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ÖZET 

Hasarlı doku/organların onarımı ve rejenerasyonu için doku mühendisliği yaklaĢımları 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu çalıĢmada sığır kalbinden alınan perikardiyal sıvının 

(PF) doku mühendisliği çalıĢmalarında kullanımı araĢtırılmıĢtır. Öncelikli olarak 

hücreleri uzaklaĢtırılmıĢ olan PF (PFS); elektroeğirme yöntemiyle hidrofobik özellik 

taĢıyan polikaprolakton (PCL) kullanılarak üretilmiĢ olan PCL memranlarının yüzey 

kaplamasında kullanılmıĢtır. PFS’nin hücre tutunumu ve çoğalmasına olumlu etki 

oluĢturması sonucu ile PFS’nin karakterizasyonu yapılmıĢtır. Karakterizasyon için 

Raman spektroskopisi, histolojik boyama ve taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

analizleri kullanılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre; PFS’nin, doğal hücre dıĢı matris 

(ECM) bileĢenleri olan kolajen tip I, III, IV, elastin, fibrin, fibrinojen, albumin, 

glikozaminoglikan (GAGs) ve proteoglikan içerdiği tespit edilmiĢtir. Tez çalıĢmasının 

son kısmında; PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanılabilirliğini göstermek amacıyla 

dondurarak kurutulmuĢ PFS ve sıvı PFS Aljinat (A) çözeltisi ile karıĢtırılarak hidrojel 

yapılar üretilmiĢtir. PFS’nin hücre canlılığı ve farklılaĢmasına etkisinin gösterilmesi için 

MC3T-3 fare osteoblast hücreleri kullanılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre PFS, 

biyouyumluluğu artırmaya yönelik çalıĢmalarda, çeĢitli in-vitro/vivo hücre kültürü 

çalıĢmalarında, biyoyazıcılar ve hidrojel sistemler gibi tüm doku mühendisliği 

çalıĢmalarında kullanılabileceği bu tez çalıĢmasıyla bir ilk olarak ortaya koyulmuĢtur. 

Anahtar Kelimeler: Doku mühendisliği, ECM, Perikardiyal sıvı, Aljinat, Raman 

spektroskopisi,  
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ABSTRACT 

Tissue engineering approaches are widely used for the repair and regeneration of 

damaged tissue/organs. This study investigated pericardial fluid (PF) from the bovine 

heart in tissue engineering studies. Firstly, decellularized PF called PFS has been used 

for surface modification of nanomembranes produced by the electrospinning method.  

The nanomembranes are produced by using polycaprolactone (PCL), which has 

hydrophobic properties. As a result of the positive effect on cell adhesion and 

proliferation with coating surface of PCL membranes with PFS. PFS is characterized 

with Raman spectroscopy, histological staining, and scanning electron microscopy 

(SEM) analyzes. According to the results obtained, PFS contains collagen types I, III, 

IV, elastin, fibrinogen, fibrin, albumin, glycosaminoglycan (GAGs), and proteoglycan, 

which are natural extracellular matrix (ECM) components. In the last part of the thesis, 

to demonstrate PFS usability in hydrogel systems, hydrogel structures were produced by 

mixing freeze-dried PFS and liquid PFS with Alginate (A) solution. MC3T-3 mouse 

osteoblast cells were used to demonstrate the effect of PFS on cell viability and 

differentiation. According to the results obtained, it has been demonstrated for the first 

time in this thesis that PFS can be used in studies to increase biocompatibility in various 

in-vitro/vivo cell culture studies and many tissue engineering studies. 

Keywords: Tissue Engineering, ECM, Perikardiyal sıvı, Aljinat, Raman spektroskopisi  
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GĠRĠġ 

Problemin Tanımı ve Motivasyon 

Travma veya çeĢitli hastalıklar sonucu hasara uğrayan doku/organların fonksiyonunu 

tamamen veya kısmen yerine getirebilmek üzere gerçekleĢtirilen rejeneratif tıp ve doku 

mühendisliği çalıĢmaları biyomedikal mühendisliğinin önemli çalıĢma alanlarındandır. 

Hasarlı dokunun rejenerasyonunda yaygın olarak kullanılan doğal biyomalzemeler 

biyouyumlu olmalarından dolayı öncelikli olarak tercih edilmektedir. Yüksek 

biyouyumluluğa sahip olan doğal biyomalzemelerin kaynak yetersizliği yeni doğal 

biyomalzemelerin araĢtırılmasına yol açmıĢtır.  

Tezin Amacı ve Katkıları 

Bu tez çalıĢmasında Ģimdiye kadar sadece patolojik durumların analizi için 

biyokimyasal içeriği incelenmiĢ olan Perikardiyal sıvının karakterizasyonu yapılarak 

hidrojel sistemlerle birlikte doku mühendisliği çalıĢmalarında kullanımı araĢtırılmıĢtır. 

Tezin Önemi 

PF’nin Ģimdiye kadar farkedilmemiĢ bir özelliği olan doğal ECM bileĢenleri içermesi ve 

yapısal olarak da ECM’ye benzerliği; Raman spektroskopisi, SEM ve histolojik boyama 

ile analiz edilerek bu tez çalıĢmasında bir ilk olarak keĢfedilmiĢtir. PF ile ilgili Ģimdiye 

kadar yapılan çalıĢmalarda sadece kalp ile ilgili rahatsızlıkların tanı, teĢhis ve 

tedavisinde PF biyokimyasal bileĢenlerindeki değiĢiklikler incelenmiĢtir. Bu tez 

çalıĢması ile PF’nin doku mühendisliği çalıĢmalarında da kullanılabilirliği 

araĢtırılmıĢtır. Bu nedenle gerçekleĢtirilen çalıĢma PF’nin doğal ECM bileĢenlerini 

içermesi ve yapısal olarak doğal ECM ye benzerliği ile üç boyutlu biyoyazıcı 

sistemlerde hidrojel olarak, ayrıca doğal biyomalzeme kaynağı gibi pek çok doku 

mühendisliği çalıĢmalarında kullanılabilirliğini göstermesi açısından oldukça önem 

taĢımaktadır.   
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1.  BÖLÜM  

GENEL BĠLGĠLER ve LĠTERATÜR ÇALIġMASI 

1.1. Perikardiyal Sıvı 

Günümüzde en önemli sağlık sorunlarının baĢında kalp ve damar hastalıkları 

gelmektedir. Genetik ve çevresel faktörlerden kaynaklı olarak dolaĢım sisteminin birinci 

elemanı olan kalbin hasara uğraması çeĢitli hastalıkların oluĢmasına sebep olacaktır. Bu 

yüzden kalp ve damar hastalıklarının tedavisi tüm dünyada ciddi önem taĢımaktadır.  

Kalbin etrafını çevreleyerek onu çevre dokulardan ayıran yapı olan perikardiyum iç ve 

dıĢ tabaka olmak üzere iki tabakadan oluĢmaktadır. Ġç tabaka seröz yapıdan oluĢtuğu 

için seröz perikardiyum, dıĢ tabaka ise fibröz yapıdan oluĢtuğu için fibröz perikardiyum 

olarak adlandırılır. Seröz perikardiyumun kalbe daha yakın olan iç kısmı visseral 

hücrelerden oluĢan ve miyokardiyumu kaplayan visseral perikardiyum, dıĢ kısmı ise 

parietal perikardiyum olarak adlandırılır. Parietal ve viskeral perikardiyum arasındaki 

boĢlukta ise perikardiyal sıvı bulunmaktadır [1-5].  

Bir plazma ultrafiltratı olan perikardiyal sıvı kalbi çevreleyen perikard zarı boĢluğunu 

dolduruyor olması bu sıvıya önemli özellikler kazandırmaktadır. Kalp cerrahisi veya 

perikardiyosentez vesilesiyle perikardiyal sıvının incelenmesi kardiyovasküler 

hastalıkların belirlenmesinde ciddi önem taĢımaktadır. Perikardiyal sıvının miktarı 

normal koĢullarda, eriĢkin insanda yaklaĢık olarak 15-50mL olup daha çok visseral 

perikardiyum orijinli olarak sentezlenmektedir [6-8].  

PF miktarı farklı türden canlıların boyutuna ve çeĢitli hastalıklara göre değiĢmektedir. 

TavĢanlardada bu miktar 0,4-1,9 mL iken bu tez çalıĢmasında sağlıklı sığırlardan alınan 

PF miktarı yaklaĢık 50-100mL olmaktadır [1]. Normal koĢullarda PF miktarı az olmakla 

birlikte görünüĢü berrak ve soluk sarı renklidir. Bunun aksine PF görünüĢü bulanık ise 
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enfeksiyon veya malignant bir durum olduğu, bulanık (bulutumsu) renkli ve kanlı ise 

sıklıkla tümör ve tüberküloz ile iliĢkilendirilmektedir. PF miktarındaki artıĢ patolojik bir 

durum olup perikardiyal efüzyona sebep olmaktadır [9]. Perikardiyumda meydana gelen 

iltihabi reaksiyon olan perikarditis hastalığı sadece insan için değil sığır gibi memeli 

canlılar için de tehlike arzetmektedir. Perikarditis olan sığırdan alınan PF sıvısı 

incelendiğinde yüksek oranda albumin, globulin, makroglobulin ve plazmaya göre daha 

az miktarda fibrinojen bulunduğu tespit edilmiĢtir [1, 10-13]. 

PF heterojen hücre topluluğundan oluĢtuğu için hangi hücreleri içerdiğinin belirlenmesi 

de zor olmaktadır. Sağlıklı bir insandan alınan PF içeriğinde baĢlıca mezoteliyal 

hücreler ve lökosit hücreleri bulunmaktadır. Lökosit hücrelerinden yüksek oranda 

lenfositler, granülositler, makrofaj, ezinofil ve bazofiller bulunmaktadır [1, 5, 14, 15]. 

ġekil 1’de doğuĢtan kalp hasarı olan, koroner arter veya kalp kapakçığı hasarı olan 

hastalardan alınan PF nin biyokimyasal içeriği görülmektedir. PF içinde K
+
, Na

+
, Cl

-
, 

Ca
+2

, Mg
+2

 gibi plazmada bulunan iyonlar bulunmaktadır. Plazma ile kıyaslandığında 

PF içinde K
+
 daha yüksek konsantrasyonda bulunurken, diğer iyonların konsantrasyonu 

PF içinde plazmaya göre daha düĢüktür [1, 5,10].  

 

Şekil 1. PF’nin biyokimyasal içeriği [16]. 
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PF içindeki kardiyak enzimleri ve troponin konsantrasyonu periferal kandakine göre 

daha yüksektir. Ayrıca, PF atrial ve beyin natriüretik peptitler ve endotelin-1 gibi 

biyolojik olarak aktif faktörleri içermektedir [18]. Gen ekspresyonu inhibitörü olan ve 

vasküler hasarın düzenlenmesinde görev alan miRNAs miktarı da PF de yüksek 

miktarda bulunmaktadır [18, 19]. 

1.2. Doku Mühendisliği 

Travma, kanser gibi çeĢitli sebeplerle hasara uğramıĢ olan doku/organın 

rejenerasyonunu sağlamak, tamir etmek veya fonksiyonunu yerine getirmesini sağlamak 

amacıyla disiplinler arası bir alan olan doku mühendisliğine baĢvurulur. Hasarlı olan 

dokunun yenilenmesinde bu dokuyu oluĢturacak hücrelere ve hücreler için üç boyutlu 

bir destek malzemesi olan doku iskelesine (skafold) ihtiyaç duyulmaktadır. Skafold 

hücrelerin etrafını çevreleyen, hücreleri birarada tutarak doku ve organların oluĢumuna 

olanak sağlayan doğal ekstrasellüler matriksi taklit etmek amacıyla kullanılmaktadır. 

Doğal ECM yi taklit eden skafold üretimi için doğal ya da sentetik polimerler kullanılır. 

Doğal polimerler yüksek biyouyumluluğa sahip olmakla birlikte manipülasyonun zor 

olduğu durumlarda sentetik polimerler ile birlikte skafold üretiminde kullanılır. ECM’yi 

oluĢturan kolajen, fibrin, elastin, fibronektin, laminin gibi proteinler veya polisakkarit 

bileĢenlerinden oluĢan Glikozaminoglikan (GAGs) tek baĢına veya bir veya birkaçı 

biraraya getirilerek hücrelere üç boyutlu destek sağlamak amacıyla skafold üretiminde 

kullanılmaktadır [20]. 

1.3. Ekstrasellüler Matriks (ECM) ve BileĢenleri 

Hücrelerin etrafını çevreleyerek hücreleri destekleyen kompleks bir yapıdır. ECM tüm 

dokuların yapılarında bulunmasına rağmen özellikle deri, kıkırdak, kemik ve tendonda 

yüksek oranda bulunur. ECM bulunduğu dokunun fonksiyonu ve yapısına göre farklı 

özellikler taĢır. Kemik ve diĢte kalsifiye halde, korneada Ģeffaf, tenodonlarda ise lifli 

yapıda olup çok sağlamdır. Yüksek su tutma özelliği ile yumuĢak dokuların 

gerginliğinin ayarlanmasını sağlar. Ġçerdiği mineraller ile iskelet dokusunun sağlam ve 

sert olmasına olanak sağlar. Ayrıca, hücrelerin ihtiyacı olan büyüme faktörlerini 

yapısında tutar ve hücrelerin yapıĢması, göç etmesi ve çoğalmasında düzenleyici olarak 

görev alır. 
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ECM genel olarak üç biyomolekülden oluĢur. Bunlardan ilki yapısal proteinler olan 

kolajen ve elastin, ikincisi; özellleĢmiĢ proteinlerden olan fibronektin, laminin ve 

integrinler, üçüncüsü ise polisakkarit zincirlerden oluĢan glikozaminoglikanlardır [21-

29]. 

Doğal polimerler kullanılarak üretilen hidrojel oluĢturabilen polimerler, doğal doku 

ECM'sinde bulunan veya benzer makromoleküllere sahip olduklarından, doku 

mühendisliği uygulamalarında sıklıkla kullanılmaktadır [30,31].  

Doğal polimerlerden olan kolajen, jelâtin, kitosan, hyaluronik asit, kondroitin sülfat, 

agaroz, aljinat ve fibrin doku mühendisliği yaklaĢımlarında en sık kullanılan 

malzemelerdendir.  

Dokuyu oluĢturan her hücre tarafından sentezlenen ECM yapısal ve fonksiyonel 

moleküllerden oluĢur. Doku çeĢitine göre biyokimyasal bileĢimi ve üç boyutlu (3B) 

organizasyonu değiĢkenlik göstermektedir. ECM bileĢimi ve yapısını taklit için doğal ve 

sentetik polimerler kullanılarak hücrelere vücut içindeki ortam oluĢturulmaya 

çalıĢılmaktadır. [32].  

1.4. Kolajen  

Kolajen ECM’de en fazla bulunan bir fibröz protein olup, hücreler için önemli derecede 

biyouyumlu bir ortam sağlar. Bu yüksek biyouyumluk özelliği ile kolajen, implante 

edilebilir tıbbi ürünler ve in vitro test sistemleri için iskeleler için mükemmel bir 

biyomalzeme özelliği taĢımaktadır. Dokularda bulunan kolajen fizyolojik olarak 

oldukça aktif özellikte olup hücreler ve hücresel bileĢenler için en uygun ortamı 

sağlayan iskele malzemesidir. Bulunduğu dokulara dayanıklılık verir, doku Ģeklini 

korur, dokuya gerilme direnci sağlar ve hücre yapıĢması ve göçünde de önemlidir [33]. 

Omurgalılarda 28 farklı tip kolajen bulunmaktadır. Kolajen bağ dokunun baĢlıca yapısal 

proteinidir. Kolajen tip I neredeyse tüm dokularda bulunmasına rağmen özellikle tendon 

ve deride bulunmaktadır. Kolajen tip II kıkırdak ve korneada, tip III ise damar 

duvarında bulunmaktadır [34].  

Kolajenin vücutta bulunduğu baĢlıca doku/organlar; deri, perikard, ince bağırsak, idrar 

torbası (mesane), tendon, kemik ve kalp kapakçığıdır. Perikard zarlarından olan fibröz 
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ve visseral perikardiyum kolajen ve alastik fiberlerden oluĢur. Özellikle fibröz 

perikardiyumda kollajen lifleri oldukça yönlendirilmiĢ halde bulunur [35]. 

Deri, tendon ve kemikte yüksek oranda tip I kolajen ve az miktarda tip III and tip V 

bulunur. Kıkırdak doku esas olarak tip II kolajenden oluĢur. Kolajen, olgun bir kolajen 

lifi haline gelmeden önce, bağ doku fibroblastlarında, endotel ve epiteliyal hücrelerinde 

intrasellüler prekürsör molekül halinde sentezlenir. Neredeyse tüm dokularda bulunan 

kolajen daha çok bir ağ veya inci kolye gibi düzenlenir. Fibril oluĢumu ile iliĢkili olan 

kolajen (FACIT) olarak adlandırılır. Tip IX ve XII kolajen çeĢitleri, kolajen fibrilleri 

birbirine ve diğer ECM moleküllerini birbirine bağlar. Tip IV ve tip VII kolajenler ise 

ağ oluĢturma özelliğine sahiptir [2]. ġekil 2’de PF’de bulunan kolajen fiber ağının ıĢık 

mikroskobu görüntüsü görülmektedir.  

Tüm kolajenler, kısmen aynı veya çok benzer polipeptit zinciri ile homo/hetero-

trimerler Ģeklinde üçlü heliks (3 alfa heliks zinciri) yapısından oluĢur. Kollajen 

molekülleri tekrarlayan en küçük aminoasit olan glisin (Gly) aminoasitinden oluĢur. 

Gly’in 3’lü heliks merkezindeki konumu, yan zinciri her zaman kaplayan hidrojen 

atomu sayesinde korunur. Gly ile birlikte her biri 21 aminoasitten biri olan X ve Y 

aminositleri (Gly-X-Y)n üçlü heliks yapısını oluĢturur. Kolajenin yapısındaki amino 

asitlerin yaklaĢık %35’i glisin, %21’i prolin ve hidroksiprolin, %11’i alanindir. 

Kollajen, triptofan aminoasiti içermediği için besin değeri düĢüktür [34, 36,37]. 

Kolajenin yarı ömrü birkaç gün kadar olup, metaloproteazlar ve özellikle kolajenaz ve 

serin proteazlar tarafından yavaĢ bir Ģekilde glisin-lösin veya glisin-izolösin 

bağlantılarından yıkılır. Kolajen midede pepsin enzimi ile de yavaĢ olarak parçalanır 

[38,39]. Kollajen, soğuk suda çözünmeyip, ancak sıcak su veya sulu asit ve alkalilerle 

kaynatmakla çözünerek jelâtine dönüĢür. Kolajenin suda uzun süre veya asitte kısa süre 

kaynatılmasıyla oluĢan jelâtin, kolajenin üçlü heliks yapısının hidrolizi ile tek sarmallı 

yapılara ayrılması ile oluĢur. Jelâtin de suda kolaylıkla çözünerek kolloidal jel 

çözeltilerini oluĢturur [40].  

