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OZET

Tanriverdi, A. (2022). Kornea Defektlerinin Tedavisi i¢in Hidrojel Temelli Doku
Yapistiricilarinin Sentezi. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre
ve Doku Miihendisligi ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Tez calismasi kapsaminda kornea defektlerinin onariminda kullanilmak Uzere ipek
fibroin temelli doku yapistiricilar: gelistirilmistir. Ipek kozalarindan ipek fibroin izole
edilerek 3 farkli konsantrasyonda (agirlikga %7,5 %15, %22,5) ve {i¢ farkli 1s1ma
stresi (1 dk, 2 dk, 4 dk) uygulanarak doku yapistiricilart hazirlanmistir. Hazirlanan
doku yapistiricilart FTIR analizi ile yapisal olarak karakterize edilmistir. Doku
yapistiricilarinin sisme analizleri PBS ortaminda, degradasyon analizleri PBS ve
yapay gozyast ortamlarinda gerceklestirilmistir. Sonrasinda, mekaniksel dayanim
testleri ve in vitro ve ex vivo patlama basinci testleri gergeklestirilmistir. Gelistirilen
doku yapistiricilarinin kornea fibroblast hiicreleri ile biyouyumluluk testleri yapilmis
ve biyouyumlu oldugu kanitlanan doku yapistiricilarinin iizerine kornea fibroblast
hicreleri ekilerek DAPI/Aktin analizi ile hiicre adezyon davraniglar1 ve hicre
morfolojileri incelenmistir. Ek olarak, PrestoBlue analizi ile doku yapistiricilarinin
tizerine ekilen hiicrelerin ¢ogalma davraniglari belirlenmistir.  Gelistirilen doku
yapistiricilarinin kornea yaralanmalarinin onariminda kullanilmak tizere potansiyel bir
materyal oldugu sonucuna varilmigstir.

Anahtar Kelimeler: Kornea doku miihendisligi, Kornea rejenerasyonu, Doku
yapistirici, Hidrojel, Ipek fibroin
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ABSTRACT

Tanriverdi, A. (2022). Synthesis Of Hydrogel-Based Tissue Adhesives for The
Treatment of Corneal Defects. Istinye University, Institute of Health Science,
Department of Stem Cell and Tissue Engineering, Master Thesis. Istanbul.

Within the scope of the thesis study, silk fibroin-based tissue adhesives have been
developed to be used in the repair of corneal defects. Tissue adhesives were prepared
by isolating silk fibroin from silk cocoons and applying three different concentrations
(7.5 wt%, 15 wt%, 22.5 wt%) and three different irradiation times (1 min, 2 min, 4
min). The prepared tissue adhesives were structurally characterized by FTIR analysis.
Swelling analyzes of tissue adhesives were performed in PBS, degradation analyzes
were performed in PBS and artificial tears. Afterwards, mechanical strength tests and
in vitro and ex vivo burst pressure tests were performed. The biocompatibility tests of
the developed tissue adhesives with corneal fibroblast cells were performed and the
cell adhesion behaviors and cell morphologies were examined by DAPI/Actin analysis
by seeding corneal fibroblast cells on the tissue adhesives that were proven to be
biocompatible. In addition, the proliferation behavior of cells seeded on tissue
adhesives was determined by PrestoBlue analysis. It was concluded that the developed
tissue adhesives are a potential material to be used in the repair of corneal injuries.

Key Words: Cornea tissue engineering, Corneal regeneration, Tissue adhesives,
Hydrogel, Silk fibroin
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1. GIRIS

Kornea defektleri diinya genelinde gorme bozuklugunun yaygin nedenleri
arasindadir. Yilda 1,5 milyondan fazla yeni kornea korliigii vakasi rapor edilmekte ve
yalnizca %5 ‘i tedavi edilmektedir (Gain ve ark.,2016; Islam ve ark.,2018). Kornea
yaralanmalar1 ve enfeksiyonlar1 doku ve gorme kaybina yol agabilecegi gibi kornea
stromal inflamasyonun siddetli veya ilerleyici durumlarinda da, stromal matris goziin
yap1 biitiinliigiinii bozmaktadir (Ljubimov ve ark.,2015). Hidrojel temelli doku
yapistiricilary, yapilart ve fiziksel Ozellikleri nedeniyle yumusak ve sert doku
mihendisligi uygulamalari i¢in dikkate deger bir potansiyele sahiptir. Mikro-yap1
tizerinde hassas kontrol, gelismis mekanik 6zellikler ve uygun biyobozunma hizlari,
in vivo terapotik ajanlarin kontrolliinii saglamak i¢in hidrojel temelli yapilar1 yararh
alternatifler haline getirmektedir. Kornea rekonstriiksiyonu i¢in biyouyumlu ve seffaf
biyoadeziflere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle acil durumlarda, yapistirici
biyomalzemeler, kornea stromal kaybinin tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim olarak
gorilmektedir. Genel olarak, kornea yerine kullanilan biyomalzemelerde, dogal
korneaya benzer fiziksel, yapisal ve fizyobiyolojik 6zellikleri kullanmak gerekir.
Kornea onarimi ve rejenerasyonu i¢in ideal bir biyomalzeme (i) biyouyumluluk ve
biyolojik bozunabilirlik, (ii) mekanik stabilite ve uygun sertlik, (iii) yliksek seffaflik,
(iv) dogal dokuya yiiksek yapisma, (v) hiicre destegi ve doku rejenerasyonu yetenegi

(vi) uygulama ve kullanim kolayligina sahip olmalidir (Chen ve ark., 2018).

Doku yapistiricist olarak kullanilan biyomalzemeler iki sinifa ayrilmaktadir: (i)
sentetik yapistiricilar  (6rn.  siyanoakrilatlar ve polietilen glikol (PEG)-bazh
yapistiricilar) ve (ii) dogal olarak elde edilen yapistiricilardir (6rn. fibrin, polisakkarit,
kolajen bazli yapistiricilar vb.) (Park ve ark., 2011). Dogal biyopolimerler
miikemmel biyouyumluluk egilimindedir, ancak genellikle diisiik mekanik stabilite ve
yapisma saglamaktadir. Sentetik biyopolimerler ise istenilen Ozelliklerin
Ozellestirilmesi saglanabilirken, yeterli doku yenilenmesi ve biyoentegrasyon elde
edilemeyebilmektedir (Chen ve ark., 2018).

Giliniimiizde kornea ile uzun siireli entegrasyon ic¢in uygun bir yapistirici
tasarlanmamistir, ancak kornea insizyonlarii kapatabilecek yapistiricilarin
gelistirilmesine yonelik Onemli aragtirmalar yapilmistir. OcuSeal (Beaver-Visitec

International, MA, ABD), Avrupa'da kornea kesiklerinin kapatilmasinda kullanilan



PEG bazli bir yapistiricidir. Ancak bu sistemin bazi olumsuz etkileri mevcuttur.
Sistemin ultraviyole (UV) 151k altinda ¢apraz baglanmasi nedeniyle kornea veya retina
fotokimyasal sitotoksisiteye veya DNA hasarina neden olabilmektedir. Okiiler
rejenerasyon uygulamalari i¢in kolajen, fibrin, jelatin, aljinat ve kitosan temelli dogal
yapistiricilar gelistirilmistir. Ancak, hem rejeneratif hem de yapiskan ozellikleri
birlestiren ve kornea dokusunun dogal iyilesmesini uygun sekilde taklit edebilen hic¢bir
hidrojel biyoyapistiric1 sistemi mevcut degildir. Ek olarak, giinlimiizde gelistirilen
biyomalzemelerin ¢ogu; kornea dokusuna yiiksek yapisma ve uzun siire tutunabilme,
uygun optik 6zellikler (saydamlik) ve dogal kornea ile tam olarak biitliinlesmek i¢in
gereken miktarda esneklik, sertlik ve mukavemet 6zelliklerinden yoksundur (Vats ve
ark., 2003).

Tiim bunlarin 15181nda tez ¢alismasiin amaci kornea defektlerinin onariminda
kullanilmak zere ipek fibroin temelli 11k altinda ¢apraz baglanabilen hidrojel doku
yapistiricilart gelistirilmektir. Doku yapistiricilar: sisme analizi, degradasyon analizi,
mekaniksel dayanim testi, in vitro ve ex vivo patlama basinci testleri, kornea fibroblast
hiicreleri kullanilarak biyouyumluluk (MTT) ve adezyon tesleri (DAPI/Aktin ve
PrestoBlue) ile karakterize edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi

Ilk kez 1980’lerin sonunda ortaya ¢ikan ‘doku miihendisligi’, biyolojik
problemlerin ¢6ziime kavusturulmasi amaciyla miithendislik beceri ve yeteneklerini de
kullanarak yeni gelisen interdisipliner bir alan olarak tanimlanmaktadir. Genetik
miithendisligi, cerrahi bilimler, malzeme bilimi, hicre biyolojisi, fizik, kimya
miithendisligi, biyomiihendislik, bilgisayar bilimi ve daha pek ¢ok farkli alandan bilim
insanini birbirine baglamaktadir (Jindal ve ark., 2014). Rejeneratif tipta Gnemli bir alan
olan doku miihendisligi, dogal dokularin anatomik ve iglevsel 6zelliklerini taklit eden
biyolojik ¢oziimler gelistirerek hasar gérmiis veya hastalikli dokularin normal iglevini
eski haline (rejenerasyon saglamakta) getirmektedir (Lee ve ark., 2018). Doku
miithendisligi, hasarli veya fonksiyonunu tamamen kaybetmis doku veya organlari;
biyomalzemeler ve farkli tipteki hiicreler kullanarak (6rengin kok hticreler) in vitro
ortamda Uretmek Uzere calisilan bir alandir. Klasik hiicre temelli doku mithendisligi,
rezorbe olabilen doku iskelelerinin hucreler ve/veya blylme faktorleriyle birlikte
dokuya uygulanmasiyla, dokunun biiylimesini uyarmayi ve yonlendirmeyi igeren bir
yaklagimdir. Bu yaklagimda iyi sonuglarin elde edilmesi doku miihendisliginin ii¢
temel bileseni olan hiicreler, doku iskeleleri ve hiicre sinyallerinin birlikte uyumlu bir

sekilde kullanilmasiyla miimkiin olmaktadir (Rosa ve ark., 2012).

Doku miihendisligi i¢in her birinin kendi avantajlar1 ve dezavantajlar1 olan
cesitli hiicre kaynaklar1 vardir. Hiicreleri elde etmek icin en iyi yontemlerden biri de
otolog hiicrelerin dogrudan hastadan alinmasi ve ardindan in vitro ortaminda
cogaltilmasidir. Bu yontem, transplantasyon sonrasi bir bagisiklik tepkisine sebep
olmadig1 icin tercih edilse de, birtakim sinirlamalar igerdiginden ¢ok yaygin
kullanilamamaktadir. Hastalikli durumlarda veya yash bir hastada otolog hiicreler

transplantasyon i¢in uygun olmayabilir (Heath, 2000).

Uc boyutlu (3B) yap iskeleleri, hastadan veya baska bir vericiden alinan
hiicrelerin ~ biyouyumlu skafoldlar iizerinde gelistirilerek yeni dokularin
olusturulmasina olanak saglar. Bir yapi iskelesinin birincil islevi doku iletimidir ve bu
nedenle hiicre baglanmasina, yap iskelesi lizerine veya icine, hiicre ¢cogalmasina ve

hiicre  farklilagsmasina izin = vermelidir. ~Ayrica hiicrelerin  fenotiplerini
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koruyabilecekleri ve gerekli proteinleri ve molekdilleri sentezleyebilecekleri bir ortam
saglanmalidir. Iskeleler igin gerekli olan &zellikler arasinda yiiksek gdzeneklilik,
yiiksek ylizey alani, yapisal mukavemet, 6zel 3B sekil ve gerekirse biyobozunur
malzemeler olmalidir. iskeleleri imal etmek icin kullanilan teknikler, malzemenin
ozelliklerine ve amaglanan uygulamasma baghdir. Iskeleler polimerler, metaller,
seramikler veya kompozitlerden olusabilir. Uygulanacak dokunun 6zelliklerine ¢ok

yakin bir malzeme segmek onemlidir (Vats ve ark., 2003).

Hiicre dis1 matris, doku ve organlardaki yerlesik hiicreler tarafindan {iretilir ve
cesitli biyoaktif molekiillerin igerigi nedeniyle ¢evreleyen hiicrelere biyofiziksel ve
biyokimyasal destek saglamak i¢in ¢evreleyen ortama salgilanir. Son zamanlarda,
hiicre dist matris, doku miihendisligi i¢in umut verici bir yaklasim olarak
kullanilmistir. Gelismekte olan ¢alismalar, hiicre dis1 matris yap1 iskelelerinin uygun
bir rejeneratif mikro ortam olusturabildigini, dokuya 6zgii yeniden yapilanmay1 tesvik
edebildigini ve cilt, kemik, sinir, kalp, akciger, karaciger, bobrek, kiiciik dokularin
onarimi ve fonksiyonel rekonstriiksiyonu icin endiiktif bir sablon olarak hareket

edebildigini géstermektedir (Chen ve ark., 2018).
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Sekil 2.1: Doku muhendisligi teknikleri (Anonim, 2020).

Sonug olarak, doku miihendisligi uygulamalar1 bir ¢ok alandaki bilim insanlar1

ve miihendislerin igbirlik¢i yaklagimlari ile ilerlemeye devam edecektir.
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2.2. Kornea Doku Miihendisligi

Korneanin gozdeki en 6nemli islevleri arasinda goz igindeki yapilar1 korumak,
ve 151K 1s1nlarin1 minimum sagilma ve optik bozulma ile retinaya odaklamak yer alir.
Kornea, yapisal bir bariyer gorevi géren ve gozii enfeksiyonlara karsi koruyan konveks

bicimli, saydam, seffaf ve avaskuler bir dokudur (Sridher, 2018).

Hastalikl1 veya yarali kornealar i¢in doku miihendisligi genel olarak biiyiik bir
umut vaat etmektedir. Doku miihendisligi yontemleriyle bir kornea olusturulacaksa,
basarili ve uygun Kkiiltiir tekniklerine ihtiya¢ duyulur (Ruberti ve ark., 2008).
Korneanin doku miihendisligi, basta bagisiklik reddi ve donor kornea eksikligi olmak
tizere kornea transplantasyonunun mevcut dezavantajlariin iistesinden gelmek igin
tibbi tedavide bir paradigma degisikligini temsil eder. Organ naklinde bir hastanin
tedavisi icin bir donére ihtiyag vardir. Doku miihendisligi ise tek bir donérden birgok
rejenere organ veya dokunun iiretilebildigi bir yaklagimdir. Bu nedenle, hastaligin

tibbi tedavisinde bir ilerleme olarak kabul edilir (Nishida, 2003).

Diinya ¢apinda tahminen 10 milyon insan kornea gorme kaybindan muzdariptir
ve yalmizca Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 40.000 kornea nakli
yapilmaktadir (Whitcher ve ark., 2001). Artan kornea nakli ihtiyacinin cevabi iki ana
yaklasimla sinirlidir: allojenik ve sentetik materyaller. Kornea hastaliklar1 ve limbal
kok hiicre eksikliginden (6rn., okiiler yaniklar) kaynaklanan koérliik durumunda, otolog
limbal kdk hiicre nakli, neovaskilarizasyonu, kronik inflamasyonu ve stromal skar
olusumunu 6nlemek icin kornea rejenerasyonu i¢in etkili bir tedavi segenegi olarak

sunulmustur (Ghezzi ve ark., 2015).

Canli insan kornealarina olan ihtiyaci ele almak icin son yillarda doku
miihendisliginde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Birincil hiicrelerle kombinasyon
halinde hem sentetik hem de dogal olarak tiiretilmis biyomateryaller, epitelyal,
stromal, endotel katmanlar1 ve tam kalinliktaki kornea dokularindan baglayarak kismi
veya tam kalinliktaki patolojik kornealar1 yenilemek ve degistirmek i¢in kullanilmistir.
Tamamen hiicre temelli yaklagimlar, hem kornea dokusu replasmanlari i¢in hem de in

vitro baglamda uygun alternatifler olabilir (Trujillo-de Santiago ve ark., 2019).
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Sekil 2.2: (A) Kornea yapisi ve bir okiiler yapistiricinin kornea iizerine uygulamsi: (i)
g0zun ve (ii) korneanmin anatomisi. (B) Ideal bir okiiler yapistiricinin sahip olmasi
gereken biyolojik, kimyasal, fiziksel ve pratik 6zellikler (Trujillo-de Santiago ve ark.,
2019)

Insan gdziiniin mimarisi olduk¢a karmasiktir; 15131n gegisine izin vermek igin
tam olarak organize edilmis birka¢ doku katmanma sahiptir. Ideal bir okiiler
yapistirict, 6zel uygulamalarina ve tibbi miidahalede yer alan anatomik pargalara bagl

olarak bir dizi 6zelligi karsilamalidir (Sekil 1.2) (Park ve ark., 2011).

Tahrise, iltthaplanmaya ve enfeksiyona neden olabileceginden, son yillarda
oftalmik cerrahide dikis yerine doku yapistiricisi  kullanilmaktadir. Doku
yapistiricilari, yarali dokulart kapatmak igin siitlir yardimcilar ve alternatifler olarak
gelistirilmigtir. Kullanim kolaylig1 ve ameliyat sonrasi rahatlig1 nedeniyle popiilerlik

kazanmustir (Drury ve ark., 2003).



2.2.1. Kornea Dokusunun Yapisi ve Ozellikleri

Goziin penceresi olan kornea, son derece seffaftir ve yapisi benzersiz 6zel bir
avaskiiler dokudan olusmaktadir. Kornea kubbe seklinde bir yapiya sahip olup goziin
on kisminda bulunur. Asir1 basinci engelleyebilmek ve goz hareketini stirdiirebilmek
icin mekaniksel bir stabiliteye sahiptir (Kong ve ark., 2016). Kornea u¢ hiicre
katmanindan ve iki zardan olusur. Bu katmanlarin ve zarlarin her birinin belirli
islevleri vardir. Kornea epitel (en distaki hiicre tabakasi), stroma ve endotel (en icteki
hiicre tabakasi) katmanlarindan olusur. Bowman zar1 epitel ve stromayr ayirirken,
Descement zar1 stroma ve endotelyumu ayirir; bunlar korneanin iki hiicresiz

kollajendz ara yuzudur (Ghezzi ve ark., 2015).
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Sekil 2.3: Kornea dokusunun yapisi1 (Jameson ve ark., 2021).
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Kornea epiteli, korneanin en dis tabakasi, 15181n goze kirilmasinda en énemli
roli olan keratinize olmayan 5-6 sirali ¢cok katli yassi hiicrelerden olusur. Epitel
hiicrelerden olusan bu hiicreler ektoderm kokenlidir. Ayrica rejenerasyon yetenegi de
hizlidir. On yiizii gdzyasi ile kaplanmistir (Torricelli ve ark., 2013). Epitel, kornea
epitel katmanlarinda sonlanan sinir uclarina sahip, olduk¢a innerve edilmis bir
dokudur (Stepp ve ark., 2013). Kornea epitel tabakasi, 4-6 hiicre katmanina sahip ve
40-50 pum kalinhiginda ¢ok katmanli bir yapidan olusan kornea dokusunun %10'unu
olusturur (Ghezzi ve ark., 2015). Korneada uygun 1sik gegirgenligine ulasmak i¢in,
epitelin, suyun ve tiim ¢dziiniir bilesenlerin stroma i¢ine veya digina transferine izin
veren biyolojik bariyerli piiriizsiiz bir tabaka saglamasi onemlidir (Kong ve ark.,
2016). Bu epitel, Ug¢ epitel hiicre tipinden olusur. Bunlar, Bazal Kolumnar hiicreler,
Kanat hiicreler ve Yuzeyel hiicrelerdir. Bazal Kolumnar hiicreler, tek tabakadan
olusur. Hemidesmozomlarla epitel bazal membranina yapisir. Kanat hicreler, ince
kanatlar1 animsatan uzantilara sahip olup bu hiicrelerin 2-3 hiicre katmanini
olusturmaktadir. Son olarak poligonal hiicrelerden olusan Yiizey hiicreleri, ince ve
uzun 2-3 siradan olusan bir yapiya sahiptir. Birka¢ giinde bir ylizey hiicreleri kendini
yenileyerek gdzyas1 doker. Epitel hiicreleri, limbus kok hiicreleri tarafindan her 7-10
glinde bir surekli olarak yenilenir. Yenilenme kapasitesi ¢ok iyi oldugundan epitel
hasarinda korneada skar olusmaz (Liliensiek ve ark., 2006; Teixeira ve ark., 2006;
Yan ve ark., 2012; Baradaran-Raffi ve ark., 2016; Campbell ve ark., 2019; Fuest ve
ark., 2020).

