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OZET

Hasarli doku/organlarin onarimi ve rejenerasyonu i¢in doku miihendisligi yaklagimlari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada sigir kalbinden alinan perikardiyal sivinin
(PF) doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanimi arastirilmistir.  Oncelikli olarak
hiicreleri uzaklastirilmis olan PF (PFS); elektroegirme yontemiyle hidrofobik 6zellik
tastyan polikaprolakton (PCL) kullanilarak {iretilmis olan PCL memranlarinin yiizey
kaplamasinda kullanilmistir. PFS’nin hiicre tutunumu ve g¢ogalmasia olumlu etki
olusturmast sonucu ile PFS’nin karakterizasyonu yapilmistir. Karakterizasyon igin
Raman spektroskopisi, histolojik boyama ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
analizleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore; PFS’nin, dogal hiicre dig1 matris
(ECM) bilesenleri olan kolajen tip I, I, 1V, elastin, fibrin, fibrinojen, albumin,
glikozaminoglikan (GAGS) ve proteoglikan igerdigi tespit edilmistir. Tez ¢alismasinin
son kisminda; PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanilabilirligini gdstermek amaciyla
dondurarak kurutulmus PFS ve sivi PFS Aljinat (A) ¢ozeltisi ile karigtirilarak hidrojel
yapilar tiretilmistir. PFS’nin hiicre canlilig1 ve farklilagmasina etkisinin gosterilmesi i¢in
MC3T-3 fare osteoblast hiicreleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore PFS,
biyouyumlulugu artirmaya yonelik calismalarda, gesitli in-vitro/vivo hiicre kiiltiiri
caligmalarinda, biyoyazicilar ve hidrojel sistemler gibi tiim doku miihendisligi

calismalarinda kullanilabilecegi bu tez calismastyla bir ilk olarak ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Doku miihendisligi, ECM, Perikardiyal sivi, Aljinat, Raman
spektroskopisi,



Vi
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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, IlI,
IV, elastin, fibrinogen, fibrin, aloumin, glycosaminoglycan (GAGSs), 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.
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GIRIS
Problemin Tanim ve Motivasyon

Travma veya cesitli hastaliklar sonucu hasara ugrayan doku/organlarin fonksiyonunu
tamamen veya kismen yerine getirebilmek iizere gerceklestirilen rejeneratif tip ve doku
miihendisligi ¢aligmalar1 biyomedikal miihendisliginin énemli ¢alisma alanlarindandir.
Hasarli dokunun rejenerasyonunda yaygin olarak kullanilan dogal biyomalzemeler
biyouyumlu olmalarindan dolay1 Oncelikli olarak tercih edilmektedir. Yiiksek
biyouyumluluga sahip olan dogal biyomalzemelerin kaynak yetersizligi yeni dogal

biyomalzemelerin arastirilmasina yol agmustir.
Tezin Amaci ve Katkilar

Bu tez calismasinda simdiye kadar sadece patolojik durumlarin analizi igin
biyokimyasal icerigi incelenmis olan Perikardiyal sivinin karakterizasyonu yapilarak

hidrojel sistemlerle birlikte doku miihendisligi calismalarinda kullanimi arastirilmastir.
Tezin Onemi

PF’nin simdiye kadar farkedilmemis bir 6zelligi olan dogal ECM bilesenleri icermesi ve
yapisal olarak da ECM’ye benzerligi; Raman spektroskopisi, SEM ve histolojik boyama
ile analiz edilerek bu tez ¢alismasinda bir ilk olarak kesfedilmistir. PF ile ilgili simdiye
kadar yapilan c¢aligmalarda sadece kalp ile ilgili rahatsizliklarin tani, teshis ve
tedavisinde PF biyokimyasal bilesenlerindeki degisiklikler incelenmistir. Bu tez
caligmast ile PF’nin doku miihendisligi c¢alismalarinda da kullanilabilirligi
arastirilmistir. Bu nedenle gerceklestirilen ¢alisma PF’nin dogal ECM bilesenlerini
icermesi ve yapisal olarak dogal ECM ye benzerligi ile ili¢ boyutlu biyoyazict
sistemlerde hidrojel olarak, ayrica dogal biyomalzeme kaynagi gibi pek ¢ok doku
miihendisligi calismalarinda kullanilabilirligini gdstermesi agisindan oldukca 6nem

tasimaktadir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Perikardiyal Sivi

Gilinlimiizde en oOnemli saglik sorunlarmin basinda kalp ve damar hastaliklar
gelmektedir. Genetik ve gevresel faktorlerden kaynakli olarak dolasim sisteminin birinci
elemant olan kalbin hasara ugramasi ¢esitli hastaliklarin olusmasina sebep olacaktir. Bu

yiizden kalp ve damar hastaliklarinin tedavisi tiim diinyada ciddi 6nem tagimaktadir.

Kalbin etrafini1 ¢evreleyerek onu ¢evre dokulardan ayiran yapi olan perikardiyum i¢ ve
dis tabaka olmak iizere iki tabakadan olusmaktadir. I¢ tabaka serdz yapidan olustugu
icin serdz perikardiyum, dig tabaka ise fibroz yapidan olustugu i¢in fibréz perikardiyum
olarak adlandirilir. Ser6z perikardiyumun kalbe daha yakin olan i¢ kismi visseral
hiicrelerden olusan ve miyokardiyumu kaplayan visseral perikardiyum, dis kismi ise
parietal perikardiyum olarak adlandirilir. Parietal ve viskeral perikardiyum arasindaki

boslukta ise perikardiyal sivi bulunmaktadir [1-5].

Bir plazma ultrafiltrati olan perikardiyal siv1 kalbi ¢evreleyen perikard zar1 boslugunu
dolduruyor olmasi bu siviya oénemli 6zellikler kazandirmaktadir. Kalp cerrahisi veya
perikardiyosentez  vesilesiyle perikardiyal sivinin incelenmesi kardiyovaskiiler
hastaliklarin belirlenmesinde ciddi 6nem tasimaktadir. Perikardiyal sivinin miktari
normal kosullarda, erigkin insanda yaklasik olarak 15-50mL olup daha ¢ok visseral

perikardiyum orijinli olarak sentezlenmektedir [6-8].

PF miktar1 farkli tiirden canlilarin boyutuna ve ¢esitli hastaliklara gore degismektedir.
Tavsanlardada bu miktar 0,4-1,9 mL iken bu tez ¢calismasinda saglikli sigirlardan alinan
PF miktar1 yaklagik 50-100mL olmaktadir [1]. Normal kosullarda PF miktar1 az olmakla

birlikte goriiniisii berrak ve soluk sar1 renklidir. Bunun aksine PF goriiniisii bulanik ise



enfeksiyon veya malignant bir durum oldugu, bulanik (bulutumsu) renkli ve kanli ise
siklikla tiimor ve tiiberkiiloz ile iliskilendirilmektedir. PF miktarindaki artis patolojik bir
durum olup perikardiyal efiizyona sebep olmaktadir [9]. Perikardiyumda meydana gelen
iltihabi reaksiyon olan perikarditis hastalig1 sadece insan i¢in degil sigir gibi memeli
canlilar i¢in de tehlike arzetmektedir. Perikarditis olan sigirdan alinan PF sivisi
incelendiginde yiiksek oranda albumin, globulin, makroglobulin ve plazmaya gore daha

az miktarda fibrinojen bulundugu tespit edilmistir [1, 10-13].

PF heterojen hiicre toplulugundan olustugu icin hangi hiicreleri igerdiginin belirlenmesi
de zor olmaktadir. Saglikli bir insandan aliman PF igeriginde baslica mezoteliyal
hiicreler ve lokosit hiicreleri bulunmaktadir. Lokosit hiicrelerinden yiiksek oranda

lenfositler, graniilositler, makrofaj, ezinofil ve bazofiller bulunmaktadir [1, 5, 14, 15].

Sekil 1°’de dogustan kalp hasar1 olan, koroner arter veya kalp kapakc¢igi hasari olan
hastalardan alinan PF nin biyokimyasal igerigi goriilmektedir. PF icinde K*, Na*, CI,
Ca*?, Mg™ gibi plazmada bulunan iyonlar bulunmaktadir. Plazma ile kiyaslandiginda
PF icinde K* daha yiiksek konsantrasyonda bulunurken, diger iyonlarin konsantrasyonu

PF i¢inde plazmaya gore daha dusiiktiir [1, 5,10].

Perikardiyal Sivi Biyokimyasi

Rengi Hacmi pH
soluk-san 5.60mL 7.57+ 0.11
Toplam Protein Albumin Trigliserit

3.2 +0.7 g/dL 2.4 +04g/dL 34 + 23 mg/dL

Glikoz Ure Kolesterol
133 £ 26 mg/dL 24 + 14 mg/dL 44 + 14 mg/dL

Elektrolitler
Na+ K+ Cl-
138 + 4 mM 5+1mM 109 + 5 mM
Ca+2 HCO3- P

7.4 + 0.5 mg/dL 21.7x22mM 3.4 1 1.3 mg/dL

Sekil 1. PF’nin biyokimyasal igerigi [16].



PF i¢indeki kardiyak enzimleri ve troponin konsantrasyonu periferal kandakine gore
daha yiiksektir. Ayrica, PF atrial ve beyin natriiiretik peptitler ve endotelin-1 gibi
biyolojik olarak aktif faktorleri igermektedir [18]. Gen ekspresyonu inhibitérii olan ve
vaskiiler hasarin diizenlenmesinde gorev alan miRNAs miktar1 da PF de yiiksek

miktarda bulunmaktadir [18, 19].
1.2. Doku Miihendisligi

Travma, kanser gibi c¢esitli sebeplerle hasara ugramis olan doku/organin
rejenerasyonunu saglamak, tamir etmek veya fonksiyonunu yerine getirmesini saglamak
amaciyla disiplinler arast bir alan olan doku miihendisligine basgvurulur. Hasarli olan
dokunun yenilenmesinde bu dokuyu olusturacak hiicrelere ve hiicreler i¢in {i¢ boyutlu
bir destek malzemesi olan doku iskelesine (skafold) ihtiya¢ duyulmaktadir. Skafold
hiicrelerin etrafin1 ¢evreleyen, hiicreleri birarada tutarak doku ve organlarin olusumuna
olanak saglayan dogal ekstraselliiler matriksi taklit etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Dogal ECM yi taklit eden skafold iiretimi i¢in dogal ya da sentetik polimerler kullanilir.
Dogal polimerler yiiksek biyouyumluluga sahip olmakla birlikte manipiilasyonun zor
oldugu durumlarda sentetik polimerler ile birlikte skafold iiretiminde kullanilir. ECM’yi
olusturan kolajen, fibrin, elastin, fibronektin, laminin gibi proteinler veya polisakkarit
bilesenlerinden olusan Glikozaminoglikan (GAGs) tek basina veya bir veya birkagi
biraraya getirilerek hiicrelere ii¢ boyutlu destek saglamak amaciyla skafold iiretiminde

kullanilmaktadir [20].
1.3. Ekstraselliiler Matriks (ECM) ve Bilesenleri

Hiicrelerin etrafim1 ¢evreleyerek hiicreleri destekleyen kompleks bir yapidir. ECM tiim
dokularin yapilarinda bulunmasina ragmen 6zellikle deri, kikirdak, kemik ve tendonda
yiiksek oranda bulunur. ECM bulundugu dokunun fonksiyonu ve yapisina gore farkl
ozellikler tasir. Kemik ve diste kalsifiye halde, korneada seffaf, tenodonlarda ise lifli
yapida olup c¢ok saglamdir. Yiiksek su tutma oOzelligi ile yumusak dokularin
gerginliginin ayarlanmasini saglar. igerdigi mineraller ile iskelet dokusunun saglam ve
sert olmasina olanak saglar. Ayrica, hiicrelerin ihtiyaci olan biiyiime faktorlerini
yapisinda tutar ve hiicrelerin yapismasi, go¢ etmesi ve cogalmasinda diizenleyici olarak

gorev alir.



ECM genel olarak ii¢ biyomolekiilden olusur. Bunlardan ilki yapisal proteinler olan
kolajen ve elastin, ikincisi; Ozelllesmis proteinlerden olan fibronektin, laminin ve

integrinler, ti¢iinciisli ise polisakkarit zincirlerden olusan glikozaminoglikanlardir [21-

29].

Dogal polimerler kullanilarak iiretilen hidrojel olusturabilen polimerler, dogal doku
ECM'sinde bulunan veya benzer makromolekiillere sahip olduklarindan, doku

miithendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir [30,31].

Dogal polimerlerden olan kolajen, jelatin, kitosan, hyaluronik asit, kondroitin siilfat,
agaroz, aljinat ve fibrin doku miihendisligi yaklasimlarinda en sik kullanilan

malzemelerdendir.

Dokuyu olusturan her hiicre tarafindan sentezlenen ECM yapisal ve fonksiyonel
molekiillerden olusur. Doku ¢esitine gore biyokimyasal bilesimi ve {i¢ boyutlu (3B)
organizasyonu degiskenlik gostermektedir. ECM bilesimi ve yapisini taklit icin dogal ve
sentetik polimerler kullanilarak hiicrelere viicut igindeki ortam olusturulmaya

calisilmaktadir. [32].
1.4. Kolajen

Kolajen ECM’de en fazla bulunan bir fibréz protein olup, hiicreler igin nemli derecede
biyouyumlu bir ortam saglar. Bu yiiksek biyouyumluk 6zelligi ile kolajen, implante
edilebilir tibbi triinler ve in vitro test sistemleri igin iskeleler i¢in milkemmel bir
biyomalzeme 06zelligi tasimaktadir. Dokularda bulunan kolajen fizyolojik olarak
oldukca aktif Ozellikte olup hiicreler ve hiicresel bilesenler i¢in en uygun ortami
saglayan iskele malzemesidir. Bulundugu dokulara dayaniklilik verir, doku seklini

korur, dokuya gerilme direnci saglar ve hiicre yapismasi ve goclinde de dnemlidir [33].

Omurgalilarda 28 farkli tip kolajen bulunmaktadir. Kolajen bag dokunun baslica yapisal
proteinidir. Kolajen tip I neredeyse tiim dokularda bulunmasina ragmen 6zellikle tendon
ve deride bulunmaktadir. Kolajen tip II kikirdak ve korneada, tip III ise damar

duvarinda bulunmaktadir [34].

Kolajenin viicutta bulundugu baslica doku/organlar; deri, perikard, ince bagirsak, idrar

torbasi (mesane), tendon, kemik ve kalp kapake¢igidir. Perikard zarlarindan olan fibréz



ve visseral perikardiyum kolajen ve alastik fiberlerden olusur. Ozellikle fibroz

perikardiyumda kollajen lifleri olduk¢a yonlendirilmis halde bulunur [35].

Deri, tendon ve kemikte yiiksek oranda tip | kolajen ve az miktarda tip Ill and tip V
bulunur. Kikirdak doku esas olarak tip 1l kolajenden olusur. Kolajen, olgun bir kolajen
lifi haline gelmeden Once, bag doku fibroblastlarinda, endotel ve epiteliyal hiicrelerinde
intraselliiler prekiirsér molekiil halinde sentezlenir. Neredeyse tiim dokularda bulunan
kolajen daha ¢ok bir ag veya inci kolye gibi diizenlenir. Fibril olusumu ile iliskili olan
kolajen (FACIT) olarak adlandirilir. Tip IX ve XII kolajen ¢esitleri, kolajen fibrilleri
birbirine ve diger ECM molekiillerini birbirine baglar. Tip IV ve tip VII kolajenler ise
ag olusturma O6zelligine sahiptir [2]. Sekil 2’de PF’de bulunan kolajen fiber aginin 151k

mikroskobu goriintiisti goriilmektedir.

Tiim kolajenler, kismen ayni veya c¢ok benzer polipeptit zinciri ile homo/hetero-
trimerler seklinde tclii heliks (3 alfa heliks zinciri) yapisindan olusur. Kollajen
molekiilleri tekrarlayan en kiiclik aminoasit olan glisin (Gly) aminoasitinden olusur.
Gly’in 3’li 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), tglii heliks yapisint olusturur. Kolajenin yapisindaki amino
asitlerin yaklasik %35°1 glisin, %211 prolin ve hidroksiprolin, %11°1 alanindir.

Kollajen, triptofan aminoasiti icermedigi i¢in besin degeri diisiiktiir [34, 36,37].

Kolajenin yar1 dmrii birkag¢ giin kadar olup, metaloproteazlar ve 6zellikle kolajenaz ve
serin proteazlar tarafindan yavas bir sekilde glisin-16sin veya glisin-izoldsin
baglantilarindan yikilir. Kolajen midede pepsin enzimi ile de yavas olarak pargalanir
[38,39]. Kollajen, soguk suda ¢oziinmeyip, ancak sicak su veya sulu asit ve alkalilerle
kaynatmakla ¢oziinerek jelatine doniisiir. Kolajenin suda uzun siire veya asitte kisa siire
kaynatilmasiyla olusan jelatin, kolajenin {i¢lii heliks yapisinin hidrolizi ile tek sarmalli
yapilara ayrilmasi ile olusur. Jelatin de suda kolaylikla ¢6ziinerek kolloidal jel

¢ozeltilerini olusturur [40].

Kolajene kiyasla daha az immiinojenik 6zellikte olan jeltin arginin, glisin, aspartik asit
(RGD) ticlii peptid yapisina ve gesitli bilgi sinyallerine baglanarak hiicre yapismasi,
gog, farklilasma ve ¢ogalmayi tesvik edici 6zellige sahiptir [41].