Kolajene kıyasla daha az immünojenik özellikte olan jelâtin arginin, glisin, aspartik asit 

(RGD) üçlü peptid yapısına ve çeĢitli bilgi sinyallerine bağlanarak hücre yapıĢması, 

göç, farklılaĢma ve çoğalmayı teĢvik edici özelliğe sahiptir [41]. 
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Şekil 2. PFS’de bulunan kolajen fiber ağının ıĢık mikroskobu görüntüsü (10x büyütme)  

Kolajen ve jelatin, çok yönlü kimyasal reaksiyonlarla geniĢ çapta modifiye edilir ve 

stabilize edilir. Dokulardaki kolajenin çapraz bağı ve üçlü heliks oluĢumu kovalent 

bağlar ile olmaktadır. YaĢa bağlı olarak da çapraz bağ sayısı artmaktadır. 

Kolajen, kanın pıhtılaĢmasında etkilidir; kan pıhtısı ile etkileĢerek yara deliğini kapatır. 

OluĢan kolajen lif ağı, zedelenme yeri üzerinde yeni bir hücre tabakası geliĢinceye 

kadar yarayı örter [42]. 

Kolajenin medikal alanda kullanımı ilaç salınım sisteminde, doku mühendisliğinde 

matriks olarak, yumuĢak dokuların tamirinde, tıbbi ürün üretiminde hammadde olarak, 

dental uygulamalar gibi çeĢitli alanlarda membran olarak, hücrelerle birleĢtirilerek üç 

boyutlu biyoyazıcılarda biyo-mürekkep (bio-ink) olarak kullanılmaktadır [2, 43,44].  

1.5. Elastin 

Genellikle kolajen ile iliĢkili olan fibriler bir protein çeĢitidir. Vücudun çeĢitli 

dokularında özellikle kan damarı, ligament ve deri dokusunda farklı konsantrasyonlarda 

elastin bulunur. Elastin, 72 kDa ağırlığında tropoelastin moleküllerinin bileĢiminde 

oluĢur [45-47]. Tropoelastinler blokkopolimerine benzer Ģekilde hidrofobik ve hidrofilik 

bloklardan oluĢur. Hidrofobik ve hidrofilik bloklar çapraz bağ oluĢturarak hidrolize 

karĢı dayanımını artırır. Yapısında prolin ve glisin yüksek miktarda bulunurken nadiren 

hidroksiprolin de içerebilir. Elastin özellikle arterlerde en fazla bulunan ECM proteini 

çeĢitidir. Tropoelastin lizin ve alanin kalıntıları içeren kısa bölgeler vasıtasıyla ayrılmıĢ 
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glisin kalıntılarından zengin heliks parçalarından oluĢmuĢtur. Heliks kısmı, kolajen 

heliksinden farklı olup, germe kuvveti uygulandığında uzarken, germe kuvveti 

kaldırıldığında tekrar eski haline döner (ġekil 3) [48,49]. 

Elastin, pepsin ile yavaĢ olarak hidroliz olurken tripsin ve kimotripsin ile parçalanmaz. 

Camsı özellikleri kaybedip viskoz özellik kazanmaya baĢladığı sıcaklık olan camsı 

geçiĢ sıcaklığı (Tg) 30°C’dir. Elastince zengin dokulardaki elastinin izole edilmesi için 

0.1N NaOH çözeltisinde 50dk bekletildiğinde elastin diğer proteinlerden ayrılmaktadır. 

Doğal biyomalzeme olarak anjiyogenezi artıran elastin içeren ticari ürünler de 

(Matriderm®) bulunmaktadır [21,34].  

Elastin ile bağlanan kolajen fibrillerinin düzenleniĢi deride paralel, tendon ve perikardda 

zig-zag Ģeklindedir. Kolajen, elastin ağının aĢırı yüklenmesini önler ve enerjiyi kolajen 

liflerin elastik bölgeleri ile depolar [21,34]. 

 

Şekil 3.  Kolajen ve elastin yapısal formu. A; kolajen ve elastinin kuvvet 

uygulanmadan önceki yapısı, B; kolajen ve elastinin kuvvet uygulandığındaki 

yapısal formu [49]. 

 

1.6. Fibronektin 

Fibronektin soğukta çözünmeyen globulin olarak da bilinen glikoprotein (MW: 450 

kDa) yapılı bir ECM bileĢenidir. Disülfid bağlarıyla bağlı iki alt birimden oluĢur. 

Kollajenin de salgılandığı fibroblast hücrelerinden salgılanır. Özel bağlanma bölgeleri 

ile hücrelerin ECM’ye bağlanmasını sağlar. Ayrıca, kollajen proteoglikanlar gibi 

ECM’deki birçok madde, fibronektine bağlı olarak bulunur. Fibronektin kolajene 

benzeyen fibril ağı Ģeklindedir ve hücre yüzey reseptörü olan integrine bağlanarak 

hücrelerin ECM’ye tutunmasını sağlar. Fibronektinde bulunan ‘RGD’ yapısı  üzerinden 
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integrine bağlanma olur (ġekil 4). Ġntegrin aktivivitesi ile fibronektin matriks 

bağlanması aktin proteini içeren mikroflamentler sayesinde olur [50-52]. 

Hücre yüzeyindeki fibronektin, hücre-hücre ve hücre-substrat adhezyonu, hücre 

morfolojisi ve çoğalma, farklılaĢma ve özellikle hücre göçü gibi birçok olayda etkindir. 

Diğer proteinlere göre baĢlıca özelliği yara iyileĢmesi ve hücre yapıĢmasında önemli 

göreve sahiptir. Bazı hücrelerin büyüme faktörlerine duyarlılığını arttırır. Fibronektinin 

çözünebilen bir tipi plazmada küre Ģeklinde bulunur ve yaralanma bölgesine kan 

plazmasından geçer [21,28,34,45].  

 

Şekil 4.Fibronektin yapısal formu ve içerdiği bileĢenler [52]. 

1.7. Laminin  

Üç uzun polipeptid zincirinin disülfit bağıyla heterotrimerik yapılı bir glikoproteindir 

(MW: 820 kDa). ġekil 5’de alfa, beta ve gama olmak üzere 3 farklı zincirden oluĢan, 

hücre bağlanma, kolajen bağlanma ve heparan sülfat ile proteoglikan bağlanma bölgesi 

içeren fibronektin yapısl formu görülmektedir [53]. 

Kas ve epitel doku içeren çeĢitli hücreler tarafından sentezlenerek hücre yapıĢmasında 

etkilidir. Laminin, hücre yüzey reseptörlerine ve diğer matriks proteinlerine (kolajen) 

bağlanır. Hücre adezyonu, farklılaĢması ve göçünde önemli göreve sahiptir. Ayrıca 

hücreleri bazal laminaya bağlayan köprü gibi görev yapar [45]. 
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Şekil 5. Fibronektin yapısal formu ve bileĢenleri [52]. 

1.8. Ġntegrinler 

Heterodimer yapılı hücre yüzey reseptörlerinin major ailesini oluĢturur. Membran 

boyunca uzanarak hücreyi kolajen, laminin, fibroektin ve diğer ECM moleküllerine 

bağlayan bir glikoproteindir. RGD kısmından kollajen, fibronektin ve laminine bağlanır. 

ECM`ye hücresel yapıĢma integrinlerin hücre iskeleti elemanları ile ECM arasında 

bağlanma yapması ile düzenlenir. Lökosit ekstravazasyonu, trombosit agregasyonu, 

yara iyileĢmesinde etkilidir. Ayrıca, ECM`den gelen uyarıların hücre içine iletiminden 

de sorumludur [21].  

1.9. Glikozaminoglikan (GAGs)  

Yapısında karbonil ve sülfat grupları içerdiği için negatif yüklüdür. Hücrelerdeki en 

anyonik molekül de GAGs’dır. GAGs yapısında dört tane sülfatlı grup bulur. Bunlar; 

kondrotin sülfat, dermatan sülfat, heparan sülfat, keratan sülfattır. Kondrotin sülfat veya 

dermatan sülfata göre ECM de miktar olarak daha az olan keratan sülfattır. Sülfatsız 

olan gruplar hiyaluronik asit ve heparindir [35]. 

Hiyaluran ya da hiyaluronik asit sülfat içermeyen tek GAGs bileĢenidir. Hiyaluran 

modifiye edilmemiĢ N-asetil-D-glikozamin (GlcNAc) -D-glucuronic acid (GlcUA) 
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tekrarlayan birimlerinden oluĢur. Hiyaluran (hiyalüronik asit veya hiyalüronat olarak da 

bilinir) basit bir kimyasal yapıya sahip olmasına rağmen uzun zincirli karmaĢık 

polisakkarit zincirlerden oluĢur. Hiyalüronan tekrarlayan dallanmamıĢ disakkarit 

birimleri olan GlcUA veya L-iduronik asid (IdoUA) ile N-asetilglikozamin veya N-

asetilgalaktozaminin bağlanmasından oluĢur. Hidrate olmuĢ halde ECM’nin jel 

yapısının oluĢmasını sağlar. 

GAGs proteinlerle kovalent bağ yaparak proteoglikanları oluĢturur. Proteoglikanlar 

hücre yüzeyinde de bulunabilirler. Büyüme faktörü gibi sinyal moleküllerini bağlama, 

bu moleküllerin aktivasyonu veya inhibisyonununda görev alarak hücreler arası 

kimyasal haberleĢmeyi sağlar. Proteoglikanlar, bir glikozaminoglikan olan hiyalüronatın 

çok uzun ipliklerine yaklaĢık 40nm aralıklarla ve nonkovalent olarak iç protein 

moleküllerinin bağlanması ve her iç proteine de kondroitin sülfat, keratan sülfat, 

heparan sülfat ve dermatan sülfat gibi birçok daha kısa glikozaminoglikan molekülü 

bağlanmasıyla oluĢan makromoleküllerdir. Ekstrasellüler proteoglikanlar ile kollajen ve 

elastin gibi fibröz proteinler çapraz bağ yaparak ECM’nin ağsı yapısını oluĢtururlar. 

Böylece bu ağsı yapı sayesinde ECM dayanıklı ve elastiki özellik taĢır. Dokulardaki 

proteoglikanlar sürekli olarak farklı oranlarda parçalanmakta ve yeniden 

sentezlenmektedir. Bir proteaz olan katepsin D, proteoglikan yıkılımını baĢlatır; 

lizozomal sülfatazlar, endogligozidazlar ve ekzoglikozidazlar da parçalanmayı 

sürdürürler [21].  

Yeni bir doku/organın üretiminde yaygın olarak kullanılan yöntem, kontrollü kültür 

koĢulları altında hastadan alınan biyopsi örneğinden izole edilen hücrelerin üç boyutlu 

doku iskelesinde kültüre edilmesidir. Hücreyi gerçek bir dokuya götürmek için taslak 

vazifesi görecek doku iskelesi (skafold) doğal ekstraselüler matriksi (ECM; hücre dıĢı 

madde) taklit edecek biçimde tasarlanan yapay bir hücre dıĢı matriks görevini 

üstlenecektir. Doku iskeleleri, hücreler için uygun yapıĢma yüzeyi oluĢturmalarının yanı 

sıra, mekanik dayanım sağlamakta, fizyolojik ve biyolojik değiĢikliklere cevap vermek 

için çevre doku ile etkileĢimin kurulmasına yardımcı olmakta; ayrıca gerçek hücre dıĢı 

matriksin yeniden oluĢumuna da katkıda bulunmaktadır [54].  

Doğal bir ECM glikozaminoglikan zincirinin bir hidratlanmıĢ ağ içinde iç içe geçmiĢ 

lifler ve çeĢitli protein fibrillerden oluĢmaktadır. ECM’nin fibriler ve gözenekli yapısı 
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hücre yapıĢması ve göçü yani hücre iĢlevselliğinde ciddi etkisi olmaktadır [55]. 

ECM’nin yapısından yola çıkılarak biyo-benzetim ile üretilen doku iskeleleri üç boyutlu 

bir doku oluĢumunu destekleyici yapay bir yapıdır. Bu yapı hücrelerin tutunması ve 

göçüne izin verecek Ģekilde olmasının yanında hücre için gerekli besin alımı ve oluĢan 

ürünlerin difüzyonunu sağlayan biyokimyasal faktörlerin iletimini sağlayacak Ģekilde 

geçirgen bir yapıya sahip olacak bir yapıda olmalıdır [20, 55]. 

Doku mühendisliğinde hücrelerin istenen dokuyu oluĢturmak için vücut içindeki 

ECM’nin yerini tutabilecek doku iskelesi üretiminin sağlanması gerekmektedir. Doku 

mühendisliği ile yapay bir doku/organın üretilmesinde önemli olan canlı vücut yapısının 

iyi anlaĢılması ile olacaktır. Canlı yapı incelendiğinde dokular hücrelerden ve ECM’ 

den oluĢmaktadır. Tez çalıĢmasının öncelikli amaçlarından biri ECM’yi taklit edecek bir 

doku iskelesi üretmektir. ECM yapısı incelendiğinde; 

• Hücre-hücre etkileĢimini organize eder, 

• Hücrelere fiziksel destek sağlar, 

• Hücre tutunması ve göçüne izin verir, 

• Hücreler için 3B bir matris oluĢturmaktadır. [56-58] 

Doku iskelesi üretiminde kullanılacak yapı malzemeleri genel olarak doğal ve sentetik 

polimerlerden oluĢmaktadır.  

1.10. Sentetik Polimer Olan PCL Kullanılarak Skafold Üretimi 

Polikaprolakton (PCL) biyouyumlu ve biyobozunur özellikte olan bir sentetik polimer 

çeĢitidir. Kolay Ģekillenebilir ve farklı gözenek boyutunda üretilebilir olmasından dolayı 

doku mühendisliği çalıĢmalarında da yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, PCL 

Amerikan Gıda ve Ġlaç Ġdaresi (FDA) onayı olduğu için her türlü in vivo ve in vitro 

çalıĢmalarda kullanılabilir özellik taĢımaktadır. PCL ε-kaprolakton monomerlerinin 

polimerleĢmesiyle oluĢan bir homopolimerdir. Hidrofobik, yarı kristalin özellikte olan 

PCL Tg sıcaklığı –60
o
C, erime noktası ise 59-64

o
C arasındadır. Kristalin yapısı ve 

düĢük erime sıcaklığı kolay Ģekil alabilir olmasına olanak sağlamaktadır. Molekül 

ağırlığı 3.000g/mol’den 100.000 g/mol’e kadar değiĢmektedir. PCL kloroform, 

diklorometan, karbon tetraklorür, benzen, toluen, aseton, 2-butanon, etil asetat, 
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dimetilformamid, metanol ve asetonitril gibi çözücüler kullanılarak çözülebilmektedir 

[59] 

PCL hidrofobik özelliğinden dolayı, diğer biyobozunur poliester grupları gibi hidrolizle 

değil enzimatik veya mikrobiyal faaliyetle bozunabilir. Hidrofobik özelliği ile özellikle 

yarayla temas etmeyerek açık yarayı dıĢ ortamdan korumak amaçlı yara örtü malzemesi 

olarak kullanılmaktadır. PCL’den yapılmıĢ yara örtü mazlemesine ilaç yerleĢtirilerek 

yaranın çabuk iyileĢmesi sağlanabilmektedir [60,61]. PCL sentetik veya doğal polimerle 

harmanlama (blending) yapılması avantajı ile doku mühendisliğinde kullanımını 

yaygınlaĢtırmaktadır. PCL-polietilen glikol (PEG) kullanılarak üretilen anizotropik 

kompozit skafoldlar kalp kapakçığı hasarının giderilmesi için kullanılmaktadır [62]

 . 

PCL’den üretilen skafoldlara hücrelerin tutunumu hidrofobik özelliğinden dolayı iyi 

değildir. Bu yüzden PCL farklı polimerler ile birleĢtirilme ihtiyacı oluĢmaktadır. 

PCL/Polivinilpropil (PVP) kopolimeri kullanılarak elektroeğirme yöntemi ile üretilen 

skafoldlarda hücre tutunumunda artıĢ gözlenmiĢtir [62,63]. 

1.11. Elektro eğirme Yöntemi 

Elektro eğirme yöntemi polimer çözeltisine elektromanyetik alan uygulayarak çözeltinin 

baĢka bir noktaya doğru hareketi ile elektroeğirme yöntemi ortaya çıkmıĢtır. Elektriksel 

kuvvetin etkisiyle damlacığa uygulanan yüzey gerilimi aĢılarak önce koni (Taylor 

konisi) Ģekli alan damla ince jetlere (fiberlere) ayrılarak iletken toplayıcıya doğru 

akmaktadır. Genellikle kapiler bir besleme ünitesi olarak kullanılan Ģırıngada bulunan 

polimer çözeltisine yüksek voltaj (1-30 kV) uygulanır. ġırınga ucuna takılan iğnenin 

ucunda asılı durumda duran polimer çözeltisi damlası voltajın (DC voltaj) ilk 

uygulandığı anda kritik bir voltaj değerine kadar yüzey gerilimi ile damla Ģeklinde 

(küresel) bulunur. Potansiyel farkın belli bir eĢik değerine ulaĢtığı anda, elektrostatik 

kuvvetler yüzey gerilimi kuvvetlerine eĢitlenerek polimer damlası küre Ģeklinden Taylor 

konisi olarak adlandırılan koni Ģekline dönüĢür (ġekil 6) [64,65]. Elektro eğirme 

yöntemi genel olarak üç önemli ana bileĢenden oluĢmaktadır (ġekil 6). Bu bileĢenler 1. 

Yüksek voltaj güç kaynağı 2. Kapiller besleme ünitesi (Ģırınga, metal iğne ) ve 3. 

Toplayıcı (iletken plaka, döner silindir ) Ģeklinde sıralanabilir [66].  
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Şekil 6. Elektroeğirme yöntemi düzeneği [66]. 

Elektro eğirme düzeneğinin oluĢturulmasında ilk olarak polimer çözeltisinin Ģırınga 

içine koyulması ve daha sonra Ģırıngadan belirli bir mesafe uzaklığa toplayıcı iletken 

plakanın yerleĢtirilmesidir. Güç kaynağının artı ucu Ģırınganın metal ucuna bağlanarak, 

toplayıcı plakanın da topraklanması gerekmektedir. ġırınga ve toplayıcı plaka arasında 

elektrik alan oluĢması sayesinde güç kaynağından uygulanan gerilimin artması ile 

çözelti yüzey gerilimi aĢılarak bir jet halinde Ģırıngaden toplayıcıya doğru hareket eder. 