Genel olarak epitel, gozlerin dis yiizeyini temsil eder, i¢ katmanlari
yaralanmalardan ve enfeksiyonlardan korur (Yousaf ve ark., 2019). Ek olarak, kornea
epiteli, retinayr UV 15181inin neden oldugu hasarlardan korumak i¢in bir filtre islevi
gorur (Lanza ve ark., 2020). Kornea epitelinin islevleri, saydam ve diizgiin bir opik
membran olusturarak digsaridan gelebilecek mikroorganizma, yabanci cisim, soliisyon

ve ilaglara kars1 bir bariyer kurmaktir (Aydin, 2010).



Kornea stromasi, hizalanmis kolajen nanofiberlerden olusan bir
katmandir. Kornea stromasi, paralel kollajen fibril katmanlar: ile karakterize edilen,
cap olarak tek tip lokal interfibriller bosluk ile dagilan, korneanin %9011 olusturan
kolojen ag¢isindan zengin avaskiiler bir yapiya sahip yogun bir bag dokusudur (Akter,
2016). Kornea stromasi, mezenkimal hicre popilasyonu olan keratosit hcreleri
iceren ¢ok sayida kolajen lamelden olusur. Kolajen nanoliflerin diizenli yapisi, kornea
dokusunun mekanik mukavemetini ve 1s1k gegirgenligini saglamada kritik bir role

sahiptir (Wu ve ark., 2018).

Stroma, c¢ogunlukla aseliilerdir (%7-10 keratosit htcreleri) ve kornea
kalinliginin %80-85'ini olusturur (Yousaf ve ark., 2019). Yapisal olarak, stroma
hizalanmis kolajen liflerinden olusur; bu hizalama yapisi korneanin seffafligini ve
gerilme davranmigini korumak i¢in énemlidir (Salehi ve ark., 2020). Stroma dokusu
hasar gordiigiinde, bu disfonksiyonun etkisi genellikle yara izi birakir. Keratosit
hiicreleri, kolajen liflerinin yenilenmesini saglayarak yapinin korunmasindan
sorumludur. Bununla birlikte, bu skar, gbze 1sik gecirgenliginin azalmasina neden
olur, ¢iinkii stromal keratosit kok hiicre (SKSC) popiilasyonu iyilestikce, 1-3 yillik
uzun bir siire boyunca skar olusumu olusur (Akter, 2016). Genis dlglide ¢apraz bagh
kolajen igeren insan stromasinin rejenerasyonu, in Vivo kosullar altinda daha zordur

(Ahearne ve ark., 2020).

Kornea endotel hiicreleri tek sirali c¢ogunlukla hekzagonal yapilardir.
Descement membraninin arka yiizeyinde yer alirlar. 5 um kalinliktadirlar. Mitoz ile
cogalmazlar ve noral krest kokenli hiicrelerdir. Poligonal sekilli olup yassi epitel
hiicrelere sahiptir. Boyutlar1 homojendir. Endotel, korneanin en ince ve en i¢ tabakasi
olmasina ragmen, fonksiyonun siirdiiriilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (Akter, 2016).
Optimum optik netligi korumak i¢in bagil dehidrasyonun korunmasi gereklidir. Hlcre
sayist geng bir eriskinde 3500 hiicre/mm? iken yasla beraber hiicre kaybi sergiler.
Normal bir endotel tabakasinda hiicrelerin %70-80’1 hegzagonaldir,bu orandaki
olumsuz sapmalar pleomorfizm olarak adlanir. Hiicreler genellikle uniform olarak
dizilidir, %25’lik sapmalar normal kabul edilir, bu orandaki sapmalarda htcreler
bayuklt, kucukllu, dizensiz dizilirler ki bu duruma da polimegatizm ismi
verilmektedir. Endotel hiicre biiyiikliigiindeki varyasyon polimegatizm, hiicre

seklindeki varyasyon ise pleomorfizm olarak adlandirilir (Tavakoli, 2008).
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Endotel, kornea saydamligin1 korumada ¢ok onemlidir. Yasla rejenere olma
ozelligi olmadig1 i¢in endotel hiicrelerinin yogunlugu yasla azalir. Komsu hiicreler
geliserek boslugu doldurur. Cerrahi travmaya bagh gelisen kornea endotel kayb1 da
benzer sekilde komsu hiicrelerin gelismesiyle doldurulur. Bu hiicrelerde yiiksek

metabolik aktivite vardir (Aydin, 2010).

Tablo 2.1 Kornea doku miihendisliginde kullanilan hiicre tipleri (Jameson ve ark., 2021).

hiicre tipi Kisaltma Saghklh Fenotip Ortak Belirtegler

CK3
CK12
CK15
Kornea Epitel Hucreleri CEpCl'ler ALDH3A1
Cx43
Involucrin
p63

Arnavut kaldinmi yakin paketienmis

Keratokan

Lumikan
® a -aktinin
o SMA
ALDH1A1

ALDH3A1

Kornea Stromal Hucreler CSCller

dendritik

\ Z0-1
Kornea Endotel Hicreleri CenC'ler Q/ Na+/K+

ATP
Altigen Yakin Paketli &

Kig7
p63
p40
CK3

Yad Dokusu Taretilmis Kok Hucreler ASC'ler

CD13
CcD29
Mezenkimal Kok Hucreler MSC'ler CK3
CK8
CK12

Kie7
p63
p40
CK3
ABCG2
CK19
EFGR
Integrin 1

Limbal Epitel Kok Hiicreleri veya Kornea Epitel Kok Hiicreleri  LESC'ler veya CEpSC'ler

Bowman Membran, stromanin yiizeysel kismini olusturur. Epitelin altinda,
aseliiler yapida olup 8-10 um kalinliktadir. Saydam bir tabakaya sahiptir. Yogun

proteoglikanlarin ve primer olarak tip 1 ve tip 3 kolajen liflerinden meydana gelmistir.
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Bowman membraninin kendini rejene etme 0zelligi olmadigindan hasara ugradiginda

kendini yenileyemez (Aydin,2010).

Descement Membrani ince kolajen fibrillerden olusan 10 um kalinliginda
kornea endotelinin bazal membranidir. Kendini rejenere eden bir yapiya sahiptir.
Primer olarak tip 4 kollajen ve laminin igerir. Stromadan kolaylikla ayrilabilir (Eghrari
ve ark., 2015).

2.2.2. Kornea Doku iskelelerinde Aranan Ozellikler

Doku miihendisligi alaninda yapilan ¢alismalarda farkli yaklagimlar
gelistirilmektedir. Bu yaklasimlarin birinde yeni bir dokunun olusumu i¢in sadece
biyomalzeme kullanilirken, hiicre nakli olarak isimlendirilen diger bir yaklasimda
sadece hiicreler kullanilarak tedavi amaglanmaktadir. Diger yaklasimlarda ya
biyomalzeme ile biyosinyal bilesenleri birlikte kullanilmakta ya da biyomalzeme,
hiicre ve biyosinyal bilesenlerinin tigii birlikte kullanildig1 goriiliir. Yeni doku veya
organlar1 olusturmak i¢in hiicre ¢ogalmasii saglamak ve gerekli mekanik destegi

vermek icin biyomalzemelerden 3B doku iskeleleri Gretilir (Vacanti ve ark., 1999).

Doku iskeleleri, doku miihendisliginin temel bilesenlerinden biridir. Hicreler
ve polimerik matriksten olusan sistemlerdir. Hiicre biiylimesini ve gelismesini

saglamak amaciyla dogal veya sentetik polimerler kullanilir (Nishida ve ark., 2004;
Liu ve ark., 2006; Torbet ve ark., 2007).

Doku miihendisligi calismalar1 kapsaminda, yiiksek kaliteli iskeleleri insa
etmek icin gerekli baslica 6zellikler vardir. Kullanilacak olan iskelelerin malzemeleri
biyolojik olarak uyumlu ve kontrol edilebilir bir biyobozunurluga sahip olmasi
gerekmektedir. Bunun yaninda parcalanma hizinin doku olusum hizi ile uyumlu
olmast 6nemlidir. Yapiy1 korumak igin belirli bir seviyede mekanik mukavemet
gerekmektedir. Ara baglantilar saglayabilmek adina yiiksek gozeneklilik ve uygun
g0zenek boyutu icin dahili gézenekli yapilar gereklidir. Besinlerin ve metabolik
atiklarin daha kolay tasinabilmesi adina genis bir yiizey alani olmalidir. Hicrelerin
yapismasini, gelismesini ve islevini artiran bir ylizey kimyasina sahip olmali ve

istenilen sekil ve boyutta Uretilebilir olmalidir (Freyman ve ark., 2001).
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Doku miihendisliginde kornea yaralanmalarini ve hastaliklarini tedavi etmek
icin, allojenik kornea greftlerinin eksikliklerini azaltmayr amagclayan kornea
miithendisligi alaninda alternatif tedavi stratejileri olarak dogal malzemeler iizerinden
gidilmektedir (Ghezzi ve ark., 2015; Soh ve ark., 2017; Mahdavi ve ark., 2020). Bu
uygulamalar icin arastirilan yaygin dogal malzemeler arasinda ipek fibroin, aljinat,
jelatin, kolajen, kitosan, seliiloz, hyaluronik asit (HA) ve hiicresizlestirilmis kornealar

bulunur (Jameson ve ark., 2021).
2.3. Doku Yapistiricilar:

Doku yapistiricilarinin okiiler cerrahide kullanimi 1963'te onerilmistir (Chan ve
ark., 2004). Okiiler, 6zellikle kornea yaralarinin mikrocerrahi ile dikilmesi, genellikle
ameliyat sonrasi astigmatizma dahil olmak {izere ¢cok sayida dezavantajla iliskilidir ve
cerrahin  yiksek dizeyde becerisi gerekir. Siitiirler ayrica inflamasyonu
tetikleyebilmekte, vaskilarizasyona yol acabilmekte ve diger problemlerin yani sira
mikrobiyal enfeksiyon riskini artirabilmektedir (Acheson ve ark., 1991; Chan ve ark.,
2004; Bhatica, 2006; Grinstaff, 2007; Oshika ve ark., 2007).

Okiiler yapistiricilar, siitlirlere umut verici alternatiflerdir.  Yapistiricilar,
oftalmolojide yaklasik elli yildir kullanilmaktadir (Refojo ve ark., 1968). Bu
malzemeler tipik olarak okuler yara bolgesine sivi olarak uygulanan ve dokular
baglamak ve tutmak icin kimyasal veya fiziksel olarak c¢apraz baglanan
polimerlerdir. Okiiler yapistiricilar sadece hastanin  ve cerrahin  siitiirlerin
dezavantajlarin1 yasamasini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda baska tlrli kolayca
elde edilemeyen Onemli islevsellikler de sunabilir. Bu énemli ilave islevselliklerden
bazilari, Ornegin yapiskan biyomekanik o6zelliklerini eslestirme fizibilitesi gibi
hastaya biiyiik fayda saglayabilir. Dogal dokununkine benzer, boylece yara iyilesmesi
doku hareketini sinirlamadan veya islevini etkilemeden ilerler. Ayrica, yapiskan
malzeme, enfeksiyon ve iltihab1 Onleyen ve/veya doku yenilenmesini destekleyen

farmakolojik veya biyolojik bilesiklerle islevsellestirilebilir (Webster ve ark., 1968).
2.3.1. Doku Yapistiricilarinin Yapisi ve Ozellikleri

Okdler uygulamalar i¢in kullanilacak doku yapistiricilarinin dogal korneaya
benzer fiziksel, yapisal ve fizyobiyolojik 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu

ozellikler:
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e Biyolojik olarak; biyouyumlu mikrobiyel bariyer olusturabilme

e Kimyasal olarak; toksik olmama, dokuya iyi yapisma, hizh
polimerizasyon

o Fiziksel olarak; ayarlanabilir mekanik 6zellikler, gaz ve besin maddelerine
kars1 gecirgenlik

e Pratik olarak; kolay ve hizli uygulanabilir, hasta i¢in rahatlaticilik

Kornea onarimi ve rejenerasyonu i¢in ideal bir biyomateryalin; biyouyumlu,
biyobozunur, mekaniksel olarak dayanikli, uygun oranda sert, yiiksek oranda seffaf,
dogal dokuya yiiksek oranda yapigma, hiicre destegi ve endojen doku rejenerasyonu

gibi ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (188).

2.3.2. Doku Yapistiricis1 Olarak Kullanilan Biyomalzemeler

Tarihsel olarak, ticari siyanoakrilat bazli ¢ok amagh yapistiricilar, oftalmik
uygulamada kullanilan ilk yapistiricilardir (Ferry ve ark., 1971). Bu yapistiricilar hizli
ve kolay yara kapatma saglarlar, ancak g6z i¢in sitotoksiktirler , puruzlt bir dokuya
sahiptirler, bir 'bandaj’ kontakt lens kullanimini gerektirirler ve merkezi korneaya
uygulandiginda veya alttaki dokular tarafindan muayene edildiginde iyi gormeyi
engellerler. Kolajen bazli yapistiricilar ise, siyanoakrilata ¢cok daha biyouyumlu bir
alternatiftir. Bununla birlikte, diisiik mekanik stabiliteye ve yapisma mukavemetine
sahiptirler. Biyomalzeme miihendisligindeki yeni stratejiler, daha gelismis okiiler
yapistiricilarin olusumuna yol agmistir (Ferry ve ark., 1971). Bu yapistiricilar, dogal
okiiler dokunun fiziksel 6zelliklerine uymasi ve yapigsma gii¢lerini ayarlamasi igin
sentetik veya dogal polimerlerden tasarlanabilir. Bu tasarim ¢ok yonliiliigii, doku
hareketini ve islevlerini engellemeden yaralari kapatabilen etkili okiiler yapistiricilarin

ve dolgu macunlarinin gelistirilmesine olanak tanir.

Doku miihendisligi yap1 iskeleleri i¢in hidrojeller olusturmak iizere ¢esitli sentetik
ve dogal olarak tiiretilmis malzemeler kullanilabilir. Sentetik malzemeler arasinda
poli(etilen oksit) (PEO), poli(vinil alkol) (PVA), poli(akrilik asit) (PAA), poli(propilen
furmarat-ko-etilen glikol) (P(PF-ko-EG)) ve polipeptitler bulunur. Dogal olarak
tiretilmis polimerler arasinda agaroz, aljinat, kitosan, kolajen, fibrin, jelatin ve

hyaluronik asit (HA) bulunur (Trujillo-de Santiago ve ark., 2019).
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2.3.2.1. Sentetik Icerikli Okiiler Yapistiricilar

Sentetik yapistiricilar, oftalmoloji de dahil olmak iizere genis bir saglik hizmetleri
yelpazesinde siklikla kullanilan malzemelerdir. Bu malzemeler, kimyasal bilesimler,
mekanik Ozellikler, doku yapiskanligi ve bozunma kinetigi gibi belirli oftalmik
uygulamalar icin gerekli bir dizi 6zellik igin yuksek ayarlanabilirlik 6zeelliklere
sahiptir. Ayrica, sentetik yapistiricilar, iretim kolayhigi, yiiksek saflik ve diisiik
maliyet acisindan ek faydalar sunar. Kullanilan en yaygin yapistiricilar sentetik

yapistiricilardir (Trujillo-de Santiago ve ark., 2019).

Sentetik icerikli hidrojeller, kimyalar1 ve Ozellikleri kontrol edilebilir ve
tekrarlanabilir oldugu i¢in doku miihendisligi i¢in ilgi cekicidir. Ornegin, sentetik
polimerler, spesifik molekiil agirliklari, blok yapilari, biyobozunabilir yapilar1 ve
capraz baglama noktalari ile yeniden tasarlanabilir sekilde tiretilebilir. Bu 6zellikleri;
jel olusum dinamiklerini, ¢apraz baglanma yogunlugunu ve malzeme mekanik ve

bozunma 6zelliklerini belirler (Cruise ve ark., 1998).

PEO, birgok tibbi uygulama i¢in FDA onaylidir ve doku miihendisligi i¢in yaygin
olarak uygulanan sentetik polimerlerden biridir. PEO ve kimyasal olarak benzer
poli(etilen glikol) (PEG), polimerin her bir ucunu akrilatlar veya metakrilatlar ile
modifiye ederek foto-capraz baglanabilen hidrofilik polimerlerdir (Cruise ve ark.,
1998; West ve ark., 1999; Mann ve ark., 2001). Hidrojel yapis1t modifiye edilmis PEO
veya PEG’in uygun bir foto-baslatic1 varliginda 1s18a maruz kalmasi yoluyla ¢capraz
baglandiginda olusur (Bryant ve ark., 2001). PEG, PEO ve poli(L-laktik asit) (PLLA)
blok  kopolimerlerinden  termal olarak  tersine  gevrilebilir  hidrojeller
olusturulabilmektedir (Jeong ve ark., 1997). Termal olarak tersine cevrilebilir
hidrojellere ek olarak, hidrolitik olarak bozunabilir poli(laktik asit) (PLA) érnek olarak
verilebilir (Cascone ve ark., 1995). Oligopeptitlerin enzime 06zgu boélinme
dizilerini iceren blok kopolimerlerin sentezlenmesiyle bozunabilir PEO ve PEG
hidrojelleri de olusturulabilmektedir (West ve ark., 1999; Mann ve ark., 2001).
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Sekil 2.4 Sentetik hidrojel olusturan polimerlerin yapisi : (a) PEO, (b) PEG,
(c) PVA (%100 hidrolize) ve (d) PPF.

