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OZET

Yara Ortiisii Uygulamalan Icin Nanopartikiil ve Antibiyotik Yiiklii
Doku Iskelelerinin 3D Basimi

Sema Tugce AYDIN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Dr. Ogretim Uyesi Esra YUCA YILMAZ

Giiniimiizde nanoteknolojik yaklasimlarin 6zellikle doku miihendisligi, malzeme
bilimi ve buna bagl olarak biyomedikal alanina sagladig: iistiin katkilarla birlikte,
dogal yontemlerle iyilesemeyen ya da iyilesmesi uzun siiren kronik yaralarin
iyilesme siirecini hizlandiracak yara-yanik ortii malzemeleri gelistirilmektedir.
Dogal, sentetik veya kompozit malzemelerin bir yara ortiisii olusturmak amaciyla
3 Boyutlu (3B) olarak basimi, 3B yazicilarin gelistiriimesiyle miimkiin hale
gelmistir. Yara oOrtiileri, yaraylr kontaminasyondan korumanin yani sira yara
bolgesine biyoaktif molekiilleri vermek icin de bir platform olarak kullanilabilir.
Boylece, yara iyilestirme isleminde hem malzemenin kendine has o6zellikleri ile
yara bolgesine destek olmasi saglanir hem de ilac gibi biyoaktif molekiillerin salimi

ile bu stire¢ hizlandirilabilir.

Bu tez calismasinin amaci, sodyum aljinat (SA), kitosan (Ch) gibi dogal
polimerlerin, polivinil alkol (PVA) gibi sentetik polimer ile desteklenerek,
antibiyotik ve giimiis nanopartikiil icerikli antibakteriyel bir yara Ortiistiniin 3B
basimini saglamaktir. Malzemenin fiziksel 6zellikleri i¢cin yogunluk, ylizey gerilimi
ve viskozite ol¢timleri ve mekanik 6zellikleri icin cekme testi yapilmistir. 3B basimi
yapilan doku iskelelerinin morfolojik analizi icin taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilmistir ve doku iskelesinde bulunan her bir por boyutu histogram

grafigi ile gosterilmistir. Doku iskelelerinin kimyasal analizi i¢in Fourier



dontisimli kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi kullanilmistir ve kullanilan her bir
polimer ve antibiyotige ait literatiirle uyumlu spesifik pikler gosterilmistir.
Ozellikle doku iskelesi icerisinde bulunan farkli oranlardaki giimiis
nanopartikiillerinin ve kitosanin birbiriyle olan etkilesimine goére degisen yapisal
analizleri X-1511 kirinimi (XRD) ile Olciilmiistiir. Antibiyotik ve nanopartikiillerin
antibakteriyel 6zellikleri, gram pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureusa
kars1 disk difiizyon metodu ile incelenmistir. Ayrica doku iskelelerinin capraz
baglanma etkisini ve bozunma davranislarinin analizi icin degredasyon testi
yapilmistir ve in vitro sitotoksik ozellikleri L929 hiicre kiiltiiriinde MTT metodu
kullanilarak ~ degerlendirilmistir. ~ Antibiyotik ~ ve  farkli  oranlardaki
nanopartikiillerin her biri icin farkli zamanlardaki salim davranislarinin 6l¢timii
UV spektroskopisi ile yapilmis ve bu salim davranislarina gore kiimiilatif salim

grafikleri hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Yara ortiisli, 3B yazim, Gilimiis nanopartikiil, Hidrojeller,

Antibiyotik
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ABSTRACT

3D Printing of Nanoparticle and Antibiotic-Loaded Scaffolds for
Wound Dressing Applications

Sema Tugce AYDIN

Department of Molecular Biology and Genetics
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Adviser: Assistant Prof. Esra YUCA YILMAZ

Nowadays, with the contributions of tissue engineering and materials science,
wound-burn dressing materials are being developed that will accelerate the
healing process of chronic wounds that cannot be healed by natural methods or
that take a long time to heal. 3D printing of natural, synthetic, or composite
materials to create a wound dressing has become possible with the development
of 3D printers. In addition to protecting the wound from contamination, dressings
can be used as a platform to deliver bioactive molecules to the wound site. Thus,
in the wound healing process, the material provides support to the wound area
with its unique properties, and this process can be accelerated by the release of

bioactive molecules such as drugs.

This thesis aims to provide 3D printing of an antibacterial wound dressing with
natural polymers such as sodium alginate (SA), chitosan (Ch) with such a
supporting synthetic polymer such as polyvinyl alcohol (PVA), containing
antibiotics and silver nanoparticles. Density, surface tension, and viscosity
measurements were made for the physical properties of the material and tensile
tests were analyzed for the mechanical properties. Scanning electron microscopy
(SEM) was used for the morphological analysis of 3D printed scaffolds and each
pore size in the scaffold was shown with histogram graph. Fourier transformation
infrared spectroscopy (FT-IR) was used for chemical analysis of scaffolds and
specific peaks compatible with the literature for each polymer and used antibiotic

are shown. In particular, the structural analyzes of silver nanoparticles and

xvii



chitosan in different proportions in the tissue scaffold were measured by X-ray
diffraction (XRD). Antibacterial properties of antibiotics and nanoparticles were
investigated against Staphylococcus aureus gram-positive bacteria by disk
diffusion method. In addition, degradation test was performed for the analysis of
the cross-linking effect and degradation behavior of the scaffolds. It was evaluated
using the MTT method in L929 cell culture for the analysis of its in vitro cytotoxic
properties. The measurement of the release behavior at different times for each of
the antibiotics and nanoparticles in different ratios was made by UV spectroscopy.
According to these emission behaviors, cumulative emission graphs were
prepared.

Keywords: wound dressing, 3D printing, silver nanoparticles, hydrogels,
antibiotics
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Yaralar, deri gibi bir organin yapisinda basit veya siddetli kopmadan kaynaklanan
anatomik yapi ve fonksiyonda bir yaralanma veya bozulma olarak tanimlanabilir.
Yaralanma; deri alt1 dokusu, kaslar, tendonlar, sinirler, damarlar gibi diger dokulara ve
yapilara uzanabilir [1-3]. Tim viicut dokularina gore; yaralanma, siyrik ve yaniklara
en yatkin bolgemiz olan cilt, travma veya ameliyat nedeniyle hasara en ¢cok maruz kalan
dokumuzdur. Tam lezyon onariminin saglanabilmesi icin, fizyolojik olarak diizenli ve

hizli bir onarim gerekmektedir.

Genel smiflandirmaya bakildiginda yaralar, onarim isleminin siirecine gore
siniflandirilir. Bu siniflandirmaya gore, akut yaralar genelde tamamen iyilesebilen,
olabilecek en az yara izi ile ve cogunlukla 8-12 hafta siiren bir iyilesme siireci olan doku
yaralanmalaridir. Cilt ile sert, keskin yiizeyler arasindaki temastan dolay1 akut yaralar
meydana gelir. Bunun yani sira mekanik yaralanmalar ayrica bicak ve silah atiglarinin
neden oldugu delici yaralar1 ve cerrahi yaralari (6rnegin tiimorleri c¢ikartilmasi),
radyasyon, elektrik, asindirici kimyasallar ve termal kaynaklar gibi cesitli kaynaklarin
neden oldugu yaniklar ve kimyasal yaralanmalar yine akut yaralar icinde

siniflandirilabilmektedirler.

Kronik yaralar ise, aksine, yavas iyilesen (yaklasik 12 hafta icinde iyilesmeyen) ve
siklikla tekrarlayan doku yaralanmalarindan kaynaklanir [4]. Kronik yaralar cogunlukla
enfeksiyon sebebiyle iyilesemezler ve enfeksiyonlarin yami sira, hayati yapilar
etkileyebilecek onemli doku kaybini icerirler. Bu tiir yaralar, yarali bolgeye tekrarlanan
travma veya diyabet, kalic1 enfeksiyonlar, zayif birincil tedavi ve hasta ile ilgili diger
faktorler gibi altta yatan fizyolojik durumlar nedeniyle iyilesemez [5]. Bunlar, doku
yenilenmesi sirasinda diizenli olay dizisinin bozulmasina neden olur. Ayrica, yara
iyilesmesindeki herhangi bir yanlis diizenlenme, yaranin etrafindaki saglikli olan cilt

dokusunun maserasyonuna dolayisiyla asir1 eksiidasyon iiretimine yol acabilir [6].



Yara iyilesmesi, obezite ve tip II diyabet insidansinin artmasi, yaslanan bir niifus
(ozellikle diistik dogum oranlarina sahip gelismis tilkelerde) ve daha etkili ancak ayni
zamanda ekonomik malzeme gereksinimi gibi cesitli zorluklarla kiiresel bir tibbi endise
teskil etmektedir. Doku rejenerasyonu, birbiriyle iligkili birkag¢ biyolojik ve molekiiler

aktiviteyi iceren karmagik siireclerden meydana gelir [7].

Bir yaranin basarili bir sekilde iyilesmesi icin, yaralanan dokuyu yenilemek ve kaybolan
dokuyu degistirmek icin farkl tipte hiicreler ve reaksiyon yollar1 gerekir [8, 9]. Yara
iyilesme siireci, kanamanin durdurulmasi (hemostaz), iltihaplanma (inflamasyon),
hiicre cogalmasi (proliferasyon) ve doku yeniden modellenmesi (olgunlasma) olmak

lizere dort zincirleme ve birbirine bagh fazdan olusur [7-14].

Bir yaralanma sonrasi cilt biitiinliigiiniin yeniden saglanmasi, biiyiik ameliyatlar, kaza
sonrasinda yapilan miidahale ve acil servisler gibi ortamlar da dahil olmak tiizere tibbi

uygulamada 6nemli bir durum arz etmektedir [15].

Yanlis veya diizenli olmayan yara iyilesmesini 6nlemede her faz icin yeterli zaman
ayirarak ilerlenmelidir. Yara iyilestirme siirecine yardimci olan ve bunlar1 destekleyen
yardimci sargilar ve cihazlar, yara bakiminin yonetimi icin 6nemli bir boliim olusturur.
Yara oOrtiileri, hasarli dokunun yeniden olusturulmasi icin optimum kosullari
olusturmay1 ve siirdiirmeyi amaclamaktadir [8]. Bu hususta bir ideal yara ortiisii, alerjik
ve toksik olmamali, nemli ortam1 korumali, etkili oksijen degisimini desteklemeli, yaray1

mikrobiyal organizmalara kars1 korumali ve yara ekstidasini emmelidir [16].

Yara ortiileri geleneksel olarak yarayi1 ozellikle de bakteriyel enfeksiyonlara karsi
korumak icin kullanilir, ayrica yara ortiileri, yaranin olustugu dokuya ilac gibi biyoaktif
molekiiller vermek icin de bir platform olarak da kullanilabilirler. Gliniimiizde bu tarz
yara Ortlileri, yara iyilestirme siirecinde ¢ok da aktif bir rol almayan gazli bez gibi
geleneksel malzemeler yerine, malzemenin kendi basina ya da malzemenin de icine
dahil edilen biyoaktif bilesenlerin salimiyla biyolojik aktiviteye sahip olacak sekilde
tasarlanmistir [2]. Dahil edilen ilaglar nekrotik dokunun cikarilmasi icin temizleme
araci olarak yaranin iyilesme siirecinde dogrudan rol oynayabilir ya da dolayl olarak
doku rejenerasyonuna yardimci olmak icin enfeksiyon biiylime ajanlarini (biiyiime
faktorleri) onleyen ya da tedavi eden antimikrobiyal ilaclar olarak aktif bir rol

oynayabilir. Hastalarin genellikle uzun tedavilere ve sik yara ortiisii degisikliklerine
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maruz kaldig1 kronik yara iyilestirilmesinde, kontrollii bir sekilde bir yara bolgesine ilag
ileten bir sistem, biyouyumlulugu ve terapotik sonuclar iyilestirebilir. Biyoyapiskan,
polimerik (sentetik, yar1 sentetik veya dogal olarak tiiretilmis) yara Ortiileri, yiiksek
sistemik dozlar1 da belli 6lciide oOnler. Bu yara ortiileri, yara bolgesinde olmasi
gerekenden fazla lokal antibiyotik konsantrasyonlarindan kacinmay1 sagladigi gibi lokal
enfeksiyonlarin tedavisinde de potansiyel olarak yararlidir ve boylece hastanin maruz

kalacagi fazla ila¢ miktarimi azaltir [17].

Biyomedikal uygulamalar icin ozellikle ilaclarin gozenekli bir polimer matris ile
kaplanmasina yonelik cesitli yontemler bulunmaktadir [18-22]. Bunlar arasinda,
hidrojeller nemli bir ortam saglayabilirler ve uygun iyilesmeyi tesvik etmeye, dolayisiyla
yara oOrtiisiindeki saf olmayan nekrotik dokunun temizlenmesine yardimci olurlar [23].
Fiziksel olarak capraz bagl hidrojeller tibbi ve farmasotik uygulamalar icin 6zellikle
tercih edilirler, c¢linkii bunlarin hazirlanmasinda toksik 6zellikli kimyasal ¢apraz baglar

kullanilmaz.

Su anda pazarda yer alan yara Ortiilerinin ¢ogu, belirli kosullara uyacak sekilde veya
hasta ihtiyacina gore belirli bir dozda ilag¢ saglar. 3 Boyutlu (3B) basimi saglanarak
olusturulan ila¢ dagitim sistemleri, medikal alaninda 6zel ve kisi bazinda yenilikci

¢ozlimler sunabilirler [24].

Yara iyilesmesi icin 3B baskili hidrojel doku iskeleleri sayisiz avantaj sunar. Bu
avantajlar arasinda formiilasyonlar veya dozlarin, bireyin ihtiyaclarina gore
ozellestirilebilmesi, yara Ortiisiiniin alan, kalinlik veya goézenek boyutu gibi boyutsal
ozelliklerinin uyarlanabilmesi, basit bir ila¢ yiikleme siirecinin olmasi, ¢ok farkli tiirden
ve cok cesitli malzemelerin kullanilabilmesi sayilabilir. Ayrica liyofilize hidrojel yara
sargilarinin siingerimsi yapisinin yara eksiidalarini etkili bir sekilde emebilir olmasi ve

uygun bir yara iyilesmesi i¢cin nemli bir ortam saglayabilmesi diger bir avantajdir.

Biyomateryallerin istenilen bolgeye 0Ozel geometrik sekillerle basilip hiicre ile
muamelesi saglanarak fonksiyonelligine bakilir [25,26]. Fonksiyonel hale gelmis bir
basimin saglayabilecegi o6zellikler, hasarli doku veya organlarin tedavisi ve naklinin
saglanabilmesi, kisiye 0zel olarak {iretilen dokularin eldesi, toksik veya etkisi
bilinmeyen tepkilerin kontrol altina alinmasina yonelik deneysel analizler, hayvan

deneyleri icin kullanilan hayvan miktarinin en aza indirilmesi, in vivo denemelerdeki
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risk ve maliyetin daha makul olusu ve yeni malzeme, ilag ve akilli ilag sistemlerinin test

edilebilmesi seklinde siralanabilir [27].

Fonksiyonel hale getirilme siirecinde karsilasilabilecek kisitlamalar ise, yapay dokunun
hiicre tizerinde toksik bir parcalanma gosterebilmesi, tek hiicre seviyesinde
damarlanma gereksinimi, i¢ ice gecmis ve karmasik yapida bulunan dokularin analizi
ve taklit edilmesindeki zorluk, hiicre canliliginin uzun vadede korunma zorlulugu ve

hiicre metabolizmasinin islev gérebilmesi seklindedir [28-30].

1.2 Tezin Amaci

Yara iyilesmesi siireci, obezite ve tip II diyabet goriilme sikliginin 6zellikle gelismis
ilkelerde yiiksek bir oranla artisi, ayrica uygun maliyetli ve giivenli malzemelerin
gereksinimi gibi zorluklar sebebiyle tiim diinya capinda endise veren bir saglik sorunu
haline gelmektedir [7]. Oyle ki, bu hastaliklara sahip kisilerde siklikla tekrarlanan doku
yaralanmalarinin olusturdugu kronik yaralar, asir1 derecede kontamine olmasinin yani
sira genellikle eklemler, kemikler ve sinirler gibi hayati yapilar1 da etkilediklerinden
oliimctl olabilirler [4, 5]. Bu ylizden kronik yaralarin onarim siirecini hizlandirmak ve

desteklemek amaciyla bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Son yillarda “geleneksel” olarak adlandirilan ve islevi yalnizca yara ile dis ortami ayiran
sargl bezi tlirevi yara ortiilerinin yerine “modern-gelismis” bir tiirii olan fonksiyonel
yara ortiileri gelistirilmistir. Bu tip yara Ortiilerinin gelistirilme amaci, kronik yaralar
gibi yavas iyilesen yaralarin onarim siirecini kisaltarak, yaranin yinelenmesini
engellemek ve saglikli sekilde onarimi icin uygun kosullari saglamaktadir. Ayrica bu tiir
modern-gelismis ve fonksiyonel yara oOrtiilerinin yapiminda kullanilan polimerler
antimikrobiyal etkisinin olmasinin yani sira biyouyumlulugu ve biyocoziiniirliigii
sayesinde hastaya zarar vermeyip yaranin iyilesmesine bagl olarak viicutta ¢oziinerek
iz birakmadan kaybolacaktir. Ek olarak giimiis nanopartikiillerin ilave edilmesiyle de
planlanandan ¢ok daha kisa siirede yaranin iyilesmesini saglayacak, ayrica ortamin

kontaminasyonunu da onleyecektir [31].