Toplayıcı plakada rastgele ve üst üste biriken nano boyutta (40–2000 nm) fiberlerden 

bir nano membran oluĢur [67,68]. 

Toplayıcı plaka mesafesi, uygulanan gerilimin büyüklüğü ya da çözeltinin akıĢ hızı gibi 

değiĢkenler, hücre yapıĢması, çoğalma ve göç gibi hücre fonksiyonlarını etkilemek için 

değiĢtirilebilmektedir. Elektrik alan ile lif çekimi yapılmıĢ polimer nanolifler protein 

adsorpsiyonu, yüksek yapısal bütünlük ve iyi mekanik özellikleri, biyo-benzer yapısı, 

geniĢ özgül yüzey alanları gibi birçok mükemmel özelliğe sahiptir [69,70]. 

Bu teknikle çok farklı doğal ve sentetik polimerden lif çekimi yapılmakta ve elde edilen 

nanolifler 3 boyutlu doku iskelelerinin üretiminde kullanılmaktadır. Bu amaçla çok 

çeĢitli biyobozunur polimerler kullanılmaktadır. Elektrik alan ile lif çekim yöntemiyle; 

kolajen, kitosan, kitin, ipek fibroin ve polietilenoksit (PEO), PCL, polilaktik asit (PLA), 

poliglikolik asit (PGA),kopolimer polilaktit-ko-glikolik asit (PLGA), PLA ve PCL gibi 

doğal ve sentetik polimerden biyo-bozunur nanolif yapılı yüzeyler üretmek için 

kullanılır [20]. 

Elektro eğirme ile üretilen nanomembranlar ECM yapısal benzerliğinden dolayı doku 

mühendisliğine uygun nanoyapılı iskelelerin üretimi için umut veren, üretimi ve 
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uygulaması kolay ve ekonomik bir yöntemdir. Elektroeğirme yöntemi ile 

mikrometreden birkaç nanometre boyutlarında porlara sahip fiber yapılı skafold 

membran üretiminde iĢlem parametreleri değiĢtirilerek ve farklı polimerler kullanılarak 

birbirinden farklı hasarlı dokuları iyileĢtirmek için kullanılabilme özelliğine sahiptir. 

Elektro eğirmede genellikle sentetik ve doğal polimerler kullanılmasına rağmen seramik 

ve metal malzemelerde fiber yapılı nanomenranların üretiminde kullanılabilmektedir. 

Ayrıca, hücreler arası iletiĢime olanak sağlaması, fiber yapısı ve gözenekli yapısı ile 

hücrelerin organize olarak dokuyu oluĢturmasını sağlayan, polimer bozunma zamanının 

kontrol edilebilir olması açısından geniĢ kullanım alanına sahiptir. [69, 71, 72] 

Elektro eğirme yöntemiyle üretilen skafold membranları doğal ECM yapılarına 

benzerliğinden dolayı implant, ilaç salınımı, ve hasarlı dokular için rejeneranatif 

membran gibi doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmaktadır [63]. 

Poliüretan kullanılarak üretilen nanolifli membranlar yara örtü malzemesi üretiminde 

kullanılmaktadır [73]. 

PCL polimeri tek baĢına kullanılarak elektroeğirme ile nanofiberlerden oluĢan membran 

üretildiği gibi ayrıca baĢka polimerlerle harmanlanarak da kullanılabilmektedir. 

PCL’nin hidrofobik karakteri hücre iletiĢimi, çoğalma ve göç gibi hücresel faaliyetleri 

olumsuz etkilemesinden dolayı baĢka polimerler ile karıĢımı (PCL/PVP) kullanılarak bu 

olumsuz etki azaltılmaya çalıĢılmaktadır [63]. Hücre tutunumu, farklılaĢması ve 

çoğalmasının sağlanması için PCL kolajenle harmanlanarak PCL/kolajen karıĢımından 

elektroeğirme ile skafold üretilmiĢtir [74.].  

Elektroeğirme yöntemi ile üretilen PCL skafolduna hücre tutunumu sağlamak veya 

hücre tutunumunu artırmak için yüzey kaplaması iĢlemleri uygulanmaktadır. NaOH 

solüsyonu ile muamele, lazer ve kimyasal uygulamalar, protein veya biyoaktif bileĢenler 

ile kaplama, sıcak ve soğuk termal plasma uygulaması gibi çeĢitli yöntemler PCL 

skafoldu yüzey kaplaması için kullanılmaktadır [75-77]. Elektroeğirme ile üretilen PCL 

skafoldları yüzey modifikasyonu iĢlemi NaOH çözeltisi kullanılarak yapılmıĢ ve 

keratinosit ve fibroblast hücrelerinin skafold membranlarına tutunmasını artırmıĢtır 

[76].  
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PCL skafoldlarının yüzey modifikasyonuna yönelik yapılan baĢka bir çalıĢmada soğuk 

plazma tekniği yüzey modifikasyonu için kullanılarak modifiye edilmiĢ skafoldlara 

fibroblast hücrelerinin tutunması ve çoğalmasında artıĢ gözlenmiĢtir. [77].  

Doğal polimerlerin mekanik etkilerinin yetersizliği ile sentetik polimerlerin 

biyouyumluluk problemlerini ortadan kaldırmak için doğal ve sentetik polimerler 

birlikte kullanılarak skafold üretilebilmektedir. Jelâtin/PCL hibrit polimerinden üretilen 

skalfoldlara hücre tutunumu ve çoğalması artırılmıĢ ve kardiyak doku mühendisliği gibi 

diğer doku mühendisliği uygulamarında da kullanılabileceği ortaya koyulmuĢtur. [78.].  

1.12. Doku Mühendisliğinde Kullanılan Hidrojeller  

Hidrojeller, yüksek oranda su içeren, polimer zincirleri arasındaki fiziksel ve kimyasal 

çapraz bağlarla yapısal bütünlüğü koruyan üç boyutlu polimer malzemeler olarak 

tanımlanır. Hidrojellerin su tutma kapasitesi hidrofilik yapısı ve yapısında bulunan 

çapraz bağlar sayesindedir [36].  

Hidrojellerin ĢiĢme-büzülme, uyarılara cevap verme, sıvı-jel geçiĢleri, Ģekil hafızası gibi 

özellikleriyle birlikte biyomolekülleri veya ilaçları dıĢ çevreden korumaları, medikal 

alanda geniĢ uygulama alanına sahip olmalarını sağlamıĢtır [79]. Ayrıca, doğal ECM ye 

benzerlikleri ve hücrelere üç boyutlu ortam oluĢturmaları ile 3B biyoyazıcılar için 

biyomürekkep olarak kullanılmaktadır [32,36,79]. 

Hidrojellerin üretilmesinde aljinat, kitosan, kolajen, fibrin, hiyaluronik asit gibi doğal 

polimerler ve PEO, PEG, polivinil alkol (PVA) ve poliakrilik asit (PAA) gibi sentetik 

polimerler kullanılabilmektedir. Sentetik ve doğal polimerden üretilmiĢ olan hidrojeller; 

biyobozunma, biyoabsorbsiyon, mekanik özellikleri ve yüksek biyouyumluluğu ile ilaç 

salınımı, yara örtü malzemesi, biyoyazıcılar için mürekkep ve skafold olarak doku 

mühendisliğinde yaygın kullanım alanına sahiptir [36,80,81].  

Genellikle hidrojeller kolajen, hiyaluronik asit, elastin, fibrin gibi doğal ECM 

bileĢenleri ya da fare tümör hücreleri tarafından sentezlenen bir protein kaynağından 

üretilen Matrigel ticari ürünü kullanılarak üretilmektedir. Ayrıca, hücreleri 

uzaklaĢtırılmıĢ (desellürize) dokularının enzimatik olarak parçalanması, uygun pH ve 
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sıcaklık değerlerinde jelleĢtirilmesi ile üretilen doğal ECM kaynaklı hidrojeller 

üretilebilemktedir [82,83 ].  

ECM’nin çözünebilir hidrojel formu in vitro ve in vivo uygulmalarda kollajen veya 

Matrigel ile karĢılaĢtırılabilir kültür substratları olarak ve enjekte edilebilir malzemeler 

olarak kullanılabilmektedir. HücresizleĢtirilmiĢ dokulardan elde edilen hidrojeller doğal 

ECM biyokimyasal yapısının korunması ve biyouyumlu olması açısından da 

matrigelden daha üstün özelliğe sahiptir [82-84 ]. 

Enjekte edilebilir ECM hidrojeli için doku kaynağı olarak; nispeten kolay 

hücresizleĢtirme protokolü ve daha güvenilir jelleĢme özelliğinden dolayı domuz 

miyokardiyumu kullanılmaktadır. Ayrıca; insan kalp dokusunun yaĢ, diyet, hastalık 

durumlarına göre kiĢiden kiĢiye değiĢkenlik göstermesine rağmen domuz kalp 

dokusunun bu faktörlere bağlı olmadan homojen özellik göstermesinden dolayı domuz 

kalp dokusu da ECM hidrojeli için kullanılmaktadır [44-82,85 ]. 

Doğal polimerlerden olan kolajen, jelâtin, fibrin, elastin, kitosan ve aljinat biyouyumlu 

olmalarından dolayı doku mühendisliği çalıĢmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Doğal polimerler üretim aĢamasında yapılarının bozulması, bozunmalarının hızlı olması 

ve mekanik olarak zayıf polimerler oldukları için sentetik polimerler ile birlikte 

kullanılmaktadır. Sentetik polimerler yüksek mekanik dayanım, manupilasyonunun 

kolaylığı ve yavaĢ bozunmalarından dolayı tercih edilirler. Poliüretan (PU), PEG, PGA, 

PLGA, polivinyilalkol (PVA), PLA ve PCL doku mühendisliği çalıĢmalarında 

kullanılan sentetik polimer çeĢitleridir. Özellikle damar doku mühendisliğinde yaygın 

olarak kullanılan PCL bu tez çalıĢmasında doğal polimere destek amaçlı kullanılmıĢtır. 

Doğal ya da sentetik polimerleri kullanarak doku mühendiliği çalıĢmalarında 

kullanılabilecek yapıları (doku iskelesi) üretmek amacıyla elektro eğirme yöntemi 

kullanılmaktadır [86,87].  

Lineer alifatik poliester grubundan olan PCL FDA onaylı biyobozunur bir polimer 

çeĢitidir. PCL biyouyumlu olması, yapısal dayanım, biyobozunurluk ve mekanik 

özelliklerinin iyi olması yanında biyoaktivitesinin düĢüklüğü ve hücre tutunumunu 

engelleyen hidrofobik yapısından dolayı doku mühendisliği çalıĢmalarında 

kullanılabilmesi için yüzey kaplama iĢlemlerinin yapılması gerekmektedir [63,75-

77,87]. 
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1.12.1. Kolajenin Hidrojel Sistemlerde Kullanımı 

ECM nin baĢlıca önemli proteini olan ve neredeyse tüm dokuların yapısında yer alan, 

vücuttaki toplam proteinlerin yaklaĢık %30 unu oluĢturan kolajen proteini hidrojel 

üretiminde de kullanılmaktadır. Doğal ECM yapısında bulunmasından dolayı yüksek 

biyouyumluluğa sahip olması doku iskelesi ve özellikle biyoyazıcılar için 

mürekkep/hidrojel üretiminde kullanılarak doku mühendisliği uygulamalarında 

kullanımı yaygın halde gelmiĢtir [21,34,37,49].   

Jelatin, ECM'nin ana bileĢenlerinden biri olan kolajenin denatürasyonu ile oluĢan, ısıya 

duyarlı bir proteindir [88]. Kolajen doğal dokudaki antijenlerin varlığı nedeniyle 

immünojenik problemler taĢımaktadır. Jelâtin, glisin içeriği yüksek (≈%25), uzun α 

heliks yapısında bir protein maddesidir [89]. Proses yöntemine göre jelâtin genelde, tip 

A (asit proses) ve tip B (alkalin proses) jelatin olmak üzere iki türdür. Farklı yöntem ile 

elde edilen jelâtinlerin, izoelektrik noktaları ve pH’ları farklıdır. Ayrıca jelâtin, 

mükemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoadeziv özellik gösteren, immün 

sistemi uyarmayan, hücreye bağlanma ve çoğalma kapasitesi yüksek polimerlerdendir 

[90-92]. Ancak insan vücut ısısında jelatinin sıvı formda olması, mekanik sağlamlığının 

ve stabilizasyonun zayıf olması, jelatin içeren hidrojellerin kullanım alanlarını 

sınırlamaktadır [93]. Bu problemleri ortadan kaldırmak üzere kullanılan yöntemlerden 

bazıları kimyasal çapraz bağlayıcı ya da foto çapraz bağlayıcı ajanlar varlığında 

jelatinin kimyasal modifikasyonun gerçekleĢtirilmesidir [94,95]. Doğal ECM ile olan 

benzerliğinden dolayı kitosan-jelâtin, fibrin-jelatin, aljinat-jelatin, dekstran-gelatin gibi 

jelatin içeren hidrojel yapılar doku mühendisliği çalıĢmalarında kullanılmaktadır [96-

98].  

1.12.2. Aljinatın Hidrojel Sistemlerde Kullanımı 

Aljinat hidrofilik, anyonik lineer bir polimer olan aljinat kahverengi deniz yosunundan 

elde edilen bir polisakkarittir. Aljinat, mannuronik asit (M) ve glukuronik asitin (G) alt 

birimlerinden oluĢur [99-101]. Aljinat yapısındaki G monomer blokları iki değerlikli 

katyonlar (Ca
2+

, Mg
2+

, Ba
2+

 veya Sr
2+

) ile reaksiyona girerek çapraz bağ oluĢumu ile 

jelleĢme meydana gelir [36, 102-107] 
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Aljinatın jel oluĢturma yeteneği sayesinde; hidrofilik yapısı, düĢük toksisite, 

immünolojik etki göstermemesi ve kaynak sıkıntısı olmaması nedeniyle hücre 

kapsüllemesi, doku mühendisliği ve ilaç taĢınımı gibi birçok biyomedikal 

uygulamalarda kullanılmaktadır [108,109].  

Aljinatın hücre büyümesini desteklemesi ve yüksek biyouyumluluğu ile 3B doku 

iskeletleri oluĢturmak için üretilecek olan bir kompozit malzeme üretiminde ve biyo 

baskı çalıĢmalarında da kullanılmaktadır [101,110].  

Aljinatın hücre büyümesi ve çoğalmasını artırmak amacıyla kolajen, kitosan ve fibrin 

gibi diğer biyouyumlu malzemelerle birlikte doku mühendisliği çalıĢmalarında 

kullanılabilmektedir [111-115] 

1.12.3. Kitosanın Hidrojel Sistemlerde Kullanımı  

Kitosan β(1-4) bağlı glukozamin ve N-asetil-glukozamin bloklarından oluĢna lineer bir 

polisakkarittir. Kabuklu canlılarda (yengeç ve karides kabukları) bulunan kitinin alkali 

ortamda kısmen deasetilasyonu sonucu elde edilen katyonik doğal bir polimerdir. 

Antimikrobiyal özelliği, toksik özellikte olmaması, çevreye zarar vermeden biyolojik 

olarak parçalanabilmesi ve vücut içerisinde, tamamen zararsız ürünlere (amino Ģekeri) 

parçalanması, jelleĢme özelliği ile biyomalzeme olarak yaygın kullanım alanına sahiptir. 

Yapısında bulunan glukozamin ve N-asetilglukozamin içeriği ECM de bulunan GAG 

birimlerine benzerlik gösterdiği için yüksek biyouyumluluğa sahip bir polimerdir [116- 

120].  

1.12.4. Hiyaluronik Asitin Hidrojel Sistemlerde Kullanımı  

Doğal ECM yapısındaki glikozaminoglikan yapısını oluĢturan bir polisakkarittir. Farklı 

moleküler ağırlıklara sahip olan hiyaluronik, birbirine zıt hücre davranıĢlarına sebep 

olmaktadır [121]. Anti-enflamatuar etki göstermesi, immünosüpresif ve anjiyojenezi 

bloke etme özelliği ile biyomalzeme olarak kullanılmaktadır. [122, 123]. Hiyaluronik 

vücut içinde biyolojik olarak parçalanabilmektedir. Isıya duyarlı polimerler ile hibrit 

edilerek hidrojeller oluĢturulabilmektedir. [124].  
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1.13. Moleküler Karakterizasyon Yöntemleri  

1.13.1. Raman Spektroskopisi 

Spektroskopik yöntemler kromotografik ve floresans bazlı klasik yöntemlere alternatif 

olarak proteinler gibi biyolojik moleküllerin tanısı ve tayini için son zamanlarda ilgi 

odağı haline gelmiĢtir. Spektroskopide kullanılan ıĢının fotonları moleküller tarafından 

absorblanarak yayılır veya saçılırlar.  

Raman spektroskopisi, elektromanyetik ıĢının moleküller ile etkileĢimine girerek 

titreĢim enerjilerinin ölçülmesi mantığına dayanır. Raman saçılması elektromanyetik 

ıĢın olarak genellikle lazer ıĢınları (monokromatik ıĢık) kullanılması ve lazer ıĢığı 

uyarımı ile molekülün polarizasyonunda meydana gelen değiĢim olarak da ifade 

edilebilir. Küçük dalga boyuna sahip olan ıĢınların enerjileri yüksek olduğu için 

molekül iç yörünge elektronlarını uyarır. Dalga boyu büyük olan kızılötesi (infrared) 

(IR) ıĢınlarının enerjisi düĢük olduğu için bu enerji dıĢ yörünge elektronlarını uyarmak 

için yeterli olmayıp ıĢın uyarısı ile moleküllerde sadece titreĢim ve dönme hareketleri 

oluĢur. OluĢan raman saçılması fotonun etkileĢtiği bağ hakkında titreĢim bilgisi vererek 

oluĢan titreĢim spektrumu her bir molekül için spesifik olduğundan ramam spektrumları 

da moleküle özgü olup moleküllerin yapısı ve kimliği hakkında bilgiye ulaĢılır [125-

127]. 

Molekül veya atomlarda çoğu foton uyarılan ıĢın ile aynı enerjili (dalga boyu) olarak 

saçılır ve bu saçılma elastik (Rayleigh) saçılması olarak adlandırılır. Uyarılan ıĢın ile 

saçılan ıĢın enerjisinin büyük veya küçük olması gibi enerjilerin eĢit olmadığı durumda 

inelastik saçılım olan Raman saçılması (raman kayması/shift) oluĢur [128]. 