Ozellikle ilag salim uygulamalarinda kullanim i¢in yaygin olarak arastirilan baska
bir sentetik hidrofilik polimer PVA'dir. Sulu polimer ¢zeltilerinin tekrarlanan donma-
¢ozllme donguleri (Cascone ve ark., 1995). ile fiziksel olarak ¢apraz baglanabilir veya
hidrojeller olusturmak i¢in glutaraldehit (Nuttelman ve ark., 2001), stksinil klorur,
adipoil ~ klorir ~ ve  sebakoil  klorir ile  kimyasal olarak capraz
baglanabilmektedir. Ayrica diger suda ¢oziinlir polimerlerle karistirilabilmekte ve
fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz baglanabilmektedir (Cascone ve ark., 1995;
Cauich-Rodriguez ve ark., 1996; Cauich-Rodriguez ve ark., 2001).

Poli(propilen fumarat) (PPF), ester baglantisinin hidrolizi ile bozunmaya
ugrayan hidrofobik lineer bir polyesterdir (Sekil 1.4). Hidrofilik PEG ile bir blok
kopolimer olarak sentezlendiginde ve kimyasal olarak (Suggs ve ark., 1999) veya
UV'ye maruz kalma yoluyla (Procopio ve ark., 2022) ¢apraz baglandiginda hidrojel

yapist olusturabilmektedir.
2.3.2.1.1. Siyanoakrilat Esash Okiiler Yapistiricilar

"Stiper yapistiricilar” olarak da  bilinen siyanoakrilat ~ bazli
yapistiricilar, biyomedikal uygulamalarin yan1 sira gesitli endiistriyel, tibbi ve evsel
kullanimlar1 olan giiglii, hizli etkili kullanilan sentetik, ¢ok amacl doku
yapistiricilaridir (Mehdizadeh ve ark., 2013). G6z ameliyatlarinda, g6z doktorlar
tarafindan gdéz yaralarin1 kapatmak i¢in siyanoakrilat bazli yapistiricilar

kullanilir. Klinik oftalmik kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmasalar da
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(Trott,1997), bu yapistiricilar bazi iilkelerde katarakt yara onarimi gibi gesitli
uygulamalar i¢in kullanilir (Shigemitsu ve ark., 1997). Siyanoakrilat bazl
yapistiricilar okiiler yaralarin hizli, etkili ve kolay tedavisini sunsa da, hastaya

rahatsizlik verme, sitotoksisite gibi ¢esitli dezavantajlar1 vardir.

Siyanoakrilatlar, a-siyanoakrilik asidin monomerik alkil esterleridir ve bir
katalizor yardimiyla alkil siyanoasetat ve formaldehit arasindaki bir yogunlastirma
reaksiyonu yoluyla kolaylikla hazirlanabilir (Vauthier ve ark., 2003). Genel olarak,
siyanoakrilatlar, bir anyonik veya zwitteriyonik mekanizma yoluyla ilerleyebilen
polimerizasyon reaksiyonlarina katilma konusunda ytiksek bir egilime sahiptir. Bu
reaksiyonlar, canli  dokularda  bulunan alkoller, su veya amino
asitlerin nikleofilik saldirisiyla baslar ve daha sonra alkil metakrilat polimerleri
olusturmak tizere ilerler (Leonard ve ark., 1966). Uygun biyomekanik
Ozellikler ve hizli polimerizasyon (yani 10-60 saniye icinde) ile birlikte bu tur gugcli
baglanma, siyanoakrilatlar1 farkli tibbi uygulamalar i¢in ¢ekici hale getirmistir (Rana

ve ark., 2013).

Bununla birlikte siyanoakrilat kullanimi; 1s1 olusumu, hizli polimerizasyon ve
sitotoksisiteye neden olmasi dolayisiyla oftalmik uygulamalar igin kullanimi
sinirlidir. Siyanoakrilatin hizli polimerizasyon hizi, bu yapistiricinin hem lehinde hem
de aleyhinde calisan bir Ozelliktir. Hizli polimerizasyon, kapama siirecini zaman
acisindan verimli hale getirirken ve hastanin rahatsizligini en aza indirirken, aym
zamanda hekim i¢cin uygulamasini da zorlastirmaktadir. Ornegin, kornea perforasyon
sizdirmazliginda, doku ylizeyinin nemini kontrol etmek ve dokuyu etkili bir sekilde
tutmak icin ince ve esit bir siyanoakrilat tabakasinin yerinde polimerize olmasi igin
uygun bir siyanoakrilat dozunu hizla uygulamak 6nemlidir. Bu zorluklar g6z 6niine
alindiginda, belirli bir miidahalede siyanoakrilat bazli yapistiricilarin uygulanmasi igin
uygun teknigin se¢imi, basarili bir klinik sonug i¢in Kritik hale gelebilir (Ciapetti ve
ark., 1994).

Sitotoksisite, siyanoakrilat yapistiricilarin bir baska 6nemli dezavantajidir (Chen
ve ark., 2007). Yapiskanlarin, dokularda birikebilen ve akut ve kronik inflamasyonu
indiikleyebilen siyanoasetat ve formaldehite hizla bozunmasindan

kaynaklanir. Siyanoakrilat esterlerin  n-butil, n-heptil, metoksipropil ve oktil
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siyanoakrilatlar gibi cesitli tiirevleri, sitotoksisiteyi azaltmak ve polimerizasyon
oranini diisiirmek i¢in gelistirilmistir (Refojo ve ark., 1969). Genel olarak, daha kisa
alkil zincirlerine sahip siyanoakrilatlar daha yiksek reaktivite ve daha hizli bozulma
hiz1 gostermektedir. Daha uzun alkil zincirlerine sahip siyanoakrilatlar, emsallerine
gore dokular Uzerinde daha ciddi toksik etkilere neden olmaktadir. Ayrica,
siyanoakrilat yapistiricilarin doku baglama kuvvetlerinin, yan zincirlerin uzunluklar
ile ters orantili oldugu bildirilmistir. Ornegin, butil siyanoakrilat, oktil

siyanoakrilattan daha gii¢lii baglanmaya sahiptir (Cavanaugh ve ark., 1991).

Ozetle, avantajlarina (yani, okiiler yaralanmalarin hizli, kolay ve etkili tedavisi)
ve oftalmik uygulamalarda siklikla endikasyon disi kullanimlarima ragmen,
siyanoakrilatlarin  kullanim1 enfeksiyon, kornea endotelyal polimerizasyonu,
grantlomattz keratit, dakriyosistit ve semblefaron olusumu gibi bir¢ok eksiklikleri
nedeniyle engellenmistir (Kaufman ve ark., 2003). Ek olarak, siyanoakrilatlarin
biyolojik olarak pargalanamayan dogasi; inflamatuar yanitlara, yabanct cisim
reaksiyonlarina, doku nekrozuna ve korneal neovaskilarizasyona yol acabilmektedir.
Ayrica, siyanoakrilatlarin  oftalmik ameliyatlarda uygulanmasi, katilasmis
yapistiricilarin kati, esnek olmayan, sivi ve metabolitleri gegirmeyen ve dolayisiyla
yabanci bir cisim olarak kalan dogasi nedeniyle sinirlidir. EK olarak, biyolojik olarak
emilemeyen yapist seffafligin  olmamasi ve piiriizli yiizeyi, alttaki dokunun
iyilesmesini sinirlamakta, goriisii engellemekte ve goz kirpma sirasinda rahatsizliga
neden olmaktadir (Sanborn ve ark., 2002). Siyanoakrilatlarin modifikasyonuna
yonelik devam eden galismalar, oftalmolojideki uygulamalariyla iliskili yan etkileri

hafifletmeleri tGzerinedir.

2.3.2.1.2. Polietilen Glikol (PEG) Esash Okiiler Yapistiricilar

PEG ve tirevleri, hem polar olmayan hem de polar ¢ézicilerde iyi ¢ozunurlik ,
zehirlilik onleyici ozellikler, toksik olmama ve diisiik immunojenisite gibi dikkate
deger avantajlari nedeniyle siklikla biyomedikal uygulamalar igin kullanilir. EK
olarak, PEG omurgas1 ¢ok ¢esitli Kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun olup, bu
ozelligi PEG’i ¢ok yonlu hale getirmektedir (Kohane ve ark., 2008). Ornegin, PEG
bazli hidrojeller, digerlerinin yani sira biyoaktivitelerini, biyobozunurluklarini ve

mekanik 6zelliklerini ayarlamak i¢in biyokimyasal ipuclartyla islevsellestirilmistir.
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Bu ¢ok yonliiliikk, PEG'1 okiiler yapistiricilar igin ¢ekici bir malzeme yapar (Bahney ve
ark., 2011).

Oftalmolojik kullanim i¢in PEG bazli hidrojel yapistiricilar tiretmek i¢in alternatif
stratejiler bildirilmistir. Bu hidrojeller genellikle lineer PEG'in zincir uglarinin akrilat,
metakrilat veya serbest radikal polimerizasyonuna (6rnegin poli (etilen glikol)
diakrilat (PEGDA) tabi olan diger gruplarla islevsellestirilmesiyle tiretilir (Mazzoccoli
ve ark., 2010).

PEG bazli hidrojellerin mekanik ve biyolojik performansi;, polimer
konsantrasyonu, PEG omurgasinin molekiil agirhgi ve c¢apraz baglama
gibi fizikokimyasal ~ 6zellikleri degistirilerek ~ ayarlanabilmektedir. Ornegin,  &n-
polimer  konsantrasyonu; hidrojelin  mekanik  Ozellikleri ~ Uzerinde ve
hidrojelde kapsiillenmis hiicrelerin canliligi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir. Artan prepolimer konsantrasyonu, daha yiksek bir sikistirma
moduline neden olmaktadir, Ancak bu sonug¢, 3B matriste hiicre canliligini ve
proliferasyonunu siirlayabilmektedir (Yanez-Soto ve ark., 2013). PEG polimerinin
molekiil agirligi, PEG bazli hidrojellerin mekanik 6zelliklerini ve sisme davraniglarini
etkileyebilir. PEG hidrojellerinin fiziksel 6zelliklerinin ayarlanabilirligi, oftalmolojide
kullanilmak iizere PEG bazli yapistiricilarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir

(Alvarez-Lorenzo ve ark., 2006).

PEG bazli hidrojellerin, hiicrelerin spesifik olmayan baglanmasini engelledigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, peptit hiicre baglama motiflerini dahil etmek igin
kimyasal modifikasyon yoluyla PEG bazli hidrojeller ile gelistirilmis hicresel
etkilesim elde edilebilir (Voit ve ark., 2009).

PEG-SPA’dan yapilan hidrojeller {istiin mekanik 6zelliklere ve stabiliteye (birkag
aya kadar) sahip olsa da, histolojik degerlendirme bu yapistiricilarin tavsan gozlerine
uygulandiginda ciddi hasara neden olabilecegini ortaya koymustur. Ayrica,
yapiskanla tedavi edilen gozler, siitiirle tedavi edilen goze kiyasla tiim yara
modellerinde daha yiiksek sizint1 basincini tolere etmistir. Bu sonug, bu yapiskanlarin

basarili gdz yarasi kapatma potansiyeli oldugunu disiindiiriir (Mrgalit ve ark., 2000).

18


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/acrylate

2.3.2.1.3. Dendrimer Esash Okiiler Yapistiricilar

Dendrimerler; yiiksek dalli yapilar1 ve polimerizasyon dereceleri, fonksiyonel
gruplarin yerlestirilebilecegi bosluklar1 ile tanimlanan makromolekiil sinifidir.
Dendrimerler olduk¢a dizenli, dallanmis polimerik  molekdllerdir  Biyomedikal
uygulamalar icin uygun materyallerdir. Dendrimer yapisi, birbirini izleyen monomer
katmanlarinin kimyasal olarak birbirlerine baglanmasiyla sentezlenebilmektedir (Gao
ve ark., 2004). Dendrimerler, lizin, valin ve 16sin gibi amino asitler, sekerler, a-
hidroksi asitler, yag asitleri ve sitrik asit, fumarik asit gibi metabolik ara maddeler
dahil olmak iizere dogal metabolik bilesiklerden sentezlenebilmektedir (Yemul ve
ark., 2008).

Dendrimerler, okiiler uygulamalar ig¢in yapiskan hidrojeller olusturmak iizere
capraz baglayici ajanlar olarak kullanilabilmektedir. Dendrimer bazli yapistiricilar,
oftalmik sizdirmazlik triinleri olarak umut vaat eden bilesiklerdir. Bu asir1 dalli
bilesikler, genis bir uygulama yelpazesi i¢in uyarlanabilmektedir. Doku iyilesmesini
desteklemek Gzere farkli bilesiklerin (6rnegin antibiyotikler, biiylime faktorleri ve
kimyasal haberciler) kontrollii salinimi igin tasarlanabilir. Dendrimerlerin karmagik
yapist Ve yiksek maliyeti, klinik ortamda uygulamalarin1 engelleyen en onemli
engeldir. Bu tiir karmasik dendritik materyalleri sentezlemenin yiiksek maliyetinin
yant sira, iki bilesenin karistirilmast kisa siirede hizli kovalent ag olusumuna yol
acabileceginden, bu yapistiricilarin hasarli g6z dokusuna manipulasyonu ameliyat

sirasinda zorluk ¢ikarabilir (Valencia ve ark., 2015).
2.3.2.2. Dogal i¢cerikli Okiiler Yapistiricilar

Okiiler dokulart onarmak icin protein bazli materyallerin kullanimi son
zamanlarda biiyiik ilgi gdrmiistiir. Simdiye kadar, fibrin, kolajen, jelatin ve ipek gibi
cesitli dogal proteinler, okiiler yaralar1 onarmak veya kapatmak amaciyla
incelenmistir. Bu malzemelerin bazilar1 doku yapistiricilart olarak kullanim i¢cin FDA
onay1 almistir (ancak 6zel olarak oftalmolojik kullanim i¢in degildir) ve bazilari,

Ozellikle fibrin tirevli Urlnler, ticari tirtinler haline gelmistir (Applegate ve ark., 2016).

Dogal olarak tiiretilen hidrojel olusturucu polimerler, dogal ECM’nin bilesenleri
olduklar1 veya dogal ECM’ye benzer makromolekiiler 6zelliklere sahip olduklar i¢in
doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ornegin, kolajenler

memeli dokusu ECM’sinin ana proteinidir. Benzer sekilde HA, yetiskin hayvanlarin
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tim dokularinda degisen miktarlarda bulunur. HA gibi hem aljinat hem de kitosan
hidrofilik, lineer polisakkaritlerdir. Ayrica in vivo olarak uygun bir sekilde etkilesime
girdikleri gosterilmistir ve bu nedenle doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in hidrojel

temelli doku iskelesi olarak kullanilmaktadir (Suh ve ark., 2000).

Kolajen, memeli dokularinda en bol bulunan protein ve dogal ECM"nin ana
bileseni oldugu i¢in biyomedikal uygulamalar igin ilgi ¢ekici bir malzemedir. En az 19
farkli kolajen tiiri vardir. Kolajenin temel yapisi, Ui¢ iplikli bir ip yapist olusturmak
lizere birbirinin etrafina sarilan ii¢ polipeptit zincirinden olusur. Teller hem hidrojen
hem de kovalent baglarla bir arada tutulur. Kolajen iplikleri, stabil lifler olusturmak
icin kendi kendine toplanabilir. Ek olarak, ¢esitli kimyasal capraz baglayicilar
(glutaraldehit, formaldehit ve karbodiimid gibi) dahil edilerek kolajen lifleri ve yap1
iskeleleri olusturulabilmekte ve fiziksel islemlerle (UV 1simasi, dondurarak kurutma
ve 1sitma gibi) ¢apraz baglayarak veya diger polimerlerle (HA, kitosan, PLA, PGA,
PLGA ve PEO gibi) karistirarak mekanik dzellikleri iyilestirilebilmektedir. Kolajen,
Ozellikle kolajenaz ve serin proteazlar tarafindan dogal olarak bozunur, boylelikle
yapis1 dokuda bulunan hiicreler tarafindan lokal olarak kontrol edilebilmektedir (Lee
ve ark., 2001).

Kolajen ayrica kornea stromasinda dogal olarak bulunur. Korneaya seffaflik ve

mekanik dayaniklilik dahil olmak iizere ¢ok 6nemli fonksiyonel 6zellikler kazandirir
(Meek ve ark., 2004).

Endojen kornea kollajeninin dogal kimyasal Ozellikleri, korneanin bir koni
seklinde sismesi olarak ilerleyen bir goz hastaligi olan keratokonusu diizeltmek igin
kullanilmaktadir. 90'larin basindan beri ¢ok sayida g¢alismada, riboflavin ve UV-A
15181 kullanilarak korneada bulunan kolajenin ¢apraz baglanmasimi indiiklemek igin
farkli stratejiler tantmlanmustir. Bu genel yaklasimlarin biyogiivenligi dogrulanmistir

(Spoerl ve ark., 1998; Coskunseven ve ark., 2009).

HA, en basit glikozaminoglikandir (GAG) ve hemen hemen her memeli
dokusunda ve sivisinda bulunur (Alberts, 2008). Yara iyilesmesi sirasinda ve
eklemlerin sinovyal sivisinda yaygindir. HA hidrojelleri, hidrazit turevleri ile kovalent
capraz baglanma, esterifikasyon ile olusturulur. (1-3) ve (1-4)-bagl B-d-glukuronik
asit ve N-asetil-B-d-glukozamin birimlerinden olusan tekrarlayan bir disakkaritten

olusan lineer bir polisakkarittir (Sekil 2.5a). Ek olarak HA, kompozit
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hidrojeller olusturmak i¢in hem kolajen hem de aljinat ile birlestirilebilmektedir. HA,
hiyaliironidaz tarafindan dogal olarak parcalanir, bu da viicuttaki hiicrelerin materyalin

Klirensini lokalize bir sekilde diizenlemesine izin vermektedir (Miralles ve ark., 2001).

Iyi biyouyumluluk ve biyobozunurlugu nedeniyle HA, ila¢ dagitimi, doku
miithendisligi, yara iyilesmesi ve viskoz destek alanlarinda 6nemli uygulamalara
sahiptir. HA, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in doku yapistiricilarinin veya

iskelelerin gelistirilmesi igin ¢ekici bir malzemedir (Yang ve ark., 2010).

Sekil 2.5 Dogal olarak tiiretilmis polimerlerin yapis1 : (a) HA , (b) aljinat ve (c) Kitosan.

Aljinat, yumusak kosullar altinda jellestigi, diisiik toksisiteye sahip oldugu ve
kolayca bulunabildigi i¢in hiicre kapsiilleme ve ilag stabilizasyonu da dahil olmak
tizere ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir. (1-4)-baglh S - d -mannuronik asit
(M) ve a - | -guluronik asit (G) monomerlerinin lineer bir polisakarit kopolimeridir
(Sekil 1.5b) ve esas olarak kahverengi deniz yosunu ve bakterilerden elde edilir
(169). Aljinat polimeri i¢inde, M ve G monomerleri ya tekrar eden ya da degisen
bloklar halinde sirali olarak bulunmaktadir. Her monomerin miktar1 ve dagilimi,
aljinatin izole edildigi deniz yosununun tiiriine, konumuna ve yasina bagldir (Johnson
ve ark., 1997). Aljinat jel yapist Ca?*, Ba? veya Sr* gibi iki degerlikli
katyonlarm, polimer zincirleri arasinda iyonik kdpriiler olusturmak i¢in G monomer
bloklar1 ile isbirligi iginde etkilesime girdiginde olusur. Iyonik olarak ¢apraz
baglanmus jellerin ¢apraz baglama yogunlugu, mekanik ézellikleri ve gozenek boyutu,
polimer zincirinin M’den G’ye orani1 ve molekiiler agirligi degistirilerek kolaylikla

ayarlanabilmektedir. Jeller ayrica standart karbodiimid kimyasi1 kullanilarak aljinatin
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adipik  hidrazid ve PEG ile kovalent olarak c¢apraz baglanmasiyla
olusturulabilmektedir. Iyonik olarak capraz bagl aljinat hidrojelleri spesifik olarak
bozunmazlar, fakat yavas, kontrolsiiz ¢6ziinmeye ugrarlar. Yapi, kalsiyumun iyon
degisimi yoluyla bozulur, ardindan zincirlerin ayrismasi gergeklesir, bu da zamanla
mekanik dayanimin azalmasina neden olur (LeRoux ve ark., 1999). Hidrolitik olarak
bozunabilen aljinat formlari, sirasiyla oksitlenmis aljinat ve poli(aldehit guluronat)
(PAG) olusturmak tizere aljinatin ve bir aljinat tiirevi olan poliguluronatin kismi

oksidasyonu ile sentezlenmektedir (Lee ve ark., 2000).

