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OZET

Bakteriyel Seliilloz Temelli Doku Yamasinda Kok Hiicre
Tutunmasinin Gosterilmesi

Ezgi AKYILDIZ

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danigman: Dog. Dr. Nelisa TURKOGLU LAGIN

Biyomalzemeler, hasarli doku ve organlarin onarilmasi amaciyla kullanilan
biyouyumlu malzemelerdir. Tarihin eski zamanlarindan itibaren kullanim érnekleri
olan biyomalzemelerin glinimiizde de pek ¢ok kullanim alani vardir. Dogal ve
sentetik kaynakli biyomalzemelerin, yiiksek biyouyumluluga ve mekanik
dayanikliliga sahip olmalar1 gerekmektedir. Hedef dokuya uygun o6zelliklerde
tasarlanan biyomalzemeler ayni zamanda dogal hiicre dis1 matrisi taklit ederek
hiicre tutunmasini ve c¢ogalmasini destekleyen 0Ozellikte olabilmektedir. Dogal
kaynakli biyomalzeme oOrneklerinden olan bakteriyel seliilloz bir hiicre disi
polisakkarittir. Bakteriyel seliiloz biyouyumluluk, esneklik ve hidrofiliklik gibi
ozelliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle hedef dokular ile uyumluluk saglayabilmekte

ve biyomalzeme olarak tercih edilmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda uygun morfolojik 6zelliklere sahip bakteriyel seliiloz elde
edilmesi ve bakteriyel seliiloz temelli doku yamasi iizerinde kok hiicre tutunmasina

model olarak hiicre tutunmasinin gosterilmesi amaglanmistir.

Yapilan tez calismasinda Acetobacter xylinum bakterisi kullanilarak bakteriyel
seliloz sentezlenmesi saglanmistir. Uretilen bakteriyel selilloz temelli

membranlarin  karakterizasyonu yapilmistir. Uretilen bakteriyel seliilozlarin

xiil



morfolojik 6zelliklerini belirlemek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM), termal
ve kimyasal oOzelliklerini belirlemek igin ise fourier doniisim kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) ve termogravimetrik (TG) analiz kullanilmistir. Hazirlanan
bakteriyel seltilozlar tizerinde hiicre tutunmasinin incelenmesi icin HEK293 insan
embriyonik bobrek hiicre hatti kullamilmistir. MTT analizi ile bakteriyel seliiloz
tizerinde HEK293 hiicrelerinin tutunmasi gozlemlenmis ve kontrol grubuna gore
hiicre tutunmasi1 degerlendirilmistir. Kok hiicre tutunmasina model olarak
bakteriyel seliiloz temelli doku yamasinda HEK293 hiicre tutunma kapasitesinin

incelenmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyomalzeme, biyouyumluluk, bakteriyel seliiloz, kok hiicre

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Demonstration of Stem Cell Attachment on a Bacterial
Cellulose-Based Tissue Patch

Ezgi AKYILDIZ

Department of Moleculer Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU LACIN

Biomaterials are biocompatible materials used to repair damaged tissues and
organs. Biomaterials have been used since ancient times and their usage areas are
quite wide today. Biomaterials of natural and synthetic origin are required to have
high biocompatibility and mechanical strength. Biomaterials designed with
properties suitable for the target tissue can also be capable of supporting cell
attachment and proliferation by mimicking the natural extracellular matrix.
Bacterial cellulose, which is one of the natural source biomaterial examples, is an
extracellular polysaccharide. Bacterial cellulose can provide compatibility with
target tissues and is preferred as a biomaterial due to its high properties such as

biocompatibility, flexibility, and hydrophilicity.

In this thesis, it is aimed to obtain bacterial cellulose with appropriate
morphological properties and to demonstrate cell attachment as a model for stem

cell attachment on bacterial cellulose-based tissue patch.

In the thesis study, bacterial cellulose was synthesized by using Acetobacter xylinum
bacteria. Characterization of the produced bacterial cellulose-based membranes
was performed. Scanning electron microscopy (SEM) was used to determine the

morphological properties of the produced bacterial celluloses, and fourier
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transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermogravimetric (TG) analysis were
used to determine their thermal and chemical properties. HEK293 human
embryonic kidney cell line was used to examine cell adhesion on prepared bacterial
celluloses. Adhesion of HEK293 cells on bacterial cellulose was observed by MTT
analysis and cell attachment was evaluated relative to the control group. As a model
for stem cell adhesion, it was aimed to examine the cell adhesion capacity of HEK293

in bacterial cellulose-based tissue patch.