Raman kayması, dalga sayısı (Δ) olarak adlandırılabilir. Raman kayması aĢağıdaki 

eĢitlik kullanılarak hesaplanabilir. Raman spektrumunun verildiği grafikte ġekil 7’de 

görüldüğü gibi yatay eksen, dalga kayması/sayısı Δ olup, gözlenen ıĢının ve kaynağın 

dalga sayıları (cm
-1

) arasındaki fark olarak tanımlanır (EĢitlik 2.1).  
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Şekil 7. Raman kayması ve Raman Ģiddeti grafiği 

 

Δ = (1/λ kullanılan ıĢın)- (1/λ saçılan ıĢın)                                                    EĢitlik 2.1 

TitreĢimsel spektroskopi çeĢitleri olan IR ve RS Raman moleküllerin biyokimyasal 

yapısı ve karakterizasyonunda kullanılır. Raman spektreskobu IR’ye göre sudan çok az 

etkilendiği için katı ve sıvı örneklerdeki moleküllerin karakterizasyonu için öncelikli 

olarak tercih edilen analiz tekniğidir [129]. 

RS molekül içerisindeki kimyasal bağların çeĢidi ve moleküldeki fonksiyonel grupların 

belirlenmesi, sulu örneklerin de incelenebilir olması, moleküllerin konformasyonu ve 

moleküllerin kimyasal yapısı hakkında bilgi vermesinden dolayı biyolojik moleküllerin 

karakterizasyonunda yaygın olarak kullanılır. Ayrıca, analiz öncesi iĢlem 

gerektirmemesi, moleküler etiketleme veya kontrast ajan gerektirmeden kolaylıkla 

biyolojik moleküllerin analizi ve karakterizasyonuna olanak sağlayan moleküler parmak 

izi olarak da adlandırılabilen non-invasiv bir yöntemdir. Bazı dezavantajları elektronca 

fakir olan molekülleri polarize (kutuplaĢma) etmek için düĢük dalga boylarında ıĢıma 

yapan lazerler kullanılmalıdır. Fakat düĢük dalga boylu lazerler kullanıldığında 

saçılmanın zayıf olması ve floresans spektrumunun da alınabilme ihtimali durumları 

ortaya çıkmaktadır. Bu dezavantaja düĢük enerjili uzun dalga boylu lazerler kullanılarak 

çözüm sunulmaya çalıĢılmasına rağmen polarize olmayan moleküllerden raman saçılımı 

alınması mümkün olmamaktadır [130]. 
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ECM’nin karakterizasyonu için Raman spektroskopisi kullanımı ise yeni bir analiz 

yöntemi olmaktadır. Raman spektroskopisi ile ECM nin biyokimyasal bileĢenleri analiz 

edilebilmektedir. Bu non-invaziv yöntem diğer analiz yöntemleriyle birleĢtirilerek 

ECM’nin spesifik bileĢenlerinin belirlenmesinde kullanılabilmektedir [128, 131].  
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2. BÖLÜM  

YÖNTEM VE MATERYAL 

Tez çalıĢması kapsamında gerçekleĢtirilen tüm çalıĢmalar üç bölümden oluĢmaktadır. 

I.Bölümde; PF’nin sığırdan alınması ve PF’den elde edilen PFS’nin PCL 

membranlarının yüzey kaplamasında kullanımı ve PFc hücrelerinin invitro hücre 

kültürü iĢlemlerinden oluĢmaktadır. II. Bölümde; PFS’nin Raman spektroskopisi, SEM 

ve histolojik analizler ile karakterizasyonundan oluĢmaktadır. III. Bölümde; PFS’nin 

Aljinat ile birlikte hidrojel sistemlerde kullanımının araĢtırılması ve analizi 

iĢlemlerinden oluĢmaktadır. ġekil 8’de üç bölümden oluĢan tez çalıĢması iĢlem 

basamaklarından oluĢan akıĢ Ģeması görülmektedir.  
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Şekil 8. Tez çalıĢması iĢ akıĢ Ģeması. 

 

I. Bölüm 

2.1. Sığırdan PF’nin Alımı ve PF Hücrelerinin Ġzolasyonu 

PF kesimhaneye getirilen sağlıklı, 2-3 yaĢlarında ve 350-450 kg ağırlığındaki 

sığırlardan kesimden hemen sonra alınmıĢtır. Sığır göğüs kafesi açılarak ve 
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perikardiyumda hasar oluĢturmadan perikardiyal boĢluğa steril enjektör (50mL) ile 

girilerek perikardiyal sıvı aspire edilmiĢtir (ġekil 9). Perikardiyal sıvı örnekleri yaklaĢık 

30 dk. içinde oda sıcaklığı koĢullarında laboratuvara getirilerek 3500x rpm’de 10 dk 

santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonunda PFS olarak adlandırılan hücrelerden ayrılmıĢ olan 

süpernatant 0.22μm’lik filtrelerden geçirilerek sterilizasyonu sağlanmıĢtır. Pelletdeki 

perikardiyal sıvı hücreleri (PFc) üzerine besi yeri eklenerek hücrelerin süspanse hale 

gelmesi sağlandı. PFc hüclerini kültürde büyütmek için çalıĢma grubumuzun ortaya 

koyduğu yöntemle PFc hücreleri için en iyi besi yeri ortamı olarak belirlenmiĢ olan 

Alfa-Mem besi yeri kullanılmıĢtır. Bu besi yerine tamamlayıcı faktörler olan 10% sığır 

serumu (FBS), 250 U/mL penisilin, 250 µg/mL streptomisin, 25 mM glutamin, 20 

µg/mL sığır insulin (Sigma Aldrich, Almanya), eklenerek, 37
0
C, 5% CO2 ve %95 nemli 

hava içeren inkübatörde hücreler kültüre edilmiĢtir [132-135]. Hücrelerin artıĢı %95 

konfluense ulaĢtığında pasajlama iĢlemi yapıldı. Pasajlama iĢlemi için kültür kabına % 

0.25 Trypsin-EDTA çözeltisi (Thermo Fisher Scientific) eklenerek 2-3 dk. 37
0
C olan 

inkibatörde bekletildi. Tripsin aktivitesi ile hücreler kültür kabında suspanse hale 

geldikten sonra tripsin aktivitesini durdurmak için mevcut solüsyonun yaklaĢık 3 katı 

oranında besi yeri eklendi. Süspanse hücrelerin olduğu çözelti 3500x rpm’de 5 dk. 

santrifüj edildikten sonra pelletteki hücreler Muse™ Count&Viability Assay (Merck-

Millipore, Almanya) kiti kullanılarak Muse cihazında sayıldı.  

 

Şekil 9.  Sığırdan PF’nin alımı [136]. 
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2.2. Elektroeğirme ile PCL Membranı Üretimi 

PCL polimer çözeltisi %20 oranında polimer ve %80 oranında çözücü olacak Ģekilde 

hazırlandı. 2gr PCL (80kDa, Sigma-Aldrich, Almanya) tartıldıktan sonra üzerine 2 ml 

metanol (CH3OH; 32,04 g/mol, Merck, Almanya) ve 8 ml kloroform (CHCl3; 119,38 

g/mol, Merck, Almanya) 4:1 (v/v) oranında eklenerek oda sıcaklığında 250 rpm hızda 

manyetik karıĢtırıcı ile 30-60 dk çözünmesi sağlandı. Hazırlanan PCL polimer çözeltisi 

enjektöre aktarılarak elektro eğirme cihazına yerleĢtirildi (Nanospinner, Inovenso, 

Turkiye). ġekil 10’da tez çalıĢmasında kullanılan elektroeğirme cihazının fotoğrafı 

görülmektedir. Elektroeğirme cihazında kullanılan parametreler; akıĢ hızı oranı, düz 

toplayıcı uç ile olan mesafe ve voltaj sırasıyla 2 ml/h, 15 cm, and 20 kV olacak Ģekilde 

ayarlandı. Üretilen membranların taramalı elektron mikroskobu (SEM; ls-10 Life 

Science Zeıss, Almanya) görüntüleri ERNAM’da (Erciyes Üniversitesi Nanoteknoloji 

AraĢtırma Merkezi) görüntülenmek üzere etiketlenerek alüminyum folyo ile ġekil 11’te 

görüldüğü gibi paketlendi. Proje çalıĢmasında elde edilen örnek PCL skafolda ait SEM 

görüntüsü ġekil 12’de yer almaktadır.  

 

Şekil 10. Elektro eğirme (Elektrospinning) cihazı 
 

 

Şekil 11. Elektro eğirme yöntemiyle üretilmiĢ olan PCL membranı 
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Şekil 12. PCL membranı SEM görüntüsü. Mikroskop büyütmesi a) 1.00 Kx, b) 5.00 Kx 

 

2.3. PCL Membranların Sterilizasyonu 

PCL membranı 0.5x0.5 cm
2
 ebatlarında kesilerek membranların üzerine %70’lik (v/v) 

etil alkol eklenerek 30 dk bekletildi. Dulbecco’s PBS (DPBS) (Thermo Fisher 

Scientific, ABD) ile membranlar yıkanarak 2mL DPBS eklenerek 1 saat kabin içi UV 

ıĢığı altında bekletildi. PCL membranlar yeniden DPBS ile yıkanarak hücre kültüründe 

kullanıma hazır hale getirildi.  

2.4. PCL Membranların Yüzey Kaplaması  

Sterilize edilmiĢ olan PCL membranların yüzey kaplaması FBS, alfa-MEM medium ve 

PFS kullanılarak üç farklı Ģekilde yapılmıĢtır. PCL membranlar üzerine sırasıyla 500 µL 

FBS, Alfa-Mem (Med) besi yeri ve PFS eklenerek 1 saat inkübatörde bekletildi. Yüzey 

kaplamasının etkisinin belirlenmesi için yüzey kaplaması yapılmayan PCL membranı 

kontrol olarak kullanılmıĢtır.  

2.5. PCL Membranı ile Hücre Kültürü 

Muse cihazı ve Muse cell kit yardımıyla hücre sayısı ve canlılığı yüzdesi belirlendi. 

FBS, Med ve PFS ile kaplanmıĢ olan PCL membranlarına 1x10
5
 cm

2
 olacak Ģekilde besi 

yeri ile süspanse edilmiĢ hücrelerin ekimi yapıldı. Ekimi yapılan skafold membranlarına 

hücre tutunmasını sağlamak amacıyla inkübatörde 45dk. bekletildikten sonra PCL 

membranları bulunan petri kaplarına Alfa-mem mediumu eklenerek inkibatöre 

kaldırıldı. ġekil 13’te PCL membranların görüntüsü görülmektedir.  
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Şekil 13. Hücre ekimi yapılan PCL membranları  

2.6. PCL Membranında Hücre Canlılık Analizi 

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analizi mitokondriyal 

aktivite ile hücre canlılığının belirlendiği bir yöntemdir. Bu yöntemin temel mantığı 

metabolik faaliyete sahip hücrelerin MTT tuzu (Sigma-Aldrich, Almanya) içindeki 

tetrazolyum tuzunu mavi-mor renkli formazan kristallerine dönüĢtürmesi ile olmaktadır. 

Kaplaması yapılmıĢ olan PCL membranlarına hücre ekimi yapıldıktan sonraki birinci, 

üçüncü ve beĢinci günlerin her birinde MTT analizi yapılmıĢtır. Belirlenen günlerde 

kaplanmıĢ PCL membranlarına ekilmiĢ olan hücrelerin besi yeri uzaklaĢtırılarak MTT 

çözeltisi (5mg/mL in PBS) her bir kültür kabına eklendi. 3 saat boyunca inkibatörde 

bekletildikten sonra mor renkli formazan kristallerinin oluĢtuğu gözlendi. MTT çözeltisi 

uzaklaĢtırılarak formazan kristallerinin çözünmesi için 96 kuyucuklu kültür kabına her 

kuyucukta 200µL olacak Ģekilde dimetil sülfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich, Almanya) 

eklendi. DMSO kör olarak kullanıldı. Her bir örnek üç tekrarlı olacak Ģekilde 

spektorofotometre cihazı (Glomax Elisa Reader, Promega, ABD) 560 nm dalga 

boyunda absorbans ölçümü yapıldı.  

2.7. PCL Membranının SEM Görüntülenmesi 

PCL membranları üzerine ekimi yapılan PFSc hücrelerinin membran üzerindeki 

morfolojileri SEM ile görüntülenmiĢtir. Hücre kültürünün birinci, üçüncü ve beĢinci 

günlerinde PCL membranları DPBS ile yıkandıktan sonra %2.5’lik (v/v) DPBS 

içerisinde hazırlanmıĢ gluteraldehit ile 30 dk süresince (fikse) sabitlenmiĢtir. Ardından 

DPBS içerisinde 5 dk bekletilerek yapılarındaki suyun uzaklaĢtırılması için çeĢitli 

etanol serilerinden sırasıyla (% 30, 50, 70, 90 ve 100) geçirildi. Bu iĢlemler sonrası 

örnekler, hekzametildisilazan içerisinde 5 dk bekletilerek havada kurutulmuĢtur. SEM 

analizi öncesi örnekler ince bir altın tabakası ile kaplanarak görüntüleri alınmıĢtır. 
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2.8. PCL Membranı Ġstatistik Analizi 

Ġstatistik analizi SPSS programı (v.21.0; IBM) ile üçlü tekrarlı olacak Ģekilde 

yapılmıĢtır. Tüm testler için anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak kabul edilmiĢtir. Gruplar 

arası farklılığın karĢılaĢtırılmasında parametrik analiz tekniklerinden bağımsız 

örneklemler t-testi ve tek yönlü varyans analizi (ANOVA) uygulanmıĢtır. Analizler 

sonucunda gruplar arası anlamlı farklılığın ortaya çıkması durumunda, farklılığın hangi 

gruplar arasında olduğunu belirlemek için çoklu karĢılaĢtırma testlerinden Bonferroni 

testi kullanılmıĢtır. Anlamlı farklılığın kaynağını belirlemek ve daha detaylı 

karĢılaĢtırma için Wilcoxon iĢaretli sıralar testi kullanılmıĢtır. Böylece, hücre 

canlılığının 1. günden 5.güne kadar her bir grup için karĢılaĢtırma yapılmıĢtır.  

II. Bölüm 

2.9. PFS’nin Karakterizasyonu 

PFS’nin karakterizasyonu için SEM, Histolojik ve Raman spektroskopisi kullanılarak 

analiz yapılmıĢtır. Analiz öncesi PFS 37
0
C, % 5 CO2 ve % 95 nemli hava içeren 

inkübatörde yaklaĢık 48saat bekletilerek jelleĢmesi sağlanmıĢtır. ġekil 14’de PFS’nin 

jelimsi yapıya dönüĢmesinin fotoğrafı görülmektedir. PFS jelimsi yapıya dönüĢtükten 

sonra analizler yapılarak PFS’nin içeriği hakkında bilgi edinilmiĢtir.  

 

Şekil 14. JelleĢmiĢ PFS’nin görüntüleri 

2.9.1. PFS’nin Dondurarak Kurutulması 

PFS sıvıları öncelikle -80
0
C’de 1 gece bekletilip ardından liyofilizatör cihazı (Alpha 1-2 

LD Plus, Martin. Christ, Almanya) ile dondurarak kurutuldu. PFS dondurarak 

kurutulduktan sonra miktar kaybının fazla olmadığı gözlendi. 1mL PFS sıvısından 

53mg PFS tozu elde edilmiĢtir. 
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2.9.2. SEM ile Morfolojik Analizi 

Jelimsi haldeki PFS % 2.5’lik (v/v) DPBS içerisinde hazırlanmıĢ gluteraldehit ile 30 dk 

süresince sabitlenmiĢtir. Ardından DPBS içerisinde 5dk bekletilerek yapılarındaki 

suyun uzaklaĢtırılması için çeĢitli etanol serilerinden sırasıyla (% 30, 50, 70, 90 ve 100) 

geçirildi. Bu iĢlemler sonrası jelimsi PFS hekzametildisilazan içerisinde 5dk 

bekletilerek havada kurutulmuĢtur. SEM analizi öncesi ince bir altın tabakası ile 

kaplanarak görüntüleri alınmıĢtır. 

2.9.3. PFS’nin Histolojik Boyama Analizi 

Jelimsi haldeki PFS boyama iĢlemleri yapılmadan önce histolojik kasetlere alınarak 

%4’lük paraformaldehitde 30dk fikse edildi. Örnekler distile su ile yıkandıktan sonra 

dereceli olarak artan (%50, %70, %80, %90, %100) alkol serilerinde 5’er dk bekletildi. 

Ksilen ile 30dk muamele edildi sonra parafin içerisinde 1 gece bekletildi. Daha sonra 

gömme iĢlemi yapılarak bloklar elde edildi. Sonrasında ise mikrotom (Thermo 

Scientific) ile örneklerden 8µm kalınlığında kesitler alındı. Daha sonra boyama 

aĢamalarına geçildi. Elde edilen kesitlere Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson Trikrom 

(MT) ve Alcian Blue (AB) histokimyasal boyama iĢlemleri uygulanmıĢtır [137-139].  

AB (1% w/v, pH = 2.5) GAGs bileĢenleri için, MT ise kolajen fiberlerin görüntülenmesi 

için kullanılmıĢtır. Boyama iĢlemleri sonrasında dehidrasyon için alkol serilerinden 

geçirilen örnekler ksilen ile yıkandıktan sonra entellan kullanılarak lamel ile kapatıldı. 

Yapılan histokimyasal boyamaların hepsinden elde edilen kesitler ıĢık mikroskobu 

(Leica, Almanya) ile incelenerek analizi yapılmıĢtır.  

2.9.4. PFS’nin Raman Spektroskobu ile Analizi 

PFS karakterizasyonu için raman spektroskobu analizinde PFS’nin hem sıvı hem de 

dondurarak kurutulan PFS kullanılmıĢtır. PFS karakterizasyonu için PFS hidrojelleri 

raman spektrumları (785nm, 60mW) Witec Alpha 300 M+ konfokal Raman 

spektrometresi ile ölçülmüĢtür. Elde edilen raman spektrumları MATLAB programı 

kullanılarak analiz edilmiĢtir. 
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III. Bölüm 

2.10. PFS’nin Hidrojel Sistemlerde Kullanımı 

PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanımı için hem dondurarak kurutulmuĢ olan PFS hem 

de sıvı PFS kullanılmıĢtır. Dondurarak kurutulmuĢ olan PFS değiĢen oranlarda (50, 100, 

150mg) DPBS içinde çözülerek hazırlanan %3’lük Aljinat (A) çözeltisi ile karıĢtırılarak 

homojen bir çözelti elde edilmiĢtir. Ayrıca, sıvı PFS ile %3’lük Aljinat çözeltisi eĢit 

hacimde (1:1) karıĢtırılarak bir diğer çözelti oluĢturulmuĢtur. Böylece, A-50mg PFS, A-

100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) Ģeklinde dört farklı grup oluĢturulmuĢtur. 