Sekil 2. PFS’de bulunan kolajen fiber aginin 151k mikroskobu goriintiisii (10x biiyiitme)

Kolajen ve jelatin, ¢ok yonlii kimyasal reaksiyonlarla genis capta modifiye edilir ve
stabilize edilir. Dokulardaki kolajenin ¢apraz bagi ve iiclii heliks olusumu kovalent

baglar ile olmaktadir. Yasa bagli olarak da ¢apraz bag sayist artmaktadir.

Kolajen, kanin pihtilagsmasinda etkilidir; kan pihtis1 ile etkileserek yara deligini kapatir.
Olusan kolajen lif ag1, zedelenme yeri lizerinde yeni bir hiicre tabakasi gelisinceye

kadar yaray1 orter [42].

Kolajenin medikal alanda kullanimi ilag salinim sisteminde, doku miihendisliginde
matriks olarak, yumusak dokularin tamirinde, tibbi iiriin tiretiminde hammadde olarak,
dental uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda membran olarak, hiicrelerle birlestirilerek {i¢

boyutlu biyoyazicilarda biyo-miirekkep (bio-ink) olarak kullanilmaktadir [2, 43,44].
1.5. Elastin

Genellikle kolajen ile iligkili olan fibriler bir protein ¢esitidir. Vicudun g¢esitli
dokularinda 6zellikle kan damari, ligament ve deri dokusunda farkli konsantrasyonlarda
elastin bulunur. Elastin, 72 kDa agirliginda tropoelastin molekiillerinin bilesiminde
olusur [45-47]. Tropoelastinler blokkopolimerine benzer sekilde hidrofobik ve hidrofilik
bloklardan olusur. Hidrofobik ve hidrofilik bloklar ¢apraz bag olusturarak hidrolize
kars1 dayanimini artirir. Yapisinda prolin ve glisin yiiksek miktarda bulunurken nadiren
hidroksiprolin de icerebilir. Elastin 6zellikle arterlerde en fazla bulunan ECM proteini

cesitidir. Tropoelastin lizin ve alanin kalintilar1 igeren kisa bolgeler vasitasiyla ayrilmig



glisin kalintilarindan zengin heliks pargalarindan olusmustur. Heliks kismi, kolajen
heliksinden farkli olup, germe kuvveti uygulandiginda uzarken, germe kuvveti

kaldirildiginda tekrar eski haline doner (Sekil 3) [48,49].

Elastin, pepsin ile yavas olarak hidroliz olurken tripsin ve kimotripsin ile par¢alanmaz.
Cams1 Ozellikleri kaybedip viskoz 6zellik kazanmaya basladigi sicaklik olan camsi
gecis sicakligi (Tq) 30°C’dir. Elastince zengin dokulardaki elastinin izole edilmesi igin
0.1N NaOH c¢ozeltisinde 50dk bekletildiginde elastin diger proteinlerden ayrilmaktadir.
Dogal biyomalzeme olarak anjiyogenezi artiran elastin igeren ticari tirlinler de

(Matriderm®) bulunmaktadir [21,34].

Elastin ile baglanan kolajen fibrillerinin diizenlenisi deride paralel, tendon ve perikardda
zig-zag seklindedir. Kolajen, elastin aginin asir1 yiiklenmesini onler ve enerjiyi kolajen

liflerin elastik bolgeleri ile depolar [21,34].

A Elastin Kolajen

J N\ e EIBastin S
~er¢ b{
| |

R e  me—>

Sekil 3. Kolajen ve elastin yapisal formu. A; kolajen ve elastinin kuvvet
uygulanmadan 6nceki yapisi, B; kolajen ve elastinin kuvvet uygulandigindaki
yapisal formu [49].

1.6. Fibronektin

Fibronektin sogukta ¢oziinmeyen globulin olarak da bilinen glikoprotein (MW: 450
kDa) yapili bir ECM bilesenidir. Disiilfid baglariyla bagli iki alt birimden olusur.
Kollajenin de salgilandig1 fibroblast hiicrelerinden salgilanir. Ozel baglanma bolgeleri
ile hiicrelerin ECM’ye baglanmasint saglar. Ayrica, kollajen proteoglikanlar gibi
ECM’deki bircok madde, fibronektine bagli olarak bulunur. Fibronektin kolajene
benzeyen fibril ag1 seklindedir ve hiicre yiizey reseptorii olan integrine baglanarak

hiicrelerin ECM’ye tutunmasin saglar. Fibronektinde bulunan ‘RGD’ yapis1 {izerinden



integrine baglanma olur (Sekil 4). Integrin aktivivitesi ile fibronektin matriks

baglanmasi aktin proteini iceren mikroflamentler sayesinde olur [50-52].

Hiicre yiizeyindeki fibronektin, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat adhezyonu, hiicre
morfolojisi ve ¢ogalma, farklilagma ve 6zellikle hiicre gocii gibi birgok olayda etkindir.
Diger proteinlere gore baglica 6zelligi yara iyilesmesi ve hiicre yapismasinda 6nemli
goreve sahiptir. Bazi hiicrelerin biiylime faktorlerine duyarliligini arttirir. Fibronektinin
¢cOziinebilen bir tipi plazmada kiire seklinde bulunur ve yaralanma bdlgesine kan

plazmasindan gecer [21,28,34,45].

integrin badlanma bélgesi
|

RGD COOH
NHQ'_L_)M@”
| | | | SS
Heparan- Fibrin- Kolajen . Heparan._ Fibrin .
baglanma baglanma baglanma baglanma baglanma
bélgesi balgesi bolgesi bolgesi  bdlgesi
| || s
NHE'—LW
b COOH

integrin baglanma bolgesi

Sekil 4.Fibronektin yapisal formu ve igerdigi bilesenler [52].

1.7. Laminin

Ug uzun polipeptid zincirinin disiilfit bagiyla heterotrimerik yapili bir glikoproteindir
(MW: 820 kDa). Sekil 5°de alfa, beta ve gama olmak {izere 3 farkli zincirden olusan,
hiicre baglanma, kolajen baglanma ve heparan siilfat ile proteoglikan baglanma bolgesi

igeren fibronektin yapisl formu goriilmektedir [53].

Kas ve epitel doku igeren ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenerek hiicre yapismasinda
etkilidir. Laminin, hiicre ylizey reseptorlerine ve diger matriks proteinlerine (kolajen)
baglanir. Hiicre adezyonu, farklilagmasi ve goclinde dnemli goreve sahiptir. Ayrica

hiicreleri bazal laminaya baglayan koprii gibi gérev yapar [45].
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A zinciri

B, zinciri B, zinciri

T

Tip IV kolajen
baglanma bolgesi

Hiicre baglanma
bolgesi

Heparan siilfat
proteoglikan baglanma

bolgesi

Sekil 5. Fibronektin yapisal formu ve bilesenleri [52].

1.8. integrinler

Heterodimer yapili hiicre yiizey reseptorlerinin major ailesini olusturur. Membran
boyunca uzanarak hiicreyi kolajen, laminin, fibroektin ve diger ECM molekiillerine
baglayan bir glikoproteindir. RGD kismindan kollajen, fibronektin ve laminine baglanir.
ECM'ye hiicresel yapisma integrinlerin hiicre iskeleti elemanlar1 ile ECM arasinda
baglanma yapmasi ile diizenlenir. Lokosit ekstravazasyonu, trombosit agregasyonu,
yara iyilesmesinde etkilidir. Ayrica, ECM den gelen uyarilarin hiicre i¢ine iletiminden

de sorumludur [21].
1.9. Glikozaminoglikan (GAGS)

Yapisinda karbonil ve siilfat gruplar igerdigi i¢in negatif yiikliidiir. Hiicrelerdeki en
anyonik molekiil de GAGs’dir. GAGs yapisinda dort tane siilfathi grup bulur. Bunlar;
kondrotin siilfat, dermatan stilfat, heparan siilfat, keratan siilfattir. Kondrotin siilfat veya
dermatan siilfata gore ECM de miktar olarak daha az olan keratan siilfattir. Siilfatsiz

olan gruplar hiyaluronik asit ve heparindir [35].

Hiyaluran ya da hiyaluronik asit siilfat icermeyen tek GAGs bilesenidir. Hiyaluran
modifiye edilmemis N-asetil-D-glikozamin (GIcNAc) -D-glucuronic acid (GICUA)
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tekrarlayan birimlerinden olusur. Hiyaluran (hiyaliironik asit veya hiyaliironat olarak da
bilinir) basit bir kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen uzun zincirli karmasik
polisakkarit zincirlerden olusur. Hiyaliironan tekrarlayan dallanmamis disakkarit
birimleri olan GIcUA veya L-iduronik asid (IdoUA) ile N-asetilglikozamin veya N-
asetilgalaktozaminin baglanmasindan olusur. Hidrate olmus halde ECM’nin jel

yapisinin olusmasini saglar.

GAGs proteinlerle kovalent bag yaparak proteoglikanlari olusturur. Proteoglikanlar
hiicre ylizeyinde de bulunabilirler. Biiylime faktorii gibi sinyal molekiillerini baglama,
bu molekiillerin aktivasyonu veya inhibisyonununda gorev alarak hiicreler arasi
kimyasal haberlesmeyi saglar. Proteoglikanlar, bir glikozaminoglikan olan hiyaliironatin
¢cok uzun ipliklerine yaklasik 40nm araliklarla ve nonkovalent olarak i¢ protein
molekiillerinin baglanmas1 ve her i¢ proteine de kondroitin siilfat, keratan siilfat,
heparan siilfat ve dermatan siilfat gibi bircok daha kisa glikozaminoglikan molekiilii
baglanmasiyla olusan makromolekiillerdir. Ekstraselliiler proteoglikanlar ile kollajen ve
elastin gibi fibroz proteinler ¢apraz bag yaparak ECM’nin ags1 yapisini olustururlar.
Boylece bu ags1 yapr sayesinde ECM dayanikli ve elastiki 6zellik tasir. Dokulardaki
proteoglikanlar  siirekli olarak farkli oranlarda parcalanmakta ve yeniden
sentezlenmektedir. Bir proteaz olan katepsin D, proteoglikan yikilimint baglatir;
lizozomal siilfatazlar, endogligozidazlar ve ekzoglikozidazlar da pargalanmay1

stirdiiriirler [21].

Yeni bir doku/organin iiretiminde yaygin olarak kullanilan yontem, kontrollii kiiltiir
kosullar altinda hastadan alinan biyopsi 6rneginden izole edilen hiicrelerin {i¢ boyutlu
doku iskelesinde kiiltiire edilmesidir. Hiicreyi gercek bir dokuya gotiirmek i¢in taslak
vazifesi gorecek doku iskelesi (skafold) dogal ekstraseliiler matriksi (ECM; hiicre dist
madde) taklit edecek bicimde tasarlanan yapay bir hiicre dist matriks gorevini
uistlenecektir. Doku iskeleleri, hiicreler i¢cin uygun yapisma yiizeyi olusturmalarinin yani
sira, mekanik dayanim saglamakta, fizyolojik ve biyolojik degisikliklere cevap vermek
icin ¢evre doku ile etkilesimin kurulmasina yardimci olmakta; ayrica gergek hiicre disi

matriksin yeniden olusumuna da katkida bulunmaktadir [54].

Dogal bir ECM glikozaminoglikan zincirinin bir hidratlanmis ag i¢inde i¢ ice ge¢mis

lifler ve cgesitli protein fibrillerden olusmaktadir. ECM’nin fibriler ve gézenekli yapisi
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hiicre yapismasi ve gog¢li yani hiicre islevselliginde ciddi etkisi olmaktadir [55].
ECM’nin yapisindan yola ¢ikilarak biyo-benzetim ile iiretilen doku iskeleleri ti¢ boyutlu
bir doku olusumunu destekleyici yapay bir yapidir. Bu yapi hiicrelerin tutunmasi ve
gocline izin verecek sekilde olmasinin yaninda hiicre icin gerekli besin alimi ve olusan
tirtinlerin diflizyonunu saglayan biyokimyasal faktorlerin iletimini saglayacak sekilde

gecirgen bir yapiya sahip olacak bir yapida olmalidir [20, 55].

Doku miihendisliginde hiicrelerin istenen dokuyu olusturmak igin viicut i¢indeki
ECM’nin yerini tutabilecek doku iskelesi iiretiminin saglanmasi gerekmektedir. Doku
miithendisligi ile yapay bir doku/organin iiretilmesinde 6nemli olan canli viicut yapisinin
iyi anlasilmasi ile olacaktir. Canli yap1 incelendiginde dokular hiicrelerden ve ECM’
den olusmaktadir. Tez calismasinin 6ncelikli amaglarindan biri ECM’yi taklit edecek bir

doku iskelesi tiretmektir. ECM yapisi incelendiginde;

* Hiicre-hiicre etkilesimini organize eder,
* Hiicrelere fiziksel destek saglar,
* Hiicre tutunmasi ve gog¢iine izin verir,

* Hiicreler i¢in 3B bir matris olusturmaktadir. [56-58]

Doku iskelesi tiretiminde kullanilacak yap1 malzemeleri genel olarak dogal ve sentetik

polimerlerden olusmaktadir.
1.10. Sentetik Polimer Olan PCL Kullanilarak Skafold Uretimi

Polikaprolakton (PCL) biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte olan bir sentetik polimer
cesitidir. Kolay sekillenebilir ve farkli gézenek boyutunda tiretilebilir olmasindan dolay1
doku miihendisligi calismalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, PCL
Amerikan Gida ve llag Idaresi (FDA) onay1 oldugu i¢in her tiirlii in vivo ve in vitro
calismalarda kullanilabilir 6zellik tasimaktadir. PCL e-kaprolakton monomerlerinin
polimerlesmesiyle olusan bir homopolimerdir. Hidrofobik, yar1 kristalin 6zellikte olan
PCL Tq4 sicakligi —60°C, erime noktasi ise 59-64°C arasindadir. Kristalin yapist ve
diisiik erime sicakligi kolay sekil alabilir olmasima olanak saglamaktadir. Molekiil
agirligt 3.000g/mol’den 100.000 g/mol’e kadar degismektedir. PCL kloroform,

diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen, toluen, aseton, 2-butanon, etil asetat,
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dimetilformamid, metanol ve asetonitril gibi ¢oziiciiler kullanilarak ¢oziilebilmektedir

[59]

PCL hidrofobik 6zelliginden dolay1, diger biyobozunur poliester gruplar1 gibi hidrolizle
degil enzimatik veya mikrobiyal faaliyetle bozunabilir. Hidrofobik 6zelligi ile 6zellikle
yarayla temas etmeyerek acgik yarayi dig ortamdan korumak amacli yara ortii malzemesi
olarak kullanilmaktadir. PCL’den yapilmis yara ortii mazlemesine ilag yerlestirilerek
yaranin ¢abuk iyilesmesi saglanabilmektedir [60,61]. PCL sentetik veya dogal polimerle
harmanlama (blending) yapilmasi avantaji ile doku miihendisliginde kullanimini
yayginlagtirmaktadir. PCL-polietilen glikol (PEG) kullanilarak iiretilen anizotropik
kompozit skafoldlar kalp kapake¢igi hasarinin giderilmesi icin kullanilmaktadir [62]

PCL’den iiretilen skafoldlara hiicrelerin tutunumu hidrofobik 6zelliginden dolay1 iyi
degildir. Bu yiizden PCL farkli polimerler ile birlestirilme ihtiyaci olusmaktadir.
PCL/Polivinilpropil (PVP) kopolimeri kullanilarak elektroegirme yontemi ile iiretilen

skafoldlarda hiicre tutunumunda artis gozlenmistir [62,63].
1.11. Elektro egirme Yontemi

Elektro egirme yontemi polimer ¢ozeltisine elektromanyetik alan uygulayarak ¢ozeltinin
baska bir noktaya dogru hareketi ile elektroegirme yontemi ortaya ¢ikmistir. Elektriksel
kuvvetin etkisiyle damlaciga uygulanan ylizey gerilimi asilarak once koni (Taylor
konisi) sekli alan damla ince jetlere (fiberlere) ayrilarak iletken toplayiciya dogru
akmaktadir. Genellikle kapiler bir besleme {initesi olarak kullanilan siringada bulunan
polimer ¢ozeltisine yliksek voltaj (1-30 kV) uygulanir. Siringa ucuna takilan ignenin
ucunda asili durumda duran polimer c¢ozeltisi damlasi voltajin (DC voltaj) ilk
uygulandig1 anda kritik bir voltaj degerine kadar ylizey gerilimi ile damla seklinde
(kiiresel) bulunur. Potansiyel farkin belli bir esik degerine ulastigi anda, elektrostatik
kuvvetler yiizey gerilimi kuvvetlerine esitlenerek polimer damlasi kiire seklinden Taylor
konisi olarak adlandirilan koni sekline doniisiir (Sekil 6) [64,65]. Elektro egirme
yontemi genel olarak ii¢ 6nemli ana bilesenden olusmaktadir (Sekil 6). Bu bilesenler 1.
Yiiksek voltaj giic kaynagi 2. Kapiller besleme iinitesi (siringa, metal igne ) ve 3.
Toplayici (iletken plaka, doner silindir ) seklinde siralanabilir [66].
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Sekil 6. Elektroegirme yontemi diizenegi [66].

Elektro egirme diizeneginin olusturulmasinda ilk olarak polimer ¢dzeltisinin siringa
icine koyulmas1 ve daha sonra siringadan belirli bir mesafe uzakliga toplayici iletken
plakanin yerlestirilmesidir. Gii¢ kaynaginin art1 ucu siringanin metal ucuna baglanarak,
toplayict plakanin da topraklanmasi gerekmektedir. Siringa ve toplayict plaka arasinda
elektrik alan olusmasi sayesinde giic kaynagindan uygulanan gerilimin artmasi ile
cozelti yiizey gerilimi asilarak bir jet halinde siringaden toplayiciya dogru hareket eder.
Toplayict plakada rastgele ve iist {iste biriken nano boyutta (40-2000 nm) fiberlerden

bir nano membran olusur [67,68].