Bu tez kapsaminda yukarida bahsedilen 6zelliklere sahip, 3B bir yazici vasitasiyla basimi

gerceklestilen, antibakteriyel ve antienflamatuar 6zelliklere sahip, ampisilin ve glimiis
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nanopartikiil iceren polivinil alkol / sodyum aljinat / kitosan bazli ¢cok fonksiyonlu bir
yara oOrtiisi iiretilerek karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Diger iiretim yontemleriyle
liretilen yara ortiilerinde ayarlanamayan, hiicrelerin belirlenen en uygun geometrik

sekle gore 3B basimi saglamistir.

1.3 Hipotez

Mekanik mukavemeti artiran sentetik bir polimer olan polivinil alkol (PVA), hiicresel
yapisma ve biiylimeyi artirici etkisi nedeniyle sodyum aljinat (SA) ve yara iyilestirici ve
yara birakmayan 6zellikleri ile kitosan (Ch) ve enfeksiyona karsi yaray1 korumak icin
antibakteriyel ajan olarak ampisilin ve glimiis nanopartikiiller kullanilabilir. Bu
kompozit yapinin, istenilen geometrik ve yapisal 6zelliklere gore 3B basiminin

saglanmasiyla antibakteriyel ve iz birakmayan bir yara oOrtiisii olusturulacaktir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Yaralar

Yaralar, etkilenen cildin alanina gore de karakterize edilir [32]. Sadece epidermal cilt
ylizeyini etkileyen yaralanma, “yiizeysel bir yara” olarak adlandirilirken hem epidermisi
hem de kan damarlari, ter bezleri ve sac folikiilleri dahil olmak iizere daha derin dermal
tabakalar: iceren yaralanma “kismi kalinlikta yara” olarak adlandirilir. Epidermis ve
dermal tabakalara ek olarak altta yatan deri alt1 yagi veya daha derin dokular hasar
gordiigiinde ise “tam kalinlikta yaralar” adini almaktadir. Ayrica, iyilesmesi zor olan
hem akut hem de kronik yaralar, cilt, sag ve iliskili bezleri iceren biitiinliigiin kapsamli
kaybr "karmasik yaralar" olarak tanimlamistir; doku kaybina neden olabilecek bir
enfeksiyon meydana geldiginde, doku oliimii veya 0liim gibi daha ciddi sonuclar

dogurabilir [33].

Enfeksiyon, ¢ogunlukla bakteri ve bazen mantarlar gibi konak¢i patojenlerin dogal
bagisiklik sistemi ile rekabet ettig§i durumlarda yaralarda ortaya cikar. Acik
yaralanmalardaki sikca goriilen enfeksiyon, gecikmis yara iyilesmesinin nedeni olarak
belirtilir [34-38]. Enfekte yaralarin iyilesme yonetimindeki onlemler yetersiz ise
bakteriyemi ve septisemi olusabilir. Bu mikroorganizmalar tarafindan canli dokunun
istilas1, piirtilan akinti, agrili yayma eritem veya yumusak doku tahribatina yol
acabilecek bir yara etrafindaki semptomatik tabaka gibi bir dizi lokal ve sistemik
konake1 tepkisini kigkirtir [39, 40]. Yiiksek mikrobiyal yiikiin yara iyilesmesini
geciktirmede ciddi etkileri vardir ve bakteriyel biyofilm olusumu, kritik kronik yaralarin
aracilarindan biridir [41]. Ter bezleri ve sac¢ koklerindeki mikroorganizmalar,
gastrointestinal ve iist solunum yollar ve Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureusun varligi, yaniklarin neden oldugu yaralarin yaklasik %75'inin kontaminasyon
yoluyla cilt greftinin iyilesmesini énemli 6lciide azaltmistir [42, 43]. Biyolojik yiik ve
l6kositlerin go¢, fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme ile basa ¢citkamamasi lokal doku nekrozu,
hipoksi, iskemi ve insan immiin yetmezlik viriisiiniin veya kemoterapisinin neden

oldugu gibi baz1 bagisiklik eksiklikleri, yara enfeksiyonunu tesvik eden faktorlerdir.



Diinya capinda milyonlarca hasta dis epitel dokusu yani deri kaynakli yaralardan
miizdariptir. Bu yaralar, hastalarin sosyal yasamlar1 ve ekonomik diizenleri iizerinde

olumsuz etkiler olusturdugu gibi sakatlik ve 6liimle sonuclanabilir [44-46].

2.1.1 Geleneksel Yara Ortiileri

Su anda piyasada bulunan yara ortiilerinin cogu, yara iyilesme siirecinde sadece pasif
bir rol oynamaktadir. Geleneksel yara ortii malzemeleri icerisinde genelde pamuk,
dogal veya sentetik bandajlar ve gazli bezler bulunur. Bu tarz malzemeler, belirli bir
islevi yerine getirmesi i¢in bir kompozit yara Ortiisiiniin parcasi olarak kullanilabilirler.
Geleneksel yara sargilari, daha gelismis sargilarla, kronik yaralar ve yaniklar i¢in nemli

bir ortam saglamadiklarindan biiyiik 6lciide degistirilmistir.

Geleneksel yara ortiileri bir miktar bakteriyel koruma saglayabilir, ancak yara
ortiisliniin dis ylizeyi ya yara eksiidasyonu ya da harici sivilarla nemlendiginde kaybolur
[47]. Ayrica, geleneksel yara ortiileri ¢cok az okliizyon saglar ve nemin buharlasmasina
izin verir, bu da susuz kalmaya neden olur ve buna bagl olarak, siv1 iiretimi azaldikca
cikarilmasi agrili oldugu icin yaralara daha yapistk olma egilimindedirler.
Antibiyotikler, giiclii anti-mikrobiyal ajanlar veya seyreltilmis konsantrasyonlarda
mikroorganizmalari inhibe eden veya 6ldiiren yiliksek 6zgiillii kimyasallardir. Genellikle

belirli bir hiicre hedefine etki ederler, cogunlukla toksik degildirler [34, 49].

Gec¢miste, ciltteki enfeksiyonu onlemek icin ana amac¢ yaranin bulundugu yeri kuru
tutmakti, ancak gelismis yara yonetimindeki temel amag, yaranin iyilesmesini saglayan
dengeli bir nemli ortaminin siirdiiriilmesidir [8]. Nem acisindan zengin bir ortam, hizl
yara iyilesmesine yardimci olan hiicre hareketlerini giliclendirerek istenilen yara

iyilesme siirecini hizlandirabilir.

Gazli bez ve tiirevleri, yara ortiisii degisiklikleri sirasinda enfeksiyona sebebiyet
verebilen biyolojik yiikii azaltabilen antimikrobiyal ajanlarla da islevsellestirilebilir.
Yaygin olarak kullanilan antiseptik ajanlar arasinda giimiis salan ajanlar da bulunur ve
yara bolgesindeki mikroorganizmalarin biiylimesini 6ldiirmek icin kullanilabilir [39].

Bununla birlikte, fibroblastlar, keratinositler ve muhtemelen lokositler gibi etkili yara



iyilesmesi icin gerekli olan saglikli dokulara ve hiicre bilesenlerine zararli olabilirler

[49].

2.1.2 Modern Yara Ortiileri

Kronik yaralarin hizli ve tamamen iyilesmesini saglamak icin yara iyilesmesinde aktif
rol oynayan ileri terapotik yara ortiileri ciddi bir arastirma konusudur. Diinya ¢apinda
muazzam finansal yiik nedeniyle hizli yara iyilesmesini saglamak icin yeni strateji

arayisi var [50].

Yara tedavisi hem cerrahi hem de cerrahi olmayan yaklasimlari icerebilir; bu hususta
yara Ortiileri en yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Modern yara ortiisii, sadece yaray1
kaplamaktan ziyade yaranin iyilesme siirecini de kolaylastirmalhidir [51, 52]. Bu
nedenle, gazli bez ve bandaj dahil yaygin yara ortiileri, yara yataginda kimyasal madde
birikimini 6nlemek ve ayn1 zamanda yara eksiidasini dengeli bir sekilde kontrol ederek
iyilesmeyi tesvik eden ve minimum yara izi olusumu ile optimum cilt dokusu
rejenerasyonu olasiligini artiran uygun miktarda nem oranini saglayan daha yeni yara
ortiileriyle (6rnegin filmler, kopiikler, hidrojeller, hidrokolloidler) degistirilmistir [53—
55].

Yara ortiileri, yaralar1 dogrudan tedavi etmek icin kullanilirlar ve enfeksiyonlarla
miicadele icin antimikrobiyal ilaclar1 yara bolgesine vermek icin kullanilabilirler [56,
57]. Yara ortiileri, genellikle biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak bozunur ve
esnek mekanik davranislari nedeniyle eklemler (dizler, ayak bilekleri ve dirsekler) gibi
zor alanlara uygulanmasini kolaylastirirlar [58]. Yara tizerine uygulandiginda, yara
eksiidasinin asir1 iiretimini onleyebilecegi gibi yara bolgesinde yeni bir enfeksiyon
gelisimini de azaltabilir [59]. Ayrica, filmler saydam olduklar icin yara yataginin
¢ikarilmasina gerek kalmadan kolayca gozlemlenmesini saglarlar, bu da yara

ortiilerinin yenileme sikliginin azalmasi nedeniyle hastayi iyilestirmek icin yararl olur.

Yara bolgelerine kontrollii ila¢ dagitimi icin hem sentetik hem de dogal olarak olusan
polimerleri iceren kompozit ortiiler de vardir. Capraz baglama ve degradasyon oranina
gore de, istenen ila¢ salim programina gore polimer oranlari uyarlanabilir [60].

Polimerik formiilasyonlardan ila¢ saliminda, polimerin sivilarla hidrasyonu, bir jel



olusturmak amaciyla sisme O6zelligi, ilacin polimer matrisi yoluyla diflizyonu ve

polimerik sistemin degredasyonu 6l¢iilerek kontrol edilir [12, 17, 61].

2.1.3 Yara-Yanik Ortiisiinde Kullanilabilen Malzemeler

Yara ortiileri formiilasyonunda kullanilan polimerik malzemeler dogal inert, dogal
biyoaktif ve sentetik polimerler olarak genel bir sekilde siniflandirilabilir. Bu tezde

dogal biyoaktif polimer olarak SA ve Ch, sentetik polimer olarak ise PVA kullanildi.

SA, glukuronik ve mannuronik asitten dogal olarak olusan bir kopolimerdir ve
kahverengi yosundan tiiretilmektedirler. Tipki kitosan gibi kolay islenebilirler ve cok az
toksik olmasi, biyobozunur olmasi ve por yapisinin kontrol edilebilmesi sebebiyle yara
ortiilerinde ve gida friinlerinde kullanilirlar [62-64]. Aljinat icerikli yara orti
malzemeleri, 6zellikle yiliksek ekstidanslh yaralarda yiiksek emme kabiliyetinden dolay1
oldukea kullanighdir [65]. Aljinat bazli malzemeleri kan pithtilasmasini tesvik ettigi [66]
ve cilt yenilenme kabiliyetini arttirdig1 kesfedilmistir [67, 68]. Biyouyumluluk, biyo-
rezorpsiyon ve jelasyon kolayligi nedeniyle biyomedikal bilim ve biyomiihendislikte
muhtemelen en fazla uygulamaya sahiptir. Aljinat genellikle ila¢ verilmesi ve doku
mithendisligi uygulamalar1 da dahil olmak {izere yara iyilesmesi icin bir hidrojel

formunda kullanilir [60].

Kitin, dogada seliilozdan sonra en cok bulunan polimerdir ve cogunlukla istakoz,
karides gibi kabuklu deniz hayvanlarindan elde edilen, yapidan asetil
uzaklastirilmasiyla elde edilen polimerlerdendir [64, 69]. Kitosan yara Ortiileri ve ilag
salim sistemlerinde ¢ok fazla kullanilan, toksik olmayan ve iyi bir katalizor ozelligi
tasimasindan dolay1r doga dostu olan bir polimerdir. En biiyiik dezavantaji ise iskelet
yapisinda dayanikliliginin diisiik olmasidir ancak yine de hiicrelere kolayca baglanmasi

en biiylik avantajidir.

Ch, hemostaz ve antibakteriyel aktivite de dahil olmak iizere ideal yara iyilesme
ozelliklerine sahiptir [70, 71]. Dermal ve epidermal yaralarin onarimini daha da
gelistirmek icin graniilasyon dokusu olusumunu ve ardindan kolajen liflerinin
birikmesini uyarabilme yetenegi vardir. Ch, kitinin alkali deasetilasyonu ile yaygin

olarak elde edilen ve biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik olmama, antimikrobiyal



ve anti-mantar etkileri gibi ayirt edici 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak biyomedikal
malzeme olarak kullanilan yar1 kristal bir polisakkarittir [16, 72]. Ch ayrica hemostaz
simiile ettigi ve doku olusumunu hizlandirdig: icin yara iyilesmesi icin de yararhdir.
Bazi calismalar, Ch ¢ozeltilerinin asidik kosullarda karistirilmasinin, sicakligi diisiirerek
fiziksel olarak capraz baglanmis, 1siya dayanikli hidrojeller olusturabilecegini
gostermistir [73, 74]. Hipertrofik skar olusumu, Tip I ve tip III kollajenlerin dengesiz
aktivitesi sebebiyle olusur. Ch kullanildig1 acik yaralarda bu tiirden yara izlerinin de
iyilestigi tespit edilmistir, bu da Ch’nin yara izi onleyen bir Ozellikte oldugunu

gostermektedir [75].

PVA, hidrofobik olma ve yiiksek kristalinite Ozelliklerine ragmen biyobozunurlugu
sirasinda polimerin molekiil agirliginda azalmayla sonuclanan ve ilk asamada rastgele
zincir kesilmesi, ardindan ikinci asamada ise fagositoz ya da viicut sivisinda ¢oziinmeye
maruz kalan bir poliester tiirii polimeridir. Bu dezavantajlarindan dolay: ¢ok fazla tercih
edilmese de uzun siireli kullanimlar icin daha kullanishidir [75-77]. PVA hidrojelleri,
doku iskelelerine yiiksek hidrofiliklik, elastikiyet ve biyouyumluluk gibi 6zellikler saglar
ve bu bakimdan doku icin uygulanabilir haldedir [79]. PVA, hazirlanan hidrojel
iskelelerin mekanik oOzelliklerini iyilestirir ve bdylece hidrojellerin stabilitesini artirir
[80]. PVA pek cok farkli medikal uygulamalarda karsimiza cikmaktadir. Ornegin, lens
malzemelerinde, yapay kalp kapakciklarinda, yapay kikirdak dokularinda, pankreas zar1
gibi yapilarda ve yara ortii malzemesi olarak kullanilabilir [80-82]. Buna ek olarak,
genellikle biyolojik olarak uyumlu olmalar1 ve yukarida tarif edilen dogal polimerlerden
daha yiiksek mekanik mukavemete sahip olmalarinin yani sira uzun siireli tutunma

imkani saglayan biyo-yapiskanlardir.

Bir hidrojel, {ic boyutlu bir hidrofilik polimer agi olarak tanimlanabilir ve cesitli
sulardan hazirlanabilirler [84]. Hidrojeller, jelatinimsi dogalarin1 degistirmeden genis
Olcilide sismelerine izin veren hidrofilik zincirlerin varlig1 nedeniyle biiyiik miktarlarda
suyu emebilir [85]. Jole benzeri dogalari nedeniyle kuru, piiriizli veya nekrotik
yaralarda kullanilabilirler, ancak genellikle yara yatagina yakin tutmak icin ikincil bir
sargtya ihtiyac duyarlar. Hidrojeller, toksik ve partikiilat icerik gostermeyen, yapiskan
olmayan malzemelerdir. Gama radyasyon capraz baglanmasi, yara bakiminda
kullanilan steril hidrojelleri elde etmek icin kullanilan malzemeler agar gibi dogal

polimerleri ve polivinilpirolidon (PVP) ve PVA gibi sentetik polimerleri icermektedir.
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Iyi tanimlanmis mimariye ve fiziksel yonelime sahip olan, potansiyel yara ortiileri olarak
doku iskeleleri tiretmek icin 3B basim gibi yontemler literatiirde sikca kullanilmistir
[86]. 3B bask: spesifik olarak, biyouyumlu doku iskelelerini tasarlamak icin uygun
polimer soliisyonlarinin basilmasini icerir. Basimi biten doku iskelelerinin mikro
yapilari, doku rejenerasyonuna saglayan malzeme kullanimini ve sonrasinda hiicre
baglanmasini saglayarak iyilesme siirecini olduk¢a hizlandirir [51, 86]. Ayrica, doku
iskelesi (film) imalat1 i¢in diger yontemlerle karsilastirildiginda, 3B baski, 3B mimariler
kullanilarak tasarlanabileceginden, onceden belirlenmis gozenek boyutlarina sahip

daha esnek matrislerin iiretilmesini kolaylastirir [28, 88].