2.10.1. A-PFS (Aljinat-PFS) Hidrojellerinin Hazırlanması  

Aljinat (Aljinik Asid Sodyum tuzu, Sigma, Almanya) DPBS (ph:7.4) içinde % 3 (w/v) 

oranında olacak Ģekilde hazırlanarak 25
0
C’de manyetik karıĢtırıcıda 6 saat boyunca 

karıĢtırılarak çözelti hazırlanmıĢtır. Alginat çözetisine sırasıyla 50, 100, 150mg 

dondurarak kurutulmuĢ PFS eklenerek 25
0
C’de manyetik karıĢtırıcıda 2 saat boyunca 

karıĢtırılarak homojen çözelti elde edilmiĢtir. Ayrıca, Aljinat çözeltisine sıvı PFS (1:1, 

v/v) eklenerek baĢka bir çözelti daha hazırlanmıĢtır. Bu polimer çözeltilerine çapraz bağ 

oluĢumu ile hidrojel yapının oluĢmasını sağlayan %2’lik (v/v) CaCl2 eklenerek 20 dk 

bekletilmiĢtir. JelleĢme gerçekleĢtikten sonra CaCl2 uzaklaĢtırılıp DPBS eklenmiĢtir. 

ġekil 15’de A-PFS çözeltilerinden elde edilen hidrojel yapısının oluĢumunu gösteren 

akıĢ görüntüleri görülmektedir.  

 

Şekil 15. A-PFS hidrojel yapılarının oluĢturulması görüntüleri 
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2.10.2. A-PFS Hidrojelleri ile Hücre Kültürü 

PFS’nin hücre canlılığı ve çoğalmasına etkisi belirlenmek amacıyla steril olarak 

hazırlanan %3 (w/v)’lük Aljinat çözeltisine 150mg PFS eklenerek hazırlanan çözelti ve 

A-PFS (1:1) çözeltisi hidrojel yapımı için kullanılmıĢtır. Kontrol grubu olarak %3 

(w/v)’lük Aljinat ile oluĢturulan hidrojel kullanılmıĢtır. MC3T-3 fare osteoblast hücresi 

%10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin içeren Alpha-Mem besi yeri kullanılarak 

çoğaltılmıĢtır. Çoğaltılan hücreler her bir grup için hücre sayısı 2x10
7
 (hücre/mL) 

olacak Ģekilde; Aljinat (A), A- PFS 150mg ve A-PFS (1:1) çözeltilerine eklenerek 

karıĢtırılmıĢtır. MC3T-3 hücrelerini içeren çözeltilerden hidrojel yapıların oluĢması için 

çapraz bağlayıcı olarak %2’lik CaCl2 eklenerek hidrojel yapılar elde edilmiĢtir. Hidrojel 

yapılarda hücrelerin kültüre edilmesi için %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve % 

0,25 (w/v) CaCl2 içeren Alpha-Mem besi yeri kullanılmıĢtır. MC3T-3 osteoblast 

hücrelerinin osteositlere farklılaĢması için kültürün 3.gününde %10 FBS, %1 

Penisilin/Streptomisin ve %0,25 (w/v) CaCl2 10mM β-gliserol fosfat, 50µg/mL 

askorbik asit içeren Alpha-Mem besi yeri farklılaĢma besi yeri eklenmiĢtir. Her iki 

günde bir besi yeri değiĢtirilerek hücreler hidrojel yapılar içinde 21 gün boyunca kültüre 

edilmiĢtir. 

2.10.3. A-PFS Hidrojelleri Hücre Canlılık Analizi   

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarında MC3T-3 osteoblast hücrelerinin 

canlılığının test edilmesi için MTT testi yapılmıĢtır. Hücre kültürünün 1., 3., 7., 14. ve 

21. günlerinde hücre canlılığı test edilerek analiz edilmiĢtir. Belirlenen günlerde hidrojel 

yapıların kültüre edildiği besi yeri uzaklaĢtırılarak, MTT çözeltisi (5mg/mL) her bir 

kültür kabına eklenir. Örnekler inkibatörde 3 saat bekletildikten sonra MTT vasatı 

uzaklaĢtırılarak formazan kristallerinin çözünmesi için 96 kuyucuklu kültür kabına her 

kuyucukta 200µL olacak Ģekilde izopropanol (Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi. 

Izopropanol kör olarak kullanıldı. Her bir örnek üç tekrarlı olacak Ģekilde 

spektorofotometre cihazı (Glomax Elisa Reader, Promega, ABD) 570 nm dalga 

boyunda absorbans ölçümü yapıldı.  
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2.10.4. A-PFS Hidrojellerinin Histolojik Analizi   

Gruplardaki örneklere ait hidrojeller boyama iĢlemleri yapılmadan önce histolojik 

kasetlere alınarak %4’lük paraformaldehit ile fikse edildi. Ardından dereceli olarak 

artan alkol serilerinden ve ksilenden geçirildikten sonra parafin içerisinde 1 gece 

bekletildikten sonra gömme iĢlemi yapılarak bloklar elde edildi. Parafin içerisinde 

gömülü olan örnekler -20°C’de donması sağlandı. Sonrasında ise mikrotom ile 

örneklerden 5µm kalınlığında kesitler alındı. Daha sonra boyama aĢamalarına geçildi. 

Elde edilen kesitlere H&E, MT, AB ve Alizeran Red (AR) histokimyasal boyama 

iĢlemleri uygulandı [137-139]. Yapılan histokimyasal boyamaların hepsinden elde 

edilen kesitler ıĢık mikroskobunda (Leica, Almanya) incelendi.  

2.10.4.1. A-PFS Hidrojellerinin H&E Boyama 

Hidrojel örnekleri Hematoksilen (Merck) ve Eosin (Merck) boyarmaddeleri kullanılarak 

boyanmıĢtır. PFS’den hücrelerin uzaklaĢtırıldığından emin olmak amacıyla A-PFS 

hidrojeli H&E ile histolojik boyama yapılmıĢtır. Hematoksilen, dokunun bazofilik 

bölgesi olan çekirdeğin mavi-mor renkte boyanmasını sağlarken; Eosin, asidofilik 

kısımları (sitoplâzma ve bağ dokusu) pembe renge boyanır. Böylece mikroskobik 

gözlemlerde bu bölgeler tespit edilebilmektedir. Hazırlanan kesitlerden parafin 

uzaklaĢtırıldıktan sonra dereceli alkol (%100, %96, %70) serilerinden geçirilip suda 

yıkandı. Ardından kesitler H&E ile boyanarak önce artan alkol serilerinden daha sonra 

ksilolden geçirildi ve entellan ile kapatıldıktan sonra mikroskobik olarak değerlendirildi 

[137-139].  

2.10.4.2. A-PFS Hidrojellerinin AB Boyama 

Özellikle PF içeriğindeki polisakkarit yapıda olan GAGs yapının gösterilmesinde 

hidrojeller AB ile boyama yapılmıĢtır. Preparat iki kez DPBS ile yıkandıktan sonra % 4 

paraformaldehitde ile tespit edildi. Tespit edilen kesitler önce 3 defa 5‘er dk. DPBS ile; 

sonra da çeĢme suyu ile 5 dakika yıkandı. Kesitler ardından 15-20 dk. %1’lik AB 

boyasında bekletildi. Kesitlerdeki tüm boya kalıntısı uzaklaĢtırılana kadar DPBS ile 

yıkandıktan sonra kesitler musluk suyuna alındı. Bir dakika Harris Hematoksilen ile 

boyanan kesitler, tekrar musluk suyunda yıkandı. Dereceli alkol serisinden geçirilerek 
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dehidre edilen kesitler, ksilen ile ĢeffaflaĢtırıldı ve entellan kullanılarak kapatıldı [137-

139].  

2.10.4.3. A-PFS Hidrojeli MT Boyama 

Kolajen fibriller içeren PFS’nin Aljinat içindeki dağılımını gözlemleyebilmek için 

hidrojel örnekleri MT boyası ile boyanmıĢtır. MT bağ ve destek dokularındaki, 

kolajenin ve hücreler arası keratin fibrillerinin görüntülemesi için kullanılmaktadır. 

Hazırlanan kesitler parafinden arındırıldıktan sonra dereceli alkol serilerinden geçirilir. 

Ardından sıralı olarak H&E, Asit alkol, Fosfomolibdik asit, Anilin blue ve Asetik asit 

solüsyonlarından bekletilerek ve yıkama iĢlemleri ayrı ayrı gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha 

sonra artan alkol serilerinden geçirilerek ksilende bekletilip ve entellen ile kapama 

iĢlemi yapılmıĢtır. Kesitlerde kollajen mavi renkte, çekirdek siyah/mavi renkte, elastin 

kırmızı/pembe rengine boyanmaktadır [137-139].  

2.10.4.4. A-PFS Hidrojeli AR Boyama 

A-PFS hidrojellerine ekimi yapılan MC3T-3 fare osteoblast hücrelerinin osteositlere 

farklılaĢması sonucunda oluĢan kalsiyum, AR boyaması ile gözlenmiĢtir. Bu amaçla  

MC3T-3 osteoblast hücresi ekilmiĢ A, A-150mg PFS, A-PFS (1:1) hidrojelleri 

osteojenik farklılaĢma ortamı içeren Alfa-Mem besi yerinde kültüre edilmiĢ ve kültürün 

7., 14. ve 21. günlerde hücrelerinde %4’lük paraformaldehit ile fiske edilmiĢtir. 

Hücrelerin fiksasyon iĢleminden sonra her bir hidrojel üzerine 1 mL Alizarin Red 

boyası eklenerek 15 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında 

kalsiyuma bağlanmayan Alizarin Red boyası 2 kez DPBS ile yıkanarak ortamdan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra artan alkol serilerinden geçirilerek ksilende bekletilip ve 

entellen ile kapama iĢlemi yapılmıĢtır.  

2.11. A-PFS Hidrojellerinin Raman Analizi 

PFS karakterizasyonu için raman spektrumu analizinde PFS’nin hem sıvı hem de 

dondurarak kurutulan PFS kullanılmıĢtır. A-PFS karakterizasyonu için A-PFS 

hidrojelleri raman spektrumları (785nm, 60mW) Witec Alpha 300 M+ konfokal Raman 

spektrometresi ile ölçülmüĢtür.  
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2.12. A-PFS Hidrojellerinin Morfolojik Analizi   

Hidrojel gruplarında hücre kültürü yapılmadan önce, Aljinat çözeltisine değiĢen 

oranlarda PFS eklenerek üretilen hidrojeller liyafilizatörde dondurarak kurutuduktan 

sonra hidrojel örnekleri ince bir altın tabakası ile kaplanarak SEM ile morfolojileri 

incelenmiĢtir.  

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde kültüre edilen MC3T-3 osteoblast 

hücrelerinin morfolojileri SEM ile analiz edilmiĢtir. Hücre kültürünün 3., 7. ve 14. ve 

21. günlerinde DPBS ile yıkanan hidrojel yapılar % 2.5’lik (v/v) DPBS içerisinde 

hazırlanmıĢ gluteraldehit ile 30 dk süresince (fikse) sabitlenmiĢtir. Ardından DPBS 

içerisinde 5 dk bekletilerek hidrojel yapılarındaki suyun uzaklaĢtırılması için çeĢitli 

etanol serilerinden (% 30, 50, 70, 90 ve 100) geçirildi. Bu iĢlemler sonrası örnekler, 

hekzametildisilazan içerisinde 5 dk bekletilerek havada kurutulmuĢtur. SEM analizi 

öncesi örnekler ince bir altın tabakası ile kaplanarak görüntüleri alınmıĢtır. 

2.13. A-PFS Hidrojellerinin Ġstatistiksel Analizi   

Ġstatistik analizi SPSS programı (v.21.0; IBM) ile üçlü tekrarlı olacak Ģekilde 

yapılmıĢtır. Tüm testler için anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Gruplar arası 

farklılığın karĢılaĢtırılmasında parametrik analiz tekniklerinden bağımsız örneklemler 

için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) uygulanmıĢtır. Analizler sonucunda gruplar 

arası anlamlı farklılığın belirlenmesi için farklılığın hangi gruplar arasında olduğunu 

belirlemek için bağımsız örneklem t-testi yapılmıĢtır.  
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3. BÖLÜM 

BULGULAR 

Tez çalıĢmasının ilk bölümü; PFS’nin PCL memranlarının yüzey kaplamasında 

kullanıldığı iĢlem adımlarından oluĢmaktadır. PFS ile birlikte, FBS ve Med yüzey 

kaplama için kullanılmıĢtır. Yüzey kaplama iĢleminin etkisinin belirlenmesi için kontrol 

olarak yüzey kaplaması yapılmayan PCL membranları kullanılmıĢtır. PCL 

membranlarında hücre kültürünün 1, 3, ve 5. günlerinde SEM ve hücre canlılık testi 

analizleri yapılmıĢtır.  

Ġkinci bölümü; PFS’nin karakterizasyonunun yapıldığı kısımdır. Ayrıca, dondurarak 

kurutma iĢleminin PFS’nin yapısında değiĢik oluĢturup oluĢturmadığı analiz edilmiĢtir. 

PFS karakterizasyonunda histolojik boyama, SEM ve Raman spektroskobu analizleri 

kullanılmıĢtır. 

Üçüncü bölümü; PFS’nin Aljinat ile birlikte hidrojel üretiminde kullanıldığı bu 

bölümde öncelikli olarak PFS değiĢen konsatrasyonlarda (50, 100, 150mg PFS) % 3’lük 

(w/v) karıĢtırılarak en iyi hidrojel yapının 150mg PFS eklenen grup olduğu 

belirlenmiĢtir. Ayrıca, PFS eklenrek elde edilen hidrojellerde MC3T-3 fare osteoblast 

hücreleri 21 gün boyunca kültüre edilerek analiz sonuçları aĢağıda verilmiĢtir.  

3.1. PFS, Med ve FBS ile Yüzey Kaplaması YapılmıĢ PCL Membranlarına PFc 

Hücrelerinin in-vitro Kültürü Bulguları 

Hücre canlılığı ve çoğalması açısından değerlendirildiğinde perikardiyal sıvı hücreleri 

için en iyi besi yerinin Alfa-Mem (Med) besi yeri olduğu çalıĢma grubumuz tarafından 

ortaya konmuĢtur. PFc hücrelerinin petri kablarındaki iki boyutlu (2B) kültürünün 24 

saat sonraki ıĢık mikroskobu görüntüleri ġekil 16’da görülmektedir [132,133].   
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Şekil 16.  Perikardiyal sıvı hücreleri (PFc) ıĢık mikroskobu görüntüleri (4x, 10x ve 20x 

büyütme) 

Elektro-eğirme yöntemiyle üretilmiĢ olan PCL membranlarına perikardiyal sıvıdan izole 

edilmiĢ olan PFc hücrelerinin kültürü yapılmıĢtır. PCL polimeri hidrofobik özellikte 

olmasından dolayı hücre tutunumunun sağlanması için yüzey kaplama iĢlemleri 

yapılmıĢtır. Yüzey kaplama iĢlemi için FBS, Med ve PFS kullanılmıĢtır. Kontrol olarak 

da yüzey kaplaması yapılmamıĢ olan PCL membran kullanılmıĢtır. ġekil 17’da PCL 

membranlarının SEM görüntüleri görülmektedir 

 

Şekil 17. PCL membranı SEM görüntüsü (A;1.00 Kx ve B;5.00 Kx büyütme ) 

 

3.2. PCL Membranlarında Kültürü Yapılan PFc Hücrelerinin Morfolojik Analizi 

ġekil 18’de FBS, Med ve PFS ile yüzey kaplaması yapılmıĢ olan PCL membranı ve 

kaplama yapılmamıĢ olan PCL membranlarının hücre ekimi yapıldıktan 24 saat sonraki 

(1. gün) SEM görüntüleri görülmektedir. 1. günde yüzey kaplama yapılmamıĢ olan PCL 

membranı dıĢında tüm kaplama yapılmıĢ olan PCL membranlarına hücrelerin tutunduğu 

görülmektedir. 
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Şekil 18.  FBS, Med, PFS ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL membranlara PFc hücreleri 

ekiminden 24 saat sonraki 500x ve 2500x deki SEM görüntüleri.(a) FBS ile 

kaplanmıĢ (b) Med ile kaplanmıĢ (c) kaplama yapılmamıĢ (d) PFS ile 

kaplanmıĢ PCL membran. 
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ġekil 19 ve ġekil 20’de FBS, Med, PFS ile kaplanmıĢ PCL membranları ve kaplama 

yapılmamıĢ olan PCL mebranlarının 3. ve 5. günlere ait SEM görüntüleri 

görülmektedir. Üçüncü ve beĢinci günlerde PFS ile yüzey kaplaması yapılmıĢ olan 

membranlara hücre tutunumu görülmesine rağmen FBS ve medium ile kaplanmıĢ 

olanlarda hücre sayısında azalma görülmektedir. PFS ile kaplanmıĢ olan PCL 

memranlarının 1., 3. ve 5. günlerde hücre tutunumu ve hücre sayısının diğer 

membranlara göre daha iyi olduğu görülmektedir. PFS ile kaplanmıĢ olan PCL 

membranlarında hücre sayısında artıĢ olmakla birlikte hücre canlılığı da korunmuĢtur.  

PCL membranlarına hücre ekimi yapıldıktan sonra 1., 3., ve 5. günlerdeki hücre 

tutunumunun SEM görüntülerine göre yüzey kaplama iĢlemi yapılmıĢ ve hiç kaplama 

yapılmamıĢ olanlar arasında belirgin bir farklılık görülmemektedir. Bununla birlikte 

PFS ile kaplanmıĢ olan PCL skafoldlarda 5. güne kadar hücre proliferasyonu ve 

canlılığı korunduğu ve uzun süreli kültür çalıĢmalarında daha baĢarılı olduğu sonucuna 

varılmıĢtır.  
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Şekil 19. FBS, Med, PFS ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL skafoldlara PFc hücreleri 

ekiminden 3. gün (72 saat ) sonraki 500x ve 2500x deki SEM görüntüleri.(a) 

FBS ile kaplanmıĢ (b) Med ile kaplanmıĢ (c) kaplama yapılmamıĢ (d) PFS ile 

kaplanmıĢ PCL membranı 
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Şekil 20.  FBS, Med, PF ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL skafoldlara PFc hücreleri 

ekiminden 5. gün (120 saat ) sonraki 500x and 2500x deki SEM görüntüleri. 

(a) FBS ile kaplanmıĢ (b) Med ile kaplanmıĢ (c) kaplama yapılmamıĢ (d) PFS 

ile kaplanmıĢ PCL mebranı 
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3.3. PCL Membranlarında Hücre Canlılığı Analizi Bulguları 

Gruplar arası farklılığın karĢılaĢtırılmasında Anova metodu kullanılmıĢtır. Anlamlılık 

düzeyi p<0.05 olarak kabul edilmiĢtir. FBS ve Med ile kaplaması yapılan PCL 

membranları ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL membranlarında hücre kültürünün 1, 3 

ve 5. günlerinde istatistiki olarak anlamlı bir farklılık (p>0.05) görülmemiĢtir. FBS ile 

kaplaması yapılmıĢ olan PCL membranlarında hücre kültürünün 1, 3, ve 5. günlerinin 

hepsinde anlamlı farklılık (p<0.05) olduğu belirlenmiĢtir. Med ve FBS ile kaplanmıĢ 

PCL membranlarında hücre kültürü tüm günlerde benzerlik göstermektedir (ġekil 21).  