Key words: Biomaterial, biocompatibility, bacterial cellulose, stem cell

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Biyomalzemeler biyouyumluluk gosteren dogal veya sentetik kaynakli
malzemelerdir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda viicutta hasarl
dokularin iyilestirilmesinde, fonksiyonlarinin arttirilmasinda veya iskele olarak
kullanilan biyomalzemelerin, hedef dokuya fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
uyum saglayacak sekilde sentezlenmeleri gerekmektedir. Gectigimiz 40 yilda
biyouyumluluk ve mekanik dayanikhilik yoniinden en uygun biyomalzemenin
gelistirilmesi i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmistir ve biyomalzemelerin zaman iginde
bozunmas1 ile olusan toksik ve mutajenik etkilerin olusmasi engellenmesi
amag¢lanmistir. Bu konuda birgok calisma yapilsa da insan viicudunda toksik etki
olusturmayacak ve yiizde yiiz biyouyumluluk gosteren bir biyomalzemenin elde
edilmesi olduk¢a zordur. Metal, seramik, kompozit ve polimer yapida pek ¢ok
biyomalzeme ¢esidi tasarlanmis ve uzun yillardir bu malzemeler insan yasantisinin
daha iyi hale getirilmesi icin farkli sekillerde kullanilmaktadir [1]. Polimer yapidaki
biyomalzemeler en ¢ok kullanilan biyomalzemelerdendir ve 6zellikle hidrojel
yapidaki polimerler su tutma kapasiteleri ¢ok fazla olmasi nedeniyle ytliksek
biyouyumluluk gostermektedir. Bakteriyel seliiloz fibrilli yapiya ve bu sayede
yuksek su tutma kapasitesine sahip dogal bir polimerdir. Saf seliiloz kaynag: olan
bakteriyel seliiloz diger bilesenlerle kolay etkilesime girebilen bir biyomalzemedir.
Esnek yapisi ve su tutma kapasitesi ile 6zellikle deri yaralanmalari gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bakteriyel seliilozun sentezlendiginde uygun mekanik ve
biyolojik ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir [2]. Doku yamas1 temeli olarak
bakteriyel seliilozun tek basina kullanildig1 ve HEK293 hiicre hattinin tutunmasinin
incelendigi bir ¢alisma literatiir taramasinda bulunamamistir. Bakteriyel seliiloz
temelli doku yamasini tizerinde hiicre tutunmasinin incelenmesi doku ve hiicre
yenilenmesi gerektiren pek cok hastalikta ve yaralanmada ¢6zliim sunabilme

potansiyeli yaratmaktadir.



1.2 Tezin Amaci

Onerilen ¢alismanin amaci uygun morfolojik 6zelliklere sahip bakteriyel seliiloz
temelli bir doku yamasi tizerinde kok hiicre tutunmasina model olarak hiicre

tutunmasinin incelenmesidir.

Biyomalzemeler sentezlenirken en 6énemli amag¢ biyouyumlulugun yiiksek seviyede
olmasidir. Sentezlenen biyomalzemelerin doku miithendisligi ve rejeneratif tip gibi
alanlarda kullanimi i¢in hiicre tutunmasina ve c¢ogalmasina uygun, dogal

ekstraseliiler matris benzeri bir yap1 olusturmalar: gerekmektedir.

Calismanin genel amaci bakteriyel seliillozun uygun 6zelliklerde sentezlenmesi ve
doku yamas1 temeli olarak bu bakteriyel seliiloz lizerinde hiicre tutunmasinin

incelenmesidir. Calismanin amaglart maddeler halinde su sekilde siralanmaktadir:
1. Bakteriyel seliiloz membranlarin hazirlanmasi,

2. Hazirlanan bakteriyel seliilozlarin morfolojik, termal ve kimyasal

ozelliklerinin incelenmesi,

3. Hazirlanan memranlarin HEK293 hiicre hatti kullanilarak hiicre tutunma

kapasitelerine bakilmasi.
1.3 Hipotez

Sunulan tez calismasi ile bakteriyel seliilloz temelli doku yamasi hazirlanacak ve
hazirlanan bakteriyel seliloz membranlarin hiicre tutunma kapasitesi
incelenecektir. Bakteriyel seliiloz tizerinde hiicre tutunmasinin incelenmesi ile daha
ileride yapilacak olan bakteriyel seliiloz temelli doku yamasi kullanilarak hiicre
tutunmasinin  incelenmesi icin yapilacak calismalara model olabilecegi

diistiniilmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, herhangi bir hasarli doku veya organin islevinin onarilmasi
amaciyla uygun biyokimyasal ve biyofiziksel 6zelliklere sahip olarak iiretilen ve
belirli bir zaman boyunca kullanilan cesitli dogal veya sentetik malzemelerdir
[3,4,5]. Biyomalzemeler ¢ok eski tarihlerden beri insanlar tarafindan cgesitli
protezler ve tedavi yontemleri olarak kullanilmistir. Misir mumyalarinda kullanilan
yapay g0z, burun ve parmak gibi uzuvlarin yerine yapilan ahsap protezler ve
binlerce yil o6ncesinde altin, bronz ve bakir gibi malzemelerin protez amagh
kullanimi biyomalzemelerin ¢ok uzun zamandir insan hayatini kolaylastirmak
amaciyla kullanildiginin érnekleridir. Son ytizyila baktigimizda ise c¢esitli metal ve
seramiklerin protez amach kullanildig: goriilmektedir. 1938 yilinda ilk metal protez
vitalyum kirik kemiklerin tedavisi amaciyla kullanilmistir [5,6]. 1950’li yillardan
sonra parafliit bezi damar protezlerinde kullanilmistir. 1972 yilinda seramik yapida
olan alimina ve zirkonya biyomalzeme olarak kullanilmaya baslanmistir. Ayni
yillarda ilk sentetik bozunur ameliyat ipligi, biyoaktif seramikler tlretilmistir. Son