Kitosan, yapisal olarak dogal olarak olusan GAG’lara benzedigi ve insanlarda
enzimler tarafindan parcalanabildigi icin ¢esitli doku miihendisligi uygulamalar igin
arastirtlmistir. Kitinden tiretilen (1-4)-bagli D—glukozamin ve N -asetil-D-
glukozamin kalintilarinin lineer bir polisakkaritidir (Sekil 1.5c). Eklem bacaklilarin
dis iskeletlerinde bulunur (Suh ve ark., 2000). N-deasetilasyonun derecesi genellikle
%50 ila %90 arasinda degisir. Kitosan, serbest amino gruplarini protonlayan seyreltik
asitlerde ¢ozlnilr . Cézlindikten sonra, kitosan pH artirilarak veya ¢ozelti bir solvent
olmayan igine ekstriide edilerek jellestirilebilir (Tomihata ve ark., 1997). Kitosan
tiirevleri ve karigimlart ayrica glutaraldehit ile capraz baglanarak, UV 1simasi ile veya
termal varyasyonlar yoluyla jellestirilir. Kitosan, lizozim tarafindan pargalanmaktadir

ve bozunma kinetigi kristallik derecesi ile ters orantilidir (Varum ve ark., 1996).
2.4. Hidrojeller

Hidrojellerin doku miihendisligi alaninda bir¢ok farkli islevi vardir. Biyoaktif
molekiiller i¢in bosluk doldurma ajanlar1 olarak ve hiicreleri organize eden ve istenen
doku olusumunu yonlendirmek igin uyar1 veren 3B yapilar olarak kullanilirlar. EK
olarak; biyoaktif molekiller, anjiyogenezin tesviki ve salgi hiicrelerinin kapsiillenmesi
dahil olmak iizere cesitli uygulamalarda hidrojel yapi iskelelerinden yararlanilir.
Hidrojel yap1 iskeleleri, hiicrelere nakil yapmak ve kikirdak, kemik ve diiz kas dahil
olmak Uizere vicuttaki hemen hemen her hasarli dokuyu rejenere i¢in kullanilmaktadir.
Hidrojeller, biliyilk miktarda suyu emebilen sentetik veya dogal polimerlerin 3B
aglaridir. Farkli isleme yontemleri ve farkli polimerler kullanarak, istenen
fizyokimyasal ve biyomekanik 6zelliklere sahip hidrojel temelli yapi iskeleleri
uretilebilmektedir (Drury ve ark., 2003).
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Kornea doku miihendisligindeki son gelismelerde, hidrojel malzemeler yenilikci

sekillerde kullanmistir. Tablo 1.2°de rapor edilen son calismalar, aragtirmacilarin

taklit etmeyi amagladigi kornea tabakasina ve kullanilan biyomateryale gore

diizenlenmistir. Tablo 1.2 hidrojel sistemini degerlendirmek igin kullanilan

yontemlerin yani sira,

formulasyonda hiicrelerin  kullanilip  kullanilmadigin

gostermektedir. Pek ¢ok polimer kombinasyonu arastirilmis olup gergeklestirilen

calismalar kornea doku nakli gelistirmede umut vaat etmeye devam etmektedir (Ellis

ve ark., 1990; Lai ve ark., 2016; Tang ve ark., 2017; Han ve ark., 2020; Yazdanpanah

ve ark., 2021).

Tablo 2.2 Kornea doku muhendisligi i¢in dogal hidrojel formulasyonlarindaki giincel

calismalarin 6zeti (Jameson ve ark., 2021).

Dogal icerikli okuler Yenilik

Arastirma modeli

yapistiricilar Malzeme Invitro olarak  In vivo veya
karakterizasyonu degerlendirilen ex vivo
hicreler calismalar
Epitel
Organik ¢ozuculer ve
metal iyonlar1 kullanilarak
ayarlanabilir mekanik —Mekanik —insan
Ipek fibroin ozelliklere sahip seffaf ozellikler CEpC’leri --
ipek fibroin hidrojellerinin —Morfoloji —Insan dermal
tretimi —Seffaflik fibroblast
hicreleri
3B-baski ile sodyum sitrat
varliginda ayarlanabilir —Degradasyon
Kolajen/Jelatin/Aljinat bozunma davranisi —Morfoloji —insan --
g6steren insan CEpC’leri —Seffaflik CEpC’leri
yiiklii yapilarin tiretimi
Gelismis esneklik —Degradasyon —insan
Kolajen oOzellikler igin kolajen —Mekanik CEpC’leri --
metakrilasyonu ozellikler —Murin
—Spektroskopi CPC’leri
Ayarlanabilir
mekanik, biyolojik ve
bozunma 6zelliklerine —Degradasyon
sahip, akrilath jelatin ve —Mekanik -NzW
Jelatin tiyolath jelatinden ozellikler —L929 murin  tavsanlarinda
olusan enjekte edilebilir, —Morfoloji fibroblast fokal kornea
1s1kla sertlestirilebilen —Spektroskopi hiicreleri yaralanmasi
hidrojel tretimi —Seffaflik
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Stromal hiicre kaynakli

faktor-1 alfa —Sican -SD
Kitosan salan termosensitif —Morfoloji LESC’leri siganlarda
kitosan-jelatin —Sican alkali yanik
hidrojellerinin Gretimi MSC’leri yaralanmasi
Stroma
Genipin gapraz bagl —Degradasyon
Ipek fibroin PV A/ipek fibroin/nano- —Mekanik —insan CF’leri -
hidroksiapatit ozellikler
hidrojellerinin Gretimi —Morfoloji
Cesitli miktarlarda —Mekanik
metakrilatlanmis kolajen ozellikler
Kolajen ve sodyum aljinat igeren —Morfoloji —Insan CK’leri -
ii¢ boyutlu baskili kolajen- —Seffaflik
I bazli biyo-mirekkep
Biyo-ortogonal capraz —Degradasyon -NzW
bagli hyaluronat-kolajen —Mekanik —Insan tavsanlarinda
Kolajen hidrojel oOzellikler CEpC’leri on lameller
—Morfoloji keratoplasti
—Seffaflik
3B yazdirilabilir —Mekanik —Insan CK’leri --
Kolajen kolajen/agaroz ozellikler
—Seffaflik
—Degradasyon -NZW
Jelatin/askorbik asit —Mekanik —Tavsan tavsanlarinda
Jelatin kriyojelleri oOzellikler CK’leri on lameller
—Morfoloji keratoplasti
—Spektroskopi
-NzW
tavsanlarinda
GelMA Goriiniir 151k ¢apraz —Degradasyon —insan CF’leri yarim
baglanabilir —Mekanik kalinlikta
ozellikler stromal
defekt
Stereolitografi kullanilarak —Morfoloji —insan CSC’leri --
GelMA basilmis 3B doku iskelesi —Seffaflik
—Sican -SD
GelMA PCL-PEG iskele destekli —Mekanik LSSC’leri Sicanlarda
GelMA hidrojel ozellikler Intrastromal
—Seffaflik keratoplasti
Hibrit hiicresellestirilmis —Degradasyon
GelMA ve —Mekanik =Sigir CK’leri --
GelMA hlicresizlestirilmis sigir ozellikler
kornea ECM’si —Spektroskopi
—Seffaflik
Keratositlerle kapsiillenmis ~ —Degradasyon
3B-Biyobasli ile hidrojel —Morfoloji
GelMA uretimi —Spektroskopi —insan CK’leri --
—Seffaflik
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—Mekanik

oOzellikler
-NzwW
Bakteriyel seltiloz Kompozit Bakteriyel —Morfoloji —insan CSC’leri tavsanlarinda
seliiloz ve PVA —Seffaflik intrastromal
keratoplasti
Endotel
Gelismis tek —Degradasyon -NzZW
GelMA katmanlar igin nano —Mekanik —Insan tavsanlarinda
desenleme ve hibrit capraz ozellikler CENC’leri anterior
baglama —Morfoloji keratoplasti
—Spektroskopi
Endotel hiicre tabakasi -NZW
HA dagitim sistemi olarak —Degradasyon —Tavsan tavsanlarinda
g6zenekli HA hidrojel —Morfoloji CENC’leri endotelyal
styrik yarasi
ECM proteinleri yuzeye —Mekanik —insan
adsorbe edilmesi ile kornea ozellikler CENC’leri
poli-g-lizin endotel hiicrelerinin —Seffaflik (HCEC-12) --
genislemesi i¢in gozenekli —Temas agis1 —-Domuz
hidrojel CENC’leri
Tam Kalinhk
Hiicresizlestirilmis domuz
kornea tabakalarinin ve iist —Ex vivo
Kolajen yuzeye ekilmis insan —Degradasyon —insan CSC’leri  domuz 6n
CEpC’leri ile insan CSC —Seffaflik —Insan lameller
yuklu kolajen hidrojel CEpC’leri keratoplasti
uretimi modeli
Kolajen ve laminin bazli —Degradasyon —Insan =
Kolajen + Laminin murekkeplerle lazer —Morfoloji LESC’leri
destekli 3B-biyobask1 —insan
ASC’leri
Viicut sicakliginda -Nzw
kendiliginden jellesen —Mekanik tavsanlarinda
Kolajen benzeri kolajen benzeri ozellikler —insan epitel
peptitler peptitler/PEG/fibrinojen —Seffaflik CEpC’leri perforasyonu
hidrojel yarast
—Degradasyon -NzW
—Mekanik —Tavsan tavsanlarinda
Kolajen Sentetik Bowman zar1 ve ozellikler CF’leri on lameller
stromal tabaka ile ¢ift —Morfoloji keratoplasti
katmanli kolajen —Seffaflik
Ayarlanabilir seffaflik,
bozulma ve sertlige sahip ~ -Degradasyon —Insan -NZW
Kolajen PEG-NHS ile capraz bagh ~ —Mekanik ozellikler CEpC’leri tavsanlarinda
in situ kolajen hidrojelleri soeffaflik —Insan keratektomi
LSSC’leri
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—Mekanik —Insan

Hiicresizlestirilmis Yerinde 1s1ya duyarli oOzellikler CEpC’leri
domuz Korneasi hidrojel olugturan —Morfoloji —Insan
—Seffaflik MSC’leri

2.4.1. ipek Fibroin Bazh Hidrojeller

Ipek fibroin, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan genellikle
Bombyx moriipek kozalarindanizole edilen dogal bir biyopolimerdir.. ipek
boceginden izole edildiginde, ipek fibroin proteini, agir ve hafif zincirler olarak
adlandirilan iki biiyiik biyopolimerden olusur. ipek peptitleri veya ipek fibroin
proteininin kii¢iik kisimlari, bir laboratuvardaki bir biyoreaktérde Escherichia coli (E.
Coli) veya diger organizmalar tarafindan genetik olarak tasarlanabilir ve
uretilebilir. Bu ipek peptitleri genellikle 6rimcek ipeginden gelen dizileri taklit eder
ve diger peptit dizileriyle birlestirilebilir (Xia ve ark., 2011; Wang ve ark., 2014;
Huang ve ark., 2015; Koivusalo ve ark., 2018). Rejenere ipek fibroin proteini
(Rockwood ve ark., 2011) hidrojel olusturmak i¢in kullanilabilmektedir (Rockwood
ve ark., 2011; Partlow ve ark., 2014) veya rekombinant olarak Uretilen peptitlerden
olusturulabilmektedir (Applegate ve ark., 2016; Huang ve ark., 2016). Rejenere ipek
fibroin, protein omurgasi iizerindeki dogal veya zenginlestirilmis karboksilik ve amid
gruplarinin  modifikasyonu  yoluyla islevselligi arttirmak i¢cin  modifiye
edilebilmektedir (Ibafez-Fonseca ve ark., 2020) ve amino asit birlestirme
reaksiyonlar1 yoluyla hidrojel olusturulabilmektedir (Stoppel ve ark., 2017). Kornea
epitelini taklit edecek sekilde tasarlandiklarinda (Raia ve ark., 2017), ipek fibroin bazl
hidrojeller, ipek nano-yapilarinda bulunan metal iyonlarinin miktarint modiile ederek
seffafligi1 korumaktadir (Raia ve ark., 2017Stromay: taklit etmek icin formiule
edildiginde ipek fibroin, genipin ¢apraz bagli PVA ve nanokristal hidroksiapatitten
olusturulan kompozit hidrojeller, genipin c¢apraz baglanmasi olmayan hidrojellere
kiyasla hidrojel aginin yapisal biitiinliigiinii iyilestirirken, ayn1 zamanda insan kornea
fibroblast canliigini da korumaktadir (Mitropoulos ve ark., 2015). Seffaf ipek
hidrojelleri tretilebilirken, rejenere ipek hidrojelleri iginde nanokristalin alanlarin
yavas olusumu bu malzemelerin seffafligini ve mekanik 6zelliklerini degistirmektedir

(Zhou ve ark., 2019).

Ipek fibroin bazli biyomalzemeler, modifikasyona yatkinliklari, olaganiistii

seffafliklari, mekanik mukavemetleri ve biyolojik olarak pargalanabilmeleri nedeniyle
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cok sayida doku miihendisligi uygulamasi i¢in kapsamli bir sekilde incelenmistir ve
bu da onu kornea rejeneratif uygulamalar igin gekici bir materyal haline getirmektedir
(Tabatabai ve ark., 2015).

2.4.2. Jelatin ve GeIMA Bazh Hidrojeller

Ikincil yaprya sahip sarmal tip | kolajene bir alternatif, jelatin veya metakrile
jelatin (GelMA) kullanimidir (Raia ve ark., 2020). Denatiire ve hidrolize bir kolajen
formu olan jelatin ve metakrile formu olan GelMA biyouyumlu bir materyal olup
uyarlanabilir mekanik 6zellikler, diisiik maliyet, isleme kolaylig1 ve seffaflik nedeniyle
birgok doku miihendisligi uygulamasinda genis uygulanabilirlik gostermektedir (Kilic
ve ark., 2018). Bu 0zellikler onlar1 okiiler uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici bir biyomateryal
haline getirmektedir. Askorbik asit igeren jelatin kriyojeller askorbik asit
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ayarlanabilir mekanik 6zellikler
gostermektedir (Li ve ark., 2018). Elastik modil, stromal dokunun ozellikleriyle
yakindan eslesmektedir. Bununla birlikte, jelatin Kkriyojelin askorbik asidin dahil
edilmesi, kriyojelin gézenek boyutunu ve gozenekliligini arttirmaktadir. Bu sonucun
askorbik asit tarafindan EDC c¢apraz baglanmasini kesintiye ugratmasindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (Li ve ark., 2018).

Jelatin metakrilasyonu, goriiniir 151k ve fotobaslatici varliginda foto capraz
baglama,; capraz baglama yogunlugu ve hidrojel goézenekliligi iizerinde kontrol
saglayabilmektedir (Luo ve ark., 2018). Elastik modiil degeri, polimer konsantrasyonu
ve 1518a maruz kalma siiresi degistirilerek veya hem fiziksel ¢apraz baglama hem de
UV c¢apraz baglama dahil olmak {izere c¢apraz baglama stratejilerinin bir
kombinasyonu kullanilarak 1.1 — 220 kPa arasinda degistirilebilmektedir (Bektas ve
ark., 2020). Hem fiziksel ¢apraz baglama hem de UV ¢apraz baglamanin kullanilmasi,
GelMA imalat iglemine bir sogutma asamasinin eklenmesinin, normal GelMA
hidrojellerine kiyasla mekanik mukavemette 8 kat artisa sahip ek ¢apraz baglamayi
kolaylastirdigin1 gostermistir (Bektas ve ark., 2020). Ek deneyler, GelMA’nin
mekanik sertliginin, 10-40C°’den itibaren bir sicaklikta azalmadigini ve hibrit ¢apraz
bagli GeIMA hidrojellerinin biyolojik bozunma hizinin, yalnizca UV c¢apraz bagh
GelMA hidrojellerine kiyasla daha yavas oldugunu dogrulamaktadir (Bektas ve ark.,
2020). Bununla birlikte, bu capraz baglama yontemi, bozulma hizinin
ayarlanabilecegini, kornea yaralanmasinin veya hastalifinin iyilesme kaskadi ile

eslesmek icin ¢ekici bir 6zellik oldugunu gostermistir. 3B yazdirilabilir GeIMA bazl
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hidrojel, kornea stroma dokularini etkili bir sekilde taklit etmek ic¢in uygundur
(Uyaniklar ve ark., 2019). GeIMA/HEMA kompozit hidrojellerinin kullanimi ayni
zamanda kornea stroma dokularimi taklit ederek mekanik o6zellikler ve mekanik
performans {izerinde daha fazla kontrol saglamaktadir (Rose ve ark., 2014). HEA nin
kontakt lenslerde ve diger okiiler uygulamalarda kullanim eski yillara dayanmaktadir
(Zhu ve ark., 2019). GeIMA hidrojellerine HEMA eklenmesi, hidrojel seffafligin
korurken sikistirma modiiliinii ~155 kPa degerine yiikseltmektedir. Ayrica, Kolajenaz
tip II varhiginda GeIMA/HEMA hidrojeli tizerinde yapilan bozunma deneyleri,
stabilitenin 10 U/mL’lik bir enzim konsantrasyonunda belirli bir sture muhafaza

edildigini gostermistir (Rose ve ark., 2014).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasal Malzemeler

- %0,05 Tripsin-(Tripsin-EDTA), Bioindustrial Engineering

- 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur (MTT), Invitrogen
- ’4” 6-Diamidino -2-fenilindol dihidroklortr (DAPI), Sigma&Aldrich
- Alexa Flour 488594, Thermo Fisher

- Bovin serum albumin (BSA), Sigma&Aldrich

- DMEM F-12, Capricorn

- Paraformaldehit (PFA), Sigma&Aldrich

- Dimetilsulfoksit (DMSO), Sigma

- Tripan mavisi (Biological Industries, Israil)

- Etanol, Tekkim

- Penisilin-Streptomisin Sollsyonu, Gibco

- Fosfat tuz tamponu (PBS), PAN-Biotech

- Lityum bromdir (LiBr), Sigma&Aldrich

- Triton X-100, Biofroxx

- Tween-20, Sigma&Aldrich

- PrestoBlue, Invitrogen

3.2. Sarf Malzemeler

- 10-200-1000 pl’lik pipet uglari, Isolab

- 175 cm? ’lik kiiltiir kab1, Nest

- 5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

- 6, 12, 24, 48 ve 96 kuyulu kiiltiir kaplari, TPP

- 75 cm? °lik kiiltiir kab1, Nest

- Diyaliz membran, Sigma&Aldrich,

- Kriyoviyal, Nest

- Lam SuperFrost Menzel, Thermo ScientificMikroskop lami, Nest
- Lamel SuperFrost Menzel, Thermo Scientific

- Steril santriftj tapleri (15-50 ml), Isolab

- Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), MilliporeSigma
- Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA
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3.3. Hiicre Hatlan
Tez kapsaminda ATCC ‘den temin edilen insan kornea fibroblast hiicre hatti

(hCFC) kullanilmigtir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan hiicrelerin pasaj numaralari

P10-P12 “tir.