 

Şekil 21.  FBS, Med, PFS ile kaplanmıĢ ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL 

membranların hücre canlılık testi grafiği. Konsantrasyon değerleri Ort. ± SD; 

n=6 olcak Ģekilde kaplama yapılan ve yapılmayan gruplar arasında 

Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma testi ile analiz edilmiĢtir. Anlamlı farklılık 

değeri p < 0.05 olup ‘*’ ile gösterilmiĢtir. (Ort.: Ortalama, SD.: Standart 

sapma) 

ġekil 22’de görüldüğü gibi PFS ile yüzey kaplaması yapılmıĢ olan PCL 

membranlarındaki hücre tutunumu ve canlılığının önemli derecede artmıĢ olduğu 

görülmektedir. Ayrıca, Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma testi sonucuna göre PFS ile 

kaplanmıĢ PCL membranları ile diğer gruplar karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklılık 

olduğu (p<0.05) belirlenmiĢtir ve hücre tutunumu ve canlılığının en fazla PFS ile 

kaplanmıĢ olan PCL membranlarında olduğu gösterilmiĢtir.  
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Şekil 22. FBS, Med, PFS ile kaplanmıĢ ve kaplama yapılmamıĢ olan PCL 

membranlarında hücre canlılığı testi grafiği. 1. günden 5. güne kadar olan 

hücre canlılığı karĢılaĢtırması her bir grup için Wilcoxon testi ile yapılmıĢtır. 

Anlamlı farklılık değeri p < 0.05 olup ‘*’ ile gösterilmiĢtir. (Ort.: Ortalama, 

SD.: Standart sapma) 

3.4. PFS’nin Karakterizasyonu Bulguları 

PFS’nin karakterizasyonu için Raman spektroskopisi, SEM ve histolojik analizler 

kullanılmıĢtır.  

PFS’nin hem toz halinde hem de sıvı halde kullanılabileceğini göstermek amacıyla PFS’ 

nin hem sıvı hali hem de dondurarak kurutulmuĢ toz halinin Raman spektroskobu ve 

histolojik analizleri yapılmıĢtır. Histolojik boyama için PFS 48 saat boyunca 

inkübatörde bekletilerek jelleĢmesi sağlandı. Histolojik boyamalar jel halindeki PFS ile 

yapılmıĢtır.  

3.4.1. PFS Histolojik Analizi Bulguları  

PFS jelimsi yapıya dönüĢtürüldükten sonra histolojik boyamalar bu jel yapı ile 

yapılmıĢtır. ġekil 23’de, PFS jel yapısını H&E ile boyama sonucunda PFS’den 

hücrelerin tamamen uzaklaĢtırıldığı ve tüm görüntü alanının pembeye boyandığı 

görülmektedir. Ayrıca, PFS içeriğindeki kolajen fiber ağı H&E boyama ile net bir 

Ģekilde görülmektedir. PFS jel yapısını MT ile boyama sonucunda mavi kısımların 

kolajen, kırmızı boyanan kısımların da elastin proteini olduğu görülmektedir. PFS 

içeriğindeki GAGs bileĢenlerinin belirlenmesi için AB boyaması yapılmıĢtır ve ġekil 

23’de kolajen fiber ağı içine dağılmıĢ yeĢil renkli GAGs yapısı görülmektedir.  
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Şekil 23.  PFS  histolojik boyama görüntüleri. (A-B) Masson Trikrom boyama; kolajen 

(Kol.), mavi; elastin, pembe), (C-D) Hematoksilen-Eozin (H&E) ve (E-F) 

Alsiyan Blue, Glikozaminoglikanlar (GAGs), yeĢil. Objektif büyütmeleri; A-

D and F 10x, and E 4x. 

3.4.2. PFS SEM Analizi Bulguları 

PFS içeriğindeki kolajen protein ağı SEM ile görüntüleme sonucu görülmektedir. ġekil 

24’de yer alan A ve B görüntülerinde kolajen fiber ağı daha ince demetler halindeyken, 

C ve D’deki görüntülerde daha kalın bir kolajen fiber ağı görülmektedir.  
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Şekil 24.  PFS’nin SEM görüntüleri (A-D). Kolajen ince fiber ağları görülmektedir. A 

ve B; 5.00 KX, C; 2.50 KX, ve D 20.00 KX. 

Kolajen fiber ağının bir baĢka SEM fotoğrafı ġekil 25’de H&E boyama sonucu elde 

edilen görüntü ile birlikte gösterilmiĢtir. ġekil 25 C’de bu kolajen ağ örgüsü birbirine 

paralel uzantılar Ģeklinde görülürken, ġekil 25 D’de fiber yapılar daha belirgin bir ağ 

örgüsü Ģeklinde görülmektedir.   

 

Şekil 25. PFS’de bulunan kolajen fiber yapısının görüldüğü SEM ve H&E boyama 

görüntüleri. A ve B, H&E boyama, 10x büyütme; C ve D, SEM görüntüleri; 

C; 5.00 KX, ve D 20.00 KX. 
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3.4.3. PFS Raman Analizi Bulguları 

PFS karakterizasyonu için kullanılan Raman spektroskopisi sonuçları ile spesifik  

moleküllere ait literatürde belirlenen spektrumların Tablo 1’de verilmiĢtir. PFS’den elde 

edilen Raman spektrumlarının olduğu grafik ise ġekil 26’da görülmektedir. Dondurarak 

kurutulmuĢ (freeze-dried) olan PFS ve sıvı PFS Raman spektrumları incelendiğinde 

hem toz hem de sıvı PFS’de benzer spektrumların elde edildiği görülmektedir. 

Dondurarak kurutulmuĢ olan PFS’de spektrumların daha belirgin olduğu görülmektedir 

(ġekil 26).  

ġekil 26 ve Tablo 2 verilerine göre sıvı ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'de görülen 

649, 668 değerleri literatürdeki Phe (642) spektrumuna karĢılık gelmektedir. Literatürde 

758 spektrumununTrp amino asitine ve 761 heparan ve proteoglikana karĢılık geldiği ve 

sıvı PFS'de görülen 757 spektrumunun triptofan ve heparan/proteoglikanı temsil ettiği 

görülmektedir [150]. 

Sıvı PFS'de görülen 832 spektrumu fibrinojen spektrum aralığında (829-860) iken, 

dondurularak kurutulan PFS'de görülen 858 spektrumu kolajen tip IV'e (856) karĢılık 

gelmektedir [150, 153, 154]. Dondurularak kurutulmuĢ PFS ve sıvı PFS'de sırasıyla 

görülen 901 ve 937 spektrum değerleri prolin (850-975), hidroksiprolin (850-900), 

kolajen tip III (896, 941) ve kollajen tip I'e (937) karĢılık gelmektedir [151, 153-158]. 

Hem sıvı PFS'de hem de dondurularak kurutulmuĢ PFS'de görülen 1007'lik spektrum 

değeri, kolajen tip IV'e (1004, 1007), proteoglikana (1007) ve Phe aminoasitine (1003, 

1032, 1033) karĢılık gelmektedir [150, 151, 153, 154, 158-161]. Sıvı PFS'de 1304, 1321 

ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'de 1325 spektrumları, kolajen proteininin (1300-

1347), özellikle kollajen tip III'ün (13007, 1318) varlığını göstermektedir [151, 152, 

154, 155, 157, 159]. Sıvı PFS'de görülen 1448 ve 1453 ve dondurularak kurutulmuĢ 

PFS'de 1453 spektrum değerleri kolajen (1451), kolajen tip III (1454) ve elastin (1448) 

proteinlerinin varlığını göstermektedir [151, 152, 157-159]. Sıvı PFS'de görülen 1659, 

1780 ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'de 1638, 1667 spektrum değerleri; elastin (1655, 

1670), kolajen (1660, 1670), kolajen tip I (1668), kolajen tip III (1672, 1674) ve kolajen 

tip IV’e (1673) [151, 152, 157-159] karĢılık geldiği görülmektedir. Hem sıvı PFS'de 

hem de dondurularak kurutulmuĢ PFS'de 2932 spektrum değeri kolajen tip IV'e karĢılık 

gelmektedir. Son olarak, sıvı PFS'de ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'de 3004-3817 

spektrum değerleri kolajene (3200-3700, 3324) karĢılık gelmektedir. Tüm spektrum 
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değerlerinden elde edilen sonuçlara göre (ġekil 26), PFS'de kolajen tip I, III, kolajen tip 

IV, elastin, fibrinojen, fibrin, albumin ve proteoglikan bulunmaktadır[158]. 

Tablo 1. Sıvı ve dondurarak kurutulmuĢ olan PFS’nin Raman spektrumları ve 

literatürde yer alan Raman spektrumları sonuçları  

Raman spektrumları 

(cm
-1

) 
Sıvı PFS 

Dondurarak 

kurutulmuĢ PFS 
Referanslar 

- 80, 81, 85 81, 86  

- 285, 434, 490 434  

621/642- Tirozin/Penilalanin (Phe) 649, 669 649, 668 150 

744,758- Triptofan (Trp) 

759- Albumin (Alb) 

761- Heparan, proteoglikan 

757 - 150 

815- Kolajen tip I ve IV 

856- Kolajen tip IV 
832 858 151, 152 

829-860- Fibrinogen (Tirozin) 832 858 150 

856,875- Kolajen tip IV 

856- Proline 

875- Hidroksiprolin 

879- Kolajen tip I 

850-900- Hidroksiprolin 

832 858 153, 154 

850-975- Prolin 

896- Kolajen tip III 

800-980 (876)- Hidroksiprolin 

854,873- Kolajen  

917- Kolajen tip I 

920- Prolin, Kolajen tip I, IV 

934- Kolajen  

937,938- Kolajen tip I, IV 

938- Kolajen tip IV, Elastin 

941/942- Kolajen tip I, III 

967- Fibrin 

937 901 

151, 153-158, 

161 

 

1000- Kolajen 

1004,1007- Kolajen tip I, IV 

1007- Proteoglikan 

1000,1001,1003,1004,1032,1033-

Phe (Kolajen tip I,IV) 

1003- Alb 

1030-1100- Kolajen 

1007 1007 

150, 151, 153, 

154, 156, 158-

161 

1209- Phe  
1245-1271- Prolin (Kolajen tip I,IV) 

1230-1290- Kolajen 

1243-  Kolajen 

1246,1271- Prolin (Kolajen tip I) 

1248-Fibrin, Kolajen 

1299, 1302-Kolajen tip I 

13007- Kolajen tip III 

1318- Kolajen tip III 

1336-Fibrin 

1340-1342- Fibrin, Kolajen 

1300-1347- Kolajen 

1304, 1321 1325 

 

151, 152, 154, 

155, 157, 159, 

161,162 
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Tablo 1. Sıvı ve dondurarak kurutulmuĢ olan PFS’nin Raman spektrumları ve 

literatürde yeralan Raman spektrumları sonuçları (devamı) 

Raman spektrumları 

(cm
-1

) 
Sıvı PFS 

Dondurarak 

kurutulmuĢ PFS 
Referanslar 

1440-1460 Kolajen 

1441,1443- Kolajen tip I 

1451,1452- Kolajen 

1454- Kolajen tip III 

1447- Kolajen 

1448- Elastine, Trp, Alb, Fibrin 

1448, 1453 1453 

 

151, 152, 157, 

159,162 

 

1605- Phe, Tirozin (Kolajen) 

1630-1670- Kolajen 

1652- Kolajen tip I 

1655- Elastine, Kolajen tip I 

1657 - Kolajen 

1660,1670- Kolajen 

1659- Amid I (C=OH) alfa heliks 

1668,1669- Kolajen tip I 

1670- Elastin, Kolajen 

1672- Kolajen tip III 

1673- Kolajen tip IV 

1674- Kolajen tip I, III  

1659, 1780 1638, 1667 

 

 

151-154, 157-

159, 161,162 

 

--- 1860, 1880 1883  

2400- Kolajen 

2900-3000- Kolajen 

2932- Kolajen tip I 

2932 2932 158 

3200-3700- Kolajen 

3324- Kolajen 

3065, 3117, 

3309, 3408, 

3414, 3414, 

3506, 3767, 

3775, 3817 

3004, 3062, 3306, 

3358, 3595, 3636, 

3640, 3778 

158 
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Şekil 26.  Dondurarak kurutulmuĢ ve sıvı PFS’nin Raman analizi grafiği. Kol.; Kolajen, 

Kol.I; tip I kolajen, Kol.III; tip III kolajen, Kol.IV; tip IV kolajen, Alb; 

Albumin. 

3.4.4. Sıvı PFS ve Dondurarak KurutulmuĢ olan PFS’nin Ġstatistiksel Analizi 

Sıvı PFS ve dondurarak kurutulmuĢ olan PFS’nin Raman spektrumları analizi soncunda 

dondurarak kurutmanın PFS yapısında önemli bir değiĢiklik yapmadığı TBA analizi ile 

tespit edilmiĢtir. Tablo 2’de TBA analizi sonucu birinci temel bileĢen, ikinci temel 

bileĢen ve diğer bileĢenlerin değerleri görülmektedir. Sıvı PFS ve dondurularak 

kurutulmuĢ PFS'den Raman spektrumlarını karĢılaĢtırırken, genel veri seti (n = 12) için 

TB1 ve TB2 puan değerlerinin dağılımı, PFS ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'deki 

spektral farklılıklarını göstermektedir. Elde edilen sonuçlara göre sıvı PFS spektrumları 

ile dondurularak kurutulmuĢ PFS’nin benzerliği ġekil 27’de görülmektedir.  

TB1 ve TB2'nin yükleme spektrumları, ağırlıklı olarak genel spektral veri seti içinde 

benzer olan Raman spektrumlarını göstermektedir. TB2'de, sıvı PFS ve dondurularak 

kurutulmuĢ PFS ayrımına izin veren önemli bir puan değeri kayması tanımlanmamıĢtır. 

Ġki ana bileĢen, sıvı PFS için TB1 ve TB2'nin sırasıyla %81,92 ve %16,19 olduğunu, 

dondurularak kurutulmuĢ PFS için TB1 ve TB2'nin toplam varyansların sırasıyla 
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%99,14 ve %0,62'sini oluĢturduğu sonucu elde edilmiĢtir (Tablo 2). Bu sonuçlar, 

PFS'nin dondurularak kurutulmasının PFS üzerinde önemli bir değiĢiklik yapmadığını 

göstermiĢtir. Sıvı PFS'de ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'de iĢlenmiĢ spektrumlar 

standart sapmaları ile ġekil 27'de verilmiĢtir. Ortalama spektrumlar, sıvı ve 

dondurularak kurutulmuĢ PFS'de oldukça benzer olduğu ġekil 28’de görülmektedir. 

Standart sapmalardaki en belirgin farklılıkların, sıvı PFS’den kaynaklı olan 3000 ve 

3500 cm
-1

’deki spektrumlardan kaynaklı olduğu sonucuna varılmıĢtır (ġekil 28).  

Tablo 2. Raman spektrumlarının TBA ile analizi sonuçları. 

TBA % TB 1 % TB 2 Diğerleri 

Sıvı PFS 81,92 16,19 1,89 

Dondurarak kurutulmuĢ PFS 99,14 0,62 0,24 

 

 

 

 
 

Şekil 27.  Sıvı PFS ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'nin ortalama Raman spektrumları. 

Spektrumların standart sapmaları, çoğu dalga sayısında gözlemlemek için 

küçük olan gölgeli bölgeler tarafından gösterildiği gibi ortalama spektrum ile 

birlikte verilmiĢtir.  
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Şekil 28.  PFS ve dondurularak kurutulmuĢ PFS'nin tekli Raman spektrumunun TBA 

grafiği. TB1 ve TB2 skor değerleri, dondurularak kurutulmuĢ PFS (kırmızı) 

ve sıvı PFS (mavi) arasındaki karĢılaĢtırmayı göstermektedir.  

3.5. A-PFS Hidrojellerinin analizi bulguları 

PFS’nin hidrojel üretiminde değiĢen oranlarda PFS, Aljinat ile birlikte kullanılmıĢtır. 

Bunun için A, A-50mg PFS, A-100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) Ģeklinde 

dört grup oluĢturulmuĢtur. Gruplardan A, gruplar arası farklılığın belirlenmesi için 

kullanılmıĢtır. A-PFS (1:1) ise dondurarak kurutulmuĢ ve sıvı PFS’nin etkisinin 

karĢılaĢtırılması için oluĢturulmuĢtur. Belirlenen her grubun Raman spektroskopisi ve 

histolojik boyama analizleri yapılarak elde edilen sonuçlar aĢağıda paylaĢılmıĢtır. 

3.5.1. PFS-Alg hidrojellerinin Raman analizi bulguları 

ġekil 29’de A, A-50mg PFS, A-100mg PFS ve A-150mg PFS hidrojellerinin Raman 

spektrumu grafiği görülmektedir. PFS ile Aljinatın homojen bir Ģekilde karıĢtığı ve 

artan PFS miktarına göre Raman spektrum Ģiddetinin arttığı görülmektedir (ġekil 29).  
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Şekil 29.Aljinat ve PFS ile elde edilen hidrojellerin Raman spektrum grafiği. 

ġekil 30’da A, PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinin Raman spektrumları görülmektedir. 

PFS’nin sıvı halinin %3’lük (w/v) A ile eĢit hacimlerde (1:1) karıĢtırılmasıyla homojen 

bir karıĢım oluĢturduğu grupların ayrı ayrı spektrumları incelenmesiyle anlaĢılmaktadır.  

 

 

Şekil 30.Aljinat, A-PFS (1:1) ve PFS hidrojelinin Raman spektrum grafiği. 
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3.5.2. A-PFS Hidrojellerinin Hücre Kültürü Histolojik Analiz Bulguları 

ġekil 31’de A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde MC3T-3 osteoblast 

hücrelerinin 7., 14., ve 21. günlerdeki histolojik boyama sonrası ıĢık mikroskobu 

görüntüleri görülmektedir. H&E boyama sonucunda, hidrojel yapılarda MC3T-3 

hücreleri siyah ve sitoplâzma içeriği mor renkli görülmektedir (ġekil 31). Tüm 

gruplarda hücrelerin hidrojel yapılarda çoğaldığı ve kültürünün baĢarılı bir Ģekilde 

yapıldığı görülmektedir.  

Polisakkarit yapılı GAGs bileĢenlerinin gösterilmesi için AB histolojik boyaması 

yapılmıĢ ve ıĢık mikroskobu görüntüleri ġekil 31’de görülmektedir. Sadece polisakkarit 

bileĢenleri içeren Aljinat hidrojelli AB boyamasının daha yoğun olduğu görülmektedir. 