35-40 yilda da gesitli formlarda bir¢cok biyomalzeme tiretilmistir [7].

Vitalyumun zamanla bozunarak insan sagligina zararh hale gelmesinden, aliimina
ve zirkonyanin dokuya baglanamamasindan kaynakl cesitli dezavantajlar1 vardir.
Biyomalzemeler, insan viicudunun ¢ok c¢esitli doku ve organlarinda farkl sekillerde
kullanilmaktadirlar. Biyomalzemelerin kullanildiklar1 dokunun yapisina ve islevine
uyum saglamasi, alerjenik ve enflamatuar yanit olusturmamasi icin belirli

ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir [7,8].



2.1.1 Biyomalzemelerin Ozellikleri

Biyomalzemeler dogal hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit ederek hiicrelerin 6zelliklerini
korumalarini saglayarak, hiicrelerin tutunmalarini ve ¢gogalmalarini kolaylastirarak
doku miihendisligi alaninda kullanilirlar [3]. Bu nedenle kullanilan biyomalzemenin
bazi biyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir (Sekil
2.1). Biyomalzemelerin bu 6zellikleri; hedef dokunun 6zellikleri, kullanim amac1 vb.
etkenlerle degismektedir. Ornegin kemik doku gibi sert bir doku icin kullanilmasi
gereken biyomalzeme ile esnek bir doku i¢in kullanilmasi gereken biyomalzeme
birbirinden farkli mekanik ve yapisal 6zelliklere sahiptir. Ayrica viicutta pH
degerinin ¢ok farkhi oldugu viicut sivilar1 vardir. Ozellikle ila¢ tasinmasinda
kullanilan bazi biyomalzemelerin ise viicutta belirli bir siire sonunda ¢6ziinmeleri
beklenmektedir. Bu nedenlerden dolay1 kullanilacak olan biyomalzemenin
ozellikleri ¢ok buyik 6nem tasimaktadir. Biyomalzemelerin genel 6zelliklerine

baktigimizda;
- Biyouyumluluk,
- Fiziksel ve kimyasal 6zellikler,

- Mekanik ozellikler olarak inceleyebiliriz [9,10].

Biyouyumluluk Mekanik Mukavemet
Biyofonksiyonellik Hidrofiliklik/
Biyobozunurluk Hidrofobiklik

[ 2

|

Biyomalzemelerin
Ozellikleri

Sekil 2.1 Biyomalzemelerin 6zellikleri



2.1.1.1 Biyomalzemelerin Biyouyumlulugu

Biyouyumluluk, kullanilan materyalin hedef dokunun veya sistemin fizyolojik
ortami tarafindan kabul edilmesi, dokuda iltihaplanma, piht1 olusumu gibi
istenmeyen tepkiler olusturmamasi ve dokularin fiziksel, kimyasal, biyolojik
ozelliklerine ve mekanik davranislarina uyum saglamasi olarak tanimlanabilir.
Kisacasi malzemenin canli yapi ile uyumlulugunu ifade eder. Biyouyumlulugu olan

bir malzeme biyomalzeme olarak tanimlanmaktadir.

Biyouyumluluk, glinlimiizde biyomalzemenin en oOnemli 6zelligi olarak
degerlendirilmesine ragmen ilk kullanilan biyomalzemeler genellikle sabit ve
stabildir. Bu nedenle biyouyumluluk maksimum diizeyde aranan bir o6zellik
olmamistir. Gliniimiizde biyomalzeme kavrami ve biyomalzeme olarak kullanilan
materyallerin cesitleri degistikce biyouyumluluk bir biyomalzemede en ¢ok aranan

ozelliklerden biri olmustur [5,11].

Biyouyumluluk, biyomalzemenin yalnizca kendisine bagh bir 6zellik degildir. Bir
dokuda belirli kosullar altinda biyouyumluluk gésteren bir biyomalzeme baska bir
dokuda veya ayni dokuda farkli kosullar altinda toksik veya enflamatuar sonuglar
olusturabilir. Ornegin kan ve kemik doklarinda kullanilacak olan biyomalzemelerin

biyouyumlulugu oldukg¢a farkhdir [9,10].