Toplayici plaka mesafesi, uygulanan gerilimin biiytikliigii ya da ¢6zeltinin akis hiz1 gibi
degiskenler, hiicre yapigsmasi, ¢ogalma ve go¢ gibi hiicre fonksiyonlarini etkilemek icin
degistirilebilmektedir. Elektrik alan ile lif ¢ekimi yapilmis polimer nanolifler protein
adsorpsiyonu, yiiksek yapisal biitlinliik ve 1y1 mekanik 6zellikleri, biyo-benzer yapisi,

genis Ozgiil ylizey alanlar1 gibi birgok mitkkemmel 6zellige sahiptir [69,70].

Bu teknikle ¢ok farkli dogal ve sentetik polimerden lif cekimi yapilmakta ve elde edilen
nanolifler 3 boyutlu doku iskelelerinin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu amagla ¢ok
cesitli biyobozunur polimerler kullanilmaktadir. Elektrik alan ile lif cekim yontemiyle;
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
dogal ve sentetik polimerden biyo-bozunur nanolif yapili ylizeyler iiretmek icin

kullanilir [20].

Elektro egirme ile iiretilen nanomembranlar ECM yapisal benzerliginden dolay1 doku

mihendisligine uygun nanoyapili iskelelerin iiretimi i¢in umut veren, lretimi ve
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uygulamas1 kolay ve ekonomik bir yontemdir. Elektroegirme yontemi ile
mikrometreden birkag nanometre boyutlarinda porlara sahip fiber yapili skafold
membran iiretiminde islem parametreleri degistirilerek ve farkli polimerler kullanilarak
birbirinden farkli hasarli dokular1 iyilestirmek i¢in kullanilabilme 6zelligine sahiptir.
Elektro egirmede genellikle sentetik ve dogal polimerler kullanilmasina ragmen seramik

ve metal malzemelerde fiber yapili nanomenranlarin iiretiminde kullanilabilmektedir.

Ayrica, hiicreler arasi iletisime olanak saglamasi, fiber yapisi ve gozenekli yapisi ile
hiicrelerin organize olarak dokuyu olusturmasini saglayan, polimer bozunma zamaninin

kontrol edilebilir olmasi agisindan genis kullanim alanina sahiptir. [69, 71, 72]

Elektro egirme yontemiyle iiretilen skafold membranlart dogal ECM yapilarina
benzerliginden dolayr implant, ilag salinimi, ve hasarli dokular igin rejeneranatif

membran gibi doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [63].

Politiretan kullanilarak iiretilen nanolifli membranlar yara ortii malzemesi iiretiminde

kullanilmaktadir [73].

PCL polimeri tek basina kullanilarak elektroegirme ile nanofiberlerden olusan membran
uretildigi gibi ayrica bagka polimerlerle harmanlanarak da kullanilabilmektedir.
PCL’nin hidrofobik karakteri hiicre iletisimi, ¢cogalma ve gd¢ gibi hiicresel faaliyetleri
olumsuz etkilemesinden dolay1 baska polimerler ile karigimi (PCL/PVP) kullanilarak bu
olumsuz etki azaltilmaya calisilmaktadir [63]. Hiicre tutunumu, farklilasmasi ve
cogalmasinin saglanmasi i¢in PCL kolajenle harmanlanarak PCL/kolajen karisimindan

elektroegirme ile skafold tiretilmistir [74.].

Elektroegirme yontemi ile iiretilen PCL skafolduna hiicre tutunumu saglamak veya
hiicre tutunumunu artirmak i¢in yiizey kaplamasi islemleri uygulanmaktadir. NaOH
soliisyonu ile muamele, lazer ve kimyasal uygulamalar, protein veya biyoaktif bilesenler
ile kaplama, sicak ve soguk termal plasma uygulamasi gibi c¢esitli yontemler PCL
skafoldu ylizey kaplamasi i¢in kullanilmaktadir [75-77]. Elektroegirme ile tiretilen PCL
skafoldlar1 ylizey modifikasyonu islemi NaOH ¢ozeltisi kullanilarak yapilmis ve
keratinosit ve fibroblast hiicrelerinin skafold membranlarina tutunmasini artirmistir

[76].
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PCL skafoldlarinin yiizey modifikasyonuna yonelik yapilan bagka bir ¢alismada soguk
plazma teknigi yiizey modifikasyonu i¢in kullanilarak modifiye edilmis skafoldlara

fibroblast hiicrelerinin tutunmasi ve ¢ogalmasinda artis gozlenmistir. [77].

Dogal polimerlerin mekanik etkilerinin yetersizligi ile sentetik polimerlerin
biyouyumluluk problemlerini ortadan kaldirmak i¢in dogal ve sentetik polimerler
birlikte kullanilarak skafold iiretilebilmektedir. Jelatin/PCL hibrit polimerinden {iretilen
skalfoldlara hiicre tutunumu ve ¢ogalmasi artirilmis ve kardiyak doku miihendisligi gibi

diger doku miihendisligi uygulamarinda da kullanilabilecegi ortaya koyulmustur. [78].
1.12. Doku Miihendisliginde Kullanilan Hidrojeller

Hidrojeller, yiiksek oranda su i¢eren, polimer zincirleri arasindaki fiziksel ve kimyasal
capraz baglarla yapisal biitiinliigi koruyan ii¢ boyutlu polimer malzemeler olarak
tanimlanir. Hidrojellerin su tutma kapasitesi hidrofilik yapisi ve yapisinda bulunan

capraz baglar sayesindedir [36].

Hidrojellerin sisme-biiziilme, uyarilara cevap verme, sivi-jel gegisleri, sekil hafizas1 gibi
ozellikleriyle birlikte biyomolekiilleri veya ilaglar1 dis ¢evreden korumalari, medikal
alanda genis uygulama alanina sahip olmalarini saglamistir [79]. Ayrica, dogal ECM ye
benzerlikleri ve hiicrelere {i¢ boyutlu ortam olusturmalar1 ile 3B biyoyazicilar igin

biyomiirekkep olarak kullanilmaktadir [32,36,79].

Hidrojellerin iiretilmesinde aljinat, kitosan, kolajen, fibrin, hiyaluronik asit gibi dogal
polimerler ve PEO, PEG, polivinil alkol (PVA) ve poliakrilik asit (PAA) gibi sentetik
polimerler kullanilabilmektedir. Sentetik ve dogal polimerden {iiretilmis olan hidrojeller;
biyobozunma, biyoabsorbsiyon, mekanik 6zellikleri ve yiiksek biyouyumlulugu ile ilag
salinimi, yara Ortii malzemesi, biyoyazicilar i¢in miirekkep ve skafold olarak doku

miihendisliginde yaygin kullanim alanina sahiptir [36,80,81].

Genellikle hidrojeller kolajen, hiyaluronik asit, elastin, fibrin gibi dogal ECM
bilesenleri ya da fare tliimor hiicreleri tarafindan sentezlenen bir protein kaynagindan
tiretilen Matrigel ticari {Urlini  kullanilarak {retilmektedir. Ayrica, hiicreleri

uzaklagtirllmis (deselliirize) dokularinin enzimatik olarak parcalanmasi, uygun pH ve
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sicaklik degerlerinde jellestirilmesi ile iretilen dogal ECM kaynakli hidrojeller
tiretilebilemktedir [82,83 ].

ECM’nin ¢oziinebilir hidrojel formu in vitro ve in vivo uygulmalarda kollajen veya
Matrigel ile karsilastirilabilir kiiltiir substratlar1 olarak ve enjekte edilebilir malzemeler
olarak kullanilabilmektedir. Hiicresizlestirilmis dokulardan elde edilen hidrojeller dogal
ECM biyokimyasal yapisinin korunmasi ve biyouyumlu olmasit agisindan da

matrigelden daha tistiin 6zellige sahiptir [82-84 ].

Enjekte edilebilir ECM hidrojeli icin doku kaynagi olarak; nispeten kolay
hiicresizlestirme protokolii ve daha giivenilir jellesme o6zelliginden dolayr domuz
miyokardiyumu kullanilmaktadir. Ayrica; insan kalp dokusunun yas, diyet, hastalik
durumlarina gore kisiden kisiye degiskenlik gostermesine ragmen domuz kalp
dokusunun bu faktdrlere bagli olmadan homojen 6zellik gostermesinden dolayr domuz

kalp dokusu da ECM hidrojeli i¢in kullanilmaktadir [44-82,85 ].

Dogal polimerlerden olan kolajen, jelatin, fibrin, elastin, kitosan ve aljinat biyouyumlu
olmalarindan dolayr doku miihendisligi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Dogal polimerler iiretim agsamasinda yapilarinin bozulmasi, bozunmalarinin hizli olmasi
ve mekanik olarak zayif polimerler olduklari igin sentetik polimerler ile birlikte
kullanilmaktadir. Sentetik polimerler yiiksek mekanik dayanim, manupilasyonunun
kolaylig1 ve yavas bozunmalarindan dolay: tercih edilirler. Politiretan (PU), PEG, PGA,
PLGA, polivinyilalkol (PVA), PLA ve PCL doku miihendisligi caligmalarinda
kullanilan sentetik polimer cesitleridir. Ozellikle damar doku miihendisliginde yaygin
olarak kullanilan PCL bu tez caligmasinda dogal polimere destek amagli kullanilmistir.
Dogal ya da sentetik polimerleri kullanarak doku miihendiligi c¢alismalarinda
kullanilabilecek yapilar1 (doku iskelesi) liretmek amaciyla elektro egirme yontemi

kullanilmaktadir [86,87].

Lineer alifatik poliester grubundan olan PCL FDA onayli biyobozunur bir polimer
cesitidir. PCL biyouyumlu olmasi, yapisal dayanim, biyobozunurluk ve mekanik
ozelliklerinin iyi olmasi yaninda biyoaktivitesinin diisiikliigli ve hiicre tutunumunu
engelleyen hidrofobik yapisindan dolayr doku miihendisligi c¢alismalarinda
kullanilabilmesi i¢in yiizey kaplama islemlerinin yapilmasi gerekmektedir [63,75-
77,87].
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1.12.1. Kolajenin Hidrojel Sistemlerde Kullanim

ECM nin baslica 6nemli proteini olan ve neredeyse tiim dokularin yapisinda yer alan,
viicuttaki toplam proteinlerin yaklasik %30 unu olusturan kolajen proteini hidrojel
tiretiminde de kullanilmaktadir. Dogal ECM yapisinda bulunmasindan dolay:1 yiiksek
biyouyumluluga sahip olmasi doku iskelesi ve oOzellikle biyoyazicilar igin
miirekkep/hidrojel iiretiminde kullanilarak doku miihendisligi uygulamalarinda

kullanimi1 yaygin halde gelmistir [21,34,37,49].

Jelatin, ECM'nin ana bilesenlerinden biri olan kolajenin denatiirasyonu ile olusan, 1s1ya
duyarli bir proteindir [88]. Kolajen dogal dokudaki antijenlerin varligi nedeniyle
immiinojenik problemler tasimaktadir. Jelatin, glisin icerigi yiikksek (=%25), uzun o
heliks yapisinda bir protein maddesidir [89]. Proses yontemine gore jelatin genelde, tip
A (asit proses) ve tip B (alkalin proses) jelatin olmak tizere iki tiirdiir. Farkli yontem ile
elde edilen jelatinlerin, izoelektrik noktalar1 ve pH’lart farklidir. Ayrica jelatin,
mitkemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoadeziv 6zellik gosteren, immiin
sistemi uyarmayan, hiicreye baglanma ve ¢ogalma kapasitesi yiiksek polimerlerdendir
[90-92]. Ancak insan viicut 1sisinda jelatinin sivi formda olmasi, mekanik saglamliginin
ve stabilizasyonun zayif olmasi, jelatin igeren hidrojellerin kullanim alanlarimni
sinirlamaktadir [93]. Bu problemleri ortadan kaldirmak iizere kullanilan yontemlerden
bazilar1 kimyasal c¢apraz baglayict ya da foto ¢apraz baglayici ajanlar varlifinda
jelatinin kimyasal modifikasyonun gerceklestirilmesidir [94,95]. Dogal ECM ile olan
benzerliginden dolayi kitosan-jelatin, fibrin-jelatin, aljinat-jelatin, dekstran-gelatin gibi
jelatin igeren hidrojel yapilar doku miihendisligi calismalarinda kullanilmaktadir [96-
98].

1.12.2. Aljinatin Hidrojel Sistemlerde Kullanim

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 olusur [99-101]. Aljinat yapisindaki G monomer bloklar1 iki degerlikli
katyonlar (Ca**, Mg?, Ba?* veya Sr*") ile reaksiyona girerek ¢apraz bag olusumu ile

jellesme meydana gelir [36, 102-107]
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Aljinatin jel olusturma yetenegi sayesinde; hidrofilik yapisi, diisiik toksisite,
immiinolojik etki gostermemesi ve kaynak sikintisi olmamasi nedeniyle hiicre
kapsiillemesi, doku miihendisligi ve ila¢ tasinimi gibi bir¢ok biyomedikal
uygulamalarda kullanilmaktadir [108,109].

Aljinatin hiicre bliylimesini desteklemesi ve yiiksek biyouyumlulugu ile 3B doku
iskeletleri olusturmak i¢in iiretilecek olan bir kompozit malzeme iiretiminde ve biyo

baski1 caligmalarinda da kullanilmaktadir [101,110].

Aljinatin hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini artirmak amaciyla kolajen, kitosan ve fibrin
gibi diger biyouyumlu malzemelerle birlikte doku miihendisligi c¢aligmalarinda

kullanilabilmektedir [111-115]
1.12.3. Kitosanin Hidrojel Sistemlerde Kullanimi

Kitosan B(1-4) bagl glukozamin ve N-asetil-glukozamin bloklarindan olusna lineer bir
polisakkarittir. Kabuklu canlilarda (yengec ve karides kabuklari) bulunan kitinin alkali
ortamda kismen deasetilasyonu sonucu elde edilen katyonik dogal bir polimerdir.
Antimikrobiyal 6zelligi, toksik 6zellikte olmamasi, ¢evreye zarar vermeden biyolojik
olarak parcalanabilmesi ve viicut igerisinde, tamamen zararsiz iiriinlere (amino sekeri)
parcalanmasi, jellesme 6zelligi ile biyomalzeme olarak yaygin kullanim alanina sahiptir.
Yapisinda bulunan glukozamin ve N-asetilglukozamin icerigi ECM de bulunan GAG
birimlerine benzerlik gdsterdigi i¢in yliksek biyouyumluluga sahip bir polimerdir [116-
120].

1.12.4. Hiyaluronik Asitin Hidrojel Sistemlerde Kullanim

Dogal ECM yapisindaki glikozaminoglikan yapisini olusturan bir polisakkarittir. Farkl
molekiiler agirliklara sahip olan hiyaluronik, birbirine zit hiicre davraniglarina sebep
olmaktadir [121]. Anti-enflamatuar etki gostermesi, immiinosiipresif ve anjiyojenezi
bloke etme 0Ozelligi ile biyomalzeme olarak kullanilmaktadir. [122, 123]. Hiyaluronik
viicut icinde biyolojik olarak parcalanabilmektedir. Istya duyarli polimerler ile hibrit

edilerek hidrojeller olusturulabilmektedir. [124].
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1.13. Molekiiler Karakterizasyon Yontemleri
1.13.1. Raman Spektroskopisi

Spektroskopik yontemler kromotografik ve floresans bazli klasik yontemlere alternatif
olarak proteinler gibi biyolojik molekiillerin tanisi ve tayini i¢in son zamanlarda ilgi
odag haline gelmistir. Spektroskopide kullanilan 1s1nin fotonlart molekiiller tarafindan

absorblanarak yayilir veya sagilirlar.

Raman spektroskopisi, elektromanyetik 1s1min molekiiller ile etkilesimine girerek
titresim enerjilerinin 6l¢iilmesi mantigina dayanir. Raman sagilmasi elektromanyetik
1s1n olarak genellikle lazer 1sinlari (monokromatik 1s1k) kullanilmasi ve lazer 15181
uyarimi ile molekiiliin polarizasyonunda meydana gelen degisim olarak da ifade
edilebilir. Kiicliik dalga boyuna sahip olan isinlarin enerjileri yliksek oldugu igin
molekiil i¢ yoriinge elektronlarini uyarir. Dalga boyu biiyiik olan kizil6tesi (infrared)
(IR) 1smlarinin enerjisi diisiik oldugu i¢in bu enerji dis yoriinge elektronlarini uyarmak
icin yeterli olmayip 151 uyarisi ile molekiillerde sadece titresim ve donme hareketleri
olusur. Olusan raman sacilmasi fotonun etkilestigi bag hakkinda titresim bilgisi vererek
olusan titresim spektrumu her bir molekiil i¢in spesifik oldugundan ramam spektrumlari
da molekiile 6zgii olup molekiillerin yapist ve kimligi hakkinda bilgiye ulasilir [125-
127].

Molekiil veya atomlarda ¢ogu foton uyarilan 151n ile ayni enerjili (dalga boyu) olarak
sacilir ve bu sagilma elastik (Rayleigh) sagilmasi olarak adlandirilir. Uyarilan 151n ile
sacilan 151n enerjisinin biiyiik veya kiigiik olmasi gibi enerjilerin esit olmadigr durumda

inelastik sacilim olan Raman sagilmasi (raman kaymasi/shift) olusur [128].

