekler arasi farkli biyouyumluluk degerlerinin sebebi olarak da bu hidrojel
tiplerinin farklilig1 gosterilebilir. Yapilan testler dogrultusunda hiicre canliligi 3 ardisik
giin arasinda her giin bir kez incelenmek suretiyle gergeklestirilmistir. Testlerin baslamasi
ardindan 24. saatte alinan sonuclar Sekil 3.7a’da 48. saatte alinan sonuglar Sekil 3.7b’de

ve 72. saat sonunda gozlemlenen hiicre canliligi ise Sekil 3.7¢c’de gosterilmistir.

(a) 24 Saat (b) 48 Saat

72 Saat

_—
)
—

Hiicre Canlilii %
Hiicre Canhihi %
Hiicre Canlhihigi %

Sekil 3.7. Doku iskeletlerinin hiicre canlilig1 testi (a) 24 saat, (b) 48 saat ve (c) 72 saat

sonugclari.
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Tiim ornekler arasinda, en yiiksek hiicresel metabolik aktivite en yiiksek hiicre tutunumu
anlamma gelecek sekilde Ch igeren 6rneklerde saptanmis ve bunu HLh iceren 6rnekler
takip etmistir. Altinin ¢izilmesi gereken bir diger 6nemli gergek ise, iginde herhangi bir
hidrojel igerige sahip olmayan PLA / 3-TCP igceren 6rneklerin hiicre tutunum oranidir. Bu
iskeletler, hiicrelerin doku iskeletleri olmadan kendi baglarina ¢ogaldigi kontrol grubuna
kiyasla % 5 ila% 10 gibi diisiik bir hiicre deger sahibi oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu durum,
hidrojellerin ve onlarin olusumda kullanilan Col, HLh, SAlg e Ch gibi malzemelerin doku
iskeletlerinde yer almasinin biyouyumlulugu arttirdigini ve bu sayede hiicre tutunumunun
yiikseldigini gostermektedir. Ancak, Ch igeren Ornekler bununla da sinirli kalmamas,
sadece iyi bir hiicre tutunumu gdstermek yaninda ek olarak iyi de bir ¢cogalma davranisi
sergilemisler ve % 150 hiicre canlilig1 oranina kadar ¢ikarak diger 6rneklere gore cok
iistiin bir farklilik ortaya koymuslardir. Ch yanina AMX eklenmesi ise bu hiicre canliligini
% 40 oraninda diglirmiistiir. Sonuglar gostermistir ki, tiretilen doku iskeletleri oldukca

biyouyumludur.

Ek olarak hiicre tutunmalar1 taramali elektron mikroskobu yardimi ile incelenmis ve
sonuglar Sekil 3.8’de gosterilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik hiicre ortaminda inkiibasyon
periyotlar1 ardindan doku iskeletleri incelenmistir ve doku iskeletleri iizerinde hiicre
tutunumu fotograflanmistir. 24 saat sonra yapilan incelemeler, geng hiicreler, cogunlukla
iskeletlerin yiizeyinde yer almakla beraber dairesel sekillere sahip oldugunu
gostermislerdir. Yiizeyde bulunmalarina ragmen tutunmalarmi saglayan herhangi bir
ekstra detaya rastlanmamistir. Bunun sebebi 24 saatlik bir siirecin gli¢lii bir hiicre
tutunumuna olanak saglayacak kadar yeterli olmamasi olabilir. Fakat 48. Saatte
goriilmustiir ki, hiicreler doku iskeletleri ile olan temas yiizeylerini arttirmis ve sahip
olduklar1 uzantilar ile doku iskeleti {izerinde biiyiimiislerdir. 72. Saat sonunda
goriilmiistiir ki, doku iskeletleri daha hiicreler ile bezenmis bu hiicreler artan boylarinin
yam sira gelistirdikleri bircok uzanti ile yiizeye tutunmakla kalmayip iskelet boyunca
iclere dogru gomiilerek cok i1yi ve ornek teskil edecek kadar yiiksek biyouyumluluk

sinyalleri vermislerdir.
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24 Saat 48 Saat 72 Saat

PLA
B-TCP
Ch
AMX

Sekil 3.8. Farkli hidrojel icerigine sahip PLA / 3-TCP doku iskeleti numunelerinin
24,48 ve 72 saatlik hiicre testleri ardindan taramali elektron mikroskobu goriintiilerinin
(@) hidrojel olmaksizin (b) Col, (¢) HLh, (d) SAlg, (e) Ch, (f) Ch / AMX inkiibasyon
siiresinden sonra 24, 48 ve 72 saat.
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Bu sonuglar MTT sonuglarini destekleyecek yonde olup, hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi
gibi hiicresel davraniglar biitiinii gibi pozitif biyouyumluluk sinyalleri Ch iceren
orneklerde en yiiksek seviyede gozlemlenmistir. AMX eklenmesi ise bu 6zellikleri
olumsuz yonde etkilemistir. Bu yiizden, agik¢a sodylenebilir ki, Ch’nin doku iskeleti
yapisina eklenmesi, hiicresel davranisi diger malzemelere gore 6nemli 6l¢iide olumlu
etkilemistir. Fakat AMX varliginda bu hiicresel tepkiler azaldigindan bu ve bunun gibi
antibiyotiklerin kullanilmadan 6nce doku iskeletlerin amaglar1 ve kullanim alanlarina
bagli olarak dikkatle diisiiniilmesi ve artilar1 ve eksilerinin masaya yatirilip karar

verilmesi gerektigini gostermektedir.
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4. SONUCLAR
Bu tez calismasinda, 3B biyo baski yontemleri kullanilarak PLA / B3-TCP tabanli ve

hidrojel katkili doku iskeletleri tiretilmistir. DM alaninda kullanilmak tizere iiretilen bu
doku iskeletlerinin, morfolojik, mekanik, kimyasal, termal ve antibakteriyel 6zelliklerinin
yani sira kapsamli bir sekilde hiicresel davranig tizerindeki etkileri test edilmistir.

Diger malzeme tiplerine kiyasla Ch iceren doku iskeletleri, iskelet morfolojisi ve hiicre
canliligi acisindan en iyi sonuglart ortaya koymustur. Antibakteriyel ozelliklerin
incelenmesinde amoksisilin malzemesi de doku iskeletlerine basariyla eklenmis ve
antimikrobiyal 6zellikler Ch iceren Orneklere kiyasla arttirilmistir, fakat hiicre canlilig
konusunda Ch igeren orneklere kiyasla elde edilen canlilik degerleri biraz soniik
kalmustir.

Sonug olarak, tiim elde edilen bilgiler 1s1g1nda ortaya ¢ikmistir ki, doku iskeleti tiretimi
icin en uygun ve basarili malzeme kombinasyonu PLA / B-TCP / Ch olarak
yorumlanabilmektedir. Gézlemlenen, dikkate deger hiicre canliligi ve giiglii mekanik ve
morfolojik &zellikler gibi {istiin nitelikleri bu ¢ikarimlarin dayanagidir. Uretilmis olan
doku iskeletleri DM ¢alismalarinda kullanilmak {izere umut verici ve gelecek vaat eden
malzemeler olarak géze ¢arpmaktadir.

Calismanin bir sonraki adimi olarak eklenen katman sayisinin artmasi ile doku
iskeletlerinin kalinligi degisimi ve Ozel hedef dokulara gore doku iskeletlerinin

sekillerinin ¢esitlendirilmesi olasiliklart 6n plana ¢ikmaktadir.
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