Biyouyumluluk kavrami biyomalzemenin toksik olmamasi, doku uyumlu olmasi gibi
ozelliklerinin yani sira biyofonksiyonellik 6zelligini de kapsar. Biyomalzemenin
istenilen siirede islevlerini yerine getirebilmesi i¢in biyofonksiyonellik gerekli bir

ozelliktir [8].

illac tasinmasi-hedeflenmesi gibi uygulamalarda kullanilmak iizere secilen
biyomalzemelerin genellikle biyobozunur olmasi tercih edilmektedir. Viicuttaki
kaliciigl uzun stireli olmayan bu biyobozunur biyomalzemelerin kendilerinin
oldugu gibi bozunma sonucu olusan triinlerinin, yan triinlerinin de biyouyumlu

olmasi gerekmektedir [9,10].

Biyomalzemelerin tasarlandiktan sonra klinik kullanimlarina kadar belirli
kurumlarin belirledigi gereksinimleri karsilamak icin bir¢ok asamadan ve

biyouyumluluk degerlendirmelerinden ge¢mesi gerekmektedir [11].



2.1.1.2 Biyomalzemelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Biyomalzemeler pek c¢ok farkli hiicre ve molekiille birlikte c¢esitli dokularda
kullanilmaktadirlar. Biyomalzemelerle birlikte kullanilan hiicrelerin adhezyonu ve
proliferasyonu  biyomalzemenin fiziksel ve  kimyasal 0zelliklerinden

etkilenmektedir.

Biyomalzemeler ile etkilesime giren hiicrelerin beslenmesi ve bliyliyebilmesi icin
biyomalzemenin gozenekli yapida olmasi gerekmektedir. Biyomalzemenin gozenek
boyutlar1 hedef dokuya ve isleve gore tasarlanmalidir. Biyomalzeme yiizeyinin
puriizli ve gozenekli yapida olmasi biyomalzemenin hiicre ile olan etkilesimini
etkilemektedir. Piirtizlii ve gozenekli ylizeyler, hiicreler ve molekiiler icin daha fazla
tutunma alanina sahiptir ve bu yiizeyler hiicre proliferasyonunu da

desteklemektedir.

Fiziksel ve kimyasal 6zellikler biyomalzemenin stabilitesini etkileyen 6zelliklerdir.
Bir biyomalzemenin islev gordiigi siire boyunca kimyasal stabilitesini korumasi
beklenmektedir. Kimyasal stabilitesini koruyamayan ve bozunmaya ugrayan
biyomalzemlerin korozyon sonucu olusan iirtinleri implant bélgesindeki dokularda
veya viicudun diger bolgesindeki dokularda olumsuz sonuglari olusabilmektedir. Bu

da biyomalzemenin biyouyumlulugunu etkilemektedir [8].

2.1.1.3 Biyomalzemelerin Mekanik Ozellikleri

Biyouyumluluk ¢ok 6nemli bir 6zellik olmasina ragmen biyomalzemenin basarili bir
sekilde tasarlanmis olmasi igin fiziksel, kimyasal ve mekanik o6zelliklerinin de
gerekli sekilde diizenlenmis olmasi gerekmektedir. Canli doku ile temas eden
biyomalzemeler dokunun 0Ozelliklerine gore dokularda tepki olustururlar.
Biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri hedef doku ve iletilen hiicrelerin 6zellikleri
tarafindan belirlenmis olur. Biyomalzemelerin hedef dokuya benzer yapida

mekanik 6zelliklere sahip olarak tasarlanmalari gerekmektedir [8,10].

Viicuttaki cesitli dokularin gilinliik ve biyolojik aktiviteler sirasinda maruz kaldigi
diren¢ birbirinden oldukca farklillk gésterir. Ornegin kemikler giinliik aktivite
sirasinda 4 MPa’a kadar bir kuvvette maruz kalirken bu diger tendonlarda 40-80

MPa’a kadar c¢ikmaktadir. Bu nedenle bir doku tiirti i¢cin kullanilacak olan



biyomalzemenin dokunun gerektirdigi mekanik yapiya ve dirence sahip olmasi

gerekmektedir [5,7,10].

Biyomalzemelerin mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in farkli her dokuda farkli olan
Young modill, gerilme ve sikistirma mukavemeti, diiktilite gibi 6zellikler

incelenmektedir [8].

2.1.2 Biyomalzemelerin Siniflandirilmasi

Ge¢misten gliniimiize teknolojinin ve biyomalzeme anlayisinin da degismesiyle
farkl yapida pek c¢ok biyomalzeme tiirleri tanimlanmistir. Bir¢ok farkli alanda
kullanilan dogal ve sentetik kaynakli biyomalzemeler; metaller, seramikler,

polimerler ve kompozitler olarak 4 ana gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.2).