Raman kaymasi, dalga sayist (A) olarak adlandirilabilir. Raman kaymas1 asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanabilir. Raman spektrumunun verildigi grafikte Sekil 7’°de
gortldiigli gibi yatay eksen, dalga kaymasi/sayist A olup, goézlenen 1smmin ve kaynagin

dalga sayilari (cm'l) arasindaki fark olarak tanimlanir (Esitlik 2.1).
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Titresimsel spektroskopi cesitleri olan IR ve RS Raman molekiillerin biyokimyasal
yapisi ve karakterizasyonunda kullanilir. Raman spektreskobu IR’ye gore sudan ¢ok az
etkilendigi i¢in kat1 ve sivi orneklerdeki molekiillerin karakterizasyonu i¢in oncelikli

olarak tercih edilen analiz teknigidir [129].

RS molekiil igerisindeki kimyasal baglarin ¢esidi ve molekiildeki fonksiyonel gruplarin
belirlenmesi, sulu 6rneklerin de incelenebilir olmasi, molekiillerin konformasyonu ve
molekiillerin kimyasal yapis1 hakkinda bilgi vermesinden dolay1 biyolojik molekiillerin
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilir. Ayrica, analiz Oncesi islem
gerektirmemesi, molekiiler etiketleme veya kontrast ajan gerektirmeden kolaylikla
biyolojik molekiillerin analizi ve karakterizasyonuna olanak saglayan molekiiler parmak
1zi olarak da adlandirilabilen non-invasiv bir yontemdir. Baz1 dezavantajlar1 elektronca
fakir olan molekiilleri polarize (kutuplagsma) etmek icin diisiik dalga boylarinda 1s1ma
yapan lazerler kullanilmalidir. Fakat diisiik dalga boylu lazerler kullanildiginda
sacilmanin zayif olmasi ve floresans spektrumunun da alinabilme ihtimali durumlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu dezavantaja diislik enerjili uzun dalga boylu lazerler kullanilarak
¢ozlim sunulmaya caligilmasina ragmen polarize olmayan molekiillerden raman sagilim1

alinmasi miimkiin olmamaktadir [130].
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ECM’nin karakterizasyonu i¢in Raman spektroskopisi kullanimi ise yeni bir analiz
yontemi olmaktadir. Raman spektroskopisi ile ECM nin biyokimyasal bilesenleri analiz
edilebilmektedir. Bu non-invaziv yontem diger analiz yontemleriyle birlestirilerek
ECM’nin spesifik bilesenlerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir [128, 131].



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen tiim ¢alismalar li¢ boliimden olusmaktadir.
|.Boliimde; PF’nin sigirdan almmast ve PF’den elde edilen PFS’nin PCL
membranlarinin yilizey kaplamasinda kullanimi ve PFc hiicrelerinin invitro hiicre
kiiltiirti islemlerinden olusmaktadir. 11. Boliimde; PFS’nin Raman spektroskopisi, SEM
ve histolojik analizler ile karakterizasyonundan olusmaktadir. 111. Béliimde; PFS’nin
Aljinat ile birlikte hidrojel sistemlerde kullaniminin arastirilmasi ve analizi
islemlerinden olusmaktadir. Sekil 8’de ii¢ bolimden olusan tez c¢alismasi islem

basamaklarindan olusan akis semasi goriilmektedir.
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Sigirdan PF’nin alimi
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Sekil 8. Tez galigsmasi ig akis semasi.

I. Boliim
2.1. Sigirdan PF’nin Almu ve PF Hiicrelerinin izolasyonu

PF kesimhaneye getirilen saglikli, 2-3 yaslarinda ve 350-450 kg agirligindaki

sigirlardan kesimden hemen sonra alinmistir. Sigir gogiis kafesi acilarak ve
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perikardiyumda hasar olusturmadan perikardiyal bosluga steril enjektdr (50mL) ile
girilerek perikardiyal siv1 aspire edilmistir (Sekil 9). Perikardiyal sivi 6rnekleri yaklasik
30 dk. i¢inde oda sicakligi kosullarinda laboratuvara getirilerek 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda PFS olarak adlandirilan hiicrelerden ayrilmis olan
stipernatant 0.22um’lik filtrelerden gegirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Pelletdeki
perikardiyal sivi hiicreleri (PFc) lizerine besi yeri eklenerek hiicrelerin siispanse hale
gelmesi saglandi. PFc hiiclerini kiiltiirde biiylitmek icin c¢alisma grubumuzun ortaya
koydugu yontemle PFc hiicreleri i¢in en iyi besi yeri ortami olarak belirlenmis olan
Alfa-Mem besi yeri kullanilmigtir. Bu besi yerine tamamlayici faktorler olan 10% sigir
serumu (FBS), 250 U/mL penisilin, 250 pg/mL streptomisin, 25 mM glutamin, 20
ng/mL sigir insulin (Sigma Aldrich, Almanya), eklenerek, 37°C, 5% CO2 ve %95 nemli
hava igeren inkiibatérde hiicreler kiiltiire edilmistir [132-135]. Hiicrelerin artisi %95
konfluense ulastiginda pasajlama islemi yapildi. Pasajlama islemi igin kiiltiir kabina %
0.25 Trypsin-EDTA ¢ozeltisi (Thermo Fisher Scientific) eklenerek 2-3 dk. 37°C olan
inkibatorde bekletildi. Tripsin aktivitesi ile hiicreler kiiltiir kabinda suspanse hale
geldikten sonra tripsin aktivitesini durdurmak i¢in mevcut soliisyonun yaklasik 3 kati
oraninda besi yeri eklendi. Siispanse hiicrelerin oldugu ¢ozelti 3500x rpm’de 5 dk.
santrifiij edildikten sonra pelletteki hiicreler Muse™ Count& Viability Assay (Merck-
Millipore, Almanya) kiti kullanilarak Muse cihazinda sayildi.

o
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Sekil 9. Sigirdan PF’nin alimi [136].
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2.2. Elektroegirme ile PCL Membram Uretimi

PCL polimer ¢ozeltisi %20 oraninda polimer ve %80 oraninda ¢6ziicii olacak sekilde
hazirlandi. 2gr PCL (80kDa, Sigma-Aldrich, Almanya) tartildiktan sonra {izerine 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) oraninda eklenerek oda sicakliginda 250 rpm hizda

manyetik karistiricr ile 30-60 dk ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan PCL polimer ¢ozeltisi
enjektore aktarilarak elektro egirme cihazina yerlestirildi (Nanospinner, Inovenso,
Turkiye). Sekil 10°da tez g¢alismasinda kullanilan elektroegirme cihazinin fotografi
goriilmektedir. Elektroegirme cihazinda kullanilan parametreler; akis hizi orani, diiz
toplayici ug ile olan mesafe ve voltaj sirastyla 2 ml/h, 15 cm, and 20 kV olacak sekilde
ayarlandi. Uretilen membranlarin taramali elektron mikroskobu (SEM; Is-10 Life
Science Zeiss, Almanya) goriintiileri ERNAM’da (Erciyes Universitesi Nanoteknoloji
Arastirma Merkezi) goriintiilenmek tizere etiketlenerek aliiminyum folyo ile Sekil 11°te
goriildiigl gibi paketlendi. Proje calismasinda elde edilen 6rnek PCL skafolda ait SEM

goriintiisti Sekil 12°de yer almaktadir.

Sekil 10. Elektro egirme (Elektrospinning) cihazi

Sekil 11. Elektro egirme yontemiyle liretilmis olan PCL membrani
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Sekil 12. PCL membran1 SEM goriintiisii. Mikroskop biiyiitmesi a) 1.00 Kx, b) 5.00 Kx

2.3. PCL Membranlarin Sterilizasyonu

PCL membran1 0.5x0.5 cm? ebatlarinda kesilerek membranlarim iizerine %70’lik (V/v)
etil alkol eklenerek 30 dk bekletildi. Dulbecco’s PBS (DPBS) (Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile membranlar yikanarak 2mL DPBS eklenerek 1 saat kabin igi UV
15181 altinda bekletildi. PCL membranlar yeniden DPBS ile yikanarak hiicre kiiltiiriinde

kullanima hazir hale getirildi.
2.4. PCL Membranlarin Yiizey Kaplamasi

Sterilize edilmis olan PCL membranlarin yiizey kaplamasi FBS, alfa-MEM medium ve
PFS kullanilarak ii¢ farkli sekilde yapilmistir. PCL membranlar iizerine Sirasiyla 500 pL
FBS, Alfa-Mem (Med) besi yeri ve PFS eklenerek 1 saat inkiibatorde bekletildi. Yiizey
kaplamasinin etkisinin belirlenmesi i¢in yiizey kaplamasi yapilmayan PCL membrani

kontrol olarak kullanilmustir.
2.5. PCL Membram ile Hiicre Kiiltiirii

Muse cihazi ve Muse cell kit yardimiyla hiicre sayisi ve canliligi yiizdesi belirlendi.
FBS, Med ve PFS ile kaplanmis olan PCL membranlarina 1x10° cm? olacak sekilde besi
yeri ile siispanse edilmis hiicrelerin ekimi yapildi. Ekimi yapilan skafold membranlarina
hiicre tutunmasini saglamak amaciyla inkiibatérde 45dk. bekletildikten sonra PCL
membranlart bulunan petri kaplarma Alfa-mem mediumu eklenerek inkibatore

kaldirildi. Sekil 13’te PCL membranlarin goriintiisii goriilmektedir.
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Sekil 13. Hiicre ekimi yapilan PCL membranlari

2.6. PCL Membraninda Hiicre Canlilik Analizi

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analizi mitokondriyal
aktivite ile hiicre canliliginin belirlendigi bir yontemdir. Bu yontemin temel mantig
metabolik faaliyete sahip hiicrelerin MTT tuzu (Sigma-Aldrich, Almanya) igindeki
tetrazolyum tuzunu mavi-mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesi ile olmaktadir.
Kaplamasi yapilmis olan PCL membranlarina hiicre ekimi yapildiktan sonraki birinci,
ticiincli ve besinci giinlerin her birinde MTT analizi yapilmistir. Belirlenen giinlerde
kaplanmis PCL membranlarina ekilmis olan hiicrelerin besi yeri uzaklastirilarak MTT
cozeltisi (Smg/mL in PBS) her bir kiiltiir kabina eklendi. 3 saat boyunca inkibatorde
bekletildikten sonra mor renkli formazan kristallerinin olustugu gozlendi. MTT ¢ozeltisi
uzaklagtirilarak formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her
kuyucukta 200uL olacak sekilde dimetil stilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich, Almanya)
eklendi. DMSO kor olarak kullanildi. Her bir 6rnek ti¢ tekrarli olacak sekilde
spektorofotometre cihazi (Glomax Elisa Reader, Promega, ABD) 560 nm dalga

boyunda absorbans 6l¢timii yapildi.
2.7. PCL Membraninin SEM Gériintiilenmesi

PCL membranlar1 iizerine ekimi yapilan PFSc hiicrelerinin membran iizerindeki
morfolojileri SEM ile goriintiilenmistir. Hiicre kiiltiiriiniin birinci, {i¢iincii ve besinci
giinlerinde PCL membranlart DPBS ile yikandiktan sonra %2.5’lik (v/v) DPBS
igerisinde hazirlanmig gluteraldehit ile 30 dk siiresince (fikse) sabitlenmistir. Ardindan
DPBS igerisinde 5 dk bekletilerek yapilarindaki suyun uzaklastirilmasi icin gesitli
etanol serilerinden sirastyla (% 30, 50, 70, 90 ve 100) gecirildi. Bu islemler sonrasi
ornekler, hekzametildisilazan igerisinde 5 dk bekletilerek havada kurutulmustur. SEM

analizi dncesi 6rnekler ince bir altin tabakasi ile kaplanarak goriintiileri alinmistir.
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2.8. PCL Membram istatistik Analizi

Istatistik analizi SPSS programi (v.21.0; IBM) ile iiglii tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Tiim testler igin anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Gruplar
arast farkliligin karsilastirilmasinda parametrik analiz tekniklerinden bagimsiz
orneklemler t-testi ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Analizler
sonucunda gruplar arast anlaml farkliligin ortaya ¢ikmasi durumunda, farkliligin hangi
gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in ¢oklu karsilagtirma testlerinden Bonferroni
testi kullanmilmistir. Anlamhi farkliligin  kaynagini belirlemek ve daha detayh
karsilagtirma i¢in Wilcoxon isaretli Siralar testi kullanilmistir. Bdylece, hiicre

canliliginin 1. glinden 5.giine kadar her bir grup i¢in karsilagtirma yapilmistir.
1. Boliim
2.9. PFS’nin Karakterizasyonu

PFS’nin karakterizasyonu i¢in SEM, Histolojik ve Raman spektroskopisi kullanilarak
analiz yapilmistir. Analiz 6ncesi PFS 37OC, % 5 CO; ve % 95 nemli hava iceren
inkiibatorde yaklasik 48saat bekletilerek jellesmesi saglanmistir. Sekil 14’de PFS’nin
jelimsi yapiya doniismesinin fotografi goriilmektedir. PFS jelimsi yapiya doniistiikten

sonra analizler yapilarak PFS’nin igerigi hakkinda bilgi edinilmistir.

Sekil 14. Jellesmis PFS’nin goriintiileri

2.9.1. PFS’nin Dondurarak Kurutulmasi

PFS sivilari éncelikle -80°C’de 1 gece bekletilip ardindan liyofilizator cihazi (Alpha 1-2
LD Plus, Martin. Christ, Almanya) ile dondurarak kurutuldu. PFS dondurarak
kurutulduktan sonra miktar kaybinin fazla olmadigr gozlendi. ImL PFS sivisindan

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

Jelimsi haldeki PFS % 2.5’lik (v/v) DPBS igerisinde hazirlanmis gluteraldehit ile 30 dk
siiresince sabitlenmistir. Ardindan DPBS igerisinde 5dk bekletilerek yapilarindaki
suyun uzaklastirilmasi igin ¢esitli etanol serilerinden sirasiyla (% 30, 50, 70, 90 ve 100)
gecirildi. Bu islemler sonrasi jelimsi PFS hekzametildisilazan igerisinde 5dk
bekletilerek havada kurutulmustur. SEM analizi Oncesi ince bir altin tabakasi ile

kaplanarak goriintiileri alinmustir.
2.9.3. PFS’nin Histolojik Boyama Analizi

Jelimsi haldeki PFS boyama islemleri yapilmadan once histolojik kasetlere alinarak
%4°liik paraformaldehitde 30dk fikse edildi. Ornekler distile su ile yikandiktan sonra
dereceli olarak artan (%50, %70, %80, %90, %100) alkol serilerinde 5’er dk bekletildi.
Ksilen ile 30dk muamele edildi sonra parafin icerisinde 1 gece bekletildi. Daha sonra
gomme islemi yapilarak bloklar elde edildi. Sonrasinda ise mikrotom (Thermo
Scientific) ile orneklerden 8um kalinliginda kesitler alindi. Daha sonra boyama
asamalarina gegildi. Elde edilen kesitlere Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson Trikrom

(MT) ve Alcian Blue (AB) histokimyasal boyama islemleri uygulanmistir [137-139].

AB (1% w/v, pH = 2.5) GAGs bilesenleri i¢in, MT ise kolajen fiberlerin goriintiilenmesi
icin kullanilmistir. Boyama islemleri sonrasinda dehidrasyon icin alkol serilerinden
gecirilen ornekler ksilen ile yikandiktan sonra entellan kullanilarak lamel ile kapatildi.
Yapilan histokimyasal boyamalarin hepsinden elde edilen kesitler 151k mikroskobu

(Leica, Almanya) ile incelenerek analizi yapilmistir.
2.9.4. PFS’nin Raman Spektroskobu ile Analizi

PFS karakterizasyonu i¢in raman spektroskobu analizinde PFS’nin hem sivi hem de
dondurarak kurutulan PFS kullanilmistir. PFS karakterizasyonu igin PFS hidrojelleri
raman spektrumlart (785nm, 60mW) Witec Alpha 300 M+ konfokal Raman
spektrometresi ile Ol¢iilmiistiir. Elde edilen raman spektrumlart MATLAB programi

kullanilarak analiz edilmistir.
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I11. Boliim
2.10. PFS’nin Hidrojel Sistemlerde Kullanim

PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanimi i¢in hem dondurarak kurutulmus olan PFS hem
de s1vi PFS kullanilmistir. Dondurarak kurutulmus olan PFS degisen oranlarda (50, 100,
150mg) DPBS i¢inde ¢oziilerek hazirlanan %3’liikk Aljinat (A) ¢ozeltisi ile karistirilarak
homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Ayrica, sivi PFS ile %3’liikk Aljinat ¢ozeltisi esit
hacimde (1:1) karistirilarak bir diger ¢ozelti olusturulmustur. Boylece, A-50mg PFS, A-
100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) seklinde dort farkli grup olusturulmustur.