PFS içeren hidrojel gruplar, Aljinat hidrojeli ile kıyaslandığında AB boyamanın daha az 

yoğunlukta boyandığı görülmektedir.  

PFS’de bulunan kolajen proteinin gösterilmesi için MT boyama yapılmıĢ ve ıĢık 

mikroskobu görüntüleri ġekil 32’de görülmektedir. Histolojik boyama sonucunda aljinat 

ile PFS’nin homojen olarak karıĢmıĢ olduğu ve MT boyama ile kolajen fiber ağları tüm 

hidrojel yapılarında görülmektedir. 

MC3T-3 osteoblast hücrelerinin hidrojel gruplarında kültürünün yapılmasında 

hücrelerin farklılaĢarak kemik dokuyu oluĢturmasının incelenmesi için AR histolojik 

boyaması yapılmıĢtır. Kültürün 7. gününde kemik dokunun oluĢmaya baĢladığı ve 

21.günde her bir hidrojel grup için kemik doku oluĢumunun arttığı ġekil 32’de 

görülmektedir.  



54 

 

Şekil 31. A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin 7., 14. ve 21. günlerdeki, H&E 

ve Alcian blue histolojik boyama görüntüleri. 
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Şekil 32.  A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin 7., 14. ve 21. günlerdeki, MT ve 

Alizarin red histolojik boyama görüntüleri. 
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3.5.3. A-PFS Hidrojellerinin SEM Analizi Bulguları 

Aljinat ile hazırlanan PFS hidrojellerinde miktar belirlenmesi amacıyla artan 

miktarlarda PFS (50, 100, 150mg) eklenerek hidrojeller üretilmiĢtir. Ayrıca, Aljinat ile 

PFS’nin eĢit hacimde (1:1) olacak Ģekilde hazırlanan A-PFS (1:1) hidrojellerinin 

dondurarak kurutulduktan sonraki SEM görüntüleri ġekil 33’de verilmiĢtir. Sadece 

Aljinat ile hazırlanan hidrojel ile PFS eklenen hidrojel grupları karĢılaĢtırıldığında 

PFS’nin Aljinat ile homojen olacak Ģekilde karıĢım oluĢturduğu görülmektedir. A-50mg 

PFS ve A-100mg PFS hidrojel gruplarında PFS dağılımının miktardan kaynaklı olarak 

daha az olduğu görülmektedir. A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde ise PFS 

dağılımının daha iyi olduğu SEM görüntüleri ile görülmektedir.  

 

Şekil 33.  Aljinat ve artan oranlarda PFS eklenerek oluĢturulan hidrojel yapıların SEM 

görüntüleri. A; Sadece Aljinat (A) içeren hidrojel yapının görüntüsü, B; A-

50mg PFS’den oluĢan hidrojel yapının görüntüsü, C; A-100mg PFS’den 

oluĢan hidrojel yapının görüntüsü, D ve E; A-150mg PFS’den oluĢan hidrojel 

yapının görüntüsü, F; A-PFS (1:1) hidrojel yapının SEM görüntüsü. A, B, C, 

D ve F’de mikroskop büyütmesi 100Kx ve 250Kx; E’de 250Kx ve 500Kx dir.  

3.5.3.1. A-PFS Hidrojelleri ile Hücre Kültürü SEM Analizi Bulguları 

Aljinat ile hazırlanan PFS hidrojellerinden PFS’nin homojen dağılımından dolayı A-

150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin 21 gün boyunca in-

vitro kültürü yapılarak kültürün 3., 7., 14. ve 21. günlerdeki SEM görüntüleri ġekil 
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34’de verilmiĢtir. Aljinat ile karıĢtırılan PFS’nin etkisini göstermek için kontrol olarak 

Aljinat hidrojeli kullanılmıĢtır. A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) olmak üzere 3 gruptan 

oluĢan hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin SEM görüntüleri fotoğrafları görülmektedir 

(ġekil 34). PFS eklenen hidrojel gruplarında hücrelerin PFS içeriğindeki protein 

yapıların olduğu bölgelerde tutunumu ve farklılaĢmasının daha iyi olduğu 

görülmektedir. Özellikle, A-150mg PFS hidrojelinde 21.günde hücrelerin farklılaĢtığı 

açık bir Ģekilde görülmektedir.  

 

Şekil 34.  A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojelleri ve bu hidrojellerde kültüre 

edilen MC3T-3 hücrelerin 3., 7., 14. ve 21. günlerdeki SEM görüntüleri. Tüm 

görüntülerde büyütme 500Kx ve 2.50Kx Ģeklinde iken, 21. günde A-150mg 

PFS büyütme 2.50Kx ve 5.00Kx’dir. 
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3.5.3.2. A-PFS Hidrojellerinde Hücre Canlılık Testi Bulguları 

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarında MC3T-3 hücrelerinin 1., 3., 7., 

14. ve 21. günlerdeki hücre canlılığında anlamlı farklılığın karĢılaĢtırılmasında tek 

yönlü Anova metodu kullanılmıĢtır. Grupların kendi içinde karĢılaĢtırılmasında ise 

bağımsız örneklem t-testi kullanılmıĢtır.  

Tek yönlü Anova istatistiği sonucuna göre tüm gruplar arasında anlamlı farklılığın 

sadece 1. ve 21. günlerde olduğu görülmüĢtür (p<0.05). Böylece, 3., 7. ve 14. günlerde 

gruplar arasında anlamlı bir farklılık (p>0.05) elde edilmemiĢtir.  

Grupların kendi arasında karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklılığın belirlenmesi için 

bağımsız örneklem t-testi sonuçlarına göre 1. gün A ile A-PFS (1:1) ve A-150mg PFS 

ile A-PFS (1:1) arasında anlamlı farklılık (p<0.05) elde edilmiĢtir. 3. ve 7. günlerde her 

hangi bir anlamlı farklılık görülmemiĢtir. 14.günde sadece A-150mg ile A-PFS (1:1) 

arasında anlamlı farklılık elde edilmiĢtir. Kültürün son günü olan 21. günde; A ile A-

PFS (1:1) ve A-150mg ile A-PFS (1:1) grupları arasında anlamlı farklılık elde 

edilmiĢtir. ġekil 35’de üç hidrojel gruplarında 21 gün boyunca kültürü yapılan MC3T-3 

hücrelerinin hücre canlılığı tüm günlerde A hidrojelinde daha az iken PFS içeren 

hidrojel gruplarında hücre canlılığının daha yüksek olduğu görülmektedir. Hücre 

kültürünün baĢlangıcı olan 1. günde hidrojel gruplarındaki hücre canlılığı çok yakın gibi 

görünse de istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (ġekil 35).  

 

Şekil 35. A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin 1., 3., 7., 14. ve 

21.günlerdeki hücre canlılığı grafiği. Anlamlı farklılık değeri 

p < 0.05 olup ‘*’ ile gösterilmiĢtir.  
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4. BÖLÜM 

TARTIġMA-SONUÇ ve ÖNERĠLER  

4.1.TartıĢma 

Bu tez çalıĢmasında PF’nin karakterizasyonu gerçekleĢtirilerek doku mühendisliği 

alanında uygulanmasına yönelik çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢ olup içerik ve elde edilen 

bulgular yönüyle literatürde bir ilk çalıĢma olup özgün değer taĢımaktadır. PF’nin 

karakterizasyonu sonucunda hücrelerinden uzaklaĢtırılmıĢ olan PF, PFS olarak 

adlandırılmıĢ ve PFS’nin karakterizasyonu sonucunda PFS’nin kolajen tip I, III, IV, 

elastin, fibrin, fibrinojen, albumin ve proteoglikan içerdiği sonucuna varılmıĢtır. Doğal 

ECM yapısını oluĢturan bu bileĢenlerin PFS içinde yer aldığının ortaya koyulması 

literatüre özgün katkılar sağlamıĢtır.  

Biyomedikal alanda pek çok çalıĢmada yaygın olarak kullanılan FDA onaylı PCL 

polimeri biyouyumlu, mekanik olarak dayanıklı ve biyobozunur özelliktedir. PCL 

biyouyumlu olmasına rağmen hidrofobik özelliği hücre tutunması açısından dezavantaja 

sahiptir. Bu dezavantajı ortadan kaldırmak ve hücre tutunumunu artırmak için kolajen, 

jelatin, fibronektin gibi doğal polimerler ile yüzey kaplama yapılmaktadır. [140, 141]  

Tez çalıĢmasında ise, PFc hücrelerinin tutunumunu artırmak için PCL membranları PFS 

ile kaplanmıĢtır. GerçekleĢtirilen çalıĢmada PFS’ye ek olarak fetal sığır serumu (FBS) 

ve Alfa-Mem (Med) kullanılmıĢ ve PFS’nin PFc hücrelerinin tutunumuna olan etkisi 

hücre canlılığı testi ve SEM görüntüleriyle analiz edilmiĢtir. MTT hücre canlılık testi 

analiz sonuçlarına göre PFS ile kaplanan PCL membranlarında, PFc hücrelerinin uzun 

dönem hücre canlılığını koruduğu ve böylece PFS’nin hücre canlılığına olumlu etki 

oluĢturduğu sonucuna varılmıĢtır. PFS’nin hücre canlılığı ve çoğalmasına olan bu 

etkinin PFS’nin albumin, globulinler, makroglobulinler, fibrinojen, kolajen, elastin gibi 

heterojen protein yapılarından oluĢması ve ayrıca proteoglikan yapı içermesinden 
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kaynaklandığı düĢünülmektedir. Çünkü, PFS içerinde bulunan bu protein çeĢitleri farklı 

vücut dokularından izole edilerek malzeme yüzey kaplamasında biyouyumluluğu 

artımak için tek baĢına ya da ikili karıĢım halinde literatürde kullanılmaktadır [10,142].   

Literatürde gerçekleĢtirilen çalıĢmada PFS içeriğinde de bulunan albümin proteininden 

yapılan doku iskelesinin mezenkimal kök hücrelerin (MKH) büyümesini ve 

farklılaĢmasını olumlu yönde etkilediği gösterilmiĢtir [143]. Böylece, tez çalıĢmasında 

PCL membranların albümin içeren PFS ile kaplanmasının, PFc hücrelerinin tutunması 

ve canlılığı üzerinde olumlu bir etkiye sahip olduğu gösterilmiĢtir. PFS'nin hücre 

yapıĢması ve canlılığı üzerindeki etkisi protein kompleksi ile olmakla birlikte aynı 

zamanda PFS’nin büyüme faktörleri içermesinden kaynaklı olduğu düĢünülmektedir. 

PFS içeriğinde temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF), asidik fibroblast büyüme 

faktörü (aFGF), hepatosit büyüme faktörü (HGF) ve vasküler endoteliyal büyüme 

(VEGF) gibi büyüme faktörleri ve prostaglandin ve sitokin içermektedir [144-148]. 

Ayrıca, PFS'nin vasküler düz kas hücreleri, miyokardiyal hücre ve vasküler endotelyal 

hücre büyümesi ve uyarımı üzerinde çok önemli bir etkisi bulunmaktadır [149]. PFS 

içerdiği bu bileĢenler sayesinde MKH kök hücrelerinin kültüre edilmesi için uygun bir 

ortam sağlamaktadır [17]. 

PCL membranları yüzey kaplamasında kullanılan PFS’nin hücre canlılığına etkisi sığır 

PF'den izole edilen PFS'nin fibrinojen, albümin, globulinler, büyüme faktörleri, 

prostaglandin ve sitokin gibi protein bileĢenleri içererek hücre tutunmasını arttırdığını 

göstermektedir. PFS ile kaplanmıĢ PCL iskelelerinde hücre kültürünün ilerleyen 

günlerinde, hücrelerin hücre canlılığını ve sayısını korumanın yanı sıra SEM 

görüntülerinde görüldüğü gibi PCL membranı yüzeyinde ve PFS’nin SEM 

görüntülerinde görülen kolajen ağ yapılarından kaynaklı olduğu düĢünülmektedir (ġekil 

20, 24, 25). Parametrik olmayan analiz sonuçları, PFS kaplı PCL yapı iskeleleri ile FBS, 

Med ile kaplanmıĢ PCL membranları ve kaplanmamıĢ PCL membranları arasında 

istatistiksel olarak önemli farklılıklar (p <0.05) olduğunu göstermiĢtir. Bununla birlikte, 

PFS ile kaplanmıĢ PCL membranları hücrelerin tutunması ve canlılığı üzerinde önemli 

derecede olumlu etki göstermiĢtir. Tez çalıĢması birinci bölümünde gerçekleĢtirilen 

PFS’nin PCL membranlarının kaplanması ve hücre canlılığı ve tutunmasının 

incelenmesi sonuçlarına göre PFS iyi bir yüzey kaplama malzemesi olduğu 
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gösterilmiĢtir. Bu bulgularla, hücre tutunmasını sağlamak/arttırmak için kullanılan 

kaplama malzemelerine ilave olarak PFS'nin de kullanılabileceği gösterilmiĢtir.  

PFS'nin karmaĢık protein içeriğinin belirlenmesi ve PFS’nin karakterizasyonu için 

moleküler kimlik analizi olarak kullanılan Raman spektroskopisi kullanılmıĢtır. Raman 

analiz sonuçlarına ek olarak, histolojik analiz ve SEM görüntüleme sonuçları, PF'nin 

doğal ECM bileĢenlerini içerdiğini ve morfolojik ve yapısal olarak doğal ECM'ye 

benzer olduğunu gösterniĢtir. PFS, doğal ECM bileĢenleri olan kolajen tip I, III, IV, 

elastin, fibrin, fibrinojen, GAGs ve proteoglikan içermektedir. PFS'nin doğal ECM 

bileĢenleri içerdiği ve doku mühendisliği çalıĢmalarında kullanılabileceği ilk kez bu tez 

çalıĢması ile belirlenmiĢtir. Doğal ECM, hücre çoğalması, canlılığı, farklılaĢması ve 

göçünü barındıran önemli bir misyona sahiptir. Bu yüzden, doku mühendisliği 

çalıĢmalarında kolajen, fibrin, matrigel, Jelatin-Metakryloyl jelatin-metakrilat (JelMA) 

ve hücreleri uzaklaĢtırılmıĢ dokular doğal ECM'yi taklit etmek için kullanılmaktadır. Bu 

malzemelerin ECM'yi tam olarak taklit edememe, biyouyumluluk ve izolasyonunda 

zorluk veya kaynak eksikliği gibi bazı sorunlar bulunmaktadır. Bu sorunlara çözüm 

olacak ve doku mühendisliği çalıĢmalarında hem yapı hem de içerik olarak doğal 

ECM'yi yüksek benzerlik gösteren bir malzeme biyouyumluluk açısından önemlidir. 

PFS’nin doku mühendisliğinde, tez çalıĢması ile bir ilk olarak sentetik ve hidrofobik 

PCL membranlarının yüzey kaplaması için kullanılmıĢtır [135]. Tez çalıĢmasının son 

aĢamasında ise, PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanılabilirliğini göstermek için Aljinat 

ile birlikte kullanılmıĢtır. Aljinata değiĢen oranlarda dondurarak kurutulmuĢ PFS 

eklenerek en iyi hidrojel yapının A-150mg PFS grubunda olduğu belirlenmiĢtir. 

dondurarak kurutulmuĢ PFS’ye ilave olarak PFS’nin sıvı halinin de hidrojel sistemlerde 

kullanılabilirliğini göstermek amacıyla eĢit hacimlerde (1:1) hazırlanan A-PFS hidrojeli 

üretilmiĢtir. Bu hidrojel gruplarında hücre canlılığı ve farklılaĢmasının belirlenmesi 

kontrol grubu olarak Aljinat hidrojeli kullanılmıĢtır. MC3T-3 hücrelerinin 21 günlük in-

vitro kültürleri yapılarak PFS eklenen gruplarda hücre canlılığı ve farklılaĢmasının daha 

iyi olduğu sonucu elde edilmiĢtir. Ayrıca, PFS’nin hem toz hem de sıvı olarak hidrojel 

sistemlerde kullanılabilirliği tez çalıĢmasının önemli çıktılarındandır. 