Biyomalzemeler

Metaller Polimerler gKompozitler

Sekil 2.2 Biyomalzemelerin siniflandirilmasi

2.1.2.1 Metaller

Metaller yiiksek yogunluk, sertlik gibi mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 ve kristal
yapilarindan dolay1 tercih edilen sentetik biyomalzemelerdir. Metalik
biyomalzemeler yapilari ve mekanik o6zellikleri nedeniyle 6zellikle ortopedi
alaninda kullanilacak olan implantlarda biyomalzeme olarak tercih edilmektedir.
Metalik biyomalzemeler dis ve ¢cene cerrahisinde, ortopedi alaninda diz ve kalca
eklemleri, kemik plakalar olarak; yapay kalp kapakgiklar1 ve vaskiiler stentler

olarak da kardiyovaskiiler alanda kullanilmaktadir [5,11]. Gilintimiizde



biyomalzeme olarak yaygin sekilde kullanilan metaller ¢elik, altin, titanyum ve

alasimlari, kobalt ve alasimlari, titanyum-nikel alagimlaridir [3,5,12].

Uzun yillardir implant yapiminda Kkullanilan celikler, tedarik acisindan kolay
ulasilabilir malzemelerdir ancak uzun zamanh kullanimlarinda korozyon problemi

ile karsilasildigi i¢in genellikle gecici implantlarin yapiminda kullanilirlar [3,5].

Altin ise 6zellikle dis tedavilerinde kullanilan uzun émiirli bir biyometaldir. Altin
alasimlari saf altina gore daha iyi mekanik 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle dolgu

ve kaplama malzemesi olarak kullanilmaktadirlar [5].

Titanyum ve alasimlari, canli doku tarafindan kabul edilme derecesi yiiksek olan,
hafif ve korozyon direnci yiiksek biyomalzemeler olmasinin yani sira manyetik
olmamalar1 da hasta goriintileme sistemleri i¢in avantaj saglamaktadir. Damar
stent ve baglayicillarinda, kuron kopri, kemik ici implant yapiminda siklikla

kullanilmaktadirlar [5,13].

Kobalt ve alasimlar1 daha fazla ytik altindaki diz ve kalgca eklemi gibi bolgelerin
protezlerinde ve dis uygulamalarinda kullanilmaktadir (Sekil 2.3). Bu tiir
biyomalzemelerin en 6nemli 6zelligi yliksek korozyon ve asinma direnclerinin

olmasidir [5,11].

Sekil 2.3 Kobalt alasimli kalga protezi [10]

Metalik biyomalzemeler mekanik ozellikleri sayesinde 0Ozellikle kas ve iskelet

sistemimiz icin uygun biyomalzemelerdir. Ancak metalik biyomalzemelerin



biyouyumlulugu korozyona direngleriyle ilgilidir. Metallerin korozyona ugramalar1

sonucu olusan toksik etki dezavantajlaridir [11, 12].

2.1.2.2 Seramikler

Biyomalzeme tasarimi i¢in kullanilan bir baska malzeme grubu da seramiklerdir.
inorganik malzemeler olan seramikler metalik degillerdir ve kristal yapidadirlar
[4,13]. Seramikler biyomalzeme olarak genellikle iskelet sisteminde sert ve
yumusak doku ile ilgili tedavilerde kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Seramik

biyomalzemeler biyoinert ve biyoaktif olmak tizere iki grupta incelenebilir [14].

Biyoinert seramikler, doku ile seramik malzeme arasinda herhangi bir kimyasal bag
olusumunun olmadigl ve vicutta minimum tepki treten malzemelerdir. Bu
malzemeler genellikle yiliksek dirence sahiptirler. Aliimina (Al203), zirkonya (Zr02),
kalsiyum siilfat, pirolitik karbon biyoinert seramiklere 6rnektir [5, 11]. Aliimina
yuksek yogunluga ve kimyasal kararliliga sahiptir. Kalga protezlerinde ve dis
implantlarinda kullanimi tercih edilen aliimina korozyon direnci, dayanikliligi ve
toksik 6zellik gostermemesi ile avantaj saglamaktadir. Zirkonya ise aliiminaya gore
daha yogun ve dayaniklidir. Ayni zamanda ¢atlama ve biikiilme direnci de yiiksek
olan bu malzemenin igerisinde radyoaktif elementler bulundurmasi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Altimina ve zirkonya kullanimindaki en biiyiik sorun
doku ile baglanmalarinin olmamasi yani biyolojik olarak neredeyse etkisiz
olmalaridir [5,13,14,15].

Biyoaktif seramikler ise doku ile kimyasal olarak baglanan malzemelerdir. Biyoaktif
seramikler biyobozunur yapida da bulunabilirler. Biyoaktif seramikler biyoinert
seramiklere gore mekanik dayanikliligi daha diistik olan biyomalzemelerdir [11,14].
Kalsiyum fosfatlar, camlar ve cam seramikler biyoaktif seramik biyomalzeme
tirleridir. Biyoseramik malzemeler arasinda en onemli gruplardan biri olan
kalsiyum fosfatlar genellikle kemikle kaynasma gereken wuygulamalarda
kullanilirlar. En yaygin olarak kullanilan grubu hidroksiapatittir. Hidroksiapatit
kemik ve dislerin dogal inorganik bilesenlerine benzer yapidadir [11,12,14].