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

Aljinat (Aljinik Asid Sodyum tuzu, Sigma, Almanya) DPBS (ph:7.4) iginde % 3 (w/v)
oraninda olacak sekilde hazirlanarak 25°C°de manyetik karistiricida 6 saat boyunca
karistirilarak ¢6zelti hazirlanmistir. Alginat ¢6zetisine sirasiyla 50, 100, 150mg
dondurarak kurutulmus PFS eklenerek 25°C’de manyetik karistiricida 2 saat boyunca
karistirilarak homojen ¢ozelti elde edilmistir. Ayrica, Aljinat ¢ozeltisine sivi PFS (1:1,
v/V) eklenerek baska bir ¢ozelti daha hazirlanmistir. Bu polimer ¢ozeltilerine ¢apraz bag
olusumu ile hidrojel yapinin olusmasini saglayan %2’lik (v/v) CaCl, eklenerek 20 dk
bekletilmigtir. Jellesme gergeklestikten sonra CaCl, uzaklastirilip DPBS eklenmistir.
Sekil 15°de A-PFS ¢ozeltilerinden elde edilen hidrojel yapisinin olusumunu gosteren

akig goriintiileri gortilmektedir.
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Sekil 15. A-PFS hidrojel yapilarinin olusturulmasi gortintiileri
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2.10.2. A-PFS Hidrojelleri ile Hiicre Kiiltiirii

PFS’nin hiicre canliligit ve c¢ogalmasima etkisi belirlenmek amaciyla steril olarak
hazirlanan %3 (w/v)’liik Aljinat ¢ozeltisine 150mg PFS eklenerek hazirlanan ¢ozelti ve
A-PFS (1:1) ¢ozeltisi hidrojel yapimi i¢in kullanilmigtir. Kontrol grubu olarak %3
(w/v)’liikk Aljinat ile olusturulan hidrojel kullanilmistir. MC3T-3 fare osteoblast hiicresi
%10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin igeren Alpha-Mem besi yeri kullanilarak
cogaltilmistir. Cogaltilan hiicreler her bir grup ig¢in hiicre sayisi 2x10’ (hiicre/mL)
olacak sekilde; Aljinat (A), A- PFS 150mg ve A-PFS (1:1) gozeltilerine eklenerek
karigtirilmistir. MC3T-3 hiicrelerini igeren ¢ozeltilerden hidrojel yapilarin olusmasi igin
capraz baglayici olarak %2’lik CaCl, eklenerek hidrojel yapilar elde edilmistir. Hidrojel
yapilarda hiicrelerin kiiltiire edilmesi icin %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %
0,25 (w/v) CaCl, igeren Alpha-Mem besi yeri kullanilmistir. MC3T-3 osteoblast
hiicrelerinin osteositlere farklilasmas: i¢in kiiltiiriin 3.glintinde %10 FBS, %1
Penisilin/Streptomisin ve %0,25 (w/v) CaCl, 10mM p-gliserol fosfat, 50pg/mL
askorbik asit iceren Alpha-Mem besi yeri farklilasma besi yeri eklenmistir. Her iki
giinde bir besi yeri degistirilerek hiicreler hidrojel yapilar i¢inde 21 giin boyunca kiiltiire

edilmistir.
2.10.3. A-PFS Hidrojelleri Hiicre Canhilik Analizi

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarinda MC3T-3 osteoblast hiicrelerinin
canliliginin test edilmesi i¢in MTT testi yapilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 1., 3., 7., 14. ve
21. giinlerinde hiicre canlilig1 test edilerek analiz edilmistir. Belirlenen gilinlerde hidrojel
yapilarin kiiltiire edildigi besi yeri uzaklastirilarak, MTT c¢ozeltisi (Smg/mL) her bir
kiiltiir kabina eklenir. Ornekler inkibatorde 3 saat bekletildikten sonra MTT vasati
uzaklastirilarak formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her
kuyucukta 200uL olacak sekilde izopropanol (Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi.
Izopropanol kor olarak kullanildi. Her bir o6rnek ¢ tekrarli olacak sekilde
spektorofotometre cihazi (Glomax Elisa Reader, Promega, ABD) 570 nm dalga
boyunda absorbans dl¢limii yapildi.
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2.10.4. A-PFS Hidrojellerinin Histolojik Analizi

Gruplardaki orneklere ait hidrojeller boyama islemleri yapilmadan Once histolojik
kasetlere almnarak %4’liik paraformaldehit ile fikse edildi. Ardindan dereceli olarak
artan alkol serilerinden ve ksilenden gecirildikten sonra parafin icerisinde 1 gece
bekletildikten sonra gomme islemi yapilarak bloklar elde edildi. Parafin igerisinde
gomiilii olan oOrnekler -20°C’de donmasi saglandi. Sonrasinda ise mikrotom ile
orneklerden S5um kalinliginda kesitler alindi. Daha sonra boyama asamalarina gegildi.
Elde edilen kesitlere H&E, MT, AB ve Alizeran Red (AR) histokimyasal boyama
islemleri uyguland1 [137-139]. Yapilan histokimyasal boyamalarin hepsinden elde
edilen kesitler 1s1k mikroskobunda (Leica, Almanya) incelendi.

2.10.4.1. A-PFS Hidrojellerinin H&E Boyama

Hidrojel 6rnekleri Hematoksilen (Merck) ve Eosin (Merck) boyarmaddeleri kullanilarak
boyanmigtir. PFS’den hiicrelerin uzaklastirildigindan emin olmak amaciyla A-PFS
hidrojeli H&E ile histolojik boyama yapilmistir. Hematoksilen, dokunun bazofilik
bolgesi olan cekirdeg§in mavi-mor renkte boyanmasini saglarken; Eosin, asidofilik
kisimlar1 (sitopldzma ve bag dokusu) pembe renge boyanir. Bdylece mikroskobik
gozlemlerde bu bolgeler tespit edilebilmektedir. Hazirlanan kesitlerden parafin
uzaklastirildiktan sonra dereceli alkol (%100, %96, %70) serilerinden gecirilip suda
yikandi. Ardindan kesitler H&E ile boyanarak once artan alkol serilerinden daha sonra

ksilolden gegirildi ve entellan ile kapatildiktan sonra mikroskobik olarak degerlendirildi

[137-139].
2.10.4.2. A-PFS Hidrojellerinin AB Boyama

Ozellikle PF igerigindeki polisakkarit yapida olan GAGS yapinin gosterilmesinde
hidrojeller AB ile boyama yapilmistir. Preparat iki kez DPBS ile yikandiktan sonra % 4
paraformaldehitde ile tespit edildi. Tespit edilen kesitler 6nce 3 defa 5‘er dk. DPBS ile;
sonra da ¢esme suyu ile 5 dakika yikandi. Kesitler ardindan 15-20 dk. %]1’lik AB
boyasinda bekletildi. Kesitlerdeki tiim boya kalintis1 uzaklastirilana kadar DPBS ile
yikandiktan sonra kesitler musluk suyuna alindi. Bir dakika Harris Hematoksilen ile

boyanan kesitler, tekrar musluk suyunda yikandi. Dereceli alkol serisinden gecirilerek
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dehidre edilen kesitler, ksilen ile seffaflastirildi ve entellan kullanilarak kapatildi [137-
139].

2.10.4.3. A-PFS Hidrojeli MT Boyama

Kolajen fibriller iceren PFS’nin Aljinat igindeki dagilimini goézlemleyebilmek igin
hidrojel ornekleri MT boyasi ile boyanmistir. MT bag ve destek dokularindaki,
kolajenin ve hiicreler arasi keratin fibrillerinin goriintiilemesi i¢in kullanilmaktadir.
Hazirlanan kesitler parafinden arindirildiktan sonra dereceli alkol serilerinden gegirilir.
Ardindan sirali olarak H&E, Asit alkol, Fosfomolibdik asit, Anilin blue ve Asetik asit
sollisyonlarindan bekletilerek ve yikama islemleri ayri ayri gerceklestirilmigtir. Daha
sonra artan alkol serilerinden gegirilerek ksilende bekletilip ve entellen ile kapama
islemi yapilmistir. Kesitlerde kollajen mavi renkte, ¢ekirdek siyah/mavi renkte, elastin

kirmizi/pembe rengine boyanmaktadir [137-139].
2.10.4.4. A-PFS Hidrojeli AR Boyama

A-PFS hidrojellerine ekimi yapilan MC3T-3 fare osteoblast hiicrelerinin osteositlere
farklilasmasi sonucunda olusan Kalsiyum, AR boyamasi ile gézlenmistir. Bu amagla
MC3T-3 osteoblast hiicresi ekilmis A, A-150mg PFS, A-PFS (1:1) hidrojelleri
osteojenik farklilasma ortami i¢eren Alfa-Mem besi yerinde kiiltiire edilmis ve kiiltiiriin
7., 14. ve 21. giinlerde hiicrelerinde %4’liikk paraformaldehit ile fiske edilmistir.
Hiicrelerin fiksasyon isleminden sonra her bir hidrojel iizerine 1 mL Alizarin Red
boyast eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
kalsiyuma baglanmayan Alizarin Red boyasi 2 kez DPBS ile yikanarak ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonra artan alkol serilerinden gecirilerek ksilende bekletilip ve

entellen ile kapama islemi yapilmistir.
2.11. A-PFS Hidrojellerinin Raman Analizi

PFS karakterizasyonu i¢in raman spektrumu analizinde PFS’nin hem sivi hem de
dondurarak kurutulan PFS kullanilmigtir. A-PFS karakterizasyonu igin A-PFS
hidrojelleri raman spektrumlari (785nm, 60mW) Witec Alpha 300 M+ konfokal Raman

spektrometresi ile 6l¢iilmiistiir.
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2.12. A-PFS Hidrojellerinin Morfolojik Analizi

Hidrojel gruplarinda hiicre kiiltiirii yapilmadan oOnce, Aljinat ¢ozeltisine degisen
oranlarda PFS eklenerek tiretilen hidrojeller liyafilizatorde dondurarak kurutuduktan
sonra hidrojel 6rnekleri ince bir altin tabakasi ile kaplanarak SEM ile morfolojileri

incelenmistir.

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde kiiltiire edilen MC3T-3 osteoblast
hiicrelerinin morfolojileri SEM ile analiz edilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 3., 7. ve 14. ve
21. gilinlerinde DPBS ile yikanan hidrojel yapilar % 2.5’lik (v/v) DPBS igerisinde
hazirlanmis gluteraldehit ile 30 dk siiresince (fikse) sabitlenmistir. Ardindan DPBS
igerisinde 5 dk bekletilerek hidrojel yapilarindaki suyun uzaklastirilmasi igin gesitli
etanol serilerinden (% 30, 50, 70, 90 ve 100) gegirildi. Bu islemler sonrast 6rnekler,
hekzametildisilazan igerisinde 5 dk bekletilerek havada kurutulmustur. SEM analizi

oncesi Ornekler ince bir altin tabakasi ile kaplanarak gortintiileri alinmstir.
2.13. A-PFS Hidrojellerinin Istatistiksel Analizi

Istatistik analizi SPSS programi (v.21.0; IBM) ile ii¢lii tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Tiim testler i¢in anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Gruplar aras1
farkliligin karsilastirilmasinda parametrik analiz tekniklerinden bagimsiz 6rneklemler
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Analizler sonucunda gruplar
aras1 anlaml farkliligin belirlenmesi i¢in farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu

belirlemek i¢in bagimsiz drneklem t-testi yapilmigtir.



3. BOLUM

BULGULAR

Tez calisgmasimin ilk béliimii; PFS’nin PCL memranlarinin yilizey kaplamasinda
kullanildig1 islem adimlarindan olugmaktadir. PFS ile birlikte, FBS ve Med ylizey
kaplama i¢in kullanilmistir. Yiizey kaplama isleminin etkisinin belirlenmesi igin kontrol
olarak yilizey kaplamast yapilmayan PCL membranlart kullanilmigtir. PCL
membranlarinda hiicre kiiltiiriiniin 1, 3, ve 5. giinlerinde SEM ve hiicre canlilik testi

analizleri yapilmistir.

fkinci boliimii; PFS’nin karakterizasyonunun yapildigi kisimdir. Ayrica, dondurarak
kurutma igleminin PFS’nin yapisinda degisik olusturup olusturmadigi analiz edilmistir.
PFS karakterizasyonunda histolojik boyama, SEM ve Raman spektroskobu analizleri

kullanilmistir.

Uciincii béliimii; PFS’nin Aljinat ile birlikte hidrojel iiretiminde kullanildig1 bu
boliimde oncelikli olarak PFS degisen konsatrasyonlarda (50, 100, 150mg PFS) % 3’lik
(w/v) kanstirilarak en iyl hidrojel yapinin 150mg PFS eklenen grup oldugu
belirlenmistir. Ayrica, PFS eklenrek elde edilen hidrojellerde MC3T-3 fare osteoblast

hiicreleri 21 gilin boyunca kiiltiire edilerek analiz sonuclari asagida verilmistir.

3.1. PFS, Med ve FBS ile Yiizey Kaplamasi Yapilmis PCL Membranlarina PFc

Hiicrelerinin in-vitro Kiiltiirii Bulgular

Hiicre canlilif1 ve ¢ogalmasi agisindan degerlendirildiginde perikardiyal sivi hiicreleri
i¢in en 1iyi besi yerinin Alfa-Mem (Med) besi yeri oldugu calisma grubumuz tarafindan
ortaya konmustur. PFc hiicrelerinin petri kablarindaki iki boyutlu (2B) kiiltiiriiniin 24
saat sonraki 151k mikroskobu goriintiileri Sekil 16°da goriilmektedir [132,133].
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Sekil 16. Perikardiyal siv1 hiicreleri (PFc) 151k mikroskobu goriintiileri (4x, 10x ve 20x
biiyiitme)

Elektro-egirme yontemiyle iiretilmis olan PCL membranlarina perikardiyal sividan izole
edilmis olan PFc hiicrelerinin kiiltlirii yapilmistir. PCL polimeri hidrofobik &zellikte
olmasindan dolayr hiicre tutunumunun saglanmasi igin yiizey kaplama islemleri
yapilmistir. Yiizey kaplama islemi i¢in FBS, Med ve PFS kullanilmigtir. Kontrol olarak
da ylizey kaplamasi yapilmamis olan PCL membran kullanilmistir. Sekil 17°da PCL

membranlarinin SEM goriintiileri goriilmektedir

20 pm
Orn 1 PCL

A | 26m
Orn 1 PCL

EMT=2500kV WD= 80mm Mig= 100KX SgnalA=sgr & SN EMT=2500kV WD= 80mm Mag= 500KX SgnalA=ser 2 CLN2M

Sekil 17. PCL membran1 SEM goriintiisii (A;1.00 Kx ve B;5.00 Kx biiyiitme )

3.2. PCL Membranlarinda Kiiltiirii Yapilan PFc Hiicrelerinin Morfolojik Analizi

Sekil 18’de FBS, Med ve PFS ile yiizey kaplamast yapilmis olan PCL membranit ve
kaplama yapilmamis olan PCL membranlarinin hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonraki
(1. glin) SEM goriintiileri goriilmektedir. 1. giinde yilizey kaplama yapilmamis olan PCL
membrani disinda tiim kaplama yapilmis olan PCL membranlarina hiicrelerin tutundugu

goriilmektedir.
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Sekil 18. FBS, Med, PFS ve kaplama yapilmamis olan PCL membranlara PFc hiicreleri
ekiminden 24 saat sonraki 500x ve 2500x deki SEM goériintiileri.(a) FBS ile
kaplanmis (b) Med ile kaplanmis (c¢) kaplama yapilmamis (d) PFS ile
kaplanmig PCL membran.
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Sekil 19 ve Sekil 20’de FBS, Med, PFS ile kaplanmis PCL membranlar1 ve kaplama
yapilmamis olan PCL mebranlarinin 3. ve 5. giinlere ait SEM goriintiileri
goriilmektedir. Ugiincii ve besinci giinlerde PFS ile yiizey kaplamasi yapilmis olan
membranlara hiicre tutunumu goriilmesine ragmen FBS ve medium ile kaplanmis
olanlarda hiicre sayisinda azalma goriilmektedir. PFS ile kaplanmis olan PCL
memranlarimin 1., 3. ve 5. giinlerde hiicre tutunumu ve hiicre sayisinin diger
membranlara gore daha iyi oldugu gorilmektedir. PFS ile kaplanmis olan PCL

membranlarinda hiicre sayisinda artis olmakla birlikte hiicre canliligi da korunmustur.

PCL membranlarina hiicre ekimi yapildiktan sonra 1., 3., ve 5. giinlerdeki hiicre
tutunumunun SEM goriintiilerine gore yiizey kaplama islemi yapilmis ve hi¢ kaplama
yapilmamis olanlar arasinda belirgin bir farklilik goriilmemektedir. Bununla birlikte
PFS ile kaplanmis olan PCL skafoldlarda 5. giine kadar hiicre proliferasyonu ve
canlilig1 korundugu ve uzun siireli kiiltlir ¢aligmalarinda daha basarili oldugu sonucuna

varilmstir.
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Sekil 19. FBS, Med, PFS ve kaplama yapilmamis olan PCL skafoldlara PFc hiicreleri
ekiminden 3. giin (72 saat ) sonraki 500x ve 2500x deki SEM goriintiileri.(a)
FBS ile kaplanmis (b) Med ile kaplanmis (¢) kaplama yapilmamis (d) PFS ile
kaplanmis PCL membrani
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Sekil 20. FBS, Med, PF ve kaplama yapilmamis olan PCL skafoldlara PFc hiicreleri
ekiminden 5. giin (120 saat ) sonraki 500x and 2500x deki SEM goriintiileri.
(a) FBS ile kaplanmis (b) Med ile kaplanmis (¢) kaplama yapilmamis (d) PFS
ile kaplanmis PCL mebran
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3.3. PCL Membranlarinda Hiicre Canlihg1 Analizi Bulgular:

Gruplar aras1 farkliligin karsilagtirilmasinda Anova metodu kullanilmistir. Anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. FBS ve Med ile kaplamasi yapilan PCL
membranlar1 ve kaplama yapilmamis olan PCL membranlarinda hiicre kiiltiiriiniin 1, 3
ve 5. giinlerinde istatistiki olarak anlaml bir farklilik (p>0.05) goriilmemistir. FBS ile
kaplamas1 yapilmis olan PCL membranlarinda hiicre kiiltiiriintin 1, 3, ve 5. giinlerinin
hepsinde anlamli farklilik (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Med ve FBS ile kaplanmis

PCL membranlarinda hiicre kiiltiirii tiim giinlerde benzerlik géstermektedir (Sekil 21).