Bu konuda bazi calismalar yapilmistir; Leong ve arkadaslari, saglikli ve optimal doku
rejenerasyonunu kolaylastirabilen 3B baskili doku iskelelerinin ideal fiziksel
ozelliklerini belirlediler [89]. Arastirmalari, kati serbest bicimli tasarlanmis
scaffoldlarin, biyomedikal bir ortamda doku miihendisligi icin gerekli genel ve spesifik
mimari 6zelliklerin cogunu karsiladigini gosterdi. Liu ve arkadaslar ise, in vivo fareler
modelinde tam kalinlikta yaralara uygulandiginda sodyum aljinat ve jelatin bazli 3B
biyobaskili matrislerin etkisini arastirdilar ve ayrica yara iyilesme ilerlemesi sirasinda
meydana gelen histopatolojik degisiklikleri gozlemlediler [90]. Terapotik 3B biyo-
baskili matris, diizenli boyutlu gézeneklere sahip katmanlardan olusan jelatin-aljinat
iskelesinden olusuyordu. Arastirmacilar, tedavi edilmeyen fareler icin ortalama 15-17
giin ve 3B baskili yara ortiileri ile tedavi edilen hayvanlar icin 13-15 giin iyilesme siiresi
bildirmistir. Ayrica, mikroskop altinda histolojik gozlemler, tedavi edilen farelerde 3B
baskili doku iskelenin daha iyi iyilesme performansini dogruladi. Biyolojik olarak aktif
jelatin-aljinat baskili yara ortiisiiniin, graniilasyon olusumunu arttirarak iyilesme
siirecini hizlandirdig1 sonucuna varmislardir. Muwaffak ve arkadaslari, 3B baski
kullanarak polikaprolakton bazli antimikrobiyal yiiklii yara ortiileri iirettiler ve farkl
metallerle (bakir, glimiis ve c¢inko) yiiklediler ve bunlari fiziksel ve antimikrobiyal
ozellikler icin karakterize ettiler [91]. Arastirmacilar, cesitli formiile edilmis yara
ortiilerinin 24 saat boyunca hizl bir ilk salim ve ardindan sonraki 48 saat icinde daha
yavas salim ile cift salim profili sergiledigini gosterdi. 3B baskili doku iskelelerinin kisiye
Ozel yara ortiileri olarak kullanim potansiyeline sahip olduklar1 sonucuna varmislardir.
Bu o6zellik, biyokimyasal ve fizyolojik olarak kompleks olan ve farkli hasta gruplarinda

farkli kronik yaralarda da uygulanabilir oldugunu gosterdiler.
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2.1.4 ilag iceren Yara Ortiileri

Farkli yara tipleri, siv1 emilimi, yara iizerinde kalma siiresi ve mekanik mukavemet gibi
farkli o6zelliklere sahip farkli sargi malzemeleri gerektirir. Yara iyilesmesine nispeten
yeni bir yaklasim, yara iyilesme siirecinde aktif rol alabilen cesitli cogunlukla
antibakteriyel ajanlar1 iceren polimerik yara ortiilerinin kullanimidir. Bu bilesiklerin
materyaldeki fiziksel Ozellikleri ile birlikte aktiviteleri, yara iyilesme oranini
artirabilirken, ayni zamanda yara iyilesmesini bozabilecek bazi faktorleri de ortadan
kaldirabilir. Hidrojeller, hidrokolloidler, kopiikler ve filmler, antimikrobiyaller, anti-
enflamatuar ajanlar, analjezikler, biiytime faktorleri (GF's), proteinler ve takviyeler gibi
cesitli bilesikleri dogrudan yara bolgesine vermek icin kullanilabilir, boylece verimi

arttirir [57].

Antimikrobiyal ilaclarla yiklii bircok yara ortiisii, enfekte olmus yaralarda bakteri-
mantar kaynakli biyolojik yiik{inii azaltmak ve iyilesme sirasinda yeniden enfeksiyonu
onlemek icin antimikrobiyal ozellikteki polimerik yara ortiileri kullanilarak
gelistirilmistir. Ozellikle antibiyotik iceren yara ortiileri, istege gore diizenlenebilir,
hizlandirilabilir salim ozellikleri ile spesifik gereksinimleri karsilayarak ilag
endiistrisinin maliyetini diisiirebilir [92]. Bu tez calismasinda kullanilan ampisilin, ilk
olarak 1987 yilinda ABD'de gelistirilen ve pazarlanan bir B-laktam/B-laktamaz
inhibitorii kombinasyonudur [93]. Ampisilin genigletilmis spektrumlu penisilin
tlirtindendir. Kronik bronsit, solunum yolu enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,
menenjit, salmonelloz ve endokardit gibi bircok bakteriyel enfeksiyonu onlemek ve
tedavi etmek icin kullanilir. Ampisilin, penisiline gore sadece ek bir amino grubuna
sahiptir ve bu sayede gram pozitif ve bazi gram negatif bakterilere kars1 aktiftir [94].
Ilacin ana mekanizmasi ise; hiicre duvari yapisinin olusumundan sorumlu enzimler olan
penisilin baglayici proteinlere (PBP'ler) baglanarak bakteri hiicre duvari sentezini
inhibe eder. Ampisilin, tiim penisilinler gibi, acil-D-alanil-D alaninin yapisal bir analogu
olarak gorev yapar ve hiicre duvarinin ana bileseni olan peptidoglikan olusumunun son

asamasindan sorumlu olan transpeptidaz enzimini asile eder [93].
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2.2 Biyomalzemeler

Insan viicudundaki doku veya sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek ve yan etki
gostermeyecek biyomedikal {iriin ihtiyacini karsilamaya yonelik malzemeler {izerine
yogun bir arastirma yapilmaktadir. Ozellikle biyomedikal ihtiyaclarin karsilanmast icin
kullanilan malzemelere "biyomalzemeler" denir ve giiniimiizde biyouyumlu, giivenilir
ve etkin olan biyomalzemelerin 6nemi ve uygulama alani giin gectikce artmaktadir.
Biyomalzemeler, siirekli veya belli araliklarla viicut sivilariyla etkilesim halindedirler
[95]. Hicbir zaman doku, organ veya fonksiyonlarin orijinallerinin yerine gecemeseler
de biyomalzemeler, herhangi bir hastalik veya sakatlikla ortaya cikan hasarlarin
tedavisini saglamak, gelistirmek veya fonksiyonunu yerine getirmek {izere destek

saglamaktadir [96].

Yeni bir kavrammig gibi goriinse de biyomalzemelerin kullanimi ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. 2000 yil 6ncesine bakildiginda Misir'daki mumyalarda bulunan yapay
g6z, burun ve yine aymi zamanda dis icin kullanilan altin buna verilecek en giizel

orneklerindendir.

Yine tarihe baktigimizda 1938 yilinda, insan viicudundaki kemik kiriklarinda plaka ve
vida olarak kullanilan ilk metal vanadyum celigidir. Iskelet kiriklarinin tedavisinde
kullanilan ilk sentetik protezler basarili olsalar da korozyona ugradiklarinda ciddi

tehlikeler olusturmuslardir.

Ardindan 1950'1erde kan damarlarinin degistirilmesi ve yapay kalp vanalarinin bir
polimer tiirii olan poliiiretanla yapimi ve 1960'larda ise kalca protezlerinin paslanmaz

celiklerle yapimi bu tarihsel siireci izlemektedir.

Kullanilan bu malzemeler yalnizca protez olarak degil, ekstrakorporeal cihazlarda da
yani viicut disinda fakat viicutla etkilesim halindeki cihazlarda, cesitli eczacilik
tirtinlerinde ve tani kitlerinde de kullanilmaktadirlar. Heniiz tam olarak c¢oziilemeyen
bazi sorunlar olsa da bu sorunlara c¢oziim iiretmek i¢in molekiiler biyoloji ve doku
miithendisligi alanlariyla, 6zellikle nanoteknolojinin etkin kullanimiyla bu problemlerin

¢oziilmesi hedeflenmistir [97].
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2.2.1 Biyouyumluluk

Malzemelerin kullanimindaki en biiylik etken malzemenin secimi olup, kullanilan
malzemenin viicut kosullarinda herhangi bir korozyon olusturup olusturmadig,

biyouyumluluk derecesi, alerjik reaksiyon olusturma bicimi gbz 6niine alinir [96].

Bir biyomalzemenin viicut dokularina gore fiziksel, kimyasal, biyolojik uyumu en
onemli o6zelligidir bu baglamda biyouyumluluk 6zelligi, bir biyomalzemenin viicuda
uygun cevap verebilme ve viicudun biyomalzemeyi kabul edebilme 6zelligidir. Bazi
biyomalzemeler, kullanildig1 organ veya dokuda hiicrelerin gelisimine engel olabilecek
ve istenmeyen bazi tepkiler olusturabilir, bu nedenle bir biyomalzemenin en 6nemli
ozelligi "biyouyumlu" yani viicut ile uyusur olmasidir [98]. Bir biyouyumlu malzeme,
etrafin1 ¢evreleyen dokularda iltihap, pithti gibi olumsuz etki gostermeyen malzeme
sinifidir.Dogal dokularin rejenerasyonunu saglayan biyomalzemeler viicut sivilariyla

uyum gostermesi icin gelistirilmektedir. [99].

Oncelikle viicut disinda ve daha sonra viicut icerisindeki testler yapilmali, bunu takiben
klinik denemelerle malzemenin biyolojik giivenilirligi ve etkinligi tespit edilmelidir.
Biyomalzeme c¢evresinden alinan doku oOrneklerinin morfolojik incelemesi,
biyomalzemenin biyolojik uyumlulugu hakkinda fikir sahibi olabilmemizi
saglamaktadir. Ortopedi ve travmatolojide kullanilan biyomalzemeler bircok testten
gectikten ve biyouyumlulugu onaylandiktan sonra sahada kullanimi miimkiindiir. TGm
bu testlere ragmen biyomalzemelerin alerjik, immiin, immiin olmayan, mutajenik,
karsinojenik ve inflamatuar etkileri olabilir. Bu yiizden, kullanilacak biyomalzemenin

test sonuclari cok 6nemlidir [100].

Biyomalzemenin tiirlerini metaller, seramikler, polimerler ve kompozitler olmak iizere

4 ana gruba ayirabiliriz.

2.2.2 Metaller

Kristal yapilari ve giiclii metalik baglara sahip olmasi sebebiyle iistiin mekanik 6zellikler
tastyan bu malzemelerin (titanyum ve titanyum alasimlari, paslanmaz celikler, altin
kobalt, metal ve metal alasimlar1 gibi) biyomalzeme alaninda katkilar1 biiyiik olmasina
ragmen biyouyumluluklarinin diisiik olmasi, korozyona ugramalari, dokuya gore sert

olmasi, yiiksek yogunluklar1 ve alerjik doku reaksiyonlarina sebep olan metal
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iyonlarinin salimi [101] gibi baz1 ciddi dezavantajlara sahiptir [41]. Bugiin ortopedide
eklem protezi ve kemik yenilenmesi, yiiz ve cene cerrahisinde, dis implantinda, kalp ve
damar cerrahisinde kullanilmaktadirlar [95]. Insan viicut sivilarinda bulunan su,
¢Oziinmiis oksijen, protein, hidroksit gibi iyonlar icermektedir, bu yiizden de oldukca
korozif bir ortamdir [101]. Malzeme gecirdigi korozyon sonucunda zayiflar, fakat daha
da 6nemlisi bu korozyon hiicrelere zarar verebilir. Bu sebeple test edilmeleri oldukca
onemlidir [102, 103]. Metal biyomalzemeler celikler, kobalt ve alasimlari, amalgam,

altin, nikel-titanyum alasimlari ve titanyum-alasimlar1 olmak tizere 6 grupta incelenir.

2.2.3 Seramikler

Insanhigin yerlesik hayata gecmesiyle ve atesin kesfiyle birlikte kilin seramige
dontistiiriilmesiyle seramikler, viicudun zarar goren veya islevini yitiren organlarin
onarimi ve yerini alabilmesi icin 6zel seramiklerin gelistirilmesinin 6niinti agmistir. Bu
amacla kullanilan seramikler "biyoseramikler" olarak adlandirilirlar ve bunlar
polikristalin yapili seramik, biyoaktif cam, biyoaktif cam seramikler veya biyoaktif
kompozitler olarak hazirlanabilirler. Seramikler; saglik sektoriinde cesitli
uygulamalarin yani sira, gozliikk camlari, tan1 cihazlari, termometreler, doku-hiicre
kiiltiir kaplar1 ve endoskopide kullanilmaktadir. Ayrica sert doku implant1 olarak bag
dokunun tamiri ve yenilenmesinde, discilikte ise dolgu malzemesi olarak kullanilirlar.
Biyoseramiklerin dezavajlari ise, klinik kullanimlarinda catlak olusumu, mekanik
dayanikliliklarinin  ¢ok az olusu, kirilgan ve islenmesi zor yapilarindan
kaynaklanmaktadir [104]. Biyoseramik tiirleri, aliimina, zirkonya, kalsiyum-fosfat

seramikler ve cam, cam seramikler olmak tizere simifladirilabilir [105].

2.2.4 Polimerler

Polimerler, dogal olarak canli organizmalardaki seliiloz, protein ve niikleik asitlerde ve
sentetik olarak, iiretilen cimento, cam, kagit ve plastik olarak bulunur. Bazi polimerler
tek bir monomerden olusmusken, kopolimer olarak adlandirilan dogal ve sentetik, iki
veya daha fazla monomer tarafindan da olusmus olabilir. Ozellikle biyomedikal

alaninda kullanilan polimerler farkli polimer katkilariyla fizikokimyasal o6zellikleri
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gelistirilereklif, film, boncuk ve nanopartikiil gibi biyomalzeme yapiminda

kullanilmaktadirlar [59].
Polimerler, iiretim amacina gore farkl sekillerde siniflandirilabilirler.

Polimerlerin kaynagina gore siniflandirilmasi: Organik ve inorganik polimerler olarak
siniflandirilabilir [106].

Endiistride kullanilan polimerlerin simiflandirilmasi: Genel olarak elyaflar (fiberler),

sert plastikler, Esnek plastikler ve elastomerler olarak 4 ana sinifa ayrilabilir [106].

Polimerlerin monomer cesidine gore siniflandirilmasi: Homopolimer, Komopolimerler

ve Terpolimerler olarak 3 grupta siniflandirilabilir [107].

Polimerlerin zincir sekline gére siniflandirilmasi: Dogrusal, dallanmis ve capraz bagh

polimerler olarak 3 grupta siniflandirilirlar [106, 108], [109].

Genel siniflandirilma ise su sekildedir:
1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler 6zellikle doku miihendisligi ve ila¢c salim sistemlerinin
olusturulmasinda yan etkileri azaltmak veya tamamen ortadan kaldirmak amaciyla
kullanilirlar. Polisakkaritler ve proteinler dogal polimer olarak siniflandirilirlar. Dogal
inert polimerler biyouyumlu olmalarindan dolay1 yaygin olarak bitki, bakteri, mantar
veya hayvanlardan elde edilebilirler. Dogal biyoaktif polimerler, biyouyumluluklari ve
biyobozunurluklar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir ve ayrica yara iyilesme
siireci lizerinde aktif bir terapotik etkiye sahiptirler. Cogu dogal viicut matrisinin bir
parcasini olusturur ve dogal yara iyilesme siirecinin bir parcasi olarak fizyolojik
aktiviteye sahip bilesenler icerir. En yaygin biyoaktif polimer sargi malzemeleri arasinda

Ch ve SA bulunur.
2. Sentetik polimerler

Dogal polimerlerle karsilastirildiginda benzer kimyasal 6zelliklere sahip olmalarindan
dolay1 sentezlenen malzemelerin tekrar iiretilmesi kolaylik saglamaktadir. Yara
ortiilerinde sentetik polimerler arasinda PVA yaygin olarak bulunur. Hidrofilik yapilari,

asir1 ekstidasyon birikmesini 6nlerken nemli bir yara ortaminin bakimini saglayan nem
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emme kapasitesi ve su buhari iletimi gibi 6nemli fonksiyonel yara iyilestirme 6zellikleri

kazandirir [110].

Sentetik polimerin bulundugu yara ortiileri, elektrospinning ve 3B doku iskelesi
tasarimi1 gibi cesitli teknikler kullanilarak {iretilebilir [111]. Genellikle, sentetik
malzemeler, yara ortiisiiniin mekanik 6zelliklerini gelistirmek icin dogal veya biyoaktif
polimerler ile cesitli karisimlar halinde hazirlanilir. Ornegin, poliiiretan-dekstran
nanofiber matlar [112] veya poli etilen glikol ve Ch [113], bunlarin her ikisi de
siprofloksasin hidrokloriiriin varli§1 nedeniyle antibakteriyel aktiviteye sahip yara ortii

malzemesidir.

2.2.5 Kompozitler

Yukarida bahsedilen metaller, seramikler ve cesitli polimerler kullanilarak
biyomalzemelerin, tek basina uygulandiginda ortaya cikan eksiklerini ortadan kaldirilip
daha gelismis tiirde bir biyomalzeme elde edildigi simftir. Orne§in ortopedide
karsilasilan en biiyiik problemlerden biri kemik yapimi icin kullanilan metal veya
seramik materyallerin sertlik ve kirilganlik derecelerinin uyusmamasindan kaynaklanir.
Kullanimlarindaki olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak amaciyla farkli kimyasal yapida
farkli sayidaki malzemenin bir araya getirilerek olusturulan kompozit malzeme bu
sorunu onemli bir derecede ¢c6zmiistiir [114]. Kompozitler, matris olarak adlandirilan

bir malzeme igerisine cesitli giiclendirici malzemelerin katilmasiyla hazirlanir.