Sekil 2.4 Seramik biyomalzemeden elde edilmis dis protezleri [11]

Seramik biyomalzemeler gozenekli yapilara sahiptirler. Biyouyumlulugu yiiksek
olan bu malzemelerin gerilme oOzellikleri zayiftir ve kirilgandirlar. Bu nedenle

metallere ve polimerlere gore daha az tercih edilmislerdir [3,4].

2.1.2.3 Polimerler

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda kullanilmak tlzere c¢ok sayida
biyomalzeme tasarlanmistir. Gliniimtizde bir¢ok polimer ¢esidi biyomalzeme olarak
kullanilmaktadir ve olduk¢a yaygindir [3,16]. Polimerler yapilarinda karbon
bulunan uzun organik molekiil zincirlerden meydana gelmislerdir. Polimer yapili
biyomateryaller, uygulandiklar1 bélgede veya sistemde zararli etkiler olusturmadan
uzun siirelerde kullanilabilmektedirler. Polimerik biyomalzemeler kikirdak, cilt,
damar, lens gibi cesitli doku tiirlerinde protez olarak kullanilmaktadir. Lif; jel, film
ve nanopartikiil gibi ¢esitli sekillerde hazirlanabilen polimerler sentetik veya dogal

kaynakli olabilirler [5,17].

Sentetik biyomalzemeler dogal polimerlerle karsilastirildiginda pek ¢ok avantaja
sahiptirler. Mekanik ve morfolojik 6zellikleri islenebilir, ¢ok sayida ve tekrar
tiretilebilir, bozunma oranlar1 kontrol edilebilir ve genelikle bagisiklik sistemi
tarafindan reddedilmezler. Sentetik biyopolimerlerin ¢ogu hidrofobik yapida
bulunur [16,17]. Sik¢a kullanilan sentetik biyopolimerlere poli(laktik asit) (PLA),
poli (glikolik asit) (PGA), poli (laktit-ko-glikolik asit) (PLGA), polihidroksibutirat
(PHB), poli (hidroksivalerat ) (PHV), poli (hidroksibiitiratevalerat) (PHBV), poli
(dioksanon) (PDS), polikaprolakton (PCL), polidimetilsiloksan (PDMYS),
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poliiiretanlar (PU'lar), polifosfazenler, polianhidritler, poliasetaller, poli (propilen
fumarat) (PPF), poli (etilen) glikol) (PEG), Polietilen (PE), politetrafloroetilen
(PTFE), poliasetal (PA), polimetilmetakrilat (PMMA) VE polietilenteraftalat (PET)
ornek verilebilir. PLA ve PLGA biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik toksisite
olusturma ozellikleri ile dis hekimligi ve plastik cerrahi alanlarinda siklikla tercih

edilirler [3,5,16].

Dogal biyopolimerler sentetik polimerlerle karsilastirildiginda birtakim
dezavantajlara sahiptir. Elde edilen iirtinlerin 6zellikleri arasinda farkliliklar olabilir
ve dogal polimerlerin 6zellikleri islenerek kolaylikla degistirilememektedir. Ancak
dogal biyopolimerlerin sagladigi en oOnemli avantaj hiicre yapismasina,
proliferasyonuna ve farklilasmasina izin vermeleridir. Bu sayede {i¢ boyutlu
yapilarla hasarli doku veya organin islevinin geri getirilmesi amaciyla
kullanilabilme imkani saglamaktadir [16,17]. Dogal biyomalzemeler protein ve
polisakkarit temelli olabilmektedir. Protein temelli biyopolimerlere ipek, kolajen,
fibrin, elastin, keratin, jelatin, laminin ve fibronektin 6rnek olarak verilebilir.
Kolajen biitiin bag dokuda bulunur ve ekstraseliller matrisin yapisindaki
bilesenlerdendir. Bu nedenle immiin tepkilere neden olmaz. Genellikle cilt
hasarlarinin tedavisinde kullanilan kolajen temelli biyomateryaller Kkas,
kardiyovaskiiler, kikirdak ve tendon gibi dokular i¢in de kullanilmaktadir [3,4,17].
Polisakkarid temelli biyopolimerler ise seliiloz, hyaliironik asit, agaroz, kitosan ve
alginattir. Kitosan islenmesi kolay ve yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip bir
malzemedir ve bu nedenle yara ortiisi uygulamalarinda siklikla kullanilir.
ExcelArrest® XT ve HemCon VR gibi cesitli kitosan bazli bandajlar piyasaya

sunulmustur [4,17].
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Tablo 2.1 Metal, seramik ve polimer biyomalzemelerin avantajlari ve
dezavantajlar [3,4,5,11,17]