* * *
® | [ * ] L * |
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Sekil 21. FBS, Med, PFS ile kaplanmig ve kaplama yapilmamis olan PCL
membranlarin hiicre canlilik testi grafigi. Konsantrasyon degerleri Ort. + SD;
n=6 olcak sekilde kaplama yapilan ve yapilmayan gruplar arasinda
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir. Anlamli farklilik
degeri p<0.05 olup “*’ ile gosterilmistir. (Ort.: Ortalama, SD.: Standart
sapma)

Sekil 22°de goriildiigii gibi PFS ile ylizey kaplamast yapilmis olan PCL

membranlarindaki hiicre tutunumu ve canliliginin 6nemli derecede artmis oldugu

gorilmektedir. Ayrica, Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonucuna gore PFS ile
kaplanmis PCL membranlari ile diger gruplar karsilastirildiginda anlamli farklilik
oldugu (p<0.05) belirlenmistir ve hiicre tutunumu ve canliliginin en fazla PFS ile

kaplanmis olan PCL membranlarinda oldugu gosterilmistir.
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Sekil 22. FBS, Med, PFS ile kaplanmis ve kaplama yapilmamis olan PCL
membranlarinda hiicre canliligi testi grafigi. 1. giinden 5. giine kadar olan
hiicre canlilig1 karsilastirmasi her bir grup icin Wilcoxon testi ile yapilmistir.
Anlaml farklilik degeri p <0.05 olup “*’ ile gosterilmistir. (Ort.: Ortalama,
SD.: Standart sapma)

3.4. PFS’nin Karakterizasyonu Bulgular:

PFS’nin karakterizasyonu i¢in Raman spektroskopisi, SEM ve histolojik analizler

kullanilmaistir.

PFS’nin hem toz halinde hem de s1v1 halde kullanilabilecegini gostermek amaciyla PFS’
nin hem siv1 hali hem de dondurarak kurutulmus toz halinin Raman spektroskobu ve
histolojik analizleri yapilmistir. Histolojik boyama icin PFS 48 saat boyunca
inkiibatorde bekletilerek jellesmesi saglandi. Histolojik boyamalar jel halindeki PFS ile
yapilmistir.

3.4.1. PFS Histolojik Analizi Bulgular

PFS jelimsi yapiya doniistiiriildiikten sonra histolojik boyamalar bu jel yapi ile
yapilmistir. Sekil 23’de, PFS jel yapisint H&E ile boyama sonucunda PFS’den
hiicrelerin tamamen uzaklastirildigt ve tiim goriinti alaninin pembeye boyandigi
goriilmektedir. Ayrica, PFS igerigindeki kolajen fiber agi H&E boyama ile net bir
sekilde goriilmektedir. PFS jel yapisint MT ile boyama sonucunda mavi kisimlarin
kolajen, kirmizi boyanan kisimlarin da elastin proteini oldugu goriilmektedir. PFS
icerigindeki GAGs bilesenlerinin belirlenmesi icin AB boyamas1 yapilmistir ve Sekil

23’de kolajen fiber ag1 i¢ine dagilmis yesil renkli GAGs yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 23. PFS histolojik boyama goriintiileri. (A-B) Masson Trikrom boyama; kolajen
(Kol.), mavi; elastin, pembe), (C-D) Hematoksilen-Eozin (H&E) ve (E-F)
Alsiyan Blue, Glikozaminoglikanlar (GAGS), yesil. Objektif biiyiitmeleri; A-
D and F 10x, and E 4x.

3.4.2. PFS SEM Analizi Bulgulan
PFES igerigindeki kolajen protein agt SEM ile goriintiilleme sonucu goriilmektedir. Sekil

24°de yer alan A ve B gortintiilerinde kolajen fiber ag1 daha ince demetler halindeyken,

C ve D’deki goriintiilerde daha kalin bir kolajen fiber ag1 goriilmektedir.



45

Sekil 24. PFS’nin SEM goriintiileri (A-D). Kolajen ince fiber aglar1 gériilmektedir. A
ve B; 5.00 KX, C; 2.50 KX, ve D 20.00 KX.

Kolajen fiber aginin bir baska SEM fotografi Sekil 25°de H&E boyama sonucu elde
edilen goriintii ile birlikte gosterilmistir. Sekil 25 C’de bu kolajen ag orgiisii birbirine
paralel uzantilar seklinde goriiliirken, Sekil 25 D’de fiber yapilar daha belirgin bir ag

orgiisii seklinde goriilmektedir.

y | — RN 1\ 0\— ;
Sekil 25. PFS’de bulunan kolajen fiber yapisinin goriildiigic SEM ve H&E boyama

goriintiileri. A ve B, H&E boyama, 10x biiyiitme; C ve D, SEM goriintiileri;
C; 5.00 KX, ve D 20.00 KX.
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3.4.3. PFS Raman Analizi Bulgulari

PFS Kkarakterizasyonu igin kullanilan Raman spektroskopisi sonuglar1 ile spesifik
molekiillere ait literatlirde belirlenen spektrumlarin Tablo 1’de verilmistir. PFS’den elde
edilen Raman spektrumlarinin oldugu grafik ise Sekil 26°da goriilmektedir. Dondurarak
kurutulmus (freeze-dried) olan PFS ve sivi PFS Raman spektrumlar1 incelendiginde
hem toz hem de sivi PFS’de benzer spektrumlarin elde edildigi goriilmektedir.
Dondurarak kurutulmus olan PFS’de spektrumlarin daha belirgin oldugu goriilmektedir

(Sekil 26).

Sekil 26 ve Tablo 2 verilerine gore sivi ve dondurularak kurutulmus PFS'de goriilen
649, 668 degerleri literatiirdeki Phe (642) spektrumuna karsilik gelmektedir. Literatiirde
758 spektrumununTrp amino asitine ve 761 heparan ve proteoglikana karsilik geldigi ve
stvi PFS'de goriilen 757 spektrumunun triptofan ve heparan/proteoglikani temsil ettigi
goriilmektedir [150].

Sivi PFS'de goriilen 832 spektrumu fibrinojen spektrum araliginda (829-860) iken,
dondurularak kurutulan PFS'de goriilen 858 spektrumu kolajen tip 1V'e (856) karsilik
gelmektedir [150, 153, 154]. Dondurularak kurutulmus PFS ve sivi PFS'de sirasiyla
goriilen 901 ve 937 spektrum degerleri prolin (850-975), hidroksiprolin (850-900),
kolajen tip 111 (896, 941) ve kollajen tip I'e (937) karsilik gelmektedir [151, 153-158].
Hem sivi PFS'de hem de dondurularak kurutulmus PFS'de goriilen 1007'lik spektrum
degeri, kolajen tip IV'e (1004, 1007), proteoglikana (1007) ve Phe aminoasitine (1003,
1032, 1033) karsilik gelmektedir [150, 151, 153, 154, 158-161]. Sivi PFS'de 1304, 1321
ve dondurularak kurutulmus PFS'de 1325 spektrumlari, kolajen proteininin (1300-
1347), ozellikle kollajen tip II'lin (13007, 1318) varligim1 géstermektedir [151, 152,
154, 155, 157, 159]. Sivi PFS'de goriilen 1448 ve 1453 ve dondurularak kurutulmus
PFS'de 1453 spektrum degerleri kolajen (1451), kolajen tip III (1454) ve elastin (1448)
proteinlerinin varhigini géstermektedir [151, 152, 157-159]. Sivi PFS'de goriilen 1659,
1780 ve dondurularak kurutulmus PFS'de 1638, 1667 spektrum degerleri; elastin (1655,
1670), kolajen (1660, 1670), kolajen tip 1 (1668), kolajen tip 111 (1672, 1674) ve kolajen
tip IV’e (1673) [151, 152, 157-159] karsilik geldigi goriilmektedir. Hem sivi PFS'de
hem de dondurularak kurutulmus PFS'de 2932 spektrum degeri kolajen tip IV'e karsilik
gelmektedir. Son olarak, sivi PFS'de ve dondurularak kurutulmus PFS'de 3004-3817
spektrum degerleri kolajene (3200-3700, 3324) karsilik gelmektedir. Tim spektrum
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degerlerinden elde edilen sonuglara gore (Sekil 26), PFS'de kolajen tip I, 111, kolajen tip

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

Tablo1l. Sivi ve dondurarak kurutulmus olan PFS’nin Raman spektrumlari ve
literatiirde yer alan Raman spektrumlar1 sonuglari

Raman spektrumlar:
(cm™)

Sivi PFS

Dondurarak
kurutulmus 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 | ve IV
856- Kolajen tip IV

832

858

151, 152

829-860- Fibrinogen (Tirozin)

832

858

150

856,875- Kolajen tip 1V
856- Proline

875- Hidroksiprolin
879- Kolajen tip |
850-900- Hidroksiprolin

832

858

153, 154

850-975- Prolin

896- Kolajen tip 111

800-980 (876)- Hidroksiprolin
854,873- Kolajen

917- Kolajen tip |

920- Prolin, Kolajen tip I, IV
934- Kolajen

937,938- Kolajen tip I, IV
938- Kolajen tip 1V, Elastin
941/942- Kolajen tip I, 111
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,1V)

1003- Alb

1030-1100- Kolajen

1007

1007

150, 151, 153,
154, 156, 158-
161

1209- Phe

1245-1271- Prolin (Kolajen tip 1,1V)
1230-1290- Kolajen

1243- Kolajen

1246,1271- Prolin (Kolajen tip I)
1248-Fibrin, Kolajen

1299, 1302-Kolajen tip |

13007- Kolajen tip 11

1318- Kolajen tip 111
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. Sivi ve dondurarak kurutulmus olan PFS’nin Raman spektrumlart ve
literatiirde yeralan Raman spektrumlari sonuglari (devami)

Raman spektrumlar:
(cm™)

Sivi PFS

Dondurarak
kurutulmus PFS

Referanslar

1440-1460 Kolajen

1441,1443- Kolajen tip |
1451,1452- Kolajen

1454- Kolajen tip 111

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 |

1655- Elastine, Kolajen tip |
1657 - Kolajen

1660,1670- Kolajen

1659- Amid | (C=0OH) alfa heliks
1668,1669- Kolajen tip |
1670- Elastin, Kolajen

1672- Kolajen tip 111

1673- Kolajen tip 1V

1674- Kolajen tip I, 111

1659, 1780

1638, 1667

151-154, 157-
159, 161,162

1860, 1880

1883

2400- Kolajen
2900-3000- Kolajen
2932- Kolajen tip |

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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Sekil 26. Dondurarak kurutulmus ve sivi PFS’nin Raman analizi grafigi. Kol.; Kolajen,
Kol.l; tip | kolajen, Kol.Ill; tip Il kolajen, Kol.IV; tip IV kolajen, Alb;
Albumin.

3.4.4. Stv1 PFS ve Dondurarak Kurutulmus olan PFS’nin Istatistiksel Analizi

Sivi PFS ve dondurarak kurutulmus olan PFS’nin Raman spektrumlar1 analizi soncunda
dondurarak kurutmanin PFS yapisinda 6nemli bir degisiklik yapmadigi TBA analizi ile
tespit edilmistir. Tablo 2°’de TBA analizi sonucu birinci temel bilesen, ikinci temel
bilesen ve diger bilesenlerin degerleri goriilmektedir. Sivi PFS ve dondurularak
kurutulmus PFS'den Raman spektrumlarini karsilastirirken, genel veri seti (n = 12) icin
TB1 ve TB2 puan degerlerinin dagilimi, PFS ve dondurularak kurutulmus PFS'deki
spektral farkliliklarini gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore sivi PFS spektrumlari

ile dondurularak kurutulmus PFS’nin benzerligi Sekil 27°de goriilmektedir.

TB1 ve TB2'nin yiikleme spektrumlari, agirlikli olarak genel spektral veri seti i¢inde
benzer olan Raman spektrumlarimi gostermektedir. TB2'de, sivi PFS ve dondurularak
kurutulmus PFS ayrimina izin veren énemli bir puan degeri kaymasi tanimlanmamuistir.
Iki ana bilesen, sivi PFS icin TB1 ve TB2'nin sirastyla %81,92 ve %16,19 oldugunu,

dondurularak kurutulmus PFS i¢in TB1 ve TB2'nin toplam varyanslarin sirastyla
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%99,14 ve %0,62'sini olusturdugu sonucu elde edilmistir (Tablo 2). Bu sonuglar,

PFS'nin dondurularak kurutulmasinin PFS iizerinde 6nemli bir degisiklik yapmadigini

gostermistir. Sivi PFS'de ve dondurularak kurutulmus PFS'de islenmis spektrumlar

standart sapmalar1 ile Sekil 27'de verilmistir.

Ortalama spektrumlar,

S1vl  v€

dondurularak kurutulmus PFS'de olduk¢a benzer oldugu Sekil 28’de goriilmektedir.

Standart sapmalardaki en belirgin farkliliklarin, sivi PFS’den kaynakli olan 3000 ve

3500 cm™*deki spektrumlardan kaynakli oldugu sonucuna varilmustir (Sekil 28).

Tablo 2. Raman spektrumlarinin TBA ile analizi sonuglari.

TBA % TB1 % TB 2 Digerleri
Sivi PFS 81,92 16,19 1,89
Dondurarak kurutulmus PFS 99,14 0,62 0,24
1-3 T T T T
16+ .
1.4  swviPFs ]
-g 1'2 - -
s 1 1
@
g 08 .
% Dondurarak kurutulmus PFS
£ o6} .
=
04 .
02+ -1
0 1 1 1 1 1 1 1 1
(4] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Raman kaymasi (cm-1')

Sekil 27. Sivi PFS ve dondurularak kurutulmus PFS'min ortalama Raman spektrumlari.
Spektrumlarin standart sapmalari, ¢ogu dalga sayisinda gozlemlemek ig¢in
kiiciik olan golgeli bolgeler tarafindan gosterildigi gibi ortalama spektrum ile
birlikte verilmistir.
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Sekil 28. PFS ve dondurularak kurutulmus PFS'nin tekli Raman spektrumunun TBA
grafigi. TB1 ve TB2 skor degerleri, dondurularak kurutulmus PFS (kirmizi)
ve s1v1 PFS (mavi) arasindaki karsilastirmay1 gostermektedir.

3.5. A-PFS Hidrojellerinin analizi bulgular:

PFS’nin hidrojel iiretiminde degisen oranlarda PFS, Aljinat ile birlikte kullanilmistir.
Bunun i¢in A, A-50mg PFS, A-100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) seklinde
dort grup olusturulmustur. Gruplardan A, gruplar arasi1 farkliligin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. A-PFS (1:1) ise dondurarak kurutulmus ve sivi PFS’nin etkisinin
karsilagtirilmasi i¢in olusturulmustur. Belirlenen her grubun Raman spektroskopisi ve

histolojik boyama analizleri yapilarak elde edilen sonuglar asagida paylasilmistir.

3.5.1. PFS-Alg hidrojellerinin Raman analizi bulgulari

Sekil 29°de A, A-50mg PFS, A-100mg PFS ve A-150mg PFS hidrojellerinin Raman
spektrumu grafigi goriilmektedir. PFS ile Aljinatin homojen bir sekilde karistigi ve
artan PFS miktarina gére Raman spektrum siddetinin arttigi gorilmektedir (Sekil 29).
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Sekil 30°da A, PFS ve A-PFES (1:1) hidrojellerinin Raman spektrumlar1 goriilmektedir.

PFS’nin s1v1 halinin %3’liikk (w/v) A ile esit hacimlerde (1:1) karistirilmasiyla homojen

bir karigim olusturdugu gruplarin ayr1 ayr1 spektrumlart incelenmesiyle anlasilmaktadir.

Raman kaymasi (cm-1)

Sekil 30.Aljinat, A-PFS (1:1) ve PFS hidrojelinin Raman spektrum grafigi.
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3.5.2. A-PFS Hidrojellerinin Hiicre Kiiltiirii Histolojik Analiz Bulgular:

Sekil 31’de A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde MC3T-3 osteoblast
hiicrelerinin 7., 14., ve 21. giinlerdeki histolojik boyama sonrasi 1sitk mikroskobu
goriintiileri  goriilmektedir. H&E boyama sonucunda, hidrojel yapilarda MC3T-3
hiicreleri siyah ve sitoplazma igerigi mor renkli goriilmektedir (Sekil 31). Tim
gruplarda hiicrelerin hidrojel yapilarda ¢ogaldigi ve kiltliriiniin basarili bir sekilde
yapildig1 goriilmektedir.

Polisakkarit yapili GAGs bilesenlerinin gosterilmesi i¢in AB histolojik boyamasi
yapilmis ve 11k mikroskobu goriintiileri Sekil 31°de goriilmektedir. Sadece polisakkarit
bilesenleri iceren Aljinat hidrojelli AB boyamasinin daha yogun oldugu goriilmektedir.
PFS igeren hidrojel gruplar, Aljinat hidrojeli ile kiyaslandiginda AB boyamanin daha az
yogunlukta boyandig1 goriilmektedir.

PFS’de bulunan kolajen proteinin gosterilmesi igin MT boyama yapilmis ve 1s1k
mikroskobu goriintiileri Sekil 32°de goriilmektedir. Histolojik boyama sonucunda aljinat
ile PFS’nin homojen olarak karismis oldugu ve MT boyama ile kolajen fiber aglar1 tiim

hidrojel yapilarinda goriilmektedir.