2.3 Nanoteknoloji

Tanim olarak teknoloji: "Bir bilim daliyla ilgili yapim yontemlerini, kullanilan arac,
gere¢ ve aletleri, bunlarin kullanim bigimlerini kapsayan uygulama bilgisi" olarak
literatiire ge¢mistir [115]. Ana amaci, insanlarin yasamlarini daha kolay bir hale
getirerek bir iste harcanilan zamani azaltmak, insanoglunun yararina gore mevcut
yapilar1 degistirmek ve bu yapilarin amacina uygun olarak gelistirilme islemlerini
kapsayan tiim alanlar bu teknoloji terimine baglh olarak tanimlanmaktadir. Bu yilizden
bugiin bu terimi nano dedigimiz yani bir metrenin milyarda birinde uyguladigimizda

bu teknoloji "Nanoteknoloji" adin1 almaktadir.
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Biyoteknoloji ise, saglik alanindan tarim bilimlerine kadar cesitli alanlarda yararh ve
kolaylik saglayan hizmetler ve yeni iirtinler gelistirmek icin biyoloji biliminin cesitli alt
dallar1; genetik, molekiiler genetik ve hiicresel isleyisi ihtiyaca ve tabi ki istege gore
gerekli teknik bilgileri kullanan bir teknolojidir. Nanobiyoteknoloji ise, geleneksel
olarak uygulanan mikroteknolojinin, molekiiler yaklasimlardan faydalanarak;
nanoteknoloji ve biyoteknolojinin kombinasyonunu iceren yeni bir teknolojidir. Bu
teknolojiyi kullanarak, molekiiler ve atomik derecelerdeki makinelerle, biyolojik
olaylar1 direkt olarak etkileyen veya versiyonlarinin laboratuvar ortaminda tiretildikten
sonra, sistemin molekiiler diizeyde ve cesitli 6zelliklerini belli oranda manipiilasyonunu

saglayan araclar tretilebilir [116].

Bir veya daha fazla dis Olclisii nano boyutta olan malzemeler, Nano
malzemeler/materyaller olarak adlandirilirlar [116, 117]. Eger nano malzemelerin 3
dis Olclisii de 100 nm'den kiiciikse buna "nanopartikiil, quantum dots, nanoshell,
nanoring ve nano kapsil", 2 dis 6l¢lisii 100 nm'den kiiciikse "nanotiip, nanotel ve fiber"
ve yalnizca 1 dis 6l¢iisii 100 nm'den kiiciikse "ince film, katman ve kaplama" olarak

isimlendirilir [119].

Ayni malzemenin farkli iiretim yontemleriyle {iretilmesi, farkli oOzelliklerin elde
edilebilmesini saglar. Malzemelerin 6zellikleri makro anlamda renk ve parlaklik, mikro
anlamda mekanik, fiziksel ve kimyasal ve nano anlamda ise atomsal boyutu ifade
etmektedir. Bu sebeple de makro/mikro ve nano boyutta sahip oldugu 6zellikler her
boyutta farklilik gosterir. Yani ayni1 malzemenin optik, mekanik, elektriksel ve renk gibi
ozellikleri nano boyutta farkli veya tam tersi bir 6zellik gosterebilir. Ki bunun baslica
nedeni makro ve nano boyutlarda oOlgiilerin siirekliliginin degismesi ve boyutun
kiiciilmesiyle birlikte malzeme yiizey alanlarinin hacimlerine oranin artmasidir [119-

121].

Kisaca;

-Makro yapilar: Gozle goriilebilen ve rahatca Olciilebilen sistemlerdir.

-Mikro yapilar: Gozle goriilemeyen ve mikroskop altinda tanimlanabilen sistemlerdir.

Temele bakildiginda, ayni tiir malzemelerin makro ve mikro 6zellikleri estir.
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-Nano yapilar ise atomsal ve nano boyuttaki sistemleri ifade eder. Mekanik, kimyasal,

fiziksel ve ayrica termal siirecler neticesinde nanoboyutlar elde edilirler.

Gelecegin teknolojisi olarak diisiinsek de aslinda nanoteknolojik iiriinlerin iiretimi antik
donemlerden baslar. 4. yiizyilda yapilmis Lycurgus Kupasi nanoteknolojinin en biiyiik
basar1 orneklerindendir. Bu kupanin en 6nemli 6zelligi renk degistirmesidir; 6nden
aydinlatildiginda yesil, arkadan aydinlatildiginda kirmizi renge degisir. Kupanin sirri ise
ancak 1990 yilinda c¢oziilebilmistir. Kupa soda-kire¢ camiyla yapilmistir bu cam
icerisinde %1 oraninda altin ve giimiis ve %0,5 oraninda da manganez bulundugu
gosterilmistir. Daha sonraki yillarda ise elektron mikroskobu ve radyograf kullanilarak
yapilan incelemelerde kupa caminda 50-100 nm boyutlarinda altin ve glimis
parcaciklarin ihtiva edildigi kanitlandi. H.A Atwer ise bu renk degisiminin metal

nanopartikiillerin plasmon uyarimui ile aciklanmustir.

21. ylizyila geldigimizde, hastalik tani ve tedavisinde, cevresel etkenlerin izlenmesi ve
korunumunda, enerji iiretim ve depolamada, tarimda verim artisina saglamakta, gida
kalitesinin ve raf dmriiniin uzatilmasinda ve komplike yapilarin insasinda nanoteknoloji
bize en yeni uygulamalari sunmaktadir. Gelistirilen iirtinler daha az malzemeyle, daha
az enerji kullanilarak yapilabilir ayrica maliyetlerinin diisiik olmasi1 ve kolayca
tasinabilmeleri agisindan hem cok fonksiyonlu 6zellik sunar hem de kullanimda kolaylik

saglar [117].

Boyutlar1 1-100 nm arasinda olan nanopartikiiller metal, seramik, polimer ya da
kompozit sistemlerin oOzelliklerinin gelistirilmesiyle nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadir. Bu baglamda, giinliik yasamda da sik bir sekilde bu nanopartikiillerin,
ozellikle kaplama, yiizeyler ve bazi fonksiyonel o6zellikli yapilarda yaygin olarak
kullanildigin1 géormekteyiz. Bagka bir 6rnek ise oda sicakliginda hizli ve tekrar tekrar
kendini yenileyebilen nikel nanopartikiil takviyeli kompozitlerden olusan sentetik
materyallerdir. Bu materyaller kesildikten sonra yaklasik 30 dakika icerisinde eski
haline donebilirler, yani kendi kendine bir onarim sistemi olusturmalarindan dolay1
akilli protezlerde kullanilmasi 6ngoriilmektedir. Ayrica nanopartikiil katkili kumaslarda
yapilan kaplama su gecirmeyen, kendi kendini temizleyebilen ve hatta giines 1sinlarini

engelleyen kiyafetler iiretmek miimkiindiir [124].
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Clice anlamina gelen nanos sozciigiinden gelen “Nano” 6n eki Uluslararasi Birimler
Sisteminde milyarda bir veya 10® anlamina gelir [125]. Nano 6lcekteki ol¢iimlerde
kullanilan bazi goriintiileme cihazlari; Tarayict Elektron Mikroskoplari, Gegcirimli
Elektron Mikroskoplari, Tarama Tiinelleme Mikroskoplari, Alan Iyon Mikroskoplari,
Atomik Kuvvet Mikroskoplar:1 seklinde siralanabilir. Bu cihazlarin hepsi nano dlgekte
goriintiileme icin kullanilmaktadir ve bu sayede nanometrik 6lciimler alinabilmektedir

[126].

Gliniimiizde dogru tedavinin yapilabilmesi icin hem erken hem de dogru teshisin
konulmasi ¢ok elzem bir ihtiyactir. Kanser, Alzheimer, Diyabet, Parkinson gibi bircok
hastaliklarin tani ve tedavisinde, seyrinin incelenmesi gibi farkli amaclar dogrultusunda
nano Olcekli mateyaller ve nano elektronik biyosensorler iiretilmektedir.
Nanoteknolojinin, tip alaniyla ilgilenen dalina Nanotip denir ve en Onemli
uygulamalarindan biri de ila¢ salinimidir. Giiniimiizde pek cok arastirmaci tarafindan
calisilan bu uygulamalar, nanopartikiillerin ilaglar1 bir tasiyici ara¢ olarak tasimasi ve
hasarli-hastalikli hiicrelere hedeflendirilmesini icerir. Bu sayede tasidiklar ilag, saglikli
hiicreler tiizerinde bir etki goOstermeden yalnizca hasta hiicrelere etki etmesini
saglayacaktir. Kemoterapi ilaclarinin nanopartikiil sistemlerince tasinimi, kanser

tedavisinde uygulanabilecek etkin bir yontemdir.

Nanobiyoteknolojinin farkli in wvitro ve in wvivo stratejiler kullanilarak saglik
bilimlerindeki uygulamalar1 arasinda; hedeflenmis ilac tasinimi, hastaliklarin tanisi,
molekiiler goriintiileme, nano farmasotikler, nanoarrayler ve hiicre-gen terapisi

sayilabilir [127-129].

Iltihapli veya hastalikhh dokularin farkli anatomik varyasyonlari, farkh tiirlerde ve
kapsamli, hedeflenmis nano-yapili iiriinlere olan ihtiyaci gosterir. Nanobiyoteknolojinin
bu baglamdaki avantajlari, hastalikli dokularin farkli fizyolojik veya patolojik
parametrelerinden yola cikilarak farkli ilaclarin dokuya hedeflenmesi [130], normal
sekilde alinan ilaclarin fazla kullanilmasindaki israfin 6niine gecmesi [131], bozulmus
lenfatik drenaj ile birlestiginde tiimorlerde vaskiiler gecirgenlik artisi, ayrica iltihaph
dokularda nanosistemin sadece o dokulara girisini saglayarak, saglikli hiicrelere bu
yapilarin girmesinin oniine gecer [132, 133]. Yani, Nanosistemler tiimor veya iltihaph
dokularin segici lokalizasyonunu yapabilir [134], nanopartikiiller kan-beyin bariyerini

gecebilir, bu nedenle beyne tasinmasi gereken ilaclar bir ilag tasiyicisi olarak tasiyabilir
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[135-137], ilag yiiklii nanopartikiiller dokuya veya hiicreye 6zgii nakliyeyi degistirir ve
potansiyel toksik etkileri azaltarak ila¢ etkinligini artiran hedefli ila¢ dagitimi olarak
kullanilabilir [138, 139], nanodiamondlar ise, hastaliklarin tespiti icin (6rnegin;

Alzheimer hastaliginda) floresan biyobelirtecler olarak islev gorebilir [140].

2.3.1 Nanoteknolojinin Gevre Uzerine Etkisi

Cevre icin nanoteknolojinin uygulamalarinda en dikkat ¢ekeni su aritim siireclerindeki
uygulamalardir. Nano membranlar, karbon nanotiipler, nano killer ve alumina fiberler
gibi malzemelerin diisiik maliyetli, tasinabilir ve kolayca temizlenebilmesinden dolay1
kullanilan sistemlerdir. Ozellikle nanofiltreler atik sulardaki kimyasal atiklari,
bakterileri, virtsleri, zehirli eser elementleri ve petrol-yag gibi siv1 kirlilikleri de
temizleyebilir [141]. Bilim insanlar1 nanoteknolojik malzemeleri sentezlemek icin klasik
yontemler dedigimiz kimyasal yontemleri kullanilirlardi. Ancak giiniimiizde artik "Yesil
enerji ve gevre" olarak adlandirdigimiz (Green energy & environment) "Cevre Dostu"
metodlar ile nano yapilar maya, mantar bakterileri veya bitkilerden elde edilen 6ziitler
ve metal iyonlar sayesinde in vitro veya in vivo sekilde sentezlenebilir. Aslinda onlari
bu kadar kullanish hale getiren 6zellikleri; makro yapilarindaki yiizey kimyasi, yiizey
alani, boyut, sekil ve fonksiyonellestirme gibi oOzelliklerin nano yapidaki olan
degisimidir ve bu sayede de ¢ok cesitli ticari ve medikal uygulamalara entegre olan nano
yapilarin, cevreye dolayisiyla insan sagligina olan etkileri ve olasi riskleri hakkinda ne

yazik ki hala cok fazla bilgi bulunmamaktadir. [142].

Sentezin "Gevre Dostu" olabilmesi icin uygulanmasi gereken bazi kurallar vardir; Atig
onlemek, sentezin daha az tehlikeli kimyasallarla yapilmasi ve bu baglamda daha
giivenli kimyasallarin tasarlanmasi, enerji verimliliginin kontroliiniin saglanmasi,
yenilenebilir ham maddelerin kullaniminin tesviki ve ekstra reaktif gerektiren, atik
madde miktarini arttiran gereksiz tiirevlendirme islemlerinin en aza indirgenmesi

[143].

Ozetle, nano-tabanli biyoteknoloji, ilaclarda genis bir uygulama yelpazesi ve
giniimiizde tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar icin, gelecekte nano 6l¢ekli cihazlar

tarafindan etkili bir sekilde tedavi potansiyeli sunmaktadir.
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Nanobiyoteknolojik tibbi tani1 ve tedavilerdeki uygulamalar yiiksek diizeyde fayda
sunmasina karsin, giivenlik ve risk faktorlerinin yeterli sekilde degerlendirilmesi

gerektigi bildirilmistir.[144].

2.3.2 Nanomalzemeler

Yaklasik olarak 100 nm ve altinda 6lceklere sahip olan malzemelerdir ve bu 6lcekleri
sayesinde essiz Ozellikler saglamaktadirlar. Nanomalzemeler, organik ve inorganik
olmak iizere iki grupta incelenebilir. Inorganik nanomalzemeler, yapilarinda karbon
elementi bulunmayan ve farkli elementlerden meydana gelen nanoyapilardir. Organik
nanomalzemeler ise bilesiminde karbon elementi bulunan nanoyapilardir [145].

Nanomalzemeler, 6lceksel 6zellikleri bakimindan siniflandirilmiglardir.
Nanomalzemelerin elde edilmesinde iki ana yaklasim bulunmaktadir;

1- Asagidan yukariya yaklasimi (“bottom-up”), molekiiler nanoteknolojiyi belirtir,
maddenin en temel birimi olan atomlardan baslayarak atom atom, molekiil molekiil

insa edilmesi yontemini ifade eder.

2- Yukaridan asagiya yaklasimi (“top down”), makineler, asitler ve benzeri mekanik ve
kimyasal yontemler kullanilarak nano yapilarin tiretimini ve islenmesini ifade eder.
Teknolojinin bugilinkii seviyesi dikkate alindiginda yapilan calismalarin bircogu

yukaridan asagiya (top-down) yaklasimiyla gerceklestirilmektedir [145].

Nanopartikiiller: Ayn1 zamanda nanokiire veya nanokapsiil olarak da isimlendirilen
nanomalzemeler biyiikliikkleri 10-100 nm arasinda degisen koloidal partikiiller
seklindedir. Inorganik antibakteriyel ajanlar grubuna ait olan giimiis nanopartikiiller
(AgNP'ler), genis bir antibakteriyel etki spektrumuna sahiptir. AgNP'lerin yiiksek
miktarlarda kullanildiginda bile ila¢ direncini azaltmazlar [146]. AgNP'ler;
mikroorganizmalarin hiicre zarindan gecerler ve bu sekilde mikroorganizmanin
DNA'sindaki kiikiirt ve fosfor gruplarina baglanmasiyla DNA'nin hasar géormesine neden
olurlar [147]. AgNP’lerin genel etki mekanizmalar1 ise oncelikle bakterilerle dogrudan
bir etkilesim kurarak membran biitiinligliniin bozulmasini saglar. Konak¢i hiicrede
immiin yanitlarinin tetiklenmesini saglar ve biyofilm olusumunu inhibe edici 6zellik

gosterir. Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin {ireterek, hiicre i¢i protein sentezinin
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inhibisyonuna sebebiyet verir. Genel olarak etkili olsalar da etkilerini artirmak icin ilag
katkis1 gibi modifikasyonlar hala miimkiindiir. Nanopartikiill boyutu ile ylizey
alani/hacim orani ile antibakteriyel etki arasindaki iligki incelenmistir ve buna gore
AgNP dagilimi ve boyutu, toplam antibakteriyel yiizey alani antibakteriyel etkinligi
dogrudan etkiler [148].

Nanomalzemelerin iiretimindeki gelismelerle nanotip alaninda, ticari olarak temin
edilebilen nanopartikiil katkili ilaclarin sayis1 hizla artmistir.Nanopartikiiller araciligi ile
ila¢ dagiimi bu alanlardan biridir. Bircok hastalik tedavisinde ana engel, terapotik
ilacin hedef bolgeye tasinmasidir. Secicilik eksikligi, sinirli etkinlik ve kotii dagilim gibi
bu dezavantajlar ve sinirlamalarin iistesinden kontrollii ila¢ dagitim sistemi yoluyla,
sadece etki etmesi gereken bolgeye ilacin tasinmasi, hayati dokular iizerindeki
istenmeyen etkileri azaltilabilir [149]. Hac; verme sistemi ilact hizli bozulmadan
koruyarak sadece hedef dokularda ilacin oranini arttirir [150, 151]. Bu tedavi sekli,
ozellikle ilag orani ile olusturdugu terapotik etkisi arasinda tutarsizlik oldugunda 6nem

kazanmustir.

Nano-o6lgekli hale getirilmis ila¢ kapsiilleme ile (6rnegin ici bos kapsiiller ve organik
dendrimerler), kontrollii ila¢ salimi hi¢ olmadig1 kadar hassas hale getirilebilir.
Kapsiilleme islemi, terapotik olarak 6nem arz eden bir maddeyi (gen terapisi,
kemoterapi, radyasyon terapisi) tasimak ve ayrica goriintiileme uygulamalari sayesinde
daha dogru bir goriintiilemeyi saglamaktadir [152]. Ayrica oral yoldan uygulanamayan
bazi ilaclarin artik nanobiyoteknoloji yardimiyla kullanilmasi miimkiin olacaktir [153,
154]. Nanolastirllmis formiilasyonlara yiiklenen ilaclar, biyo-yapisma yoluyla
retansiyonu arttirarak yiiksek pH ve artan ila¢ 6mriiniin varliginda denatiirasyon veya
bozunmaya karsi duyarli ajanlara koruma saglar [155]. Nanobiyoteknolojinin

uygulamalarindan biri de asilar i¢in antijenlerin verilmesidir [156], [157].