Bu çalıĢmada, PF'nin doğal ECM’ye benzeyen yapısı histolojik, Raman spektroskopi 

analizi ve SEM görüntüleri ile ortaya konmuĢtur. Böylece PFS'nin literatürde hiç 

bahsedilmeyen doğal ECM ile benzerliği keĢfedilmiĢ ve yüzey kaplama, in vivo/in vitro 
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gibi çeĢitli doku mühendisliği uygulamalarında kullanılabileceği bu çalıĢma ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

4.2. Sonuç ve Öneriler  

Bu tez çalıĢması ile bir plazma ultrafiltratı olan PF’nin doku mühendisliği 

çalıĢmalarında kullanılabilirliği araĢtırılmıĢtır. Örnek alımının ve etik sorun 

oluĢturmadığı için PF sıvısı mezbaneye kesim amaçlı getirilen sağlıklı sığırlardan 

kesimden hemen sonra alınmıĢtır. Kısa sürede laboratuvara getirilen heterojen hücre 

topluluğu içeren PF’den hücreler uzaklaĢtırılarak hücreleri uzaklaĢtırılmıĢ olan PF, PFS 

olarak adlandırılmıĢtır. PFS’nin doku mühendisliğinde kullanılabilirliğinin araĢtırıldığı 

bu tez çalıĢmasının ilk aĢamasında PFS, elektro eğirme yöntemiyle üretilen PCL 

membranlarının yüzey kaplamasında kullanılmıĢtır. PFS’nin yüzey kaplamaya etkisinin 

karĢılaĢtırılması için Alfa-Mem (Med) besi yeri ve sığır serumu (FBS) PCL 

membranlarının yüzey kaplamasında kullanılmıĢtır. Kontrol olarak kaplama yapılmamıĢ 

PCL membranları kullanılmıĢtır. Kaplamadaki amaç hidrofobik özellikte olan PCL 

polimerinden üretilmiĢ olan PCL membranlarının hidrofilik özellik kazanarak hücre 

tutunumunu artırmasıdır. PCL membranlarının kaplama sonrası hücre tutunumuna 

etkisinin belirlenmesi için PCL membranlarında PFc hücreleri beĢ gün boyunca kültüre 

edilmiĢtir. Hücre kültürünün 1., 3. ve 5. günlerinde hücre canlılığının belirlenmesi için 

MTT analizi yapılmıĢtır. PCL membranlarının yapısı ve bu membranlara tutunan 

hücrelerin görüntülenmesi için SEM analizi yapılmıĢtır. Hücre kültürünün 1. gününde; 

FBS, Med ve PFS ile yüzey kaplaması yapılmıĢ olan PCL membranlarına hücrelerin 

tutunduğu, fakat kaplama yapılmamıĢ olan PCL membranlarına hücrelerin tutunmadığı 

görülmüĢtür (ġekil 18). Üçüncü ve beĢinci günlerde PFS ile yüzey kaplaması yapılmıĢ 

olan membranlara hücre tutunumu görülmesine rağmen FBS ve Med ile kaplanmıĢ 

olanlarda hücre sayısında azalmanın olduğu SEM görüntüleri ile belirlenmiĢtir (ġekil 

19, 20). Böylece, PFS ile kaplanmıĢ olan PCL memranlarının 1., 3. ve 5. günlerde hücre 

tutunumu ve hücre sayısının diğer membranlara göre daha iyi olduğu sonucuna 

varımıĢtır. PFS ile kaplanmıĢ olan PCL membranlarında hücre sayısında artma ile 

birlikte hücre canlılığının da korunduğu hücre canlılık testi ile tespit edilmiĢtir. MTT 

analizi sonucunda elde edilen absorbans değerlerinin istatistik analizinde Anova metodu 

kullanılarak gruplar arası farklılık karĢılaĢtırılmıĢtır. Kontrol olarak seçilen kaplama 

yapılmayan PCL membranları ile FBS ve Med ile kaplama yapılan PCL 
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membranlarının 1, 3 ve 5. günlerde hücre canlılığı Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma testi 

ile analiz edilerek anlamlı bir farklılık olmadığı (p>0.05) sonucuna varılmıĢtır. Ayrıca, 

Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma testi PFS ile kaplanmıĢ PCL membranları ve kaplama 

yapılmayan PCL membranları karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında anlamlı farklılık 

olduğu (p<0.05) belirlenmiĢtir. Böylece, hücre tutunumu ve canlılığının en fazla PFS ile 

kaplanmıĢ olan PCL membranlarında olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 21). Her bir grubun 

kendi içinde 5 gün boyunca hücre canlılığını analiz etmek için Wilcoxon testi 

kullanılmıĢtır. FBS ile kaplama yapılmıĢ olan PCL membranlarının 1, 3 ve 5. günlerde 

kendi aralarında karĢılaĢtırılması sonucuna göre 1. günde hem 3.gün hem de 5. günler 

arasında anlamlı farklılığın olduğu sonucuna varılmıĢtır. PFS ile kaplama yapılan PCL 

membranlarında 1. gün ile 3. gün arasında anlamlı farklılık görülmezken, 1. gün ile 5. 

gün arasında ve 3. gün ile 5. gün arasında anlamlı farklılık olduğu görülmüĢtür. Med ile 

kaplama yapılmıĢ PCL membranlarında ve kaplama yapılmamıĢ PCL membranlarının 

kendi içinde 1, 3 ve 5. günler arasında hiç bir anlamlı farklılık olmadığı tespit edilmiĢtir 

(ġekil 22). Böylece; hücre canlılığı analizi sonuçları ve SEM görüntüleri birlikte 

değerlendirildiğinde, PFS özellikle PCL gibi hidrofobik özellikte membranların yüzey 

kaplamasında hücre tutunumunu artırmak amacıyla kullanılabileceği sonucuna 

varılmıĢtır. 

Raman spektroskopisi analizi öncesinde PFS örneklerinin bir kısmı dondurarak kurutma 

ile toz PFS elde edilmiĢtir. Dondurarak kurutma iĢleminin PFS yapısında herhangi bir 

değiĢikliğe sebep olup olmadığını tespit etmek amacıyla hem dondurarak kurutulmuĢ 

olan PFS hem de sıvı PFS’nin Raman spektroskobu ile analizi yapılmıĢtır. Elde edilen 

Raman spektrum değerleri grafik haline getirilerek sıvı ve toz PFS’nin benzer 

spektrumlar içermekle birlikte toz PFS spektrumlarının daha belirgin olduğu tespit 

edilmiĢtir (ġekil 26). Bunun sebebi spektrumların sıvı PFS’de su kaynaklı olarak 

değiĢtiği ve toz PFS’nin su içermemesi daha belirgin spektrumların oluĢmasına sebep 

olduğu sonucuna varılmıĢtır. Ayrıca, dondurarak kurutma iĢleminin PFS yapısında 

değiĢime sebep olup olmadığı TBA analizi ile de araĢtırılmıĢtır. TBA analizi sonucuna 

göre TB1 ve TB2’nin yükleme spektrumları, ağırlıklı olarak genel spektral veri seti 

içinde benzer olan Raman spektrumlarını gösterdiği görülmüĢtür. Sıvı PFS için TB1 ve 

TB2 değerlerinin sırasıyla %81,92 ve %16,19 olduğunu, dondurularak kurutulmuĢ PFS 

için TB1 ve TB2'nin toplam varyansları sırasıyla %99,14 ve %0,62'sini oluĢturduğu 
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sonucu elde edilmiĢtir (Tablo 2). TB2'de, sıvı PFS ve dondurularak kurutulmuĢ PFS 

ayrımına izin veren önemli bir puan değeri kayması tanımlanmamıĢtır. TB1 toplam 

varyansının %99,14 olması, ġekil 27'de verilen sıvı ve dondurularak kurutulmuĢ 

PFS'den elde edilen spektrumların standart sapma grafiğinde benzer spektrumlar 

içermesi ve ġekil 28’deki TBA analizi sonuçlarına göre sıvı PFS'nin dondurularak 

kurutulmasının PFS üzerinde önemli bir değiĢiklik yapmadığı sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

Raman spektroskobu ile PFS’ye ait spektrum değerleri elde edildikten sonra, 

literatürdeki spektrumlar ile karĢılaĢtırılarak (Tablo 1) PFS içeriğindeki bileĢenler tespit 

edilmiĢtir. Raman spektrumları her bir molekül için belirli spektrum değerine karĢılık 

geldiği için literatürdeki spektrum değerleri ile karĢılaĢtırma sonucunda PFS içeriğinde 

doğal ECM bileĢenlerinden olan kolajen tip I, III, IV, albumin, fibrin, fibrinojen, elastin 

ve proteoglikan bulunduğu tespit edilmiĢtir.  

PFS’nin karakterizasyonu için kullanılan bir diğer yöntem ise histolojik boyamadır. 

Histolojik boyama öncesinde PFS 48 saat boyunca inkübatörde bekletilerek jelleĢmesi 

sağlandı. JelleĢen PFS ile histolojik boyamada histolojik karakterizasyonda kullanılan 

H&E boyası; proteinlerin ve hücre çekirdeğinin boyanmasında, Masson Trikrom 

boyası; kolajen proteininin boyanmasında, Alsiyan blue boyası ise; polisakkarit yapıdan 

oluĢan GAGs bileĢeninin boyanmasında kullanılmıĢtır. Boyama sonucu elde edilen cam 

bloklar ıĢık mikroskobu ile incelenerek görüntüleri kaydedilmiĢtir. H&E boyama 

sonucunda PF’nin tamamen hücrelerinden uzaklaĢtırıldığı ve hematoksilen ile boyanan 

hücre çekirdeği kısmının bulunmadığı gözlenmiĢtir. Ayrıca, tüm görüntü alanının 

pembeye boyanarak eozinle boyanan kısımlarda belirgin kolajen fiber ağının bulunduğu 

gözlenmiĢtir (ġekil 23 A, B). PFS jel yapısının Masson Trikrom (MT) ile boyama 

sonucunda maviye boyanan kısımların kolajen, kırmızı/pembeye boyanan kısımların da 

elastin proteini olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 23 C, D). PFS içeriğindeki GAGs 

bileĢenlerinin belirlenmesi için Alsiyan blue (AB) boyaması yapılarak, ġekil 23’de 

kolajen fiber ağı içine dağılmıĢ GAGs yapısının yeĢil renge boyandığı gözlenmiĢtir 

(ġekil 23 E, F). Elde edilen histolojik boyama görüntüleri sonuçlarına göre; PFS’nin 

genel yapısının H&E boyama ile fiber ağ yapısından oluĢtuğu, MT boyama ile PFS 

içeriğinde elastin ve kolajen proteinlerinin bulunduğu ve AB boyama ile polisakkarit 

yapılı bileĢenler olan GAGs ve hem protein hem de polisakkarit yapılı bileĢenler içeren 

proteoglikanların PFS içeriğinde bulunduğu sonucuna varılmıĢtır.  
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PFS’nin karakterizasyonu için kullanılan SEM görüntüleme ile PFS’nin nanoboyutta 

yapısı incelenmiĢtir. SEM görüntüleme için jelleĢtirilmiĢ olan PFS kullanılmıĢtır. 

Histolojik boyama sonucu elde edilen görüntülerde de görülen PFS içeriğindeki kolajen 

protein ağının nano boyuttaki yapısı SEM analizi ile görüntülenmiĢtir. ġekil 24’de yer 

alan A ve B görüntülerinde kolajen fiber ağı daha ince demetler halindeyken, C ve 

D’deki görüntülerde daha kalın bir kolajen fiber ağı bulunduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca, 

ġekil 24 A ve B’de kolajen fiber ağı çapraz bağlı bir örgü yapıda görülmekteyken ġekil 

24 C ve D’de kolajen fiberlerin daha çok birbirine paralel önde olacak Ģekilde 

yönlendiği görülmektedir. Objektif büyütmesi arttıkça SEM görüntüleme ile kolajen 

fiberlerin yapısı ve fiber yönlenmeleri daha detaylı görülmektedir (ġekil 24 B, D). 

Kolajen fiber ağının bir baĢka SEM fotoğrafı ġekil 25’de H&E boyama sonucu elde 

edilen görüntü ile birlikte gösterilmiĢtir. ġekil 25 C’de bu kolajen ağ örgüsü birbirine 

paralel uzantılar Ģeklinde görülürken, ġekil 25 D’de 20.00 KX büyütmede fiber yapılar 

daha belirgin bir ağ örgüsü Ģeklinde görülmektedir. SEM görüntüleme sayesinde H&E 

boyama ile mikroboyutta görülen PFS içeriğindeki kolajen fiber yapısının daha detaylı 

incelenerek nano boyutta yapısı hakkında bilgiye ulaĢılabilmiĢtir. Elde edilen SEM 

bulgularına göre PFS yapısının doğal ECM yapısına benzediği sonucuna varılmıĢtır.  

PFS’nin karakterizasyonu sonucunda hem yapısal hem de içerik olarak doğal ECM’ye 

benzerliğinin tez çalıĢması ile ilk defa keĢfedilmiĢ olması tez çalıĢmasına özgün bir 

değer katmaktadır. PFS’nin doğal ECM’ye benzerliği ile çeĢitli doku mühendisliği 

çalıĢmalarında kullanılabilirliğinin gösterilmesi için PFS aljinat (A) ile birlikte hidrojel 

üretiminde kullanılmıĢtır. Tez çalıĢması kapsamında aljinat ile birlikte ilk defa 

kullanılan PFS’nin hangi oranlarda hidrojel yapılara ekleneceğinin belirlenmesi için 

artan oranlarda PFS eklenerek denemeler yapılmıĢtır. %3’lük aljinat çözeltisine artan 

miktarda 50, 100, 150 mg PFS ve kontrol olarak da sadece aljinat içeren çözeltiler 

hidrojel üretimi için kullanılmıĢtır. Ayrıca, Sıvı PFS’nin de hidrojel üretiminde 

kullanılabilirliğinin gösterilmesi için aljinat ile eĢit hacimde karıĢtırılan sıvı PFS (A-

PFS (1:1)) bir diğer hidrojel grubu olarak belirlenmiĢtir. Üretilen hidrojel gruplarının 

Raman spektroskobu analizi ve SEM görütüleme analizi yapılmıĢtır. Raman spektrum 

değerleri ile elde edilen Raman spektrumu/ Raman kayması grafiğinden PFS’nin aljinat 

ile homojen olarak karıĢtığı görülmüĢtür. Aljinat içerisine eklenen PFS miktarı artıĢı ile 



66 

PFS’ye ait olan spesifik spektrumların grafikte belirgin bir Ģekilde arttığı görülmüĢtür 

(ġekil 29).  

A, A-50mg PFS, A-100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) olmak üzere beĢ farklı 

hidrojel gruplarının SEM görüntüleme ile yapıları incelenmiĢtir. Artan miktarda eklenen 

PFS grupları incelendiğinde A-150mg PFS hidrojel grubunda PFS aljinat içerisinde 

homojen olarak karıĢmakla birlikte kolajen fiber yapısının da aljinat içerisinde yoğun 

bir Ģekilde dağıldığı SEM görüntülerinde görülmektedir (ġekil 33 D, E). Ayrıca, A-PFS 

(1:1) hidrojel grubunda da benzer Ģekilde yoğun olarak PFS yapısı gözlenmiĢtir (ġekil 

33 D, E). Böylece, MC3T-3 osteoblast hücrelerinin in-vitro kültürü için A, A-150mg 

PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel grupları tercih edilmiĢtir.  

Belirlenen hidrojel gruplarında MC3-T3 hücreleri 21 gün boyunca kültüre edilerek 

kültürün 3, 7, 14 ve 21.günlerinde SEM analizi yapılmıĢtır. Histolojik analiz için hücre 

kültürünün 7, 14 ve 21.günlerinde ve hücre canlılık analizi için de hücre kültürünün 1, 

3, 7, 14 ve 21. günlerindeki hidrojel grupları kullanılmıĢtır.  

Histolojik boyamada hücre kültürünün 7., 14., ve 21. günlerinde H&E boyama 

sonucunda, hidrojel yapılarda MC3T-3 hücreleri siyah ve sitoplâzma içeriği mor renkli 

görülmektedir (ġekil 31). Tüm gruplarda hücrelerin hidrojel yapılara tutunarak 

çoğaldığı ve hücre kültürünün baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği sonucu elde edilmiĢtir. 

AB histolojik boyaması ile polisakkarit yapılı olan aljinat hidrojelinde daha yoğun bir 

boyanmanın olduğu görülmüĢtür. PFS eklenen hidrojel gruplarda PFS içeriğinde az 

miktarda bulunan GAGs yapısından dolayı AB ile daha az boyanma olduğu 

gözlenmiĢtir (ġekil 31). Hidrojel gruplarında kolajen yapıyı görüntülemek için MT 

boyama yapılmıĢ ve ıĢık mikroskobu görüntüleri sonuçlarına göre aljinat ile PFS’nin 

homojen olarak karıĢmıĢ olduğu ve MT boyama ile kolajen fiber ağları tüm hidrojel 

yapılarında görülmektedir (ġekil 32). MC3T-3 osteoblast hücrelerinin hidrojel 

gruplarında kültürünün yapılmasında hücrelerin farklılaĢarak kemik dokuyu oluĢturduğu 

AR histolojik boyaması ile belirlenmiĢtir. Hücre kültürünün 7. gününde kemik dokunun 

oluĢmaya baĢladığı ve 21.günde her bir hidrojel grup için kemik doku oluĢumunun 

arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 32).  

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde MC3T-3 hücrelerinin 21 gün boyunca 

in-vitro kültürü yapılarak hücre kültürünün 3., 7., 14. ve 21. günlerdeki SEM 
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görüntüleri incelendiğinde PFS eklenen hidrojel gruplarındaki hücre tutunmasının ve 

farklılaĢmasının daha iyi olduğu sonucu elde edilmiĢtir (ġekil 34). Bunun sebebi, PFS 

içeriğindeki protein bileĢenlerin bulunması ve yapısal olarak da doğal ECM’ye 

benzerliğinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. MC3T-3 osteoblast hücrelerinin 

21.günde farklılaĢmıĢ halini özellikle A-150mg PFS hidrojelinde belirgin bir Ģekilde 

görülmesi ile en iyi hidrojel grubunun 150mg PFS içeren hidrojel olduğu 

söylenebilmektedir (ġekil 34). Böylece, PFS hem sıvı PFS Ģeklinde hem de %3’lük 

aljinat çözeltisi içine 150mg PFS eklenenerek doku mühendisliği çalıĢmalarında 

kullanılabilirliği sonucuna varılmaktadır.  

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarında MC3T-3 hücrelerinin 21 günlük 

hücre kültürü sonuçlarının SEM ve histolojik boyama ile analizine ilave olarak hücre 

canlılığının belirlenmesi için MTT analizi yapılmıĢtır. MTT analizi için hücre 

kültürünün 1., 3., 7., 14. ve 21.günlerinde hücre canlılığına bakılarak elde edilen 

absorbans değerleri tek yönlü Anova metodu kullanılarak istatistiksel olarak 

değerlendirilmiĢtir. Tek yönlü Anova istatistiği sonucunda tüm gruplar arasında anlamlı 

farklılığın sadece 1. ve 21. günlerde olduğu görülmüĢtür (p<0.05). Böylece, 3., 7. ve 14. 

günlerde gruplar arasında anlamlı bir farklılık (p>0.05) olmadığı sonucu elde edilmiĢtir.  

Her bir hidrojel grupları kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklılığın 

belirlenmesi için bağımsız örneklem t-testi sonuçlarına göre 1. gün A ile A-PFS (1:1) ve 

A-150mg PFS ile A-PFS (1:1) arasında anlamlı farklılık (p<0.05) olduğu tespit 

edilmiĢtir. 3. ve 7. günlerde ise gruplar arasında her hangi bir anlamlı farklılık olmadığı 

sonucu elde edilmiĢtir. Hücre kültürünün 14.günde sadece A-150mg ile A-PFS (1:1) 

arasında anlamlı farklılık elde edilmiĢtir. Hücre kültürünün son günü olan 21. günde; A 

ile A-PFS (1:1) ve A-150mg ile A-PFS (1:1) grupları arasında anlamlı farklılık elde 

edilmiĢtir. ġekil 35’de üç hidrojel gruplarında 21 gün boyunca kültürü yapılan MC3T-3 

hücrelerinin hücre canlılığı tüm günlerde A hidrojelinde daha az iken PFS içeren 

hidrojel gruplarında hücre canlılığının daha yüksek olduğu gözlenmiĢtir. Hücre 

kültürünün baĢlangıcı olan 1. günde hidrojel gruplarındaki hücre canlılığı çok yakın gibi 

görünmesine ragmen istatistik analizi sonuçlarına göre anlamlı farklılık olmadığı 

sonucuna varılmıĢtır (ġekil 35).  
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Sonuç olarak, PF’nin henüz aydınlatılmamıĢ olan doğal ECM’ye önemli derecede 

benzerliği ve doğal biyomalzemelere alternatif olarak doku mühendisliği çalıĢmalarında 

kullanılabileceği bu tez çalıĢmasıyla bir ilk olarak ortaya koyulmuĢtur. Ayrıca, PFS in-

vitro hücre kültürü çalıĢmaları, biyoyazıcı sistemlerde biyomürekkep malzemesi olarak, 

sentetik/doğal polimerlerle karıĢtırılarak doku rejenerasyonunda kullanımı, çeĢitli 

hidrojel sistemlerin üretiminde ve organoid yapıların üretimi gibi pek çok biyomedikal 

mühendisliği uygulamarında kullanılabilme potansiyeline sahiptir.  
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