MC3T-3 osteoblast hiicrelerinin hidrojel gruplarinda kiiltiiriiniin  yapilmasinda
hiicrelerin farklilagarak kemik dokuyu olusturmasimin incelenmesi i¢in AR histolojik
boyamas1 yapilmistir. Kiiltiiriin 7. giiniinde kemik dokunun olusmaya bagladig1 ve
21.glinde her bir hidrojel grup i¢in kemik doku olusumunun arttifi Sekil 32’de

gorilmektedir.
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H&E

Alcian Blue

Sekil 31. A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hiicrelerinin 7., 14. ve 21. giinlerdeki, H&E
ve Alcian blue histolojik boyama goriintiileri.
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Sekil 32. A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hiicrelerinin 7., 14. ve 21. giinlerdeki, MT ve

Alizarin red histolojik boyama goriintiileri.
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3.5.3. A-PFS Hidrojellerinin SEM Analizi Bulgulari

Aljinat ile hazirlanan PFS hidrojellerinde miktar belirlenmesi amaciyla artan
miktarlarda PFS (50, 100, 150mg) eklenerek hidrojeller iiretilmistir. Ayrica, Aljinat ile
PFS’nin esit hacimde (1:1) olacak sekilde hazirlanan A-PFS (1:1) hidrojellerinin
dondurarak kurutulduktan sonraki SEM goriintiileri Sekil 33’de verilmistir. Sadece
Aljinat ile hazirlanan hidrojel ile PFS eklenen hidrojel gruplart karsilastirildiginda
PFS’nin Aljinat ile homojen olacak sekilde karisim olusturdugu goriilmektedir. A-50mg
PFS ve A-100mg PFS hidrojel gruplarinda PFS dagiliminin miktardan kaynakli olarak
daha az oldugu goriilmektedir. A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde ise PFS

dagiliminin daha iyi oldugu SEM goriintiileri ile goriilmektedir.

A _A- 50mg PFS - A- 100mg PFS

7B

A- 150mg PFS A-PFS(1:1)

Sekil 33. Aljinat ve artan oranlarda PFS eklenerek olusturulan hidrojel yapilarin SEM
goriintiileri. A; Sadece Aljinat (A) igeren hidrojel yapinin goriintiisti, B; A-
50mg PFS’den olusan hidrojel yapmin goriintiisii, C; A-100mg PFS’den
olusan hidrojel yapinin goriintiisti, D ve E; A-150mg PFS’den olusan hidrojel
yapinin goriintiisii, F; A-PFS (1:1) hidrojel yapinin SEM gérintiisii. A, B, C,
D ve F’de mikroskop biiyiitmesi 100Kx ve 250Kx; E’de 250Kx ve 500Kx dir.

3.5.3.1. A-PFS Hidrojelleri ile Hiicre Kiiltiirii SEM Analizi Bulgular:

Aljinat ile hazirlanan PFS hidrojellerinden PFS’nin homojen dagilimindan dolayr A-
150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojellerinde MC3T-3 hiicrelerinin 21 giin boyunca in-
vitro kiiltiirii yapilarak kiiltiirtin 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki SEM goriintiileri Sekil
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34’de verilmistir. Aljinat ile karigtirilan PFS’nin etkisini gostermek i¢in kontrol olarak
Aljinat hidrojeli kullanilmigtir. A, A-150mg PFS ve A-PFES (1:1) olmak iizere 3 gruptan
olusan hidrojellerinde MC3T-3 hiicrelerinin SEM goriintiileri fotograflar1 gortilmektedir
(Sekil 34). PFS eklenen hidrojel gruplarinda hiicrelerin PFS igerigindeki protein
yapilarin  oldugu bolgelerde tutunumu ve farklilasmasinin daha iyi oldugu
goriilmektedir. Ozellikle, A-150mg PFS hidrojelinde 21.giinde hiicrelerin farklilastig
acik bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 34. A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojelleri ve bu hidrojellerde kiiltiire
edilen MC3T-3 hiicrelerin 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki SEM goriintiileri. Tim
goriintiilerde biiyiitme 500Kx ve 2.50Kx seklinde iken, 21. giinde A-150mg
PFS biiytlitme 2.50Kx ve 5.00Kx’dir.
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3.5.3.2. A-PFS Hidrojellerinde Hiicre Canhlik Testi Bulgular:

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarinda MC3T-3 hiicrelerinin 1., 3., 7.,
14. ve 21. gilinlerdeki hiicre canliliginda anlamli farkliligin karsilastirilmasinda tek
yonlii Anova metodu kullanilmistir. Gruplarin kendi i¢inde karsilagtirllmasinda ise

bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmistir.

Tek yonlii Anova istatistigi sonucuna gore tiim gruplar arasinda anlamli farkliligin
sadece 1. ve 21. giinlerde oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Boylece, 3., 7. ve 14. giinlerde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik (p>0.05) elde edilmemistir.

Gruplarin kendi arasinda karsilastirildiginda anlamli farkliligin  belirlenmesi igin
bagimsiz 6rneklem t-testi sonuglarina gore 1. giin A ile A-PFS (1:1) ve A-150mg PFS
ile A-PFS (1:1) arasinda anlamli farklilik (p<0.05) elde edilmistir. 3. ve 7. giinlerde her
hangi bir anlamli farklilik gérilmemistir. 14.giinde sadece A-150mg ile A-PFS (1:1)
arasinda anlamli farklilik elde edilmistir. Kiiltiirlin son giinii olan 21. giinde; A ile A-
PFS (1:1) ve A-150mg ile A-PFS (1:1) gruplari arasinda anlamli farklilik elde
edilmistir. Sekil 35°de ti¢ hidrojel gruplarinda 21 giin boyunca kiiltiirii yapilan MC3T-3
hiicrelerinin hiicre canlilif1 tiim giinlerde A hidrojelinde daha az iken PFS igeren
hidrojel gruplarinda hiicre canliliginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Hiicre
kiiltiirtiniin baglangici olan 1. glinde hidrojel gruplarindaki hiicre canlilig1 cok yakin gibi

goriinse de istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmektedir (Sekil 35).

*
1 * %1

09 — [

08 : I | . Ii—
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0,6
0,5
0,4
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_ WA-PFS (150mg)

Absorbans

M A-PFS (1:1)
0,3
0,2
0,1

1.giin 3.gilin 7.gln 14.giin  21.gin

Sekil 35. A-PFS hidrojellerinde MC3T-3 hiicrelerinin 1., 3., 7., 14. ve
21.giinlerdeki hiicre canliligi grafigi. Anlamh farklihik degeri
p <0.05 olup “*’ ile gosterilmistir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma

Bu tez calismasinda PF’nin karakterizasyonu gergeklestirilerek doku miihendisligi
alaninda uygulanmasina yonelik caligmalar gergeklestirilmis olup igerik ve elde edilen
bulgular yoniiyle literatiirde bir ilk calisma olup 06zgilin deger tasimaktadir. PF’nin
karakterizasyonu sonucunda hiicrelerinden uzaklastirilmis olan PF, PFS olarak
adlandirilmis ve PFS’nin karakterizasyonu sonucunda PFS’nin kolajen tip I, III, IV,
elastin, fibrin, fibrinojen, albumin ve proteoglikan i¢erdigi sonucuna varilmistir. Dogal
ECM yapisin1 olusturan bu bilesenlerin PFS iginde yer aldiginin ortaya koyulmasi

literatiire 6zgiin katkilar saglamustir.

Biyomedikal alanda pek ¢ok calismada yaygin olarak kullanilan FDA onayli PCL
polimeri biyouyumlu, mekanik olarak dayanikli ve biyobozunur o6zelliktedir. PCL
biyouyumlu olmasina ragmen hidrofobik 6zelligi hiicre tutunmasi agisindan dezavantaja
sahiptir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak ve hiicre tutunumunu artirmak igin kolajen,

jelatin, fibronektin gibi dogal polimerler ile ylizey kaplama yapilmaktadir. [140, 141]

Tez calismasinda ise, PFc hiicrelerinin tutunumunu artirmak i¢in PCL membranlar1 PFS
ile kaplanmistir. Gergeklestirilen ¢alismada PFS’ye ek olarak fetal sigir serumu (FBS)
ve Alfa-Mem (Med) kullanilmis ve PFS’nin PFc hiicrelerinin tutunumuna olan etkisi
hiicre canliligr testi ve SEM goriintiileriyle analiz edilmistir. MTT hiicre canlilik testi
analiz sonuglarina gore PFS ile kaplanan PCL membranlarinda, PFc hiicrelerinin uzun
donem hiicre canliligimi korudugu ve bdylece PFS’nin hiicre canliligmma olumlu etki
olusturdugu sonucuna varilmistir. PFS’nin hiicre canliligi ve ¢ogalmasina olan bu
etkinin PFS’nin albumin, globulinler, makroglobulinler, fibrinojen, kolajen, elastin gibi

heterojen protein yapilarindan olusmasi ve ayrica proteoglikan yapi igermesinden
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kaynaklandig1 diistintilmektedir. Ciinkii, PFS icerinde bulunan bu protein ¢esitleri farkl
viicut dokularindan izole edilerek malzeme yiizey kaplamasinda biyouyumlulugu

artimak igin tek basina ya da ikili karisim halinde literatiirde kullanilmaktadir [10,142].

Literatiirde gergeklestirilen calismada PFS iceriginde de bulunan albiimin proteininden
yapilan doku iskelesinin mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) biiylimesini ve
farklilasmasini olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir [143]. Boylece, tez galismasinda
PCL membranlarin albiimin igeren PFS ile kaplanmasinin, PFC hiicrelerinin tutunmasi
ve canliligi tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. PFS'min hiicre
yapismast ve canliligi {izerindeki etkisi protein kompleksi ile olmakla birlikte ayni
zamanda PFS’nin biiyiime faktorleri igermesinden kaynakli oldugu diistinilmektedir.
PFS igeriginde temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF), asidik fibroblast biiyiime
faktorii (aFGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ve vaskiiler endoteliyal biiylime
(VEGEF) gibi biiyiime faktorleri ve prostaglandin ve sitokin icermektedir [144-148].

Ayrica, PFS'nin vaskiiler diiz kas hiicreleri, miyokardiyal hiicre ve vaskiiler endotelyal
hiicre biiylimesi ve uyarimi tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisi bulunmaktadir [149]. PFS
icerdigi bu bilesenler sayesinde MKH kok hiicrelerinin kiiltiire edilmesi i¢in uygun bir

ortam saglamaktadir [17].

PCL membranlar yiizey kaplamasinda kullanilan PFS’nin hiicre canliligina etkisi sigir
PF'den izole edilen PFS'min fibrinojen, alblimin, globulinler, biiyiime faktorleri,
prostaglandin ve sitokin gibi protein bilesenleri igererek hiicre tutunmasini arttirdigini
gostermektedir. PFS ile kaplanmis PCL iskelelerinde hiicre kiiltiiriiniin 1ilerleyen
giinlerinde, hiicrelerin hiicre canliligin1 ve sayisimi korumanin yani sira SEM
gorlintiilerinde  goriildiigii gibi PCL membran1 yiizeyinde ve PFS’nin SEM
goriintiilerinde goriilen kolajen ag yapilarindan kaynakli oldugu diislintilmektedir (Sekil
20, 24, 25). Parametrik olmayan analiz sonuglari, PFS kapli PCL yap1 iskeleleri ile FBS,
Med ile kaplanmis PCL membranlar1 ve kaplanmamis PCL membranlari arasinda
istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar (p <0.05) oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
PFS ile kaplanmis PCL membranlar1 hiicrelerin tutunmasi ve canlilig1 iizerinde dnemli
derecede olumlu etki gostermistir. Tez calismasi birinci boliimiinde gercgeklestirilen
PFS’nin  PCL membranlariin kaplanmasi ve hiicre canliligi ve tutunmasinin

incelenmesi sonuglarina goére PFS iyi bir yiizey kaplama malzemesi oldugu
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gosterilmistir. Bu bulgularla, hiicre tutunmasini saglamak/arttirmak i¢in kullanilan

kaplama malzemelerine ilave olarak PFS'nin de kullanilabilecegi gosterilmistir.

PFS'nin karmasik protein igeriginin belirlenmesi ve PFS’nin karakterizasyonu i¢in
molekiiler kimlik analizi olarak kullanilan Raman spektroskopisi kullanilmistir. Raman
analiz sonuglarina ek olarak, histolojik analiz ve SEM goriintiileme sonuglari, PF'nin
dogal ECM bilesenlerini icerdigini ve morfolojik ve yapisal olarak dogal ECM'ye
benzer oldugunu gosternistir. PFS, dogal ECM bilesenleri olan kolajen tip I, 11, 1V,
elastin, fibrin, fibrinojen, GAGs ve proteoglikan i¢cermektedir. PFS'nin dogal ECM
bilesenleri icerdigi ve doku mithendisligi ¢alismalarinda kullanilabilecegi ilk kez bu tez
calismasi ile belirlenmistir. Dogal ECM, hiicre ¢ogalmasi, canliligi, farklilagmasi ve
goclinli barindiran 6nemli bir misyona sahiptir. Bu yiizden, doku miihendisligi
calismalarinda kolajen, fibrin, matrigel, Jelatin-Metakryloyl jelatin-metakrilat (JeIMA)
ve hiicreleri uzaklagtirilmis dokular dogal ECM'yi taklit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
malzemelerin ECM'yi tam olarak taklit edememe, biyouyumluluk ve izolasyonunda
zorluk veya kaynak eksikligi gibi bazi sorunlar bulunmaktadir. Bu sorunlara ¢oziim
olacak ve doku miihendisligi ¢alismalarinda hem yap1 hem de igerik olarak dogal
ECM'yi yiiksek benzerlik gosteren bir malzeme biyouyumluluk agisindan 6nemlidir.
PFS’nin doku miihendisliginde, tez ¢alismasi ile bir ilk olarak sentetik ve hidrofobik
PCL membranlarinin yiizey kaplamasi i¢in kullanilmistir [135]. Tez ¢aligmasinin son
asamasinda ise, PFS’nin hidrojel sistemlerde kullanilabilirligini gostermek i¢in Aljinat
ile birlikte kullanilmistir. Aljinata degisen oranlarda dondurarak kurutulmus PFS
eklenerek en 1yi hidrojel yapmmin A-150mg PFS grubunda oldugu belirlenmistir.
dondurarak kurutulmus PFS’ye ilave olarak PFS’nin s1v1 halinin de hidrojel sistemlerde
kullanilabilirligini gostermek amaciyla esit hacimlerde (1:1) hazirlanan A-PFS hidrojeli
tretilmistir. Bu hidrojel gruplarinda hiicre canlili§i ve farklilasmasinin belirlenmesi
kontrol grubu olarak Aljinat hidrojeli kullanilmistir. MC3T-3 hiicrelerinin 21 giinliik in-
vitro kiiltlirleri yapilarak PFS eklenen gruplarda hiicre canlilig1 ve farklilagmasiin daha
iyi oldugu sonucu elde edilmistir. Ayrica, PFS’nin hem toz hem de s1v1 olarak hidrojel

sistemlerde kullanilabilirligi tez calismasinin 6nemli ¢iktilarindandir.

Bu ¢alismada, PF'nin dogal ECM’ye benzeyen yapist histolojik, Raman spektroskopi
analizi ve SEM goriintiileri ile ortaya konmustur. Bdylece PFS'nin literatiirde hig

bahsedilmeyen dogal ECM ile benzerligi kesfedilmis ve ylizey kaplama, in vivo/in vitro
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gibi cesitli doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecegi bu calisma ile

gergeklestirilmistir.
4.2. Sonuc ve Oneriler

Bu tez calismasi ile bir plazma ultrafiltrati olan PF’nin doku miihendisligi
calismalarinda  kullanilabilirligi  arastirilmistir.  Ornek  aliminin  ve etik  sorun
olusturmadig1 i¢in PF sivisi mezbaneye kesim amacgli getirilen saglikli sigirlardan
kesimden hemen sonra alinmistir. Kisa siirede laboratuvara getirilen heterojen hiicre
toplulugu iceren PF’den hiicreler uzaklastirilarak hiicreleri uzaklastirilmis olan PF, PFS
olarak adlandirilmistir. PFS’nin doku miihendisliginde kullanilabilirliginin arastirildig:
bu tez calismasmin ilk asamasinda PFS, elektro egirme yontemiyle iiretilen PCL
membranlarinin yiizey kaplamasinda kullanilmistir. PFS’nin yiizey kaplamaya etkisinin
karsilastirilmast icin Alfa-Mem (Med) besi yeri ve sigir serumu (FBS) PCL
membranlarinin yiizey kaplamasinda kullanilmigtir. Kontrol olarak kaplama yapilmamis
PCL membranlar1 kullanilmistir. Kaplamadaki amag hidrofobik o6zellikte olan PCL
polimerinden {iretilmis olan PCL membranlarinin hidrofilik 6zellik kazanarak hiicre
tutunumunu artirmasidir. PCL membranlarinin kaplama sonrasi hiicre tutunumuna
etkisinin belirlenmesi i¢in PCL membranlarinda PFc hiicreleri bes giin boyunca kiiltiire
edilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 1., 3. ve 5. gilinlerinde hiicre canliliginin belirlenmesi igin
MTT analizi yapilmistir. PCL membranlarinin yapist ve bu membranlara tutunan
hiicrelerin goriintiilenmesi i¢in SEM analizi yapilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 1. giinlinde;
FBS, Med ve PES ile yiizey kaplamas1 yapilmis olan PCL membranlarina hiicrelerin
tutundugu, fakat kaplama yapilmamis olan PCL membranlarina hiicrelerin tutunmadigi
gdriilmiistiir (Sekil 18). Ugiincii ve besinci giinlerde PFS ile yiizey kaplamas1 yapilmus
olan membranlara hiicre tutunumu goriilmesine ragmen FBS ve Med ile kaplanmig
olanlarda hiicre sayisinda azalmanin oldugu SEM goriintiileri ile belirlenmistir (Sekil
19, 20). Boylece, PFS ile kaplanmis olan PCL memranlariin 1., 3. ve 5. giinlerde hiicre
tutunumu ve hiicre sayisinin diger membranlara goére daha iyi oldugu sonucuna
varmmistir. PFS ile kaplanmis olan PCL membranlarinda hiicre sayisinda artma ile
birlikte hiicre canliliginin da korundugu hiicre canlilik testi ile tespit edilmistir. MTT
analizi sonucunda elde edilen absorbans degerlerinin istatistik analizinde Anova metodu
kullanilarak gruplar aras1 farklilik karsilastirilmistir. Kontrol olarak segilen kaplama

yapilmayan PCL membranlar1 ile FBS ve Med ile kaplama yapilan PCL
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membranlarinin 1, 3 ve 5. gilinlerde hiicre canliligi Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi
ile analiz edilerek anlamli bir farklilik olmadigi1 (p>0.05) sonucuna varilmistir. Ayrica,
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi PFS ile kaplanmis PCL membranlar1 ve kaplama
yapitlmayan PCL membranlar1 karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik
oldugu (p<0.05) belirlenmistir. Bdylece, hiicre tutunumu ve canliliginin en fazla PFS ile
kaplanmis olan PCL membranlarinda oldugu gosterilmistir (Sekil 21). Her bir grubun
kendi i¢inde 5 giin boyunca hiicre canliligini analiz etmek igin Wilcoxon testi
kullanilmistir. FBS ile kaplama yapilmis olan PCL membranlarinin 1, 3 ve 5. giinlerde
kendi aralarinda karsilastirilmasi sonucuna gore 1. giinde hem 3.giin hem de 5. giinler
arasinda anlamli farkliligin oldugu sonucuna varilmistir. PFS ile kaplama yapilan PCL
membranlarinda 1. giin ile 3. giin arasinda anlamh farklilik gériillmezken, 1. giin ile 5.
glin arasinda ve 3. giin ile 5. giin arasinda anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir. Med ile
kaplama yapilmis PCL membranlarinda ve kaplama yapilmamis PCL membranlarinin
kendi i¢inde 1, 3 ve 5. giinler arasinda hig bir anlamli farklilik olmadig tespit edilmistir
(Sekil 22). Boylece; hiicre canliligi analizi sonuglari ve SEM goriintiileri birlikte
degerlendirildiginde, PFS o6zellikle PCL gibi hidrofobik 6zellikte membranlarin yiizey
kaplamasinda hiicre tutunumunu artirmak amaciyla kullanilabilecegi sonucuna

varilmigtir.