Nanomalzemelerin diger bir terapotik uygulamasi nanoboyutlu gen tasiyisi olarak
kullanilmalaridir. Kistik fibroz, kanser, kas yikimi ve Parkinson gibi hastaliklarla iligkili

genlerin terapisi yolu ile insan hastaliklarinin etkili tedavisini saglamistir [158].
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2.4  Uc Boyutlu Biyoyazicilar

Insan viicudunun rejenerasyon yetenegi oldukca kisithdir bu sebeple meydana
gelebilecek herhangi bir hasarda ya uygun donoriin bulunmasi ya da kadavradan nakil
alinmas1 ve bu sekilde kisideki hasarin onariminin saglanmasi gerekir. Bu hasar
onariminda uygun dondriin bulunabilmesi ve viicudun dokuyu kabul edip bir
immiinolojik yanit gostermemesi gerekir. Buna karsin, bu sartlar1 saglamak ve kisa
siirede ihtiyaca yénelik doku elde etmek oldukca zordur. Ozellikle doku miihendisligi
ve rejeneratif tip gibi alanlar hasarli doku-organ {izerine calismalar yaparak bu
zorluklarin Oniine gecmeyi amaclamaktadirlar. Giintimiizde, 3B biyoyazicilarin
gelistirilmesi ve biyolojik yapilarin taklidini olusturmak tizere cesitli biyomalzemelerle
basiminin elde edilmesiyle birlikte, dogadaki isleyise uygun hiyerarsik mimariyi
sunabilen bir modern teknoloji haline gelinmistir. Bir biyobasim islemi, daha fazla
hiicresel ve fonksiyonel islevi yerine getirebilmesi i¢in biyouyumlu ve belirli bir ihtiyaci
karsilayabilen farkli tiirdeki biyomalzemelerin ilave tiretim teknigi ile katman-katman

basiminin yapilmasidir [99].

Biyobasimi yapilacak malzemelere biyomiirekkep adi verilir ve farkli malzemelerce
farkli oranlarla kisiye 6zel olarak iiretilir [26, 170]. Bilgisayar ortaminda hasarh
dokuya yonelik 3B modelleme yapilarak, biyomiirekkebin basimi gerceklestirilir ki bu
da, 3B fonksiyonel yapilarin olusturulmasinin temelidir [171, 172,30]. Bu modern
teknoloji sayesinde, canli fonksiyonel doku ve organlarin, yapay yoOntemlerce
gelistirilmesiyle herhangi bir viicut hasarinin onarimi kolayca saglanabilir [28]. 3B
basimi planlanan bir iskelede, por yapisi gibi ayarlamalar sayesinde hiicre yapismasi,
hiicre olgunlasmasi, hiicreler arasi iletisim ve gaz-besin aliniminin istenilen ol¢iiye gore

belirlenmesini saglar [162].

3B yazim, bilgisayarda cizilen bir veriyi alarak, biyolojik doku veya organlarin
muadillerine benzer olarak taklit eden ve elle tutulabilir olarak basimini saglayan
modern bir teknolojidir [28, 174, 175]. Ortaya ¢ikan iiriinlerin tasarim degeri ytiksek,
0zgiin ve kullanicilarin ihtiyacina cevap verebilecek optimum 6zelliklere sahip olmasi

onemlidir.

3B biyoyazicilarin kullanimiyla kazanilan avantajlar baslica sunlardir: 3B yazicilarin
kullanilmasiyla geleneksel yontemlerle {iretimde ihtiya¢c duyulan makine, techizat ve
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iscilik oldukca azalir, bu baglamda iscilik azaldig1 icin zamandan kazang saglanir. Kisiye
0zel medikal iirtinlerin 3B olarak basimi saglanabilir, ham madde kullanimi ve buna

bagli enerji tiiketimi azalabilir [165].

Uretim sektoriinde, tedarik zincirinin yeniden sekillenmesi icin bir firsat olusturabilir ve
bu sekilde daha az kaynak kullanarak tiiketicilere daha hizli ve ucuz iirtinlerin
ulasmasini saglanabilir. Endiistri caginin getirdigi yenilikler arasinda 3B yazicilar 6rnek
gosterilebilir. 3B yazicilar, her gecen giin artan kullanimlari ve farkli sektorlerde basarili
ornekleri sayesinde bugiin, 3B yazicilarin saglik alanindaki uygulamalari arasinda canli
hiicreler ile organ ya da doku olusturulmasi, biyouyumlu metallerden ya da
materyallerden implant gelistirilmesi saglanmaktadir [25, 177, 178]. 3B yazicilar
bilgisayar verisini el ile tutulabilir gercek nesnelere déniistiiren makinelerdir. Uretimi
saglanan {iriinlerin tasarim degeri yiiksek olmasi ve kullanicilarin ihtiyacina cevap

verebilecek optimum 6zelliklere sahip olmasi1 6nemlidir [174, 179].

1980’li yillarda, 3B baski teknolojisinin icat edilmesinden giiniimiize kadar bircok
alanda kullanilmistir. 3B yazicilar giiniimiizde, iiretim sektorii perspektifinde yikici
teknoloji (disruptive technology) olarak siiflandirilmistir. Bunun en biiyiik nedeni ise
insanlarin ihtiya¢ duyduklari seyleri bir firmadan yiiksek fiyatlardan satin almak yerine

daha diisiik maliyetlere evinde ya da is yerinde iiretebiliyor olmasidir.

Cok yonlii baski teknolojisi ile cesitli amaglarda kullanilmak tizere modeller elde
edilmektedir. Ornegin, fotoresist filmlerin kullanimi ile katman hassasiyeti yiiksek
modeller alinip dis tedavisinde kullanilabilmektedir. Baska bir 6rnekte ise deri, kikirdak,
tendon, kalp kasi ve kemik gibi canli hiicrelerin de kullanildig1 biyoyazicilar ile 3B

yapilar olusturulabilmektedir [169].

3B doku orneklerinin olusturulmasi siirecinde oOn-isleme, isleme ve islem sonrasi
asamalar1 mevcuttur. On-islem asamasinda organ formunun ortaya cikartilmasi icin
MRI gibi biyogoriintiileme sistemleri kullanilir. Elde edilen goriintiiler standart taslak
kiitiiphanesine (STL) formatina déniistiiriiliir. Islem asamasinda ise biyoyazicilar canl
hiicrelerin icinde barindirildig1 biyomiirekkepler kullanir. Bu siirecte istenilen
tasarimlar elde edilir ardindan islem sonrasi siirecinde ortaya ¢ikan 3B doku 6rnegi

cerrahi yontem kullanilarak implante edilir [26].
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Uc boyutlu yazic1 teknolojisiyle tip, uzay ve havacilik, kalipcilik, otomotiv, askeri
donanim, kisisel ara¢ gerec, heykel gibi bir¢ok alanda farkli amaglar dogrultusunda
kullanilmaya baglanmistir. Bu teknoloji ile yapilan akademik calismalara bakildiginda
genelde {iriin gelistirme, canli doku ve organ baskisi gibi uzmanlik alanlar1 gerektiren,
kisiye Ozel cerrahi cihazlar, yiiz ve bacak protezleri, isitme yardimcilari, dis alaninda
dental uygulamalar, ortopedik implantlar gibi degisik alanlarda 6zellikle calisildigi
goriilmektedir. Ayrica sanat calismalarinda 6n modelleme asamasinda kullanilarak

calismalarin niteliginin 6nceden belirlenmesine olanak saglamistir [170].

Eklemeli tiretim (Additive Manufacturing = AM), web {izerinde tasarlanan 3B bir model
verisinin, cogunlukla katman katman basiminin yapilarak materyallerin bir araya gelme
islemi olup, bu isleme hizli tiretim (rapid manufacturing) ya da hizli prototipleme
(rapid prototyping) de denmektedir. Yukaridan asagiya olan prensibin uygulanmasi
makinada isleme ya da presleme gibi iiretim esnasinda daha biiyiik bir materyalden
nihai iirtini elde etmek icin materyallerin bir kismin1 uzaklastirmasini1 saglamaktadir.
Ancak asagidan yukariya prensibin uygulanmasiyla meydana getirilen eklemeli iiretim,
irtiniin son seklini malzeme ekleyerek, katman katman olusturmaktadir. Boylelikle
verimli bir ham madde kullanimi ve istenilen geometrik seklin basimi daha efektif

bicimde elde edilir [171].

2.4.1 Uc Boyutlu Yazicilarin Sagladig: Avantajlar ve Asilmasi Gereken Sinirlamalar

3B yazicilarin kullanilmasiyla geleneksel yontemlerle iiretimde ihtiya¢ duyulan makine,
techizat ve iscilik minimize edilir. Frezeleme, tornalama gibi talagl isleme iiretim
yontemlerine gereksinim duyulmadigi icin ciddi iscilik gerektiren islemleri ortadan
kaldirir ve bundan kaynakli olarak iscilik azaldigi icin zamandan kazang saglanir [165].
Saglik tirtinlerinin 3B basimi, bireysel miisterilerin ihtiyaclarina gore ozellestirilebilir,
boylelikle hizli, dogru ve maliyeti diisiik olarak kullanicilara sunulabilir. Ham madde

kullaniminin ve enerji tiilketiminin bu sekilde azaltilmasi, israfi belli 6lciide Onleyebilir.

3B basim teknolojisinin getirdigi tim bu yenilik ve avantajlara ragmen in vivo olarak
kullanilmas: planlanan biyomalzemenin icerigi ve optimizasyonunun saglanmasi,
vaskiilarizasyon ihtiyaci, doku igeriginin karmasik dogasinin ¢oziilmesi, hiicre canlilig

ve rejenerasyonunun uzun vadede korunmasi gibi ciddi kisitlamalar da bulunmaktadir.
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2.4.2 Uc Boyutlu Yazicilarin Galisma Prensibi

Karmasik nesneler, dijital ortamdaki bilgisayar destekli tasarim dosyalariyla 3B yazicilar
kullanarak elde edilebilmektedir. 3B yazici tasariminda Autocad, 3DS MAX, SketchUp,
Thinkercad, Autodesk123D, Solid gibi yazilimlar kullanilmaktadir [182].

Yazdirilacak nesnenin 3B modeli bilgisayarda bir tasarim programi yardimiyla veya
tarayicilar kullanilarak olusturulur. Olusturulan bu model dosya olarak 3B yaziciya
aktarimi saglanir ve bu asamadan sonra 6zel katmanlama programlari aracili§iyla islem
gerceklestirilir. Ince tek (flament) olarak adlandirilan miirekkep hammaddesini
kullanarak dijital modeller nesnelere doniistiiriiliir. 3B yazicilarda hammadde olarak
plastik toz, recine, oyun hamuru, seramik, metal, yiyecek malzemeler, biyomateryal
malzemeler, cimento, cam, cesitli metaller, metal alasimlar1 ve bilesik malzemeler

kullanilmaktadir [185, 186].

3B Yazici tiirleri genel olarak secici lazer sinterleme (Selective Laser Sintering - SLS) ,
katmanli yi1§in modelleme (Fused Deposition Modelling - FDM) [175], baglayici
yazdirma (Binder Jetting - BJ) [176] ve inkjet Yazdirma sekilnde 4 gruba ayirmamiz

mimkindiir.
2.4.2.1. Secici Lazer Sinterleme (Selective Laser Sintering — SLS)

Bu teknikte, STL dosyasindaki c¢izime gore lazer 1sin toz formdaki maddeyi
sinterleyerek, yazdirma yiizeyindeki platformun -Z yoniine olan hareketlerini takiben

katman olusturarak 3B bir basimi saglamaktadir [177].
2.4.2.2. Katmanh Yi1gin Modelleme (Fused Deposition Modelling — FDM)

Bu teknik ise oncelikle plastik materyallerin basimini saglamak amaciyla gelistirilmistir
[178]. —x, -y ve — z eksenlerinde hareket kabiliyetine sahip yazdirma basliklar
kullanilarak bu basliklarda ekstriizyona ugratilan ve erime noktasinin hemen iizerinde
platforma aktarilan materyalinin hizli bir sekilde kat1 forma gec¢mesi saglanmaktadir.
Daha sonra bagslik, platforma aktardig1 ve artik kati forma ge¢mis olan materyalinin
tizerine ikinci tabakay1 yazdirmaya baslamaktadir. Bu sekilde katmanlar halinde 3B
tretim tamamlanmaktadir [187, 191]. Bu sistemdeki onemli noktalardan biri, dis

ortamin sicaklig ile yazdirilan materyalin sicaklig1 arasindaki iliskidir.
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2.4.2.3. Baglayica1 Sivilarla Yazdirma (Binder Jetting — BJ)

Bu teknikte, yazdirma platformu dizayni ve materyal formu SLS yontemi ile benzerlik
gostermektedir. Ancak giic kaynagi olarak lazer kullanilmamaktadir. Toz formdaki ham
maddelerden olusan yazdirma platformunun {izerine, birden fazla yazici bashig1 olan
sistemler araciligi ile —x ve -y eksenleri boyunca sivi uygulanarak sekiller
olusturulmaktadir. Ardindan ikinci katmana gecilmekte ve katmanlar olusturuldukca,
yazdirma platformu -z ekseninde asagida dogru hareket etmektedir [176]. Bu teknik
nispeten diger tekniklere gore oldukca hizli olmasina ragmen kurulum maliyeti de

oldukca yiiksektir [180].
2.4.2.4. Inkjet Yazdirma (Inkjet Printing)

Teknik, giinliik hayatta kullandigimiz kartus temelli klasik yazicilardaki prensibe
dayanmaktadir. Yazdirilacak materyal cok kiiciik damlaciklar halinde bir baslik
araciligiyla yazdirma platformuna piiskiirtiilmektedir. Yazdirilmasi istenen geometrik
sekle gore araliklarla veya siirekli olarak dozlama yapilabilen bu yontemde, 6nceden

hazirlanmis tirlinlerin tamamlanmasini saglarlar [177].

Bir biyo-basim siirecinin nasil ilerleyecegi hakkinda karar verirken dikkat edilmesi
gereken bircok nokta vardir. Bunlarin en basinda secilen canli dokunun karmasik
dogasina uygun, biyouyumlu malzemenin secilip dokuya 6zel ve basilabilir
formiilasyonunun optimize edilmesidir. Basim islemine gecildiginde ise amacg, por
caplari, polarin yapisi ve derinligi, malzemenin yogunlugu gibi fizyolojik durumun
kontrol edilmesidir. Tiim bu noktalara bakildiginda doku iskelesinin yapisal olarak
¢oziiliip nasil bir basim tekniginin uygulanacagi son derecede 6nemlidir. Biyo-basim

tekniklerine bakildiginda:

2.4.3. Miirekkep Piiskiirtmeli Tabanl Biyobasim

2 boyutlu miirekkep piiskiirtmeli yazicilardan ilham alinarak tiiretilen ve literatiirde
yaygin olarak karsilasilan biyobasim teknolojisidir. Islem 6zetle; bilgisayar yardimiyla
secilen substratin tizerine pikolitre hacimli (1-100 pL) icerisinde 104-304 hiicre iceren
damlaciklar 1s1 veya mekanik sikistirma yoluyla elektrik verilerek olusturmaktir [193—

196]. Bu damlacik olusturma islemi, Siirekli olarak damlacik olusturma (CIJ) ve istege
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bagli damlacik olusturma (DOD) olarak ikiye ayrilir. CIJ, DOD’a oranla daha hizh
liretim saglasa da kontaminasyon riski fazla oldugundan ve yiiksek viskoziteli

soliisyonlarda kullanilamadigindan biyomedikal olarak kullanilmamaktadar.

Inkjet-based 3D bioprinting
(A) (B)

Bioink

= Piezoelectric actuator
(polymers & cells)

Heater

Print nozzle

A

Bioink droplet s i

Collection plate

Sekil 2.1 Miirekkep piiskiirtmeli tabanli biyobasim semasi [185]

2.4.4. Lazer Destekli Biyobasim

Bu basim stratejisinde, hiicreleri bir soliisyondan, daha hassas ve mikrometre
¢ozlinlirlikte basmak icin bir lazer tarafindan soliisyon isitilarak bir hava cebi
olusturulur ve ardindan bir ylizeye transferi saglanir [186]. Herhangi bir igne ucuna
gerek duyulmadigindan, bu strateji ile yiiksek viskoziteli malzemelerin hassas basimi
saglanabilir. Baslangicta metallerin dogrudan yazilimini saglamak icin gelistirilse de,
hiicreler, niikleik asitler ve peptitler gibi biyolojik materyallerin de basimi belli bir

Olctide saglanmistir [199-201].
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Sekil 2.2 Lazer destekli biyobasim semasi [190]

2.4.5. Ekstriizyon Bazl Biyobasim

En yaygin strateji ise, tibbi simif bir siringa icerisinde bulunan, basimi yapilacak
sollisyonun bir tabla iizerine doner vida veya pistonla basin¢ yardimiyla basiminin
saglanmasidir [50, 169]. Basim yapilirken mekanik dayaniklili§1 saglamak tizere UV,
enzim, kimyasal maddeler veya 1s1 ile capraz baglanmasi saglanir [192]. Bu stratejide
hava basinci, ekstriizyon hizi, mekanik basimin oraninin kontrol altina alinmasi ve
ayrica  soliisyonun  formiilasyonuna uygun siringa  ucunun  secilmesi

gerekmektedir[193].

Ekstriizyon bazli biyobasimin saglanabilmesi icin, istenilen seklin STL formatinda
bilgisayar destekli tasarimi (CAD/CAM) kullanilarak olusturulur, ardindan basim
saglanir [194]. Gliniimiizde bircok malzemenin basimi bu tarz programlarca yapilip,

kademeli olarak basimi saglanmistir [195].