3.4. Kullanilan Cihazlar

- Buzdolabi, Panasonic

- Etliv, NUve FNO55

- Floresans mikroskobu, Zeiss Axio

- Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

- Hucre kalturt inkubatort (CO2 inktbatorii), Panasonic
- Inverted mikroskop, Nikon, Japonya

- Liyofilizator, Christ, Alpha 1-2 LSPLUS

- Manyetik karistiric, Jeiotech

- Mikropipet, Rainin

- Mikroplaka okuyucu, Spektrostar Nano, BMG Labtech
- Otoklav, Nuve, OT120M

- Santrifuj, Hitachi, Japonya

- Spektroflorometre, Jasco, FP 8300

- Steril kabin, Telstar

- Mor 151k kaynagi, VALO Dental Curing System

3.5. Ipek Fibroin izolasyonu

Ipek kozalarindan ipek fibroin izolasyonu literatiirde agiklandigi sekilde
gerceklestirilmistir (Rockwood ve ark., 2000). ilk olarak ipek bocegi kozalar1 bir
makas yardimiyla kii¢lik parcgalara kesilmis, 0,02 M Na2COs ¢ozeltisinde yarim saat
kaynatilmistir. Elde edilen iiriin distile su ile 3 kez yikanmistir. Takiben fazla suyu
sikilarak uzaklastirildiktan sonra oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Elde edilen
tiriin bir behere alinmus, lizerine LiBr ¢ozeltisi ilave edilmis, 60°C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. Boylelikle ipek fibroinin ¢oziinmesi saglanmistir (Sekil 2.1). Elde edilen
¢ozeltisi diyaliz membranina (MWCO=12000 Da) alinarak destile suya kars1 bir hafta

boyunca diyaliz edilmistir. Bu siire sonunda diyaliz membranin igerisindeki ipek
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fibroin ¢ozeltisi santrifiij tiiplerine alinarak iki kere santrifiij edilmis ve 4°C’de

saklanmistir.

Sekil 3.1. ipek fibroin sentez adimlar.

3.6. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Hazirlanmasi

Ipek fibroin temelli doku yapistiricist iiretimi i¢in mor 151k kaynagi (VALO dental
curing system) kullanilmistir. Optimum ipek fibroin temelli doku yapistirici iiretim
sartlarinin belirlenmesi kapsaminda, farkli konsantrasyonlarda ipek fibroin polimer
cozeltileri (agirlikca %7,5, %15 ve %22,5) ve farkli 1s1ma siirelerinde (1 dakika, 2
dakika ve 4 dakika) doku yapistiricilar1 hazirlanmistir. Foto-baslatici  olarak
Riboflavin/Sodyum persulfat ¢ifti kullanilmistir. Hidrojel temelli ipek fibroin doku
yapistiricilart  molding  teknigi ile sentezlenmistir. Formulasyonlar mikropipet
yardimryla 100ul polimer ¢6zeltisi alinarak 1 mm aralayiciyla ayrilmis iki cam slayt
arasina pipetlenmistir. Daha sonra polimer karisimi1 2.5 mW/cm? glicte belirli siireler
boyunca mor 1s18a maruz birakilarak doku yapistiricilart hazirlanmistir. Bu kapsamda,
9 farkli doku yapistirici formulasyonnu hazirlanmistir. Tez kapsaminda, ipek fibroin
konsantrasyonunun ve 1g1ma siiresinin doku yapistiricilarinin 6zellikleri {izerine etkisi

arastirilmistir.

3.7. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Yapisal Karakterizasyonu
Boliim 2.6 ‘da detaylica agiklandigi sekilde hazirlanan ipek fibroin temelli doku
yapistiricilarinin yapist FTIR analizi ile karakterize edilmistir. FTIR analizleri 400-

4000 cm™ araliginda gergeklestirilmistir.
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3.8. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarmin In vitro Sisme ve Degradasyon Testleri

Gelistirilen ipek fibroin temelli doku yapistiricilarinin in vitro sisme testleri
sartlarda 48 saat boyunca (jellerin dengeye ulastig1 siire) 37°C’de PBS ortaminda
gerceklestirilmistir. Ik olarak Ornekler tartilmis (Wo), takiben belirli bir hacimde
sisme ortamlarina daldirilarak, 48 saatlik siirenin sonunda sigsme ortamindan
uzaklastirilmig, fazla suyu alindiktan sonra tekrar tartilmis (W¢) ve sisme oranlari

(Wt/Wo) hesaplanmustir (Tutar ve ark., 2022). En az 3 tekrarli ¢alisiimustir.

Gelistirilen ipek fibroin temelli doku yapistiricilarinin in vitro degradasyon testleri
3 haftalik siire boyunca 37°C’de PBS (pH=7,4) ve yapay goz yas1 (6,78 g/l NaCl; 2,18
g/l NaHCOg3; 1,38 g/l KCI; 0,084 g/l CaCl,-2H20; pH=8) at 37°C) ortamlarinda
gerceklestirilmistir (Raeisan ve ark., 2021). Ilk olarak, 6rnekler tartilmis (Wo) ve belirli
hacimdeki degradasyon ortamlarina daldirilmis, 3 haftalik siire sonunda degradasyon
ortamlarindan uzaklastirilmistir. Takiben -20°C’de dondurulmus ve liyofilize edilerek
kurutulmustur ve oOrnekler tekrar tartilmistir (W;). %Degradasyan hizlart 100-
[W¢*100/Wo] formili ile hesaplanmustir. En az 3 tekrarli ¢aligiimustir.

3.9. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Mekaniksel Dayanim Testleri
Gelistirilen ipek fibroin temelli doku yapistiricilart distile su ortaminda
sigirildikten sonra silindirik ebatlarda olmasi i¢in 5 mm ¢apli biopsy punch ile
delinmistir. Analizler Istinye Universitesi’nde bulunan Texture Analyser cihazi
(TA.XTPIus) kullanilarak gergeklestirilmistir. 10kg load-cell kullanilmistir. Ornekler
cihazin iki sikistirma plakasi arasia yerlestirilerek 1 mm/dk’lik bir yer degistirme

hizinda sikistirilmigtir. Tiim analizlerde dort tekrarli ¢alisilmistir (Shin ve ark., 2013).

3.10. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Patlama Basine: Testleri

3.10.1. In vitro Patlama Basinci Testi

Orneklerin ayrilma mukavemeti testleri ASTM F2392-04 standartlarina gore
(Standart Test Method for Burst Strenght of Surgical Sealants) gerceklestirilmistir
(Shirzaei ve ark., 2019). Patlama basinci testi igin 6zel dizayn edilen patlama basing
aparati kullanilmistir. Testler ticari olarak satin alinan kolajen sosis kilif tizerinde
gerceklestirilmistir. Ik olarak kolajen sosis kilif patlama basinci test aparatina

sabitlenmistir (10 mm ¢apinda bir delik iceren {ist halka ile alttaki halkanin arasina). 5
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mm ¢apli biopsi punch kullanilarak kolajen kilifta bir delik olusturulmustur. Daha
sonra kusurlu alana in sitli 75 pl prepolimer soliisyonu pipetlenmis, mor 1sik altinda
capraz baglanmistir. Takiben sisteme 20 mm/dk ‘ya ayarlanmis ekstriizyon pompasi
ile hava gonderilmistir, kablosuz sensor kullanilarak maksimum patlama basinci

bilgisayar ortaminda kaydedilmistir (Tutar ve ark., 2022).

3.10.2. Ex vivo Patlama Basinc1 Testi

Mezbahadan temin edilen 0kiiz gbzlerinde bir biyopsi zimbasi kullanilarak (3
mm ¢apinda ve >%350 derinliginde) kornea defekti olugturulmustur. Olusturulan defekt
bolgesine, otomatik pipet yardimi ile in sitd 100 pl ipek fibroin doku yapistiric
cozeltisi uygulanmistir. Cozelti belirli siire boyunca 1s1k kiirlenmesi saglanmis ve
capraz bagli hidrojel olusturmustur. Takiben, kornea kademeli olarak bir peristaltik
pompa yardimiyla 20 mL/dak sabit bir hizda hava gonderilmistir. Analizler, in vitro
patlama basinci testinde agiklanan ayni kurulum sistemi  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Kablosuz sensor kullanilarak maksimum patlama basinci

bilgisayar ortaminda kaydedilmistir (Tutar ve ark., 2022).

3.11. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Biyouyumluluk Testleri

3.11.1. Hiicrelerin Stoktan Cikartilmasi

Tez kapsaminda kornea fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Hiicre kiiltiir ortami
olarak %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM-F12
besiyeri kullanilmistir. Kornea fibroblast hicreleri -80°C’deki dondurucudan
cikarilarak 37°C’deki sicak su banyosunda seri bir sekilde ¢6ziinmesi saglanmistir ve
Uzerine hicre besiyeri eklenerek 1500 rpm hizinda 5 dakika boyunca
santrifijlenmistir. Sonrasinda siipernatant kisim pipet yardimiyla uzaklastirtlmis ve
hicre peleti Uzerine 2 ml hiicre besiyeri ilave edilmis ve mikropipet yardimiyla
hiicreler siispansE edilmistir. Takiben 175 cm?’lik flasklara hiicre siispansiyonu ve 18

ml hiicre besiyeri eklenmis ve 37°C’de %5 CO- ortaminda inkiibasyona birakilmistir.

3.11.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Flasklarda bulunan kornea fibroblast hucreleri %90 konfluent duruma
geldiklerinde ilk olarak flasklarda bulunan hiicre besiyeri pipet yardimiyla

uzaklastirilmigtir ve PBS ile yikanmistir. Takiben flasklarin yiizeyinden hicrelerin
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kalmast i¢in %0,05 Tripsin-EDTA sollisyonu ilave edilmistir ve 37°C’de %5 CO2’li
ortamda 5 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda,
hicrelerin flask yuzeyinden kalkmasi durumu inverted mikroskop altinda teyit
edilmistir. Tripsinin aktivitesini inhibe etmek i¢in tripsinin miktarinda esit olarak
sekilde hiicre besiyeri ilavesi yapilmistir. Sonrasinda, flasklardaki hiicre stispansiyonu,
15 ml’lik falkon tlp icerisine alinmig ve 1500 rpm hizda 5 dakika boyunca
santrifiijlenmis ve stipernatant kisim pipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Son asamada,
elde edilen hicre peleti zerine hiicre besiyeri ilave edilerek flasklara aktarilmistir.

37°C %5 CO: igeren steril ortamda inkiibasyona birakilmstir.

3.11.3 Hiicrelerin Stoklanmasi

Hicreler flask yiizeyini kapladiklarinda, ilk olarak flaskta bulunan hiicre besiyeri
pipet yardimiyla ortamdan uzaklastirilmistir. Takiben hiicreler PBS ile yikanmustir.
Flaska %0,05 Tripsin-EDTA cozeltisi ilave edilerek hicrelerin flask yiizeyinden
kalkmasi saglanmistir. Bunun icgin, hicreler 37°C’de %5 CO2’li ortamda 5 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. 5 dakikalik inklbasyon suresi sonrasinda inverted
mikroskop kullanilarak hiicrelerin flask ylizeyinden kalkmasi gézlenmis ve, tripsin
inhibisyonu i¢in tripsin miktarina esit olacak sekilde filaskla hiicre besiyeri ilavesi
yapilmistir. Flask icindeki hicre stspansiyonu 15 ml’lik steril falkon tiplere
aktarilmistir. Takiben 1500 rpm’de hizda 5 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra
slipernatant kismi pipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Takiben Huicre peleti tizerine her
bir kriyovial icin 1 ml olacak sekilde hiicre dondurma ¢ozeltisi (%10 DMSO + %65
FBS + %25 DMEM) ilavesi yapilmistir. Kriyovialler -80°C’ye kaldirilmstir.

3.11.4. Hiicrelerin Sayim

Hucrelerin sayim caligmalar1 kapsaminda stispanse haldeki hiicrelerden 10 pl
alinarak zerlerine 10 pl %0,5’lik tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek mikropipet yardimi
ile homojen hale getirilmistir. Takiben elde edilen ¢ozeltiden mikropipet yardimiyla
10 pl alinmis ve thoma lamina koyulmustur. Takiben lamel yardimiyla thoma laminin
Uzeri kapatilmistir. Mikroskopta Thoma laminin Gzerinde bulunan 16 karelik alanda
bulunan hucreler sayillmistir. Hiicrelerin sayisi sulandirma katsayisi ile carpilarak

hiicre suspansiyonu icerisindeki hiicre sayisi belirlenmistir.

34



3.11.5. MTT Testi

Tez kapsaminda gelistirilen ipek fibroin doku yapistiricilarinin Sitotoksisite
analizleri kolorimetrik bir yontem olan MTT testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Tetrozolyum tuzlariyla yapilan bu testte, hiicrelerin mitokondrisinde tetrazolyum
tuzlar1 elektron alarak indirgenirken, tuzlarin formazan denilen yapiya doniismeleri
saglanir ve renk degisikligine neden olur (Akglner ve ark., 2020). Tez kapsaminda
gerceklestirilen analizlerde indirekt MTT teknigi kullamilmistir (Yasayan ve ark.,
2021). MTT stok c¢oOzeltisi 5 mg MTT 1 ml PBS icerisinde ¢ozdirtlmesiyle
hazirlanmistir. Elde edilen ¢Ozelti MTT analizlerinde kullanilmak iizere -20°C’de
karanlikta saklanmistir. Kornea fibroblast hiicreleri, 5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina kuyucuk basma 100 ul DMEM F-12
besiyeri ile birlikte ekilmistir. Hiicrelerin yapismasini saglamak i¢in kiiltiir kaplar1 24
saat boyunca 37°C’de %5 CO>’li ortamda inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda htcre
besiyeri ortamdan uzaklastirilmigtir. MTT analizleri,; agirlik¢a %7,5 %15 ve %22,5
konsantrasyonlarda 200 pl hacmindeki PDMS moldlar icerisinde 4 dakika 151k altinda
capraz baglanarak hazirlanan Ornekler tizerinde gerceklestirilmistir. Doku
yapistiricilari liyofilize edilerek kurutulmustur. Her bir 6rnek 2 mI DMEM F-12 igeren
15 mP’lik steril santrifiij tiplerine konulmus ve salim yapabilmesi igin 24 saat
inkibatdrde inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda DMEM F-12 iceren ekstrakt ¢cozeltisi
0,22 filtre ile steril edilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarindaki hiicrelerin
tizerine bu 6rnek gruplart 100 pl hacminde eklenmistir ve 24 saat 37°C’de %5 CO2’li
ortamda inkilibasyona birakilmistir. Sonrasinda kuyucuklardaki ekstrakt igeren hicre
medyumlart uzaklastirilmistir. Her kuyucuga %10 MTT soliisyonu igeren hiicre
besiyeri eklenmis ve 4 saat boyunca 37°C’de aliminyum folyoya sarili sekilde
inklibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki MTT soliisyonu
mikropipet yardimiyla uzaklastirilmig, 100 ul DMSO ilave edilerek 20 dakika daha
karanlikta inkiibe edilmistir. Ardindan plakalar 570 nm’de mikroplaka okuyucuda
okunmustur. Test edilen doku yapistirici 6rnekleri ile kontrol grubunun absorbans
degeri karsilastirilarak % canlilik hesaplanmistir. Sadece DMEM F-12 uygulanmis
kontrol grubunun absorbans degeri, hiicre canlilig1 cinsinden %100 kabul edilmistir.

Deneylerde 6 tekrarli ¢aligilmistir.
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3.12. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Hiicre Adezyonu Testleri

Hicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan doku yapistiricilarin steril olmast
gerekmektedir. Bu nedenle, farkli konsatrasyonlarda hazirlanan ipek fibroin
prepolimer soliisyonlari otoklavlanarak steril edilmistir. Agirlik¢a %7,5 %15 ve %22,5
konsantrasyonlardaki ipek fibroin ornekleri 15 ml steril santriflj tiplerinde
hazirlanmistir. Tiipler aliminyum folyo ile sarilip, kapaklar1 parafilmlendikten sonra
cam beher igerisinde otoklavin 121°C 20 dakika siiren programinda steril edilmistir.
7,5 mg RB 1 ml dH.O’da ve 47,6 mg SPS 1 ml dH.O’da ¢ozdiiriilmiistiir. Foto-
baslatici riboflavin ¢ozeltisi 0,45 filtreden gegirilerek steril edilmistir ve otoklavdan
cikarilan ipek fibroin jelleri ile 900 pL ipek fibroin prepolimer c¢ozeltisi ile 50 pL

riboflavin ve 50 uL sodium persilfat ile birlestirilerek hazirlanmistir.

Gelistirilen doku yapistiricilarinin, hiicre adezyon 6zelliklerini degerlendirmek
icin; her bir kuyucuga 75 pL solusyonlardan pipetleme yapilmis ve belirli stire 1s1k
altinda ¢apraz baglanarak hazirlanan hidrojel 6rneklerin Uzerine kornea fibroblast
hiicreleri  ekilmistir. Hiicre adezyon testi 48-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda
gerceklestirilmistir. Her bir kuyucukta 2x10* hiicre olacak sekilde 6rneklerin tizerine
hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Analizler igin belirli siireler boyunca 37°C’de %5

CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir.

3.12.1. DAPI/Aktin Analizi

Doku yapistiricilarinin - ilizerine ekilen kornea fibroblast hiicrelerinin
morfolojisini gorsellestirmek i¢in hiicreler Alexa-Fluor 594 ve DAPI ile boyanmustir.
Oncelikle doku iskeleleri steril sartlarda 48-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda
hazirlanmustir. Her bir kuyucukta 2x10* hiicre olacak sekilde 48-kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda bulunan doku yapistiricilarinin tizerine ekilmistir. Belirli siireler sonrasinda
(1. 3. Ve 7. Giinlerde) hiicreler distile su ile hazirlanmis %4’liikk paraformaldehit (pH
7,4) ile kuyucuklardaki besiyerler uzaklastirilip 3 kere 5’er dakika yikandiktan sonra
laminer kabin igerisinde kuyucuk basi 300 ul PFA ile 30 dakika oda sicakliginda fikse
edilmigstir. 3 kez PBS ile yikandiktan sonra permeabilizasyon islemi i¢in %0,1
TritonX-100 ile 30 dakika muamele edilmis ve takiben %1°lik bovin serumu %0, 1
Tween 20 igeren soliisyon ile bloklanmistir. Karanlikta sirasiyla Alexa Flour 594 (1

saat) ve DAPI ile boyanarak (30 dakika) PBS ile yikandiktan sonra floresan
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mikroskobu (Zeiss AxioScope Z1) ile hiicreler goriintiilenmistir (Yuce-Erarslan ve
ark., 2021).