Raman spektroskopisi analizi 6ncesinde PFS 6rneklerinin bir kismi1 dondurarak kurutma
ile toz PFS elde edilmistir. Dondurarak kurutma isleminin PFS yapisinda herhangi bir
degisiklige sebep olup olmadigini tespit etmek amaciyla hem dondurarak kurutulmusg
olan PFS hem de sivi PFS’nin Raman spektroskobu ile analizi yapilmistir. Elde edilen
Raman spektrum degerleri grafik haline getirilerek sivi ve toz PFS’nin benzer
spektrumlar igermekle birlikte toz PFS spektrumlarinin daha belirgin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 26). Bunun sebebi spektrumlarin sivi PFS’de su kaynakli olarak
degistigi ve toz PFS’nin su icermemesi daha belirgin spektrumlarin olusmasina sebep
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, dondurarak kurutma isleminin PFS yapisinda
degisime sebep olup olmadigi TBA analizi ile de arastirilmistir. TBA analizi sonucuna
gore TB1 ve TB2’nin yiikleme spektrumlari, agirlikli olarak genel spektral veri seti
icinde benzer olan Raman spektrumlarini gosterdigi goriilmiistiir. Stvi PFES i¢in TB1 ve
TB2 degerlerinin sirasiyla %81,92 ve %16,19 oldugunu, dondurularak kurutulmus PFS
icin TB1 ve TB2min toplam varyanslar1 sirastyla %99,14 ve %0,62'sini olusturdugu
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sonucu elde edilmistir (Tablo 2). TB2'de, sivi PFS ve dondurularak kurutulmus PFS
ayrimina izin veren 6nemli bir puan degeri kaymasi tanimlanmamistir. TB1 toplam
varyansimnin  %99,14 olmasi, Sekil 27'de verilen sivi ve dondurularak kurutulmus
PFS'den elde edilen spektrumlarin standart sapma grafiginde benzer spektrumlar
icermesi ve Sekil 28’deki TBA analizi sonuglarina gore sivi PFS'nin dondurularak

kurutulmasinin PFS iizerinde 6nemli bir degisiklik yapmadig1 sonucuna ulagilmistir.

Raman spektroskobu ile PFS’ye ait spektrum degerleri elde edildikten sonra,
literatiirdeki spektrumlar ile karsilastirilarak (Tablo 1) PFS igerigindeki bilesenler tespit
edilmistir. Raman spektrumlart her bir molekiil i¢in belirli spektrum degerine karsilik
geldigi icin literatiirdeki spektrum degerleri ile karsilagtirma sonucunda PFS iceriginde
dogal ECM bilesenlerinden olan kolajen tip I, III, IV, albumin, fibrin, fibrinojen, elastin

ve proteoglikan bulundugu tespit edilmistir.

PFS’nin karakterizasyonu i¢in kullanilan bir diger yontem ise histolojik boyamadir.
Histolojik boyama oncesinde PFS 48 saat boyunca inkiibatorde bekletilerek jellesmesi
saglandi. Jellesen PES ile histolojik boyamada histolojik karakterizasyonda kullanilan
H&E boyasi; proteinlerin ve hiicre ¢ekirdeginin boyanmasinda, Masson Trikrom
boyasi; kolajen proteininin boyanmasinda, Alsiyan blue boyasi ise; polisakkarit yapidan
olusan GAGS bileseninin boyanmasinda kullanilmigtir. Boyama sonucu elde edilen cam
bloklar 1sik mikroskobu ile incelenerek goriintiileri kaydedilmistir. H&E boyama
sonucunda PF’nin tamamen hiicrelerinden uzaklastirildigi ve hematoksilen ile boyanan
hiicre c¢ekirdegi kismmin bulunmadigr gozlenmistir. Ayrica, tim goriintli alaninin
pembeye boyanarak eozinle boyanan kisimlarda belirgin kolajen fiber aginin bulundugu
gozlenmistir (Sekil 23 A, B). PFS jel yapisinin Masson Trikrom (MT) ile boyama
sonucunda maviye boyanan kisimlarin kolajen, kirmizi/pembeye boyanan kisimlarin da
elastin proteini oldugu tespit edilmistir (Sekil 23 C, D). PFS igerigindeki GAGs
bilesenlerinin belirlenmesi ig¢in Alsiyan blue (AB) boyamasi yapilarak, Sekil 23°de
kolajen fiber ag1 ig¢ine dagilmis GAGs yapisinin yesil renge boyandigi goézlenmistir
(Sekil 23 E, F). Elde edilen histolojik boyama goriintiileri sonuglarina goére; PFS’ nin
genel yapisinin H&E boyama ile fiber ag yapisindan olustugu, MT boyama ile PFS
iceriginde elastin ve kolajen proteinlerinin bulundugu ve AB boyama ile polisakkarit
yapili bilesenler olan GAGs ve hem protein hem de polisakkarit yapil1 bilesenler iceren

proteoglikanlarin PFS igeriginde bulundugu sonucuna varilmistir.
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PFS’nin karakterizasyonu i¢in kullanilan SEM goriintiileme ile PFS’nin nanoboyutta
yapist incelenmistir. SEM goriintiileme icin jellestirilmis olan PFS kullanilmistir.
Histolojik boyama sonucu elde edilen goriintiilerde de goriilen PFS icerigindeki kolajen
protein agiin nano boyuttaki yapist SEM analizi ile goriintiilenmistir. Sekil 24’de yer
alan A ve B goriintiilerinde kolajen fiber ag1 daha ince demetler halindeyken, C ve
D’deki gorintiilerde daha kalin bir kolajen fiber ag1 bulundugu gézlenmistir. Ayrica,
Sekil 24 A ve B’de kolajen fiber ag1 capraz bagl bir 6rgii yapida goriilmekteyken Sekil
24 C ve D’de kolajen fiberlerin daha cok birbirine paralel 6nde olacak sekilde
yonlendigi goriilmektedir. Objektif biiyiitmesi artttkca SEM goriintiileme ile kolajen
fiberlerin yapist ve fiber yonlenmeleri daha detayli goriilmektedir (Sekil 24 B, D).
Kolajen fiber aginin bir bagska SEM fotografi Sekil 25°de H&E boyama sonucu elde
edilen goriintii ile birlikte gosterilmistir. Sekil 25 C’de bu kolajen ag orgiisii birbirine
paralel uzantilar seklinde gortiliirken, Sekil 25 D’de 20.00 KX biiyiitmede fiber yapilar
daha belirgin bir ag orgiisii seklinde goriillmektedir. SEM goriintiilleme sayesinde H&E
boyama ile mikroboyutta goriilen PFS icerigindeki kolajen fiber yapisinin daha detayli
incelenerek nano boyutta yapist hakkinda bilgiye ulasilabilmistir. Elde edilen SEM

bulgularma gore PFS yapisinin dogal ECM yapisina benzedigi sonucuna varilmaistir.

PFS’nin karakterizasyonu sonucunda hem yapisal hem de icerik olarak dogal ECM’ye
benzerliginin tez ¢alismasi ile ilk defa kesfedilmis olmasi tez calismasina 6zgiin bir
deger katmaktadir. PFS’nin dogal ECM’ye benzerligi ile ¢esitli doku miihendisligi
caligmalarinda kullanilabilirliginin gosterilmesi i¢in PFS aljinat (A) ile birlikte hidrojel
tretiminde kullanilmistir. Tez calismast kapsaminda aljinat ile birlikte ilk defa
kullanilan PFS’nin hangi oranlarda hidrojel yapilara ekleneceginin belirlenmesi igin
artan oranlarda PFS eklenerek denemeler yapilmistir. %3’liik aljinat ¢ozeltisine artan
miktarda 50, 100, 150 mg PFS ve kontrol olarak da sadece aljinat iceren c¢ozeltiler
hidrojel tretimi i¢in kullanilmistir. Ayrica, Sivi PFS’nin de hidrojel iiretiminde
kullanilabilirliginin gosterilmesi i¢in aljinat ile esit hacimde karistirilan sivi PFS (A-
PFS (1:1)) bir diger hidrojel grubu olarak belirlenmistir. Uretilen hidrojel gruplarmin
Raman spektroskobu analizi ve SEM goriitiileme analizi yapilmistir. Raman spektrum
degerleri ile elde edilen Raman spektrumu/ Raman kaymasi grafiginden PFS’nin aljinat

ile homojen olarak karistig1 goriilmiistir. Aljinat igerisine eklenen PFS miktar1 artisi ile
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PFS’ye ait olan spesifik spektrumlarin grafikte belirgin bir sekilde arttig1r goriilmiistiir
(Sekil 29).

A, A-50mg PFS, A-100mg PFS, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) olmak {izere bes farkli
hidrojel gruplarinin SEM goriintiileme ile yapilart incelenmistir. Artan miktarda eklenen
PFS gruplan incelendiginde A-150mg PFS hidrojel grubunda PFS aljinat igerisinde
homojen olarak karigmakla birlikte kolajen fiber yapisinin da aljinat igerisinde yogun
bir sekilde dagildigit SEM goriintiilerinde goriilmektedir (Sekil 33 D, E). Ayrica, A-PFS
(1:1) hidrojel grubunda da benzer sekilde yogun olarak PFS yapis1 gozlenmistir (Sekil
33 D, E). Boylece, MC3T-3 osteoblast hiicrelerinin in-vitro kiltiiri igin A, A-150mg
PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplar tercih edilmistir.

Belirlenen hidrojel gruplarinda MC3-T3 hiicreleri 21 giin boyunca Kkiiltiire edilerek
kiiltiirtin 3, 7, 14 ve 21.giinlerinde SEM analizi yapilmistir. Histolojik analiz i¢in hiicre
kiiltiirtiniin 7, 14 ve 21.giinlerinde ve hiicre canlilik analizi i¢in de hiicre kiiltiiriiniin 1,

3, 7, 14 ve 21. giinlerindeki hidrojel gruplar1 kullanilmstir.

Histolojik boyamada hiicre kiiltiiriiniin 7., 14., ve 21. giinlerinde H&E boyama
sonucunda, hidrojel yapilarda MC3T-3 hiicreleri siyah ve sitoplazma igerigi mor renkli
gorilmektedir (Sekil 31). Tim gruplarda hiicrelerin hidrojel yapilara tutunarak
cogaldigr ve hiicre kiiltiiriniin basarili bir sekilde gergeklestigi sonucu elde edilmistir.
AB histolojik boyamasi ile polisakkarit yapili olan aljinat hidrojelinde daha yogun bir
boyanmanin oldugu goriilmiistiir. PFS eklenen hidrojel gruplarda PFS igeriginde az
miktarda bulunan GAGs yapisindan dolayr AB ile daha az boyanma oldugu
gozlenmistir (Sekil 31). Hidrojel gruplarinda kolajen yapiyr goriintiilemek icin MT
boyama yapilmis ve 151k mikroskobu goriintiileri sonuglarina gore aljinat ile PFS’nin
homojen olarak karigmis oldugu ve MT boyama ile kolajen fiber aglar tiim hidrojel
yapilarinda goriilmektedir (Sekil 32). MC3T-3 osteoblast hiicrelerinin hidrojel
gruplarinda kiiltiiriiniin yapilmasinda hiicrelerin farklilasarak kemik dokuyu olusturdugu
AR histolojik boyamasi ile belirlenmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 7. glinlinde kemik dokunun
olusmaya basladigr ve 21.giinde her bir hidrojel grup i¢in kemik doku olusumunun

arttig1 gézlenmistir (Sekil 32).

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

in-vitro kiltiirii yapilarak hiicre kiiltliriniin 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki SEM
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goriintiileri incelendiginde PFS eklenen hidrojel gruplarindaki hiicre tutunmasinin ve
farklilasmasinin daha iyi oldugu sonucu elde edilmistir (Sekil 34). Bunun sebebi, PFS
icerigindeki protein bilesenlerin bulunmasi ve yapisal olarak da dogal ECM’ye
benzerliginden kaynaklandigr disiiniilmektedir. MC3T-3 osteoblast hiicrelerinin
21.giinde farklilagsmis halini 6zellikle A-150mg PFS hidrojelinde belirgin bir sekilde
gorilmesi ile en iyl hidrojel grubunun 150mg PFS igeren hidrojel oldugu
sOylenebilmektedir (Sekil 34). Boylece, PFS hem sivi PFS seklinde hem de %3’liik
aljinat c¢ozeltisi i¢ine 150mg PFS eklenenerek doku miihendisligi caligmalarinda

kullanilabilirligi sonucuna varilmaktadir.

A, A-150mg PFS ve A-PFS (1:1) hidrojel gruplarinda MC3T-3 hiicrelerinin 21 giinliik
hiicre kiiltiirii sonuglarmin SEM ve histolojik boyama ile analizine ilave olarak hiicre
canliligiin belirlenmesi icin MTT analizi yapilmistir. MTT analizi i¢in hiicre
kiiltiiriintin 1., 3., 7., 14. ve 2l.giinlerinde hiicre canliligina bakilarak elde edilen
absorbans degerleri tek yonli Anova metodu kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Tek yonlii Anova istatistigi sonucunda tiim gruplar arasinda anlamli
farkliligin sadece 1. ve 21. giinlerde oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Boylece, 3., 7. ve 14.

giinlerde gruplar arasinda anlamli bir farklilik (p>0.05) olmadig1 sonucu elde edilmistir.

Her bir hidrojel gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli  farkliligin
belirlenmesi i¢in bagimsiz érneklem t-testi sonuglarina gore 1. giin A ile A-PFS (1:1) ve
A-150mg PFS ile A-PFS (1:1) arasinda anlamli farklilik (p<0.05) oldugu tespit
edilmistir. 3. ve 7. giinlerde ise gruplar arasinda her hangi bir anlaml farklilik olmadig
sonucu elde edilmistir. Hiicre kiiltiiriiniin 14.glinde sadece A-150mg ile A-PFS (1:1)
arasinda anlamli farklilik elde edilmistir. Hiicre kiiltiirlinlin son giinii olan 21. giinde; A
ile A-PFS (1:1) ve A-150mg ile A-PFS (1:1) gruplar1 arasinda anlaml farklilik elde
edilmistir. Sekil 35°de {i¢ hidrojel gruplarinda 21 giin boyunca kiiltiirii yapilan MC3T-3
hiicrelerinin hiicre canlilig1 tim giinlerde A hidrojelinde daha az iken PFS iceren
hidrojel gruplarinda hiicre canliliginin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Hiicre
kiiltiirtiniin baglangici olan 1. glinde hidrojel gruplarindaki hiicre canliligt ¢ok yakin gibi
goriinmesine ragmen istatistik analizi sonuglarina gére anlamli farklilik olmadigi

sonucuna varilmistir (Sekil 35).
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Sonug¢ olarak, PF’nin heniiz aydinlatilmamis olan dogal ECM’ye 6nemli derecede
benzerligi ve dogal biyomalzemelere alternatif olarak doku miihendisligi ¢alismalarinda
kullanilabilecegi bu tez ¢alismasiyla bir ilk olarak ortaya koyulmustur. Ayrica, PFS in-
vitro hiicre kiiltiirii caligmalari, biyoyazici sistemlerde biyomiirekkep malzemesi olarak,
sentetik/dogal polimerlerle karistirilarak doku rejenerasyonunda kullanimi, g¢esitli
hidrojel sistemlerin iiretiminde ve organoid yapilarin iiretimi gibi pek ¢cok biyomedikal

miithendisligi uygulamarinda kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
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