30



Sekil 2.3 Ekstriizyon bazli biyobasim semas1 [196]

2.4.6. Akustik Biyobasim

Bu uygulamada, akustik veya ses dalgalarinin yonlendirilip dokuya benzer karmasik 3B
desenlerin iiretilmesi amaclanir. Siringa ucu gerektirmediginden tikanma problemi
ortadan kalkar ayrica 1s1 veya mekanik etkilerden de hiicreler korunmus olur ve bu
baglamda hiicrelerin ses dalgalar1 ile farkli yonlerde hareketi saglanir [194].
Glinlimiizde bu strateji 6zellikle kombine sistemlerde farkli tiplerdeki hiicrelerin bir

doku iskelesi iizerinde toplanmasini saglayabilir.

2.4.7. Stereolitografi Biyobasim

Stereolitografi (SLA) biyobasimi, farkli soliisyonlarin istenilen mikro veya nano boyutta
3B basiminin ayni1 anda yapilmasini saglayan bir stratejidir [197]. Ayni anda, farkl
soliisyonlarin basiminin saglanmasi fonksiyonel bir dokudaki karmasikligin ¢6ziinmesi
icin bir avantaj saglasa da por boyutu, ¢oziiniirliikk ve mekanik o6zelliklerin kontrol
edilememesi ayrica 1sitk duyarliliginin saglanamamasi sebepleriyle heniiz gelisim

asamasinda olan bir stratejidir [209, 210,211].
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2.4.8. Manyetik Biyobasim

Bu stratejide, herhangi bir agirliga sahip olsa da nesnelerin havada asili1 kalmasi yani
manyetik levitasyon prensibi esas alinmistir. Sistemin en biiyiik avantaji yapay bir
protein substratina gerek duyulmaksizin ECM’nin endojen ve diger cok farkli doku
tipinin sentezi, ayrica malzemelerin hiicrelerle birlestirilmesi temassiz olarak ve hizl

bir sekilde saglanabilmesidir [199].

2.4.9. Uc Boyutlu Biyobasim Siirecini Etkileyen Parametreler

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanindaki biyobasimla ilgili ¢aligmalarin son
yillarda popiiler hale gelmesi her ne kadar biiyiik bir ¢alisma alan1 sunsa da bu alanda
hala bircok konunun aydinlatilmasi1 gerekmektedir. Biyobasim siireci ile ilgili
zorluklarin ¢oziilmesine yonelik calismalarla yakin gelecekte yapay doku ve organlarin
hasta bireylere implanti1 saglanabilir. Siirecin gelistirilmesi icin parametreleri ve bu
parametrelerin birbiriyle olan iliskisini anlamak hem basimin dogrulugu hem de

basimin tekrar edilebilirligi acisindan 6nemlidir [201].

Polimer iceren cozelti veya hidrojellerin fonksiyonel hale getirilmesi icin biyolojik
materyallerle yiiklenir ve biyomiirekkep adini alir. Biyomiirekkepler, basimi yapilmak
istenen 7n wvivo fonksiyonel dokuya benzer oOzellikte secilmeli ve basiminin
saglanabilmesi icin formiilasyonunun c¢ok iyi oranlanmasi gerekir [86, 213].
Biyomiirekkepleri birka¢ farkli sekilde simiflandirmak miimkiindiir. Fonksiyonel
biyomiirekkepler olarak ECM taklit edilmesini saglayarak, hiicre cogalmasi, yapismasi
veya farklilagsmasi gibi gorevleri destekler, yapinin korunmasinda onemlidir. Kisa
omirli biyomiirekkepler olarak, 3B basimda icte olusturulmak istenen bosluk veya
kanallarin yapimui icin kullanilir. Destekte gorevli biyomiirekkepler olarak, 3B basim
yapilirken 6zellikle yumusak veya karmasik yapilarda destek amaciyla basilan biyolojik
olmayan malzemeleri icerir. Birlesik biyomiirekkepler olarak fonksiyonel bir yapinin
saglanmasi sirasinda hem mekanik destegin hem de kisa omiirlii biyomiirekkeplerin

kullanildig1 malzemelerdir [69].

Icerik olarak bakildiginda ise dogal, sentetik veya bunlarin karisim halinde kullanildig:

polimerler tercih edilir [87]. Porlu yapinin elde edilerek hiicrelerin diizenli bir
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yerlesiminin saglanmasi en yaygin yaklasim olarak kabul edilse de giiniimiizde bu
porlara ek hiicre katkili biyomiirekkeplerle de canli dokularin taklit edilmesine yonelik
calisilmaktadir. Hiicre katkili biyomiirekkepler bu baglamda yenilikci olsa da hiicre
yogunlugu, cogalmasi ve olgunlasma siirecleri ayrica oksijenin ve besinin dagiliminin

es olarak saglanmasi gibi sikintilar ¢oziilememistir [203].

3B biyobasim teknolojisinin ana amaci kisiler arasindaki organ nakli uyumunun
zorlulugu, hasarli doku yenilenmesinin uzun stireli ve sadece bazi dokularda dogal yolla
meydana gelisi, ilaclarin dozaj ayarlanma sorunu ve toksikolojide test edilebilecek
dokunun olmayisi gibi smirlamalara ¢oziim yolu sunarak oOzellikle doku
miithendisliginde farkli tiirde malzemelerle kisinin ihtiyaclarina 6zel fonksiyonel

yapilarin basimini saglar.

Glinlimiizde fonksiyonel hale getirilmek {izere en cok calisilan ve biiyiik basari elde
edilen doku, viicudun en biiyiik, cok katmanli ve en karmasik yap1 gosterenlerden biri
olan deri/cilt dokusudur. Bir calismada baski coziiniirliigiinden etkilense de,
keratinosit ve fibroblastlarin ekstriizyon bazli biyobasimla basilarak dermal benzeri
katmanlar olusturduklar1 ve yiiksek canliliga sahip hiicre proliferasyonu goézlenmistir
[204]. Farkl bir calismada ise, yine fibroblast, keratinosit gibi deri hiicre hatlar ve
insan mezankimal kok hiicreleriyle basim yapilmis ve hiicre proliferasyon davranislari,
apoptoz, DNA hasar1 taranmis fakat 6nemli bir fark bulunamamistir [205]. Cilt iizerine

olan calismalarin geneli lazer destekli biyobasim stratejisi ile yapilmistir.

Her ne kadar fonksiyonel bir dokunun elde edilmesine yonelik ¢calismalar 3B biyobasim
teknolojisinin gelismesiyle klinik alanda ilerleme kaydetse de, bu calismalarin
¢iktilarinin  klinik uygulamadan once ¢ok uzun bir kontrol asamasindan gecmesi
gerekmektedir. Yine de literatiire bakildiginda klinik uygulamada kullanilmak {izere
bazi calismalar kaydedilmistir. Ornegin bir calismada, hasta bireyden elde edilen
hiicrelerden bir kardiyak yamas: elde edilmis ve canliligi hakkinda 6nemli sonuclar
kaydedilmistir [206]. Hiicresiz 3B basim teknolojisiyle elde edilen protez benzeri
yapilar, ortopedik cerrahi, maksillofasiyal cerrahi ve dis hekimligi alanlarina 6rnek
olusturmaktadirlar [207]. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ha(; Dairesi (FDA)
tarafindan acil durum olarak kabul edilen bir vakada ise bir bebekte trakeomalazinin
tedavisini saglamak tiizere lazer tabanli 3B baski yoluyla elde edilen biyoemilebilir

trakeal splint tiretimi bildirilmistir [208]. Yine de, mevcut ilerleme simdilik klinik 6ncesi
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arastirmalarla sinirli oldugu icin, transplante edilebilecek bir doku-organ eldesi heniiz

uygulanabilir degildir [209].

Klinik alanda uygulanabilinmesi icin; in vivo kiiltiirde ¢oziinmezlik, yapisal stabilite,
doku rejenerasyonu ile uyumlu bir bozunma hizi, hiicre biiyiimesinin tesviki ve toksik
olmayan oOzellikler bulunmalidir. Bunlara ek olarak, biyomiirekkepler hiicrelerle
entegrasyonu saglamali ve damarlanmaya izin vermelidir [209]. Ayrica biyobasim
siirecleri diisiiniildiigiinde, basim teknigine gore kimyasal ve biyolojik baglantilar
etkilenebileceginden hiicre canliligi da bu stratejilere gore degiskenlik gosterebilir.
Klinik uygulamada kullanilabilecegi diistintildiigiinde ameliyat siirecine entegre edilen
ve sterilizasyonu koruyan bir yapida bulunmasi da yine ¢oziilmesi gereken sorunlardan

biridir [209].

3B biyobasim teknolojisinin vaaddettigi yeniliklere bakildiginda, doku ve organ nakli,
ila¢ taramalarinda hem test bazinda hem de akilli ila¢c dagitim sistemlerinin gomdilii
oldugu doku iskelesi modellerinde, rejeneratif tip uygulamalarinda devrim yaratacak
potansiyele sahiptir [210]. Biyolojik ve kimyasal baglantilarla basim materyaline
gomiilii hiicrelerin canliliginin siirdiiriilmesi ve basim siirecinin neden olabilecegi
herhangi bir hasar durumundan korunulmas i¢in standardizasyon ve kalite kontrol
yontemlerinin olusturulmasi gerekecektir. 3B basimi yapilan dokular iizerinde
anjiyogenezi gelistirmeye yonelik girisimlerle mikrodamarlara sahip dallanmis sistemler
elde edilmeye calisilmaktadir. Bu damarlasma ihtiyaci doku nekrozunun onlenmesini
saglamaktadir [211]. 3B biyobasim teknolojisinde doku miihendisligi, rejeneratif tip
alanlarina ek kanser arastirmalari, yiiksek verimli tarama ve cip {izerinde organ
cihazlarinin iiretimi gibi alanlar i¢in 6zel yontemler de olusturulmaktadir. Giiniimiizde
3B biyobasimin gelistirilmesi ile 4 boyutlu baskiyla 1s1, ultraviyole, 1s1k, akim, basing ve
diger bir takim dis kaynaklara yanit olarak sekillerini ve islevlerini degistiren “akilli 3

boyutlu basimin” saglanmasi alaninda da ¢alismalar mevcuttur [88, 167].

Klinikteki bir diger zorluk, basarili bir transplantasyonun saglanmasi icin yeteri kadar
stabil ve mekanik olarak sert yapilarin iiretilmesi gerekir. Bunun yani sira elastik yapilar

ise, normal hiicre biiytimesini ve canliligin1 desteklemesi acisindan gereklidir [213].

Basim yapildiktan sonra hiicre ile birlestirme, ardindan olgunlasma icin cesitli biiytime

faktorleri ve gerekli fizyolojik faktorler eklenerek biyoreaktorlerce gerekli olgunlasma

34



saglanabilir. Dogru olgunlasmanin saglanmasi icin dogru hiicre dis1 matriksinin (ECM)
secimi, mekanik yiikleme, olgunlasma siirelerinin sec¢imi, gerekirse bazi takviyeler
yapilmalidir ve bu sekliyle, bir biitiin olarak klinikteki uygulamalarina bakilmalidir

[191].

3B biyobasim uygulamasinda, ¢alisiimak istenen dokuya 0zgii materyal gereksinimi
vardir. Ornegin hiicrelerin uygun proliferasyonunu korumak ve karmasik doku
rejenerasyonunu istenilen oranda sekillendirmek iizere yapilan calismada dokuya 6zgii
olarak kullanilan biyomateryal; Kikirdak Hiicresizlestirilmis Matris (CDM)’dir [214]. Bu
biyomateryalin kullanilma sebebi, hiicrenin yasamini ve hiicre farklilasma ve
olgunlasma evrelerini desteklemek amaciyla hem ihtiyaca uygun fizyolojik bir ortam
hem de hiicreler arasi iletisim ve davranisi anlamak {izere biyokimyasal sinyalleri
saglayan bir hiicre disi matris tiiriine olan ihtiyactir [215]. CDM benzeri bir yapinin
kullanilmasi, 6zellikle doku ici yaralar iizerindeki tiim avantajlarinin yam sira 3B
biyobasim olarak iiretilmesinde bazi zorluklar yasanmaktadir. Ornegin CDM’nin
yumusak yapisi mekanik olarak basimi engeller ve bu yiizden ek malzemeye ihtiyac
duyar [216]. 3B biyobasim teknolojisi, doku ve boyutta degisimin kolaylikla
saglanabilmesi ve dogadaki hazir isleyisi yiiksek bir oranda taklit edebilmesi gibi
avantajlar ile, dogal biyomalzemelerle yapilan ECM’nin hiicre dis1 ortaminin taklidi
saglanir ve birlikte kullanilabilirse giintimiizdeki doku ve organ reddinin biiyiik oranda
Oniine gecilmesi saglanabilir. Bu sebeplerden o6tiirii de ECM’nin bir doku iskelesi gibi
basimina olanak saglayabilmek icin dogal malzemelerle bir kompozit olarak basimi

saglanmalidir [217].

Glinlimiizde, arastirmacilar kiiciik olcekteki fonksiyonel doku-organlarin basimi i¢in
calismaktadir. Bu baglamda calismalar en c¢ok; deri, kalp, bobrek ve karaciger
tizerinedir [25], [207, 219-221]. Fonksiyonel bir dokunun kii¢iik Ol¢cekte de olsa
basilabilmesi sadece hasarli doku onarimini degil ayrica hiicreler arasi iletisim
saglandigi icin insanda toksikolojik ve patofizyolojik sonuglar1 bilinmeyen deneyler i¢in
bir onciil olusturarak hayvan deneylerinin yapilma ihtiyacini biiyiik bir olciide azaltir
[221]. Ayrica, in vivo deneylerin taklit edilebilmesinin zorlugu 3B biyo-basim ile

nispeten giderilmis ve deney dogrulugu iizerinde daha net sonuglar saglamaktadir [27].
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3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Genel Laboratuvar Malzemeleri

Tablo 3.1 Laboratuvar genel malzemeleri

Sarf Malzeme Uretici Firma
1000 wpLlik mikropipet EPPENDORF
1000 V’lik pipet ucu ISOLAB

PVA SIGMA ALDRICH
Sodyum aljinat SIGMA ALDRICH
Kitosan SIGMA ALDRICH
CaCl, MERCK

Giimiis, dispersion SIGMA ALDRICH
AMP DUCHEFA BIOCHEMIE
PBS (pH: 7,4) CHEMBIO
Gluteraldehit MERCK

Asetik asit MERCK

100V beher ISOLAB

Siringa MEDISIN

PVC cilt kapagi SARFF

Desikator ISOLAB
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2 Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Ekipman Uretici Firma

+4 °C Dolap ARCELIK

Hassas terazi PRECISA

Manyetik karistirici HEIDOLPH

Vortex FOUR E'S SCIENTIFIC
Inkiibator BIOSAN TS-100
Inkiibator BIOSAN TS-100
Galkalamal: Inkiibator BIOSAN

Liyafilizator CHRIST

3B yazici 3BOT

Bilgisayar MAC

Viskometre DV-E,Brookfield AMETEK

Yiizey gerilim 6l¢iim cihazi

SIGMA 703D, ATTENSION

Optik Mikroskop ZEISS

SEM EVO LS 10, ZEISS
FTIR JASCO FT / IR-4700
XRD SHIMADZU XRD-6100

Cekme cihazi

SHIMADZU

UV Spektrofotometre

SHIMADZU UV-3600,

3.1.3 Kullanilan Bilgisayar Programlari

e Solidworks
e Simplify3D
e Origin
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3.2 Metod

3.2.1 3B Yazici ile Basimi Yapilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Gesitli konsantrasyonlarda 2 farkli ¢ozelti Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 gosterildigi gibi

hazirlandi ve Tablo 3.5' de belirtilen oranlarla karistirllarak optimizasyonu

gerceklestirmek iizere kullanildi.

Tablo 3.3 PVA-SA oraninin optimizasyonu

Basimu yapilacak doku PVA icerigi SA igerigi
iskelesi orami (Wt. %) (Wt. %)

15 PVA 15 0
15PVA/5SA 15 5
12PVA/8SA 12 8

10PVA/10SA 10 10
8PVA/12SA 8 12
Tablo 3.4 PVA-SA-Ch oraninin optimizasyonu
Basimi yapilacak PVA icerigi SA icerigi Ch icerigi
doku iskelesi orani (Wt. %) (Wt. %) (Wt. %)
10PVA/10SA 10 10 0
10PVA/10SA/5Ch 10 10 S
10PVA/10SA/3Ch 10 10 3
10PVA/10SA/1Ch 10 10 1

Optimum sonuclara gore, 1,0 g PVA tozu, 10 mL distile su icinde 100 ° sicakliktaki

manyetik karistiricida (Wise Stir®, MSH-20 A, Almanya) yaklasik 4 saat siireyle

cozlindiiriilerek elde edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Coziinmiis PVA

Goziime islemi tamamlandiktan sonra, PVA soliisyonu oda sicakligina ulastiginda 1,0 g

SA eklendi ve homojen hale gelene kadar karistirildi (sekil 3.2).

Sekil 3.2 PVA-SA karigimi

Homojen karisim saglandiktan sonra, yeni bir soliisyon hazirlamak icin 0,1 g Ch
tartilarak 10mL distile su ve 200 uL asetik asit icinde cozdiiriildii. Hazirlanan Ch
soliisyonundan 2 ml alinarak PVA-SA iceren soliisyonuna yavasca karistirilarak eklendi.
PVA-SA-Ch karisiminin optimizasyonu saglandiktan sonra Tablo 3-2-3’teki gibi
soliisyonlar hazirlandi. Bu amacla, %0,005, %0,1 ve %1 gibi farkli oranlarda giimiis
nanopartikiil-distile su ¢ozeltisinden 9 mL ve 1 mL AMP iceren 0,1 g Ch soliisyonu

yaklasik olarak 3 saat manyetik karistiricida 1s1 uygulanmadan hazirland: (sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Kitosan - AMP - AgNP karisimi

Bu soliisyonlar, daha sonra PVA-SA soliisyonuna 2mlL alinarak, yavasca karistirilarak
eklendi.