Biyomalzeme AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR
tiri

e Yogunluk, sertlik ve yiiksek e Korozyon/ bozunma

mekanik dayaniklilik sonucu vicutta toksik etki

Metaller ¢ Kolay sterilizasyon olusturma

¢ Kolay tliretim

e Yiiksek biyouyumluluk ¢ Kirilgan yapi

¢ Korozyona karsi dayaniklilik e Sekillendirilme zorlugu
Seramikler

e Yiiksek biyouyumluluk ve
biyog¢oziintrlik
Polimerler e Sekillendirilmesi kolay

e Sterilizasyonu zor
e Mekanik dayaniklilik

2.1.2.4 Kompozitler

Biyomalzeme tasariminda en 6nemli 6zellik biyomalzemenin doku ile biyolojik ve
mekanik olarak uyumudur. Uyumu en yiiksek biyomalzemenin tasarlanmasi i¢in
cok cesitli malzemeler kullanilmistir. Kompozit biyomalzemeler de birden fazla
sayida farkli malzemenin birlesiminden olusan biyomalzemelerdir. Kompozit
biyomalzemeler hem kendisini olusturan malzemelerin 6zelliklerini hem de bu
farkli malzemelerin birlesimiyle olusan 6zellikleri icermektedir. Cok fazli yapida
olan bu biyomalzemelerle tek bir bilesenden elde edilemeyecek 6zelliklerin elde
edilmesi amacglanmistir [5,11]. Kompozitlerin fiziksel ve mekanik 6zellikleri,
bilesiminde kullanllan malzemelere baghdir. Iki bilesenli bir kompozit ele
alindiginda stirekli faz, daginik faz ve arayiiz olarak li¢ boliimden olustugu
gorilmektedir. Siirekli faz matris olarak adlandirilir. Matristen daha sert olan
daginik faz, kompozite mekanik o6zellikler saglamaktadir. Kompozitin gevresel
stabilitesi ve mekanik peformansi arayiize baghdir. Polimer-seramik kompozitinde,

polimer matris gorevi goriirken seramik takviye gorevi gormektedir [11,18].
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Kompozit  biyomalzemeler = biyouyumlulugu, @ mekanik  ozellikleri  ve
biyobozunurluklar1 yiiksek olarak istenilen 6zelliklerde tasarlanabilmeleri
sayesinde ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Dental doku malzemesi olarak dis
saghigr alaninda, polimer-seramik kompozitleri olarak ortopedik alanlarda
kullanilmaktadir. Ayrica gozenekli implantlar seklinde tasarlanarak kemik ve

yumusak doku biliyiimesini saglamak amaciyla kullanilmistir [5,11,19].

2.2 Hidrojeller

Hasarli doku ve organlarin tedavi edilmesi i¢in uzun yillardir ¢ok fazla
biyomalzemenin tasarimi yapilmistir. Biyomalzemelerin biyouyumlulugu ve
mekanik direnci gibi gerekli o6zelliklerinin en yiliksek seviyede olmasi
amaclanmaktadir. Polimerler biyomalzeme cesitlerinin buyiik bir ¢cogunlugunu
olusturmaktadir ve bir oOnceki boélimdeki gibi dogal ve sentetik olarak
siniflandirilabilecekleri gibi fonksiyonel veya yapisal olarak da hidrojeller, yiizeyi

modifiye edilmis, enjekte edilebilir seklinde de siniflandirilabilirler [10,20].

Hidrojeller sentetik veya dogal polimerlerden elde edilebilen, capraz bagli, ti¢
boyutlu hidrofilik polimer aglar1 olarak tanimlanmaktadir. Hidrojellerin sahip
oldugu en oOnemli avantaj su emme Kkapasitelerinin ¢ok yiliksek olmasidir.
Agirliklarinin yaklasik 10 ile 20 kat1 kadar suyu emerek sisebilmektedirler ve suyu
emdikten sonra yapisal biitiinliikleri bozulmamaktadir. Hidrojellerin su tutma
kabiliyeti, polimer aginda bulunan hidroksilik (-OH), karboksilik (-COOH), amidik
(CONH-), birincil amidik (-CONH2) ve siilfonik (-SOsH) gruplar: gibi fonksiyonel
gruplardan kaynaklanmaktadir [21]. Barindirdiklar1 ¢apraz ve kimyasal baglar
sayesinde biitiinliiklerini koruyan hidrojeller su icermeleri, yumusak ve esnek
yapilar1 gibi o6zellikleri ile canli dokular ile benzerlik gostermektedirler. Su
iceriklerinin fazla olmasiyla biyouyumlulugu yiiksek olan hidrojeller ayni zamanda
biyolojik reaksiyonlarda inert olmalari, viicut tarafindan emilime ugramamalari,
kiigciik molekiillere gecirgenlik saglamalari, molekiillerin salinimina izin vermeleri

ve 1sl1 ile sterilize edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptirler [20,22,23].