3.12.2. PrestoBlue Analizi

PrestoBlue® reaktifi, hiicrelerin proliferasyonunu kantitatif olarak dlgmek icin
canlt hiicrelerin indirgeme giiciinii kullanarak hiicre canlilig1 gdstergesi olarak islev
goren resazurin bazli bir ¢oziimdiir. PrestoBlue® reaktifi, mavi renkli ve floresan
olmayan hiicreye niifuz eden bir bilesik olan resazurin igerir. Hiicrelere eklendiginde,
canlt hiicrenin indirgeyici ortami tarafindan modifiye edilerek kirmizi renkli resorufine
indirgenir ve floresan hale gelir. Bu doniisiim, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayis1
ile orantilidir (canli hiicre sayis1 arttikga sinyal siddetlenir) ve boylelikle kantitatif

olarak 6l¢tim yapilabilmektedir.

Bir 6nceki boliimde detayli bir sekilde agiklanlandig gibi hazirlanan agirlik¢a
%7,5 %15 ve %22,5 konsantrasyonlardaki ipek fibroin doku yapistiricilarinin Gzerine
ekilen kornea fibroblast hiicrelerinde gogalma hizlar1 PrestoBlue testi ile kantitatif
olarak degerlendirilmistir. Kiiltiiriin belirli giinlerinde kiiltiir ortamu ¢ekildikten sonra
her bir kuyucuga hacimce %10’luk 200 pL PrestoBlue boyasi (taze besiyeri ile
seyreltme yapilmistir) eklenmis, 1 saat karanlik ortamda 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonras1 herbir kuyucuktan toplanan 100 puL hacmindeki besiyeri
spektroflorometrede 560ex/ 590em nm degerinde okunmustur. Hiicreler iizerinde
kalan PrestoBlue ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikama yapilmis ve taze
besi ortami1 eklenerek kiiltiire devam edilmistir. Ayni islem inkiibasyon siirelerinin 4.

ve 7. GuUnleri i¢in de ayn1 sekilde gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Yapisal Karakterizasyon Sonuclar
Ipek fibroin doku yapistiricilarini FTIR analizleri, bir dnceki boliimde anlatildig

gibi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de

sunulmustur.
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Sekil 4.1: %7,5 ipek fibroin doku yapistiricilarimin FTIR analizi sonuclar.
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Sekil 4.2: %15 ipek fibroin doku yapistiricilarinin FTIR analizi sonuglari.

38



%22.5 1 dk

p—
X — 9%2252dk
) %22,5 4 dk
| -
©
-
&
n
©
| .
[

o o o o o o o o

(=] (=] o [=] o (=] (=] o

o n o n (=] n o un

< (2] ™ (9] N - -

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.3: %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinin FTIR analizi sonuglari.

4.2. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarimin In vitro Sisme ve Degradasyon Testi
Sonuclar

Ipek fibroin doku yapistiricilarinin in vitro sisme testleri PBS ortaminda, bir
onceki boliimde detayli bir sekilde anlatildigi gibi gerceklestirilmistir. Elde edilen

sonuglar Sekil 4.4’de sunulmustur.
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ipek fibroin konsantrasyonu

Sekil 4.4: ipek fibroin doku yapistiricilarinin in vitro sisme testi sonuglari.
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Ipek fibroin doku yapistiricilarmin in vitro degradasyon testleri PBS ve yapay gozyast
ortamlarinda, bir Onceki bolimde detayli bir sekilde anlatildigi gibi

gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.5: Ipek fibroin doku yapistiricilarinin in vitro degradasyon testi
sonuclari: (A) Yapay gozyasi ve (B) PBS ortami.

4.3. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Mekaniksel Dayanim Testi Sonuclari

Ipek fibroin doku yapistiricilarinin mekaniksel dayanim testleri, bir onceki
boliimde detayli bir sekilde anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6: ipek fibroin doku yapistiricilarinin mekanik dayanim testi sonuclari.
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4.4. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Patlama Basinci Testi Sonuclar
Ipek fibroin doku yapistiricilarinin patlama basinci testleri, bir onceki bélimde
detayli bir sekilde anlatildig1 gibi in vitro ve ex vivo sartlarda gergeklestirilmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.7: Ipek fibroin doku yapistiricilarinin in vitro patlama basincr testi

sonuclar.
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Sekil 4.8: ipek fibroin doku yapistiricilarinin ex vivo patlama basinc testi

sonuclar.
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4.5. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Biyouyumluluk Testleri
Ipek fibroin doku yapistiricilarinin biyouyumluluk testleri, bir dnceki bolimde

detayl1 bir sekilde anlatildig: gibi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9’da

sunulmustur.
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Sekil 4.9: Ipek fibroin doku yapistiricilarinin MTT testi sonuglari.

4.6. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarimin Hiicre Adezyonu Sonuclari

4.6.1. DAPI/Aktin Testi Sonuclari
Ipek fibroin doku yapistiricilarinin DAPI/Aktin testleri, bir 6nceki bélimde
detayli bir sekilde anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil

4.10’da sunulmustur.

%7,5 %15 %22,5

Sekil 4.10: ipek fibroin doku yapistiricilarinin DAPI/AKtin testi sonuglari.

3.GUN 1. GUN

7.GUN

42



4.6.2. PresoBlue Testi Sonuclari
Ipek fibroin doku yapistiricilarinin PrestoBlue testleri, bir énceki bdliimde
detayli bir sekilde anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil

4.11’de sunulmustur.
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Sekil 4.11: ipek fibroin doku yapistiricilarinin PrestoBlue testi sonuclari: (A) %7,5 (B)
%15 ve (C) %22,5 (BFY: bagil floresan yogunluk).
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda, korneal yaralanmalarinin onariminda kullanilmak iizere
ipek fibroin temelli doku yapistiricilart gelistirilmistir. Calismamizda 3 farkh
konsantrasyonda ipek fibroin konsantrasyonu ve 3 farkli 1s1ma siiresi uygulanmustir.
Ipek fibroinin belirli bir oran kullamlarak (%7,5 %15 ve %22,4 a/h) hazirlanan doku
yapistiricilari, kornea ile dayanikli ve biyolojik olarak uyumlu bir dolgu macunu
gelistirmek i¢in farkli 1sima siireleri (1, 2 ve 4 dakika) uygulanarak c¢apraz
baglanmistir. Optimum ipek fibroin konsantrasyonu ve 1sima siiresi belirlenmistir.
Ipek fibroinin ve 1sima siirelerinin elde edilen doku yapistiricilarindaki fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine etkisi incelenmistir.

Elde edilen bulgular bu béliimde tartismali olarak degerlendirilmistir.

5.1. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin FTIR Analizi Sonuglari

Bollim 4.1°de ii¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5) ve 3
farkli zaman araliginda (1, 2 ve 4 dakika) 1s1k uygulanarak kiirlenen doku ipek fibroin
doku yapistiricilarinin FTIR spektrumu Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 de verilmistir.
Genel olarak, 1640-1655 cm™'deki absorpsiyon bantlari rastgele bobinlerle (random
coil) iliskilendirilirken, 1610-1630 cm™de ki bantlar bir p-tabaka (beta sheet)
yapisinin gostergesidir. Tiim numuneler igin, rastgele bobinlerle iliskili 1640-1655 cm®
Y'de absorpsiyon bantlarinin varhg gézlenmistir. Bu, di-tirozin ¢apraz baglarmin
olustugunu ve ipek fibroin igeriginin, P-tabaka kristalli alanlarin olusumunu
desteklemedigini gostermektedir. Isima siiresinde degismeye bagli olarak FTIR

spektralarinda herhangi bir farklanma gozlenmemistir.

5.2. lipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Sisme ve Degradasyon Testi Sonuglari
B6lim 4.2°de ti¢ farkli konsantrasyonda (agirlikga %7,5, %15 ve %22,5) ve 3
farkli zaman araliginda (1, 2 ve 4 dakika) 151k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku

yapistiricilarinin sisme testi sonuglari Sekil 3.4°de verilmistir.

Sonuglardan goriildiigi tizere tiim ipek fibroin doku yapistiricilar belirli 6lgiide
su emerek sigmistir ve doku yapistiricilarinin sisme oranlarinda  ipek fibroin
konsantrasyonun artmasiyla ve 1s1ma siiresinin artmasiyla birlikte azalma goriilmiistiir.
1 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku
yapistiricilarinin sisme oranlari sirasiyla 0,779+0,027, 0,718+0,019 ve 0,647+0,028

44



bulunmustur. 2 dakika mor 1s1k altinda kiirlenen agirlikga %7,5, %15 ve %22,5 ipek
fibroin doku yapistiricilarinin sisme oranlari sirasiyla 0,768+0,016, 0,667+0,007 ve
0,608+0,015 bulunmustur. 4 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5, %15 ve
%22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinin sisme oranlart sirasiyla 0,749+0,015,
0,625+0,026 ve 0,576+0,040 bulunmustur. Elde edilen tiim sonuglar mekaniksel

dayanim test sonucglarini destekler niteliktedir.

Boliim 4.2°de ii¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5) ve 3
farkli zaman araliginda (1, 2 ve 4 dakika) 151k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku
yapistiricilarinin yapay goz yast ortaminda gerceklestirilen degradasyon testi sonuglari
Sekil 4.5A’da verilmistir. Sonuglardan gorildigi tizere tim ipek fibroin doku
yapistiricilart 3 haftalik degradasyon siire sonrasinda konsantrasyonlarina ve isima
slirelerine bagli olarak belirli oranlarda degrade olmustur. Doku yapistiricilarinin %
degradasyon hizlarinda ipek fibroin konsantrasyonun artmasiyla ve 1sima siiresinin
artmasiyla birlikte azalma goriilmiistiir. 1 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlikca
%7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinin % degradasyon hizlar
strastyla 3+1,414, 2,663+1,067 ve 2,123+0,664 bulunmustur. 2 dakika mor 151k altinda
kiirlenen agirlikca %7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinin %
degradasyon hizlari sirasiyla 2,085+0,979, 1,863%0,908 ve 1,247+0,632 bulunmustur.
4 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku
yapistiricilarinin % degradasyon hizlar1 sirasiyla 1,109+0,061, 1,227+0,527 ve
1,178+0,171 bulunmustur. Sonuglardan  goriilecegi  lizere ipek  fibroin
konsantrasyonun ve isima siiresinin artmasiyla % degradasyon hizlarinda azalma

gOrulmiistiir, ancak sonuglar arasinda anlamli bir farklanma bulunmamaktadir.

Bolim 4.2°de ii¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5) 4
dakika 11k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku yapistiricilarinin PBS ortaminda
gerceklestirilen degradasyon testi sonuglar1 Sekil 4.5B’de verilmistir. Sonuclardan
goriildiigii lizere ipek fibroin kosantrasyonunun artist ile PBS ortamindaki %
degradasyon hizlar1 azalmistir. %7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku
yapistiricilarinin % degradasyon hizlart sirasiyla 4,965+1,509, 4,237+1,549 ve

3,802%0,204 bulunmustur. Sonuglar arasinda anlamli bir farklanma bulunmamaktadir.
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5.3. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Mekanik Dayamim Testi Sonuclari
Ipek fibroin konsantrasyonunun ve 1sima siiresinin doku yapistiricilarinin
mekanik Ozellikleri tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in sikistirma testi
uygulanmistir. Doku yapistiricilarinin - polimer  konsantrasyonu  ¢ogunlukla
icerisindeki polimer miktar1 arttikga artmaktadir, bu da doku yapistiricinin mekanik
ozelliklerinde artiga neden olmaktadir. Boliim 4.3°de {i¢ farkli konsantrasyonda
(agirlikga %7,5, %15 ve %22,5) ve 3 farkli zaman araliginda (1, 2 ve 4 dakika) 151k
uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku yapistiricilarinin mekanik dayanim test

sonuclar1 Sekil 4.6’da verilmistir.

Sonuglardan da goriildiigii lizere artan ipek fibroin konsantrasyonu ve 1sima
stiresi ile birlikte doku yapistiricilarinin mekaniksel dayanimlarinda artig gozlenmistir.
1 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5 , %15 ve %22,5 ipek fibroin doku
yapistiricilarinda sikigtirma dayanimlar sirasiyla 0,1054+0,006 MPa, 0,245+0,055
MPa ve 0,51+0,035 MPa’dir. 2 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlikga %7,5 , %15
ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinda sikistirma dayanimlari sirasiyla
0,214+0,061 MPa, 0,467+0,075 MPa ve 0,105+0,006 MPa’dir. 4 dakika mor 1s1k
altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5 , %15 ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinda
sikistirma dayanimlari sirastyla 0,952+0,057 MPa, 0,105+0,006 MPa ve 0,105%0,006
MPa’dir.

Ipek fibroin doku yapistiricilarmin sikistirma dayanimlari goriildiigii {izere,

icerigindeki ipek fibroin konsantrasyonuna ve 1s1ma siiresine baglidir.

5.4. lipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Patlama Basinci Testi Sonuclari
Bolim 4.4.1°de ti¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5) ve 3

farkl1 zaman araliginda (1, 2 ve 4 dakika) 151k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku

yapistiricilarinin in vitro sartlarda patlama basinci testi sonuglar1 Sekil 4.7°de

verilmistir.

Sonuglardan da goriildiigli tlizere, artan ipek fibroin konsantrasyonu ve 1gima
stiresi ile birlikte doku yapistiricilarinin in vitro patlama basinct degerlerinde artis
gbzlenmistir. 1 dakika mor 1s1k altinda kiirlenen agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5 ipek

fibroin doku yapistiricilarinda in vitro patlama basinci degerleri sirasiyla 17,0+1,73
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kPa, 21,6+4,72 kPa ve 26,7+3,22 kPa’dir. 2 dakika mor 151k altinda kiirlenen agirlik¢a
%7,5 , %15 ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinda in vitro patlama basinci
degerleri sirastyla 17,0+£3,46 kPa, 23,00+7,07 kPa ve 27,67+3,51 kPa’dir. 4 dakika
mor 151k altinda kiirlenen agirikga %7,5 , %15 ve %22,5 ipek fibroin doku
yapistiricilarinda  in vitro patlama basinci degerleri sirasiyla 19,0+1,73 kPa,
24,17+0,47 kPa ve 30,67+4,04 kPa’dur.

Bolim 4.4.2°de {i¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5) ve 4
dakika mor 151k altinda 151k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin doku yapistiricilarinin
ex Vvivo sartlarda patlama basinci testi sonuglar1 Sekil 4.8’de verilmistir. Artan ipek
fibroin konsantrasyonu ile birlikte agirlikga %15 ve %22,5 doku yapistiricilarinin ex
Vivo patlama basinci degerlerinde agirlikca %7,5 doku yapistiricilarina gore artis
gozlenmistir. Agirlikca %15 ve %22,5 doku yapistiricilarinin ex vivo patlama basinci
degerlerinde anlamli bir farklanma goriilmemistir. Agirlikca %7,5 , %15 ve %22,5
ipek fibroin doku yapistiricilarinda ex vivo patlama basinci degerleri sirasiyla 15,0+5,0
kPa, 37,0+10,29 kPa ve 33,1+7,49 kPa’dr.

5.5. Ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Biyouyumluluk Sonuglari
Boluim 4.5°de ii¢ farkli konsantrasyonda (agirlikga %7,5, %15 ve %22,5) ve 4
dakika mor 151k altinda kiirlenen ipek fibroin doku yapistiricilarinin biyouyumluluklari

indirekt MTT testi ile degerlendirilmis, elde edilen sonuglar Sekil 4.9°da verilmistir.

MTT sonuglarindan goriilecegi tlizere agirlikca %7,5, %15 ve %22,5 doku
yapistiricilarinin %hiicre canliligi sonuglar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
aralarinda anlaml bir farklanma olmadig1 goriilmiistiir. Tim doku yapistiricilarinin
kornea fibroblast hicrelerine karsi in vitro toksik etki gostermedigi sonucuna

varilmgtir.

5.6. ipek Fibroin Doku Yapistiricilarinin Hiicre Adezyonu Test Sonuclari

Bir biyomateryalin doku yapistiricist olarak kullanilabilirliginin ~ ve
performansinin  saptanmasi i¢in hilcre adezyonu davraniglarinin arastirilmasi
onemlidir. Bolim 4.6.1 ve B6lim 4.6.2°de ti¢ farkli konsantrasyonda (agirlik¢a %7,5,
%15 ve %22,5) ve 4 dakika mor 151k altinda 151k uygulanarak kiirlenen ipek fibroin

doku yapistiricilarinin iizerine ekilen kornea fibroblast hicrelerinin in vitro hucre
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adezyonu davraniglart DAPI/Aktin ve PrestoBlue analizleri ile incelenmistir.
DAPI/Aktin test sonuglari Sekil 4.10°da, PrestoBlue sonuglari ise Sekil 4.11 de

verilmistir.

Sekil 4.10. kornea fibroblast hicrelerinin agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5 doku
yaigtiricilarinin tzerine ekilmesinden sonraki 1., 3. ve 7. giindeki floresan mikroskop
goruntdlerini gostermektedir. Gorintller agirlikca %7,5, %15 ve %22,5 doku
yapistiricilarinin biyouyumlu oldugunu ve kornea fibroblast hicrelerinin agirlikga
%7,5, %15 ve %22,5 doku yapistiricilarinin ylzeylerine kolayca baglanabilecegini ve

kornea yaralanmalarinin onariminda kullanilabilirligini gostermektedir.

Sekil 4.11. kornea fibroblast hiicrelerinin agirlik¢a %7,5, %15 ve %22,5 doku
yapistiricilarinin  Gzerine ekilmesinden sonraki 1., 3. ve 7. Glndeki PrestoBlue
sonuglarini gbstermektedir. PrestoBlue analizi ile doku yapistiricilarinin tizerine ekilen
kornea fibroblast hiicrelerinin proliferasyon hizlari (iireme davranislari) belirlenmistir.
Agrirlikga %7,5, doku yapistiricilarinda 1., 3. ve 5. Giinlerde sirasiyla 22983,79 +
2757,94, 40923,38 £ 2940,02, 52417,54 + 6403,53 bagil floresan yogunluk
Olciilmiistiir. Agirlikca %15 doku yapistiricilarinda 1., 3. ve 5. Giinlerde sirastyla
31156,86 + 3359,52, 45434212 + 5594,56, 73376,22 + 658227 bagil floresan
yogunluk ol¢lilmistiir. Agirhikga %22,5 doku yapistiricilarinda 1., 3. ve 5. Ginlerde
sirastyla 25608,32 + 4911,68, 48959,436 + 8849,45, 62551,66 + 8772,38 bagil
floresan yogunluk 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde; tiim
%7,5, %15 ve %22,5 ipek fibroin doku yapistiricilarinda kornea fibroblast hiicrelerinin

cogaldig1 ve benzer trend gosterdigi gorilmiistiir.
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6. SONUC

Bu tez c¢alismasinda; korneal yaralanmalarimin onariminda kullanilmak iizere
kolaylikla uygulanabilen, 1sik altinda kirlenebilen, mekaniksel olarak dayanikli 3
farkl1 konsantrasyonda (agirlikca %7,5, %15 ve %22,5) ve 3 farkli 1s1ma siiresi
kullanilarak ipek fibroin doku yapistiricilari  hazirlanmustir.  Ipek  fibroin
konsantrasyonunun ve 1gima siiresinin doku yapistiricilarinin 6zellikleri tizerindeki
etkisi incelenmistir. Doku yapistiricilarinin ipek fibroin konsantrasyonun ve isima
stiresin artmasi ile sisme oranmi ve % degradasyon hizlar1 degerlerinde azalma,
sikigtirma dayanimi ve in vitro patlama basinci degerlerinde artis gozlenmistir. 4
dakika 1s1ma siiresinde oOkiiz gozii kullanilarak gergeklestirilen ex vivo patlama basinci
testlerinde ise en yiiksek degerler %15 ipek fibroin konsantrasyonuna sahip doku
yapistiricilarinda elde edilmistir. Agirlikca %7,5, %15 ve %22,5 konsantrasyonlarda
hazirlanan doku yapistiricilarinin MTT test sonuglarmma gore toksik olmadigi,
DAPI/Aktin ve PrestoBlue test sonuglarina gore ise hiicre adezyonunu ve
proliferasyonunu destekledigi sonucuna varilmistir. Yapilan tiim deneysel ¢alismalar
sonrasinda, ipek fibroin konsantrasyonun ve i1sima siiresinin degistirilmesiyle
ayarlanabilir ozelliklere sahip kornea yaralanmalarinda kullanilmak iizere doku

yapistiricilarinin hazirlanabilecegi sonucuna varilmastir.