Tablo 3.5 AgNP ve AMP katkili doku iskelelerinin tiretilmesi

Basimi1 yapilmis doku Ch icerigi Ag NP icerigi AMP icerigi
iskelesi oranmi (Wt. %) (Wt. %) (Wt. %)
10PVA/10SA 0 0 0

10PVA/10SA/1Ch 1 %0,005 0
10PVA/10SA/1Ch 1 0,1 0
10PVA/10SA/1Ch 1 1 0
10PVA/10SA/1Ch 1 %0,005 1
10PVA/10SA/1Ch 1 0,1 1
10PVA/10SA/1Ch 1 1 1

Hazirlanan soliisyonlarin fiziksel karakterizasyonunu belirlemek icin yogunluk, ylizey
gerilimi ve viskozite degerleri 6l¢iildii. Yogunluk, 10 mL'lik bir sise yardimiyla 6lciildi

(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Yogunluk 6l¢timii

Yiizey gerilimi, bir kuvvet tansiyometresi kullanilarak olciildi (Sekil 3.5).

) \\\\ »

<

o A

Sekil 3.5 Yiizey gerilimi Ol¢timii
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Viskozite, bir belirlendi (Sekil 3.6). Tim deneyler ortam kosulunda (23 °C)
gerceklestirildi. Her test {i¢ kez tekrarlandi.

Sekil 3.6 Viskozite 6lctimii

3.2.2 Basimu Yapilacak Doku Iskelelerin Tasarimi ve Uretilmesi

Doku iskelesi, Solidworks ile tasarlandi ve ardindan Simplify3d programi ile G
kodlarina doniistiiriildii (Sekil 3.7). Doku iskelesi ise daire bi¢imli 30 mm x 30 mm x 1

mm boyutlarinda olacak sekilde tasarlandi.

Models (double-dick to edit)

[] STAGrnekl
srnek N
Change Position +
o &
~
Yoffset 11,93 e
ZOffset |- '
R o
e s v
Import 2
o e Sze(mm)  Scale (%) L |
| @iz x L
Y _30,UV 3 _51,33 3 1
Processes (double-clck to edit) z -
Uniform Scaling @
Name e
Process] FFF Reset Scale L
w
]
Reset Rotation
G pad ' pekete
¥ Edit Process Setings
 Prepare toPrint Don

Successfully narsed madel with 2876 trianales

Sekil 3.7 Simplify3d yazilimi ile doku iskelesi tasarimi
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3B kompozit doku iskeleleri, ekstriizyon 3B yazici ile iiretildi (sekil 3.8).

Sekil 3.8 3B basim cihazi

Optimizasyonu saglanmis soliisyonlar, 10 ml'lik bir siringaya ytiklendi ve 0,5 mm caplh
igne kullanildi. 3B yazim isleminde bircok farkli parametre degistirildi, dolgu
yogunlugu: %60, toplam katman sayisi: 4, ekstrlizyon carpani: 7. Bu parametreler,
sollisyonun fiziksel karakterizasyonuna gore optimize edildi. Baski Sekil 3.9’daki gibi

tamamlandiktan sonra, ilk capraz baglama islemi bir kez %5’lik CaCl, ile piiskiirtiildii.

Sekil 3.9 Basim sonucu doku iskelesi
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Daha sonra bir desikatorde 5 ml GTA buhar icinde 37 °C'de 4 saat capraz baglandi
(Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Basimi tamamlanan 6rneklerin desikatérde capraz baglanmasi

Son olarak, doku iskeleler -20 °C'de sakland:.

3.2.3 Doku iskelelerinin Fourier-doniistiiriilmiis kizil6tesi (FT-IR) analizi

FT-IR spektroskopi analizi, 3B basim1 yapilmis doku iskelelerinin fonksiyonel gruplarini
belirlemek icin gerceklestirildi (Sekil 3.11). Olciimler, oda sicakhiginda (23 °C) iletim
modunda 4000-400 cm™* araliginda gerceklestirildi ve 4 cm™ ¢oziiniirliikte 32 taramanin

ortalamasi alindi.

Sekil 3.11 FT-IR cihazi
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3.2.4 Doku Iskelelerinin X Isim Kirinim Analizi (XRD)

Kristal yapilarini gozlemlemek i¢in her farkli numunenin XRD analizi yapilmistir (Sekil
3.12). 20 tarama kapsami, oda sicakliginda (25 °C) ve kirinim modeli 10° ile 80°

arasinda kaydedilmistir

,_//

CiHAZA DOKUNMAYIN
"

Sekil 3.12 XRD cihaz1

3.2.5 Doku iskelelerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiilenmesi

Doku iskelelerinin morfolojik karakterizasyonu SEM kullanilarak incelenmistir (Sekil
3.14). Goriintiilemeden 6nce numuneler, kaplama cihazi ile 2 dakika boyunca altin-

paladyum ile piiskiirtmeyle kaplanmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Au/Pd kaplama cihaz1 Sekil 3.14 Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM)

3.2.6 Doku iskelelerinin Mekanik Testi

Uretilmis doku iskelelerine mekanik test olarak cekme testi gerceklestirilmistir. Her
cekme testi numunesinin boyutlari, bir dijital mikrometre kullanilarak 6lciilmiistiir. 3B
doku iskele 6rneklerinin gerilme mukavemeti ve gerilmesi, 6zel bir yazilim calistirilarak
bir cekme test cihazi kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.15). Tiim numuneler, oda

sicakliginda (23 °C) kirilma noktasina kadar hiz testine tabi tutuldu.

Sekil 3.15 Mekanik test cihazi
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3.2.7 Doku Iskelelerinin Degredasyon Davramslarinin Olciilmesi

3B doku iskelelerinin, 7inn vitro bozunma calismasi 37 ° C'de PBS soliisyonunda (pH 7.4)
gerceklestirilmistir. Deney boyunca 2 ml PBS icine yerlestirilen 8 farkli doku iskele
numunesi 37 ° C inkiibatorde bekletildi. iskelelerin ilk agirliklart (Wo) ilk giin o6lciildi
ve numuneler once bir saat liyafilizatérle, dondurularak kurutulduktan sonra tartildi

(sekil 3.16). Bozunma indeksi denklem [222] kullanilarak hesaplandi.

Sekil 3.16 Liyafilizator cihazi ile kurutma islemi

3.2.8 In vitro AMP ve Giimiis Nanopartikiillerinin fla¢ Salim Profillerinin Belirlenmesi

Ik olarak, dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturmak icin 5 farkli konsantrasyonda
(0,25, 0,5, 1, 1,5 ve 2 pg / mL) farkli oranlarda AMP ve giimiis nanopartikiil ¢ozeltileri
hazirlandi. Analiz, farkli oranli kompozit yapi iskeleleriyle AMP ve giimiis
nanopartikiiliin salim kinetigini arastirmak icin yapildi. Kompozit yap: iskeleleri, her
biri ortalama 5 mg agirhginda kesildi. Ila¢ salim kinetigini degerlendirmek icin 1 giin

boyunca 1 mL PBS (37 ° C'de pH 7.4) icerisine daldirildi. Kompozit yap1 iskeleleri icin,
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planlanan zamanlarda (15 dakika, 45 dakika, 2 saat, 3 saat, 5 saat, 24 saat) PBS, her
numuneden cikarildi ve salim testine devam etmek i¢in tekrar 1 mL taze PBS eklendi

(Sekil 0.2).

oarTeE Jew O,
aarea 260 37,0

Sekil 3.17 Calkalamal: inkiibator cihazi

AMP ve AgNP salim profilini analiz etmek icin UV spektroskopisi kullanildi (Sekil 0.3).
Iskelelerin antibiyotik ve nanopartikiil salim davranislar1 birinci dereceden modele gore

analiz edildi.

Sekil 3.18 UV spektroskopi cihazi
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3.2.9 Antibakteriyel Test

Her farkli numune icin 7in vitro antibakteriyel aktiviteler incelenmistir. Disk difiizyon
yontemi ile Gram-pozitif S. aureus (ATCC 29213) bakterisine karsi antibakteriyel
aktivite deneyi yapildi. Mueller-Hinton Broth (Sigma Aldrich, ABD) icinde S.aureus
bakterisinin 16 saatlik kiiltiirii, ayn1 Broth icinde bakteriyel siispansiyonlar hazirlamak
icin kullanild: ve 0.5 McFarland tiirbidite standardina (1-2 x 10°) ayarlandi. Diskler
kompozit yap1 iskelelerinden kesildi. Diskler, bakteri ekilmis Mueller -Hinton agar
plakalarinin yiizeyine yerlestirildi. Ampisilinli disk (2 ng), S.aureus igin pozitif kontrol
olarak kullanildi. 37 °C'de 18 saatlik inkiibasyonun ardindan disklerin etrafindaki
biiylime inhibisyon bolgeleri olciildi ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
(EUCAST) kriterlerine gore degerlendirildi.

3.2.10 Hiicre Canlilik Testi

Hiicre-malzeme etkilesimlerini ve cesitli miktarlardaki kompozit yapi iskelelerinin
farkliliklarin1 gérmek icin, bes numarali pasajda fare fibroblast hiicre hatt1 kullanildi.
Tim hiicre kiltirid testleri icin kullanilan ortam, DMEM, FBS (%10), penisilin,
streptomisin soliisyonu (%1) ve L-glutamin (%1 h / h) icerigine sahiptir. Kompozit yapi
iskeleleri 5 mm capinda dairesel sekillerde kesildi. Ardindan malzemelerin bir saat UV
uygulamasi ile sterilizasyonu saglandi. 3B basilan kompozit yapi iskeleleri, 96 kuyulu
plakalara yerlestirildi ve fare fibroblast hiicreleri, hazirlanan yapi iskeleleri iizerine
ekimi saglandi. Ayrica TCPS (doku kiiltiirii polistireni) kontrol olarak kullanildi. Hiicre

ekimi yapilan kompozit yapi iskeleleri, bir hafta siireyle 37 ° C inkiibatorde tutuldu.

Fibroblast (L929) hiicrelerinin 3B baskili kompozit yap1 iskeleleri iizerindeki hiicre
canliligi, ilk ekimin, ilk giiniiniin sonundan baslayarak ve ardindan dordiincii giinlerin
sonunda renk olctimlii 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT)
deneyi ile kantitatif olarak belirlendi (Sekil 3.19). inkﬂbasyon siiresinden sonra,
kuyucuklarin icindeki besiyeri uzaklastirildi ve kompozit yap: iskeleleri ii¢ kez PBS
soliisyonu ile yikandi. Yeni yikanan numunelere 90 ul taze besiyeri ortami ve 10 uL
MTT cozeltisi (PBS c¢ozeltisi icinde 5 mg / mL) ilave edildi ve 3 saat siire ile bir
inklibatorde tutuldu. MTT'nin canli hiicreler tarafindan indirgenmesi ile olusan
formazan kristalleri ortami mor bir renge doniistiirdii. Yapi iskeleleri {izerindeki ortam

atildi1 ve numuneler temiz kuyulara alindi ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in
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numunelere 200 uL. DMSO konuldu ve 1 saat daha inkiibatérde tutuldu. Son olarak,

kuyulardan besiyeri ortam alind1 ve ¢ozeltinin absorbans degerleri 540 nm'de o6lciildii.

Sekil 3.19 Hiicre canlilik analizi i¢in spektroskopi 6lciim 6ncesinde mikrotitrasyon
kabindan alinan goriintii

Hiicre canlilik analizi uygulanan 6rnekler aym1 zamanda SEM’de incelenmistir. SEM

analizi 6ncesinde iskeleler Pt ile kaplanmustir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 SONUC

4.1.1 Polimer Cozeltilerinin Fiziksel Karakterizasyonu

Bu calismada, cozeltilerin viskozitesi, yogunlugu ve yiizey gerilimi gibi reolojik

ozellikleri incelenmis ve Tablo 4.1'deki gibi optimize edilmistir.

Ekstriider 3B baskida en 6nemli nokta hidrojelin viskozitesidir. Ciinkii bir hidrojelin 3B
baski yapilabilmesi i¢in ekstriiderden kolaylikla akmasi ve ignenin tikanmasina neden
olmamasi gerekir. Ayrica viskozite oraninin 3B baski i¢in katman katman optimum
olmasi gerekir, bu, istenilen dokuya 6zgii boyutlarda gézenek capinin belirlenmesi i¢in
cok onemlidir. Bir diger 6nemli nokta ise, yiizey gerilimi ile dogru orantili olmasidir.
Ozellikle basin¢ esasli 3B basimda yiizey gerilimi optimum oranda degilse igneyi
tikayabilir veya damlama seklinde olacagindan 3B basima izin vermeyen bir yapi1 haline
gelir. PVA-SA igin optimum yogunluk, viskozite ve yiizey gerilimi o6zellikleri
hesaplandiktan sonra, farkli oranlarda Ch eklenerek nihai soliisyon olusturulmustur. Ch
orani, polimer karisiminin 3B olarak basilabilmesi icin diisiik tutulmustur cilinkii Ch,
SA'nin dogal capraz baglayicidir [223]. SA'nin iki degerlikli katyonlar1 baglama ve
hidrojel olusturma kabiliyeti nedeniyle, CaCl, gibi kalsiyum tuzlar1 tibbi uygulamalar
icin capraz baglama maddesi olarak kullanilir [224]. Bu sebeple, basim islemi
tamamlandiktan sonra sprey olarak 1 defa CaCl, sikilarak capraz baglama islemi
yapilmistir. Ayrica, PVA, SA ve Ch'nin ortak capraz baglayicis1 GTA'dir [225-227].
Polimerleri bircok farkli yontemde GTA ile capraz baglamak miimkiin olsa da, GTA
buharinin giivenli oldugu gosterilmistir [227]. 3 polimerin de capraz baglayacisi
oldugundan ve sprey, daldirma dibi yontemlerin disinda en giivenli ¢apraz baglama
yontemi GTA buharinda bekletmek oldugundan ii¢iinciil ¢apraz baglayici ajan olarak

kullanilmstir.
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Tablo 4.1 Fiziksel test sonuclari

Soliisyonun
Konsantrasyonu

Yogunluk (g/cm?®)

Yiizey Gerilimi
(mN/m)

Viskozite (mPa.s)

10 wt. % PVA
10 wt. % SA

1,148

149,287

783

1 wt. % Ch

1,031

36,67

457

1 wt. % Ag NP
1 wt. % Ch

1,023

49,13

486

0,1 wt. % Ag NP
1 wt. % Ch

1,015

55,06

450

%0,005 Ag NP
1 wt. % Ch

1,001

54,14

241

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
1 wt. % Ch

1,238

343,48

764

10 wt. % PVA
10 wt. % SA

1 wt. % Ag NP
1 wt. % Ch

1,241

333,68

780

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
0,1 wt. % Ag NP
1wt. % Ch

1,203

335,39

746

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
20,005 Ag NP
1 wt. % Ch

1,192

338,70

730

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
1 wt. % Ag NP
1 wt. % AMP
1 wt. % Ch

1,295

341,05

766

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
0,1 wt. % Ag NP
1 wt. % AMP
1 wt. % Ch

1,277

349,17

782

10 wt. % PVA
10 wt. % SA
%0,005 Ag NP
1 wt. % AMP
1 wt. % Ch

1,223

349,87

736

52




4.1.2 Doku Iskelelerinin Kimyasal Analizi

Hazirlanan 3B basilmis kompozit doku iskelelerinin fonksiyonel gruplarini incelemek
icin FTIR analizi yapilmistir. Sonuclarin grafiksel gosterimi sekil 4.1°de
gosterilmektedir. PVA-SA, PVA-SA-Chitosan, PVA-SA-Chitosan-farkli oranlarda giimiis
nanopartikiil ve PVA-SA-Ch-giimiis nanopartikiil-AMP kompozit iskelelerin egrisinde
PVA-SA ile iligkili kizil6tesi spektrumlar gozlendi. PVA-SA iligkili iskeleler icin -OH'in
karakteristik zirveleri yaklasik 330,16 cm™'dir ve ayrica -COO zirvesi neredeyse 1608
cm” ve 1415 cm™de bulunur. CH, 2944.77 cm"'de meydana gelir ve -CHO 2904.73-
2831.30cm™"'dir [228]. Yaklasik 1600 cm''de Ch amin grubunun spesifik pikleri
mevcuttur ve ayrica benzer sekilde, sonuclarimiz Kemal ve ark. Ch kompozit hidrojel
spektrumundaki gibidir [229]. Glimis nanopartikiiliin IR spektrumunda absorpsiyon
gosterir ve 3422, 2921, 2856, 1743, 1631, 1450, 1377, 1240, 1043 ve 596 cm™'de

kapatma ajaninin varligimi gosterir [230]. AMP, C = O-laktam gerilmesinden dolay1

4000 2000 1000 4

dalga sayis1 (cm™?)

1s0 V-
II1. A

o
4000 2000 1000 400

dalga sayis1 (cm™)

0 a
400 2000 1000 4

dalga sayis1 (cm™)

Sekil 4.1 FT-IR analizi: (a-I) PVA-SA, (a-II) PVA-SA-Ch, (a-III) PVA-SA-Ch-
%0,005 Ag NP, (a-IV) PVA-SA-Ch-%0,005 Ag NP-AMP; (b-I) PVA-SA, (b-II) PVA-
SA-Ch, (b-III ) PVA-SA-Ch-%0,1 Ag NP, (b-IV) PVA-SA-Ch-%0,1 Ag NP-AMP; (c-

I) PVA-SA, (c-I) PVA-SA-Ch, (c-III) PVA-SA-Ch-%1 Ag NP, (c-IV) PVA-SA-Ch-
%1 Ag NP-AMP
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1730-1720 cm™ bolgesinde bir absorpsiyon zirvesi gosterir. Ayrica, 1664 ve 1560

cm''deki zirveler, sirasiyla C = O amid germe ve NH amid gruplarina aittir [229].

4.1.3 Doku iskelelerinin X Isitn1 Kirmim Analizi

XRD, hazirlanan 3B baskili kompozit yapi iskelelerinin kristal yapisinin dogasini
dogrulamak icin kullanilir. PVA-SA zirveleri 26 = 22 ° ve 27 ° 'de gozlemlenir. Sekil
4.2 ave b, Ch, PVA-SA'ya eklendiginde 2 farkli pik gosterir, bunlar yaklasik 26 = 9.63°
ve 20.53”te Ch yapisun semi-kristalin yapisinda olmasindan dolay1 bu pikler kristal-I
ve kristal-II ile iliskilidir [231]. Sekil 4.2 c'ye bakildiginda, digerlerie gore yogun glimiis
nanopartikiilii iceren doku iskelesi, 260 = 19,8° degerinde Ch piki gostermektedir. Bu,
tipki literatiirde oldugu gibi, yiiksek oranda giimiis nanopartikiiller eklendiginde yar1

kristal ~ yapinin  yiiksek  kristallige  degistigini = gostermektedir = [232].
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Sekil 4.2 XRD analizi: (a-I) PVA-SA, (a-II) PVA-SA-Ch, (a-III) PVA-SA-Ch-%0,005 Ag
NP, (a-IV) PVA-SA-Ch-%0,005 Ag NP-AMP; (b-I) PVA-SA, (b-II) PVA-SA-Ch, (b-III )
PVA-SA-Ch-%0,1 Ag NP, (b-IV) PVA-SA-Ch-%0,1 Ag NP-AMP; (c-I) PVA-SA, (c-II)
PVA-SA-Ch, (c-III) PVA-SA-Ch-%1 Ag NP, (c-IV) PVA-SA-Ch-%1 Ag NP-AMP
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Sekil 4.2 a ve b'de gosterildigi gibi, kristallesme pikleri AgNPmnin tiim XRD
modellerinde gozlenmemistir, bunun nedeni kompozitte kullanilan nanopartikiil
ylizdesinin cok diisiik olmasi nedeniyle Ol¢timiin gosterilmemesi olabilir. 26 = 37,8 °
AMP katkili kompozit hidrojelde ortalama boyuttur ve bu, XRD sonuclariyla uyumludur
[233].

4.1.4 Doku iskelelerinin Morfolojik Analizi

Uretilen 3B baskili kompozit iskelelerin morfolojisi SEM ile goriintiilenmistir.
Orneklerin her biri 1mm 6lcege kadar biiyiitiilerek por boyutu ve diizeni incelendi. Her
numunenin capi ol¢ildi ve Sekil 4.3’teki SEM goriintiisti kullanilarak doku iskelenin
ortalama gozenek boyutlar1 histogram grafikleri kullanilarak belirlendi. Por boyutlari

yaklasik olarak 1000-1400 um olarak olciildii. Bu por boyutlari, bilgisayar tizerinde

Simplify3D programi ile calisilan dokuya gore istenilen oranda biiyiitiip kiiciiltiilebilir.

Sekil 4.3 SEM goriintiileri - Histogram grafikleri: a) PVA-SA, b) PVA-SA-Ch, c) PVA-SA-
Ch %0,005 AgNP, d) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP, e) PVA-SA-Ch %1 AgNP, f) PVA-SA-Ch
%0,005 AgNP-AMP, g) PVA-SA-Ch %0,01 AgNP-AMP, h) PVA-SA-Ch %1 AgNP-AMP
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Sekil 4.3 devami SEM goriintiileri - Histogram grafikleri: a) PVA-SA, b) PVA-SA-Ch, c¢)
PVA-SA-Ch %0,005 AgNP, d) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP, e) PVA-SA-Ch %1 AgNP, f) PVA-SA-Ch
%0,005 AgNP-AMP, g) PVA-SA-Ch %0,01 AgNP-AMP, h) PVA-SA-Ch %1 AgNP-AMP
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4.1.5 Doku Iskelelerinin Mekanik Testi

Cekme testleri, kopmada uzama (%) degerleri ile Tablo 4.2'de gosterildigi gibi oda
sicakliginda 3B kompozit doku iskeletlerinin mekanik 6zelliklerini karakterize etmek
icin gerceklestirilmistir. Cekme testi dayaniminin belirlenmesi, {iriiniin esnekligini
anlamak acisindan c¢ok onemlidir. Degerler karsilastirildiginda, en diisiik gerinim
degerine sahip numunenin %0,005 AgNP iceren kompozit bir iskele numunesi oldugu
gorilmiistiir. Bu 6rnege AMP eklendiginde gerinim degerinin 6nemli 6lciide arttigi
gozlendi. Sadece nanopartikiil iceren kompozit iskeleler ile ila¢ ve nanopartikiil yiikli
kompozit iskeleler karsilastirildiginda, ilag ilavesinin hem gerinim degerlerini hem de
gerilme mukavemetini artirdig1 belirlendi. Farkli oranlardaki nanopartikiiller
karsilastirildiginda kompozit doku iskele Orneklerinde nanopartikiill orani arttikca

gerinim degerinin arttig1 belirlendi.

Tablo 4.2 Mekanik test sonuglari

Gerilme direnci Gerilme kirilmasi
Numune adi (MPa) (%)
PVA-SA 0,021 = 0,008 6,778 = 1,487
PVA-SA-Ch 0,038 = 0,019 5,466 = 1,038
PVA - SA - Ch - %0,005 0,045 = 0,018 3,768 = 1,401
AgNP
PVA — SA — Ch - %0,1 0,027 = 0,013 7,209 = 4,085
AgNP
PVA — SA — Ch - 1% AgNP 0,050 = 0,014 8,547 = 3,002
PVA - SA - Ch - %0,005 0,065 = 0,017 8,307 = 2,764
AgNP - AMP
PVA - SA - Ch - %0,1 0,054 = 0,024 6,504 = 0,191
AgNP - AMP
PVA — SA — Ch - 1% AgNP 0,036 = 0,019 9,057 = 7,924
- AMP
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4.1.6 Doku Iskelelerinin Degredasyon Davramslarmin Ol¢iilmesi

Bozunma testi, pH 7.4 ve 37 ° C olan PBS icinde her numune icin gerceklestirildi.

Numueler parcalanana kadar her giin yas ve kuru agirliklar1 Olciilmiistiir ve dekleme

gore Sekil 4.4’deki grafik cizilmistir.

Ornekler karsilastirildiginda en diisiik parcalanma oranminin nanopartikiil icermeyen

orneklerde oldugu ve nanopartikiil orani arttikca malzemenin PBS'deki bozunma

siiresinin arttig1 gortldi. Sekil 4.4'de goriilebilecegi gibi, ila¢ katki maddeleri iceren

kompozit iskeleler en yiiksek mukavemete sahiptir, bu da ila¢ ve yiiksek nanopartikiil

ylizdesi kullanildiginda bozunma siiresinin 6énemli 6l¢lide uzadigini gosterir.
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4.1.7 Hiicre Canlilik Testi

Kompozit doku iskeletlerinin hiicre canliligi, hiicre ekiminden 1 ve 4 giin sonra
incelendi ve sonuclar Sekil 4.5 'te gosterildi. Hiicre canliliginin, 1. giin inkiibasyonda
kontrol grubundan daha yiiksek oldugu ve PVA-SA-Ch'de maksimum canliliga sahip
oldugu goriildii. Farkli oranlarda nanopartikiil katkili kompozit yapi iskeleleri
arasindaki hiicre canlilig1 karsilastirildiginda, nanopartikiil orani azaldikcahiicre
canliligina olumsuz etkinin de azaldigi gozlemlenmistir.Antibiyotik ve nanopartikiil
katkili kompozit doku iskelelerinde hiicre canliliginin en yiiksek seviyede %0,1 AgNP
iceren numunede korundugu gorillmiistir. 4. giindeki inkiibasyon sonucuna
bakildiginda, antibiyotik yiiklii iskelelerin canlilik seviyesinin 1. giine gore daha iyi
korundugu goézlendi (% 0,1 AgNP haricinde). Nanopartikiil iceren ancak antibiyotik
icermeyen Ornekler kendi aralarinda degerlendirildiginde ve nanopartikiil oranlarina
gore canliik karsilastirildiginda, Sekil 4.5 'te de goriilebilecegi gibi, 1. gilin
inkiibasyonun aksine nanopartikiil oraninin hiicre canlili§ina olumsuz etkisinin azaldig1
gozlenmistir. 4. giin hiicre canliligina bakildiginda ve AMP ve nanopartikiil iceren
numuneler karsilastirildiginda, %1 giimiis nanopartikiil iceren numunenin en iyi
canlilik yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir. Yiiksek diizeyde antibiyotik ve giimiis
iyonlar1 kullanimi yerine, diisiik antibakteriyel ajanlar ve dogal polimerler ile cok daha

etkili bir yara sargisi tasariminin basarisi icin bu sonug¢ 6nemlidir.
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Sekil 4.5 Hiicre Canlilik Grafigi

Hiicre canlilik analizi uygulanan 6rnekler SEM’de incelenmis ve goriintiileri Sekil 4.6'da

verilmistir.

Sekil 4.6 Hiicre canlilik testi sonrasinda doku iskelelerinin SEM goriintiisti a) PVA-
SA-Ch %0,005 AgNP (6lcek cizgisi: 100um), b) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP (6l¢cek
cizgisi: 10um), ¢) PVA-SA-Ch %1 AgNP (0lcek cizgisi: 20um), d) PVA-SA-Ch
%0,005 AgNP- AMP (6lcek cizgisi: 10um), e) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP- AMP (6lcek
cizgisi: 10um), f) PVA-SA-Ch %1 AgNP- AMP (6lcek cizgisi: 2um)
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Sekil 4.6 devami Hiicre canlilik testi sonrasinda doku iskelelerinin SEM goriintiisii a)
PVA-SA-Ch %0,005 AgNP (0lcek cizgisi: 100um), b) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP (6l¢cek
cizgisi: 10um), ¢) PVA-SA-Ch %1 AgNP (6lcek cizgisi: 20um), d) PVA-SA-Ch %0,005
AgNP- AMP (6lgek cizgisi: 10um), e) PVA-SA-Ch %0,1 AgNP- AMP (6lcek cizgisi:
10um), f) PVA-SA-Ch %1 AgNP- AMP (Olgek ¢izgisi: 2um)

4.1.8 Kompozit Doku Iskeleleri i¢cin Antibakteriyel Test Sonuclar

Islevsel bir yara ortiisiiniin sagladig: iistiin 6zelliklerden biri, yara ve yara bélgesini
bakterilerden korumaktir. Kompozit doku iskeletlerinin antibakteriyel aktivitesi, disk

difiizyon testi ile belirlenmis ve sonuclar sekil 4.7 'de gosterilmistir
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Sekil 4.7 Antibakteriyel test sonuclari: I) PVA - SA, IT) PVA - SA - Ch, III) PVA -
SA - Ch - %0,1 AgNP, IV) PVA - SA - Ch - %0,1 AgNP - AMP

Kompozit doku iskelelerinin antibakteriyel aktivitesi, S.aureus (ATCC 29213) bakterisi
kullanilarak incelendi. PVA / SA filmlerinin besi ortami ile etkilesimde oldugu
bolgelerde de bakteriyel iireme gozlenmis; bunun sonucu olarak S.aureusa karsi
antibakteriyel aktivitesinin olmadigi sonucuna varilmistir [234]. Aym sekilde sadece
Ch iceren doku iskelesi yapilarinin da antibakteriyel aktivitesinin olmadig1 sonucu
gozlenmistir. Antibiyotik ve %0,1 oraninda nanopartikiil iceren 6rnegin ise gram
pozitif bir bakteri olan S.aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesinin oldugu gozlenmistir.
Optimizasyonu gerceklestirilmis ve kombinasyon halinde uygulanan antimikrobiyal
yaklasimlarda giimiis nanopartikiiller énem kazanmaktadir. Ozellikle kombine halde
kullanilan ve artirilmis antimikrobiyal etkinlige sahip yaklasimlarda diisiik antibiyotik
miktarinin daha yiiksek bir antimikrobiyal etkinlik sagladigi, tersi durumda
antibiyotigin nanopartikiiliin etrafin1 -bir anlamda- kaplayarak etkisini azaltigi

bildirilmistir. [235].
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4.1.9 Kompozit Doku iskelelerinden AMP ve AgNP Salinimi

Kompozit doku iskeleleri icin 7n vitro ilag salim kinetik deneyleri, farkli oranlarda
nanopartikiil ve AMP katkili birinci dereceden modele gére gerceklestirildi. Ik olarak,
her farkli nanopartikiil ve AMP icin 15 dakika, 45 dakika, 2 saat, 3 saat, 5 saat, 24 saatte
alinan UV olciimleri ile kalibrasyon egrisi grafikleri Excel ve Origin programlari

kullanilarak cizildi (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.8 AMP kalibrasyon egrisi grafigi
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Sekil 4.11 %1 AgNP kalibrasyon egrisi grafigi

Gizilen grafiklere gore uygun dalga boyutu secildi. AMP icin 205,8 absorbans degeri ve
AgNP’ler icin ise 190 absorbans degerleri secildi. Kiimiilatif ila¢ salim grafigini
cizebilmek i¢in her biri icin kalibrasyon dogrusu cizilerek R degeri ve denklemler elde
edildi (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15). R* degeri farkli absorbans

degerleri icin denenmis ve R*>=1’e en yakin sonuca gore alinmistir.
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R* ve denklemler nihai salimin kiimiilatif emisyon oralarinin belirlenmesi icin
kullanild1 (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19). Salim profilleri, viicudun
fizyolojik kosullar: taklit edilerek yapilmasi icin PBS ve 37 C'de o6lciildii. Kiimiilatif
emisyon grafiklerine bakildiginda sadece sekil 4.17’de antibiyotigin nanopartikiil salim
hizini arttirdig1 gosterilmistir. Sekil 4.18 ve 4.19’a bakildiginda ise, salim hizi ve salim

miktar1 antibiyotik varliginda azalmistir.
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Sonu¢ olarak, gelismis yara ortiileri, Ozellikle kronik hastalar icin cok Onemli bir
potansiyele sahiptir. Bu tez calismasinda, 3B baski yontemi ile yarali deri dokusunda
kullanilmak tizere, PVA, SA, Ch, AgNP ve AMP icerikli kompozit bir hidrojel yapisi
Uiretilmistir. Kompozit hidrojel yapisinin yam1 sira farkli oranlarda gilimiis
nanopartikiillerin etkisi de arastirilmistir. Kronik yaralarin gec iyilesmesinde en 6nemli
faktor olan bakteriyel enfeksiyonlar, AMP ve glimiis nanopartikiiller gibi antibakteriyel

ajanlar ile onlenecek ve bunun sonucunda yara daha hizli iyilesecektir.

Fiziksel 6zellikler icin 3B basimdan dnce yogunluk, viskozite ve yilizey gerilim oranlari
Olciilmiistiir ve bu degerlere gore basilabilir soliisyonlar 3B yazici vasitasiyla
basilmistir. Doku iskelesinin mekanik dayanimini arttirmak ve bozunma siiresini
arttirmak icin capraz baglayicilar kullanilmistir. Bu hususta, SA'nin COO- grubu ile
Ch’nin NH, arasinda dogrudan bir etkilesim gozlenmistir. SA'in yayilma o6zelliginin
ontine gecmek icin basimdan hemen sonra %5’lik CaCl, sprey seklinde sikilmistir ve

tim basilan doku iskeleleri PVA'y1 fiziksel olarak capraz baglanmasi icin -20’de
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saklanmistir. Ayrica PVA, SA ve Ch’nin ortak capraz aglayicisi GTA buhari da
kullanilmistir. Capraz baglama islemlerinden sonra malzemenin mekanik 6zelliklerinin
tespit edilmesi icin cekme testleri uygulanmistir. Porlarin esit biyiikliikte olup
olmadigin1 ve morfolojik analizleri icin SEM goriintiileri incelenmistir. Doku iskelesi
icerisindeki her bir polimerin spesifik kimyasal gruplarinin analizi FTIR kullanilaraak
saglanmis ve doku iskelesindeki varligi kanitlanmistir. %0,005 ve %0,1 gibi diisiik
oranlarda bulunan AgNP’ler XRD’de direkt olarak tespit edilemese de Ch’nin diisiik
AgNP varliginda semi-kristalin yapisinda analiz edilmesi ve %1 oraninda AgNP
kullanildiginda ise kristal forma gectigi, bu sayede de varh@ kanitlanmustir. /nn vitro
sitotoksisite Ozellikleri icin MTT metoduyla hiicre canlilik testi yapildiginda
nanopartikiill orani1 arttiginda hiicre canliligina olumsuz etkisisnin olmadigi
goriilmiistiir. Gram-pozitif bir bakteri tiirii olan S.aureus'a kars1 antibakteriyel test disk
difiizyon metoduyla yapildiginda, antibiyotik ve nanopartikiil iceren doku iskelesenin
beklenildigi gibi antibakteriyel 6zellikte oldugu gosterilmistir. Antibiyotik ve
nanopartikiil salim profilleri zamana gore UV cihazi ile belirlenmistir ve bu salim

profilleri baz alinarak kiimiilatif ila¢ salim grafikleri hazirlanmistir.
Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, giimiis nanopartikiil ve AMP katkili 3B basim1

yapilan kompozit yap1 iskeleleri, kronik yaralara sahip hastalar i¢in oldukca umut

vericidir.
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