49



KAYNAKCA

Acheson, J. F., & Lyons, C. J. (1991). Ocular morbidity due to monofilament
nylon corneal sutures. Eye, 5(1), 106-112.

Ahearne, M., Fernandez-Pérez, J., Masterton, S., Madden, P. W., &
Bhattacharjee, P. (2020). Designing  scaffolds  for  corneal
regeneration. Advanced Functional Materials, 30(44), 1908996.

Akglner, Z. P., & Bal Ozturk, A. (2020). Development of tissue scaffolds with
nanoparticles for bone tissue engineering applications. Pamukkale University
Journal of Engineering Sciences, 27(7), 842-850.

Akter, F. (2016). Principles of tissue engineering. In Tissue engineering made
easy (pp. 3-16). Academic Press.

Alvarez-Lorenzo, C., Yanez, F., Barreiro-lglesias, R., & Concheiro, A. (2006).
Imprinted soft contact lenses as norfloxacin delivery systems. Journal of
Controlled Release, 113(3), 236-244.

Applegate, M. B., Partlow, B. P., Coburn, J., Marelli, B., Pirie, C., Pineda, R.,
... & Omenetto, F. G. (2016). Photocrosslinking of silk fibroin using riboflavin for
ocular prostheses. Advanced materials, 28(12), 2417-2420.

Aydin, P. (2010). Akova YA Temel Goz Hastaliklar: 2. Basim, 12, 480-1.

Bahney, C. S., Lujan, T. J., Hsu, C. W., Bottlang, M., West, J. L., & Johnstone,
B. (2011). Visible light photoinitiation of mesenchymal stem cell-laden
bioresponsive hydrogels. European cells & materials, 22, 43.

Bektas, C. K., & Hasirci, V. (2020). Cell loaded 3D bioprinted GelMA
hydrogels for corneal stroma engineering. Biomaterials science, 8(1), 438-449.
Bhatia, S. S. (2006). Ocular surface sealants and adhesives. The ocular
surface, 4(3), 146-154

Bryant, S. J., & Anseth, K. S. (2001). The effects of scaffold thickness on tissue
engineered  cartilage in  photocrosslinked  poly  (ethylene  oxide)
hydrogels. Biomaterials, 22(6), 619-626.

Campbell, J. D., Ahmad, S., Agrawal, A., Bienek, C., Atkinson, A., Mcgowan,
N. W., ... & Dhillon, B. (2019). Allogeneic ex vivo expanded corneal epithelial
stem cell transplantation: a randomized controlled clinical trial. Stem cells
translational medicine, 8(4), 323-331.

Cascone, M. G., Laus, M., Ricci, D., & Sbarbati Del Guerra, R. (1995).

Evaluation of poly (vinyl alcohol) hydrogels as a component of hybrid artificial
tissues. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 6(2), 71-75.

50



Cauich-Rodriguez, J. V., Deb, S., & Smith, R. (1996). Effect of cross-linking
agents on the dynamic mechanical properties of hydrogel blends of poly (acrylic
acid)-poly (vinyl alcohol-vinyl acetate). Biomaterials, 17(23), 2259-2264.

Cauich-Rodriguez, J. V., Deb, S., & Smith, R. (2001). Physicochemical
characterization of hydrogels based on polyvinyl alcohol-vinyl acetate
blends. Journal of applied polymer science, 82(14), 3578-3590.

Cavanaugh, T. B., & Gottsch, J. D. (1991). Infectious keratitis and cyanoacrylate
adhesive. American journal of ophthalmology, 111(4), 466-472.

Chan, S. M., & Boisjoly, H. (2004). Advances in the use of adhesives in
ophthalmology. Current opinion in ophthalmology, 15(4), 305-310.

Chen,W. L., Lin,C. T.,Hsieh,C.Y., Tu, l.H.,Chen, W. Y., & Hu, F. R. (2007).
Comparison of the bacteriostatic effects, corneal cytotoxicity, and the ability to seal
corneal incisions among three different tissue adhesives. Cornea, 26(10), 1228-
1234.

Chen, Z., You, J., Liu, X., Cooper, S., Hodge, C., Sutton, G., ... & Wallace, G.
G. (2018). Biomaterials for corneal bioengineering. Biomedical Materials, 13(3),
032002.

Ciapetti, G., Stea, S., Cenni, E., Sudanese, A., Marraro, D., Toni, A.,, &
Pizzoferrato, A. (1994). Cytotoxicity testing of cyanoacrylates using direct contact
assay on cell cultures. Biomaterials, 15(1), 63-67.

Coskunseven, E., Jankov Il, M. R., & Farhad Hafezi, M. D. (2009).
Contralateral eye study of corneal collagen cross-linking with riboflavin and UVA
irradiation in patients with keratoconus. Journal of refractive surgery, 25(4), 371.

Cruise, G. M., Scharp, D. S., & Hubbell, J. A. (1998). Characterization of
permeability and network structure of interfacially photopolymerized poly
(ethylene glycol) diacrylate hydrogels. Biomaterials, 19(14), 1287-1294.

Drury, J. L., & Mooney, D. J. (2003). Hydrogels for tissue engineering: scaffold
design variables and applications. Biomaterials, 24(24), 4337-4351.

Eghrari, A. O., Riazuddin, S. A., & Gottsch, J. D. (2015). Overview of the
cornea: structure, function, and development. Progress in molecular biology and
translational science, 134, 7-23.

Ellis, D. A., & Shaikh, A. (1990). The ideal tissue adhesive in facial plastic and
reconstructive surgery. The Journal of otolaryngology, 19(1), 68-72.

Ferry, A. P., & Barnert, A. H. (1971). Granulomatous keratitis resulting from

use of cyanoacrylate adhesive for closure of perforated corneal ulcer. American
Journal of Ophthalmology, 72(3), 538-541.

51



Freyman, T. M., Yannas, I. V., & Gibson, L. J. (2001). Cellular materials as
porous scaffolds for tissue engineering. Progress in Materials science, 46(3-4),
273-282.

Fuest, M., Yam, G. H. F., Mehta, J. S., & Duarte Campos, D. F. (2020).
Prospects and challenges of translational corneal
bioprinting. Bioengineering, 7(3), 71.

Gain, P., Jullienne, R., He, Z., Aldossary, M., Acquart, S., Cognasse, F., &
Thuret, G. (2016). Global survey of corneal transplantation and eye
banking. JAMA ophthalmology, 134(2), 167-173.

Gao, C., & Yan, D. (2004). Hyperbranched polymers: from synthesis to
applications. Progress in polymer science, 29(3), 183-275.

Ghezzi, C. E., Rnjak-Kovacina, J., & Kaplan, D. L. (2015). Corneal tissue
engineering: recent advances and future perspectives. Tissue Engineering Part B:
Reviews, 21(3), 278-287.

Grinstaff, M. W. (2007). Designing hydrogel adhesives for corneal wound
repair. Biomaterials, 28(35), 5205-5214.

Gupta, B. K., Edward, D., & Duffy, M. T. (2001). 2-Octyl cyanoacrylate tissue
adhesive and muscle attachment to porous anophthalmic orbital
implants. Ophthalmic Plastic & Reconstructive Surgery, 17(4), 264-269.

Han, Y., Li, C,, Cai, Q., Bao, X,, Tang, L., Ao, H., ... & Liu, Z. (2020). Studies
on bacterial cellulose/poly (vinyl alcohol) hydrogel composites as tissue-
engineered corneal stroma. Biomedical Materials, 15(3), 035022.

Heath, C. A. (2000). Cells for tissue engineering. Trends in biotechnology, 18(1),
17-109.

Huang, W., Rollett, A., & Kaplan, D. L. (2015). Silk-elastin-like protein
biomaterials for the controlled delivery of therapeutics. Expert opinion on drug
delivery, 12(5), 779-791.

Huang, W., Tarakanova, A., Dinjaski, N., Wang, Q., Xia, X., Chen, Y., ... &
Kaplan, D. L. (2016). Design of Multistimuli Responsive Hydrogels Using
Integrated  Modeling and  Genetically Engineered  Silk—FElastin-Like
Proteins. Advanced functional materials, 26(23), 4113-4123.

Islam, M. M., Buznyk, O., Reddy, J. C., Pasyechnikova, N., Alarcon, E. I,
Hayes, S., ... & Griffith, M. (2018). Biomaterials-enabled cornea regeneration
in patients at high risk for rejection of donor tissue transplantation. NPJ
Regenerative medicine, 3(1), 1-10.

Jameson, J. F., Pacheco, M. O., Nguyen, H. H., Phelps, E. A., & Stoppel, W.

L. (2021). Recent Advances in Natural Materials for Corneal Tissue
Engineering. Bioengineering, 8(11), 161.

52



Jeong, B., Bae, Y. H., Lee, D. S., & Kim, S. W. (1997). Biodegradable block
copolymers as injectable drug-delivery systems. Nature, 388(6645), 860-862.

Jindal, S. K., Kiamehr, M., Sun, W., & Yang, X. B. (2014). Silk scaffolds for
dental tissue engineering. In Silk Biomaterials for Tissue Engineering and
Regenerative Medicine (pp. 403-428).

Johnson, F. A., Craig, D. Q., & Mercer, A. D. (1997). Characterization of the
block structure and molecular weight of sodium alginates. Journal of pharmacy
and pharmacology, 49(7), 639-643.

Kaufman, H. E., Insler, M. S., Ibrahim-Elzembely, H. A., & Kaufman, S. C.
(2003). Human fibrin tissue adhesive for sutureless lamellar keratoplasty and
scleral patch adhesion: a pilot study. Ophthalmology, 110(11), 2168-2172.

Kilic Bektas, C., & Hasirci, V. (2018). Mimicking corneal stroma using
keratocyte-loaded photopolymerizable methacrylated gelatin hydrogels. Journal of
tissue engineering and regenerative medicine, 12(4), €1899-e1910.

Kilic Bektas, C., & Hasirci, V. (2020). Cell Loaded GelMA: HEMA IPN
hydrogels for corneal stroma engineering. Journal of Materials Science: Materials
in Medicine, 31(1), 1-15.

Kohane, D. S., & Langer, R. (2008). Polymeric biomaterials in tissue
engineering. Pediatric research, 63(5), 487-491.

Koivusalo, L., Karvinen, J., Sorsa, E., Jonkkari, 1., Véliaho, J., Kallio, P, ... &
Kellomaki, M. (2018). Hydrazone crosslinked hyaluronan-based hydrogels for
therapeutic delivery of adipose stem cells to treat corneal defects. Materials
Science and Engineering: C, 85, 68-78.

Kong, B., & Mi, S. (2016). Electrospun scaffolds for corneal tissue engineering:
A review. Materials, 9(8), 614.

Kong, B., Chen, Y, Liu, R, Liu, X,, Liu, C., Shao, Z., ... & Mi, S. (2020). Fiber
reinforced GelMA hydrogel to induce the regeneration of corneal stroma. Nature
communications, 11(1), 1-12.

Lai, J. Y. (2016). Hyaluronic acid concentration-mediated changes in structure
and function of porous carriers for corneal endothelial cell sheet
delivery. Materials Science and Engineering: C, 59, 411-419.

Lanza, R., Langer, R., Vacanti, J. P., & Atala, A. (Eds.). (2020). Principles of
tissue engineering. Academic press.

Lee, C. R., Grodzinsky, A. J., & Spector, M. (2001). The effects of cross-linking
of collagen-glycosaminoglycan scaffolds on compressive stiffness, chondrocyte-
mediated contraction, proliferation and biosynthesis. Biomaterials, 22(23), 3145-
3154.

53



Lee, K. Y., Bouhadir, K. H., & Mooney, D. J. (2000). Degradation behavior of
covalently cross-linked poly (aldehyde guluronate)
hydrogels. Macromolecules, 33(1), 97-101.

Lee, S. J., Yoo, J. J., & Atala, A. (2018). Biomaterials and tissue
engineering. Clinical regenerative medicine in urology, 17-51.

Leonard, F., Kulkarni, R. K., Brandes, G., Nelson, J., & Cameron, J. J. (1966).
Synthesis and degradation of poly (alkyl a-cyanoacrylates). Journal of applied
polymer science, 10(2), 259-272.

LeRoux, M. A., Guilak, F., & Setton, L. A. (1999). Compressive and shear
properties of alginate gel: effects of sodium ions and alginate
concentration. Journal of Biomedical Materials Research: An Official Journal of
The Society for Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials, and The
Australian  Society for Biomaterials and the Korean Society for
Biomaterials, 47(1), 46-53.

Liliensiek, S. J., Campbell, S., Nealey, P. F., & Murphy, C. J. (2006). The scale
of substratum topographic features modulates proliferation of corneal epithelial
cells and corneal fibroblasts. Journal of Biomedical Materials Research Part A:
An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for
Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society
for Biomaterials, 79(1), 185-192.

Liu, Y., Gan, L., Carlsson, D.J., Fagerholm, P., Lagali, N., Watsky, M.A. ve
digerleri. (2006). A Simple, Cross-Linked Collagen Tissue Substitute for Corneal
Implantation. Investigative Ophthalmology&Visual Science, 47(5), 1869-1875.
Ljubimov, A. V., & Saghizadeh, M. (2015). Progress in corneal wound
healing. Progress in retinal and eye research, 49, 17-45.

Luo, L. J., Lai, J. Y., Chou, S. F., Hsueh, Y. J.,, & Ma, D. H. K. (2018).
Development of gelatin/ascorbic acid cryogels for potential use in corneal stromal
tissue engineering. Acta biomaterialia, 65, 123-136.

Mahdavi, S. S., Abdekhodaie, M. J., Mashayekhan, S., Baradaran-Rafii, A.,
& Dijalilian, A. R. (2020). Bioengineering approaches for corneal regenerative
medicine. Tissue engineering and regenerative medicine, 17(5), 567-593.

Mann, B. K., Gobin, A. S., Tsai, A. T., Schmedlen, R. H., & West, J. L. (2001).
Smooth muscle cell growth in photopolymerized hydrogels with cell adhesive and
proteolytically degradable domains: synthetic ECM analogs for tissue
engineering. Biomaterials, 22(22), 3045-3051.

Mazzoccoli, J. P., Feke, D. L., Baskaran, H., & Pintauro, P. N. (2010).
Mechanical and cell viability properties of crosslinked low-and high-molecular
weight poly (ethylene glycol) diacrylate blends. Journal of Biomedical Materials
Research Part A: An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese
Society for Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the
Korean Society for Biomaterials, 93(2), 558-566.

54



Meek, K. M., & Boote, C. (2004). The organization of collagen in the corneal
stroma. Experimental eye research, 78(3), 503-512.

Mehdizadeh, M., & Yang, J. (2013). Design strategies and applications of tissue
bioadhesives. Macromolecular bioscience, 13(3), 271-288.

Miralles, G., Baudoin, R., Dumas, D., Baptiste, D., Hubert, P., Stoltz, J. F., ...
& Payan, E. (2001). Sodium alginate sponges with or without sodium hyaluronate:
in vitro engineering of cartilage. Journal of Biomedical Materials Research: An
Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for
Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society
for Biomaterials, 57(2), 268-278.

Mitropoulos, A. N., Marelli, B., Ghezzi, C. E., Applegate, M. B., Partlow, B.
P., Kaplan, D. L., & Omenetto, F. G. (2015). Transparent, nanostructured silk
fibroin hydrogels with tunable mechanical properties. ACS Biomaterials Science
& Engineering, 1(10), 964-970.

Nishida, K. (2003). Tissue engineering of the cornea. Cornea, 22(7), S28-S34.

Nishida, K., Yamato, M., Hayashida, Y., Watanabe, K., Maeda, N.,
Watanabe, H. ve digerleri. (2004). Functional Bioengineered Corneal Epithelial
Sheet Grafts from Corneal Stem Cells Expanded Ex Vivo on A Temperature-
Responsive Cell Culture Surface. Transplantation, 77(3), 379-385.

Nuttelman, C. R., Mortisen, D. J., Henry, S. M., & Anseth, K. S. (2001).
Attachment of fibronectin to poly (vinyl alcohol) hydrogels promotes NIH3T3 cell
adhesion, proliferation, and migration. Journal of Biomedical Materials
Research: An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese
Society for Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the
Korean Society for Biomaterials, 57(2), 217-223.

Oshika, T., Sugita, G., Miyata, K., Tokunaga, T., Samejima, T., Okamoto, C.,
& Ishii, Y. (2007). Influence of tilt and decentration of scleral-sutured intraocular
lens on ocular higher-order wavefront aberration. British Journal of
Ophthalmology, 91(2), 185-188.

Park, H. C., Champakalakshmi, R., Panengad, P. P., Raghunath, M., &
Mehta, J. S. (2011). Tissue adhesives in ocular surgery. Expert review of
ophthalmology, 6(6), 631-655.

Partlow, B. P., Hanna, C. W., Rnjak-Kovacina, J., Moreau, J. E., Applegate,
M. B., Burke, K. A, ... & Kaplan, D. L. (2014). Highly tunable elastomeric silk
biomaterials. Advanced functional materials, 24(29), 4615-4624.

Procopio, A., Lagreca, E., Jamaledin, R., La Manna, S., Corrado, B., Di
Natale, C., & Onesto, V. (2022). Recent Fabrication Methods to Produce
Polymer-Based Drug Delivery Matrices (Experimental and In Silico
Approaches). Pharmaceutics, 14(4), 872.

55



Raia, N. R, Jia, D., Ghezzi, C. E., Muthukumar, M., & Kaplan, D. L. (2020).
Characterization of silk-hyaluronic acid composite hydrogels towards vitreous
humor substitutes. Biomaterials, 233, 119729.

Raia, N. R., Partlow, B. P., McGill, M., Kimmerling, E. P., Ghezzi, C. E., &
Kaplan, D. L. (2017). Enzymatically crosslinked silk-hyaluronic acid
hydrogels. Biomaterials, 131, 58-67.

Rana, M., & Savant, V. (2013). A brief review of techniques used to seal corneal
perforation using cyanoacrylate tissue adhesive. Contact Lens and Anterior
Eye, 36(4), 156-158.

Refojo, M. F., & Dohlman, C. H. (1969). The tensile strength of adhesive joints
between eye tissues and alloplastic materials. American journal of
ophthalmology, 68(2), 248-255.

Refojo, M. F., Dohlman, C. H., Ahmad, B., Carroll, J. M., & Allen, J. C.
(1968). Evaluation of adhesives for corneal surgery. Archives of
ophthalmology, 80(5), 645-656.

Rockwood, D. N., Preda, R. C., Yucel, T., Wang, X., Lovett, M. L., & Kaplan,
D. L. (2011). Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nature
protocols, 6(10), 1612-1631.

Rosa, V., Della Bona, A., Cavalcanti, B. N., & Nor, J. E. (2012). Tissue
engineering: from research to dental clinics. Dental Materials, 28(4), 341-348.

Rose, J. B., Pacelli, S., Haj, A. J. E., Dua, H. S., Hopkinson, A., White, L. J., &
Rose, F. R. (2014). Gelatin-based materials in ocular tissue
engineering. Materials, 7(4), 3106-3135.

Ruberti, J. W., & Zieske, J. D. (2008). Prelude to corneal tissue engineering—
gaining control of collagen organization. Progress in retinal and eye
research, 27(5), 549-577.

Salehi, A. O. M., Nourbakhsh, M. S., Rafienia, M., Baradaran-Rafii, A., &
Keshel, S. H. (2020). Corneal stromal regeneration by hybrid oriented poly (e-
caprolactone)/lyophilized silk fibroin electrospun scaffold. International Journal
of Biological Macromolecules, 161, 377-388.

Sanborn, T. J., Messersmith, P. B., & Barron, A. E. (2002). In situ crosslinking
of a biomimetic peptide-PEG hydrogel via thermally triggered activation of factor
XI111. Biomaterials, 23(13), 2703-2710.

Shigemitsu, T., & Majima, Y. (1997). The utilization of a biological adhesive for

wound treatment: comparison of suture, self-sealing sutureless and cyanoacrylate
closure in the tensile strength test. International ophthalmology, 20(6), 323-328.

56



Shirzaei Sani, E., Kheirkhah, A., Rana, D., Sun, Z., Foulsham, W., Sheikhi, A.,
... & Annabi, N. (2019). Sutureless repair of corneal injuries using naturally
derived bioadhesive hydrogels. Science advances, 5(3), eaav1281.

Soh, Y. Q., Peh, G. S., & Mehta, J. S. (2017). Translational issues for human
corneal endothelial tissue engineering. Journal of tissue engineering and
regenerative medicine, 11(9), 2425-2442.

Spoerl, E., Huhle, M., & Seiler, T. (1998). Induction of cross-links in corneal
tissue. Experimental eye research, 66(1), 97-103.

Stepp, M. A., Tadvalkar, G., Hakh, R., & Pal-Ghosh, S. (2017). Corneal
epithelial cells function as surrogate Schwann cells for their sensory
nerves. Glia, 65(6), 851-863.

Stoppel, W. L., Raia, N., Kimmerling, E., Wang, S., Ghezzi, C. E., & Kaplan,
D. L. (2017). 2.12 Silk Biomaterials.

Suggs, L. J., Shive, M. S., Garcia, C. A., Anderson, J. M., & Mikos, A. G.
(1999). In vitro cytotoxicity and in vivo biocompatibility of poly (propylene
fumarate-co-ethylene glycol) hydrogels. Journal of Biomedical Materials
Research: An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese
Society for Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials, 46(1), 22-
32.

Suh, J. K. F., & Matthew, H. W. (2000). Application of chitosan-based
polysaccharide  biomaterials in  cartilage tissue engineering: a
review. Biomaterials, 21(24), 2589-2598.

Tabatabai, A. P., Kaplan, D. L., & Blair, D. L. (2015). Rheology of reconstituted
silk fibroin protein gels: the epitome of extreme mechanics. Soft Matter, 11(4), 756-
761.

Tang, Q., Luo, C., Lu, B,, Fu, Q., Yin, H,, Qin, Z,, ... & Yao, K. (2017).
Thermosensitive chitosan-based hydrogels releasing stromal cell derived factor-1
alpha recruit MSC for corneal epithelium regeneration. Acta Biomaterialia, 61,
101-113.

Tavakoli, M. (2008). Corneal Confocal Microscopy: A Novel Non-Invasive
Diagnostic Tool for Assessing Peripheral Neuropathies. The University of
Manchester (United Kingdom).

Teixeira, A. ., McKie, G. A., Foley, J. D., Bertics, P. J., Nealey, P. F., &
Murphy, C. J. (2006). The effect of environmental factors on the response of
human corneal epithelial cells to nanoscale substrate
topography. Biomaterials, 27(21), 3945-3954.

Tomihata, K., & lkada, Y. (1997). In vitro and in vivo degradation of films of
chitin and its deacetylated derivatives. Biomaterials, 18(7), 567-575.

57



Torbet, J., Malbouyres, M., Builles, N., Justin, V., Roulet, M., Damour, O. ve
digerleri. (2007). Orthogonal Scaffold of Magnetically Aligned Collagen
Lamellae for Corneal Stroma Reconstruction. Biomaterials, 28, 4268-4276.

Torricelli, A. A., Singh, V., Santhiago, M. R., & Wilson, S. E. (2013). The
corneal epithelial  basement membrane:  structure, function, and
disease. Investigative ophthalmology & visual science, 54(9), 6390-6400.

Trott, A. T. (1997). Cyanoacrylate tissue adhesives: an advance in wound care.
Jama, 277(19), 1559-1560.

Trujillo-de Santiago, G., Sharifi, R., Yue, K., Sani, E. S., Kashaf, S. S., Alvarez,
M. M., ... & Annabi, N. (2019). Ocular adhesives: Design, chemistry, crosslinking
mechanisms, and applications. Biomaterials, 197, 345-367.

Tutar, R., Yice-Erarslan, E., izbudak, B., & Bal-Oztirk, A. (2022).
Photocurable silk fibroin-based tissue sealants with enhanced adhesive properties
for the treatment of corneal perforations. Journal of Materials Chemistry
B, 10(15), 2912-2925.

Uyaniklar, M., Gunal, G., Tevlek, A., Hosseinian, P., & Aydin, H. M. (2019).
Hybrid cornea: cell laden hydrogel incorporated decellularized matrix. ACS
Biomaterials Science & Engineering, 6(1), 122-133.

Vacanti, J. P., & Langer, R. (1999). Tissue engineering: the design and
fabrication of living replacement devices for surgical reconstruction and
transplantation. The lancet, 354, S32-S34.

Valencia-Gallegos, J. A., Alvarez, M. M., & Martinez-Merino, V. J. (2015).
High loaded dendrimers with free peripheral groups. Tetrahedron Letters, 56(48),
6803-6806.

Varum, K. M., Holme, H. K., Izume, M., Stokke, B. T., & Smidsrgd, O. (1996).
Determination of enzymatic hydrolysis specificity of partially N-acetylated
chitosans. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 1291(1), 5-15.

Vats, A., Tolley, N. S., Polak, J. M., & Gough, J. E. (2003). Scaffolds and
biomaterials for tissue engineering: a review of clinical applications. Clinical
Otolaryngology & Allied Sciences, 28(3), 165-172.

Vauthier, C., Dubernet, C., Fattal, E., Pinto-Alphandary, H., & Couvreur, P.
(2003). Poly (alkylcyanoacrylates) as biodegradable materials for biomedical
applications. Advanced drug delivery reviews, 55(4), 519-548.

Voit, B. I., & Lederer, A. (2009). Hyperbranched and Highly Branched Polymer
Architectures Synthetic Strategies and Major Characterization Aspects. Chemical
reviews, 109(11), 5924-5973.

Wang, Q., Xia, X., Huang, W., Lin, Y., Xu, Q., & Kaplan, D. L. (2014). High
throughput screening of dynamic silk-elastin-like protein biomaterials. Advanced
functional materials, 24(27), 4303-4310.

58



Webster, R. G., Slansky, H. H., Refojo, M. F., Boruchoff, S. A., & Dohlman,
C. H. (1968). The use of adhesive for the closure of corneal perforations: report
of two cases. Archives of ophthalmology, 80(6), 705-709.

West, J. L., & Hubbell, J. A. (1999). Polymeric biomaterials with degradation sites
for proteases involved in cell migration. Macromolecules, 32(1), 241-244.,

Whitcher, J. P., Srinivasan, M., & Upadhyay, M. P. (2001). Corneal blindness:
a global perspective. Bulletin of the world health organization, 79(3), 214-
221.Pellegrini, G., & De Luca, M. (2014). Eyes on the prize: limbal stem cells and
corneal restoration. Cell Stem Cell, 15(2), 121-122.

Wu, Z., Kong, B., Liu, R., Sun, W., & Mi, S. (2018). Engineering of corneal
tissue through an aligned PVA/collagen composite nanofibrous electrospun
scaffold. Nanomaterials, 8(2), 124.

Xia, X. X., Xu, Q., Hu, X., Qin, G., & Kaplan, D. L. (2011). Tunable self-
assembly of genetically engineered silk—elastin-like protein
polymers. Biomacromolecules, 12(11), 3844-3850.

Yan, J., Qiang, L., Gao, Y., Cui, X,, Zhou, H., Zhong, S., ... & Wang, H. (2012).
Effect of fiber alignment in electrospun scaffolds on keratocytes and corneal
epithelial cells behavior. Journal of Biomedical Materials Research Part
A, 100(2), 527-535.

Yanez-Soto, B., Liliensiek, S. J., Murphy, C. J., & Nealey, P. F. (2013).
Biochemically and topographically engineered poly (ethylene glycol) diacrylate
hydrogels with biomimetic characteristics as substrates for human corneal
epithelial cells. Journal of biomedical materials research Part A, 101(4), 1184-
1194,

Yang, G., Espandar, L., Mamalis, N., Prestwich, G.D. (2010). 4 cross-linked
hyaluronan gel accelerates healing of corneal epithelial abrasion and alkali burn
injuries in rabbits. Veterinary ophthalmology, 13(3), 144-150.

Yasayan, G., Karaca, G., Akgiiner, Z. P.,, & Bal Oztiirk, A. (2021).
Chitosan/collagen composite films as wound dressings encapsulating allantoin and
lidocaine hydrochloride. International Journal of Polymeric Materials and
Polymeric Biomaterials, 70(9), 623-635.

Yazdanpanah, G., Jiang, Y., Jabbehdari, S., Anwar, K., Shen, X., An, S., ... &
Djalilian, A. R. (2021). Rheological and Proteomics Characterization of
Thermoresponsive Hydrogel from Porcine Cornea Extracellular Matrix for
Corneal Tissue Engineering Purposes. Investigative Ophthalmology & Visual
Science, 62(8), 872-872.

Yemul, O., & Imae, T. (2008). Synthesis and characterization of poly
(ethyleneimine) dendrimers. Colloid and Polymer Science, 286(6), 747-752.

59



Yousaf, S., Keshel, S. H., Farzi, G. A., Momeni-Moghadam, M., Ahmadi, E.
D., Asencio, I. O., ... & Sefat, F. (2019). Scaffolds for corneal tissue engineering.
In Handbook of Tissue Engineering Scaffolds: Volume Two (pp. 649-672).
Woodhead Publishing.

Yuce-Erarslan, E., Tutar, R., Izbudak, B., Alarcin, E., Kocaaga, B., Guner, F.
S., ... & Bal-Ozturk, A. (2021). Photo-crosslinkable chitosan and gelatin-based
nanohybrid bioinks for extrusion-based 3D-bioprinting. International Journal of
Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials, 1-12.

Zhou, H., Wang, Z., Cao, H., Hu, H., Luo, Z,, Yang, X., ... & Zhou, L. (2019).
Genipin-crosslinked polyvinyl alcohol/silk fibroin/nano-hydroxyapatite hydrogel
for fabrication of artificial cornea scaffolds—a novel approach to corneal tissue
engineering. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 30(17), 1604-
1619.

Zhu, M., Wang, Y., Ferracci, G., Zheng, J., Cho, N. J., & Lee, B. H. (2019).

Gelatin methacryloyl and its hydrogels with an exceptional degree of controllability
and batch-to-batch consistency. Scientific reports, 9(1), 1-13.

60



EKLER

EK — 1: Intihal Raporu
EK - 2: Ozge¢mis

61



EK - 1: INTIHAL RAPORU

Document Viewer

Turnitin Originality Report

Processed on: 28-Jul-2022 12:29 +03
ID: 1876140510

Word Count: 11594

Submitted: 1

KORNEA DEFEKTLERININ
TEDAVISI ICIN HIDROJEL T... By
Aysegul Tanriverdi

Similarity by Source
Similarity Index Internet Sources: 17%

/ Publications: 0%
1 F (8] Student Papers: 1%

include guoted include bibliograph excluding_matches < 3 words mode:
quickview (classic) report | Change mode print refresh  download

8% match (Internet from 07-Dec-2021)
https://acikerisim.istinye.edu.tr/xmlui/bitstream/handle/20.500.12713/2241/690882. odf?

isAllowed=y&sequence=1

3% match (Internet from 15-Dec-2021)

http ://9lib.net/document/7qvro90gy-okueler-doku-yapistiricilari.html u
1% match (Internet from 10-Jun 2021)

https://acikerisim.istin tr/xmilui m/handle/20. L12713/1462/7 vngnmrgnék
JsAle.uLed_v.&s.egu:usﬂ_z

1% match (Internet from 30 Dec-2020)
http://nek.i l. r:4444 .
<1% match (Internet from 07-Dec-2021)
https://acikerisim.istinye.edu.tr/xmlui/bitstream/handle/20.500.12713/2242/3 .pdf? -

isAllowed=y&sequence=1

<1% match (Internet from 20-Aug- 2021)

<1% match (Internet from 12-Dec-2021)

https://docplayer.biz.tr/186897418-Ingilizce-dil-editoru-english-language-editor-dr-sushi-
lsaaanalsunpe.htm.l

<1% match (Internet from 17- Feb 2022)

http://docplayer.biz.tr H
<1% match (Internet from 22-Mar-2022)

http://nek.stanbul.edu.tri4444 =
-:1% match (Internet from 1?-Jan-2022)
https://dergipark.org.tr/en/download/article-file/2169230

<1% match (Internet from 05 -Jan- 2021) -
https://dergipark.org.tr/tr/downl icle-file/1121711

<1% match (Internet from 16-Nov-2021) -

http://acikerisim.mu.edu.tr

<1% match (Internet from 23-Mar-2021)

62




EK - 2: OZGECMIS

KISISEL BIiLGILER

e Isim: Aysegiil Tanriverdi

OGRENIM DURUMU

STAJ BiLGILERI

YABANCI DIiL VE DUZEY]

BILGISAYAR BECERILERI

¢ Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint) ileri seviye
e Grafik Programlar1 (Adobe Photoshop, Adobe Illustrator, Adobe InDesign) orta
seviye

KURSLAR, SERTiFIKALAR VE EGITIMLER

e FATIH UNIVERSTY completed the English Preparatory Program(05.04.2012)

e Biyo&Nano Teknoloji Kongresi Katilim Sertifikas1 (1-3 EKim 2013)

o Biyoteknoloji Merkezi Sektor Giinleri ve Ar-Ge Calismalari Katilim Sertifikas1 (2
Aralik 2013)

e Biyoteknoloji Merkezi Proteomiks Giinii Katilim Sertifikas1 (6 Aralik 2013)

63



Biyoteknoloji Alaninda Teknoloji Transfer ve Egitim Merkezi Projesi Tarafindan ;
7 saatlik GDO ANALIZI Calistayma Katilim Sertifikas1 (30.11.2013)
5 saatlik B'YOENFORMATIK Calistayina Katilim Sertifikas1 (1.12.2013)
5 saatlik PROTEIN MODELLEME Calistayina Katilim Sertifikasi
(1.12.2013)
5 saatlik HUCRE KULTURU Calistayina Katilim Sertifikas1 (7.12.2013)
7saatlik PROTEIN TRANSFORMASYON,KARAKTERIZASYON ve
SAFLASTIRMA Calistayma Katilim Sertifikas1 (8.12.2013)

+ 14 saatlik GENETIK KLONLAMA Calistayma Katilim Sertifikasi

(14.12.2013)

ISTANBUL UNIVERSTY XI. IUGEN International Molecular Biology and Genetics
Students’ Winter School(7-9 March 2014)
USKUDAR UNIVERSITESI ‘11.ULUSLARARASI KOGNITIF NOROBILIM
KONGRESI” Katilim Sertifikas1(02.05.2014-04.05.2014)
VIVAMED SAGLIK * Toptical Gradient 96 REAL-TIME PCR cihazinin Uygulama
ve Software Egitimi’ Katilimer Sertifikasi(27.09.2014)
7 th International Student Congress Of Turgut Ozal University Faculty Of Medicine
Katilim Sertifikas1 (8-10.04.2016)
Kariyer Mimar1 Bilisim Teknolojileri Akademisi ‘BILGISAYARLI MUHASEBE
UZMANLIK SERTIFIKASI’ (04.01.2017)
Kariyer Mimar1 Bilisim Teknolojileri Akademisi ‘GRAFIK TASARIM UZMANLIK
SERTIFIKASI’ (13.03.2017)
At lIstanbul Personal Development Seminar Organized By Genglik Duragi,
Participation To The Training ‘BODY LANGUAGE’ is entitled to Receive This
Certificate. (15.10.2017)
At Istanbul Personal Development Seminar Organized By Genclik Duragi,
Participation To The Training ‘SOCIAL MEDIA MANAGEMENT’ is entitled to
Receive This Certificate. (15.10.2017)
At Istanbul Personal Development Seminar Organized By Genglik Duragi,
Participation To The Training ‘EFFECTIVE COMMUNICATION’ is entitled to
Receive This Certificate. (15.10.2017)
At Istanbul Personal Development Seminar Organized By Genclik Duragi,
Participation To The Training ‘MOTIVATION’ is entitled to Receive This Certificate.
(15.10.2017)
5. BIYOMALZEME GUNLERI YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI (22-23 EKiM
2018)
6. TURK TIP DUNYASI KURULTAYI (29-31 EKIiM 2019)
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ORGANIZASYONLAR

BIO TURKIYE ORGANIZASYONU ULUSLARARASI BiYOTEKNOLOIJI
KONGRESI, BIOSPHERE, BIOSTARTHUP ORGANIZASYON KOMITESI
UYESI (5-7 MART 2020)

GENC IVEK OGRENCI ZIRVESI BASKANI (10 EKIM 2020)

BIO TURKIYE ORGANIZASYONU ULUSLARARASI BiYOTEKNOLOIJI
KONGRESI, BIOSPHERE, BIOSTARTHUP ORGANIZASYON KOMITESI
UYESI (9-11 EYLUL 2021)

SAGLIK BILIM VE TEKNOLOJILERI ALANINDA WEBINAR SERISi (GENC
IVEK BASKANI-MODERATOR) (2021)

BILISIM TEKNOLOJILERI ZIRVESI EGITIM KAMPI (ZIRVE BASKANI) (2021)
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