Kat1 gibi yapisal biitiinliikleri ve sivi gibi diflizyonel tasinim 6zelligi bulunan

hirojeller sentetik olarak ilk defa 1954 yilinda Wichterle ve Lim tarafindan
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tasarlanmistir. Biyomedikal amach olarak ilk kullanimi da Wichterle ve Lim’in
gelistirdigi oksijen gecirgenligi yiksek ve uygun kirllim indisine sahip
polhidroksietil metakrilatin (PHEMA)’in yumusak kontakt lens olarak kullanilmasi
ile baslamistir [23]

2.2.1 Hidrojellerin Siniflandirilmasi

Canli dokularla biyouyumlulugu ve benzerligi c¢ok yiiksek olan hidrojelleri
siniflandirmanin pek ¢ok yolu bulunmaktadir. Temel olarak kaynaklarina, polimerik
bilsenlerine, yan gruplarinin yiikiine, fiziksel yapilarina ve ¢apraz baglanma

gruplarinin sekillerine gore siiflandirilabilirler (Sekil 2.5).

2.2.1.1 Kaynaklarina Gore Siniflandirma

Hidrojeller kaynaklarina gore dogal, sentetik ve hibrit olmak tzere li¢ sekilde
siniflanririlmaktadirlar. Kitosan, aljinat, selliloz gibi dogal polimerlerden elde
edilen hidrojeller dogal kaynaklidir. Bunlarin biyouyumluluklarinin yiiksek olmasi
en onemli avantajlarindan biridir. Sentetik kaynakl hidrojeller ise insan kaynakli
monomerlerin polimerizasyonu yolu ile elde edilirler ve bunlara gesitli biyolojik
fonksiyonlar kazandirilabilmektedir. Akrilamid (AAm), hidroksietil metakrilat
(HEMA) ve metil merakrilat (MMA) gibi cesitli 6rnekleri bulunmaktadir. Hibrit
hirdojeller ise dogal ve sentetik polimerlerin bir arada kullanilasiyla elde edilen

hidrojellerdir [23,24].

2.2.1.2 Polimerik Bilesimlerine gore siniflandirma

Hidrojeller polimerik bilesenlerine gore veya hazirlanma yontemlerine gore dort
gruba ayrilirlar. Bunlar homopolimerik, kopolimerik, multipolimerik ve i¢ ice
gecmis ag yapili (interpenetrating polimer network, IPN) olarak adlandirilmaktadir.
Homopolimerik hidrojeller tek bir monomer tiirtinden elde edilen polimer agindan
olusan polimerlerdir. Yapisal 6zellikleri monomerin 6zelliklerine ve polimerizasyon
teknigine bagl olarak degismektedir. Kopolimerik hidrojeller ise en az farkh
monomer tiriinden olusan hidrojellerdir. Monomerler birbirine ¢apraz baglanarak
kimyasal olarak sentezlenirken hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler gibi farlkli
kuvvetlerle fiziksel olarak da ¢apraz baglanma gergeklestirebilirler. Kopolimerik
hidrojeli olusturan monomerlerden biri hidrofilik olmak zorundadir ve hidrofilin su

emme Ozelligini olusturmaktadir. Multipolimer hidrojeller ise li¢c veya daha fazla
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monomerin ¢apraz baglanmasi ve polimerizasyonu ile elde edilmektedir. IPN
hidrojeller, birbiriyle kimyasal olarak baglanmadan kenetlenmis halde bulunan iki
veya daha fazla hidrofilik polimerik agdan olusmaktadir. Yar1 IPN hidrojellerde ise
bir polimer c¢apraz baga sahipken, digerinde c¢apraz bag gorilmez

[21,23,24,25,26,27].

2.2.1.3 Konfigiirasyonlarina gore siniflandirma
Hidrojeller konfiglirasyonlarina gore {ig¢ farkli yapida bulunabilmektedirler: Amorf

(kristal olmayan), yar1 kristal ve kristal [26].

2.2.1.4 Iyon yiiklerine gére simflandirma

Hidrojeller capraz bagh yapilarinda bulunan iyonik yiiklerine gére nétral, anyonik,
katyonik ve amfoterik olarak siniflandrilmaktadir. Noétral hidrojeller yapilarinda
yukli grup bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik hidrojellerdir. Su
emme miktarlar1 ortam sicakhigina bagh olarak degismektedir [23]. Iyonik yiik
tasiyan hidrojeller, anyonik veya katyonik yapidadir. Anyonik hidrojeller ytiksek
pH’ta, katyonik hidrojeller diisiik pH’ta su tutarak sisme egiliminde olmaktadirlar
[24]. Amfoterik hidrojeller ise izoelektrik noktada dengelenmis hem anyonik hem

de katyonik yiik tasiyan hidrojellerdir [21,24].

2.2.1.5 Capraz baglanma tiirlerine gore siniflandirma

Hidrojellerde bulunan ¢apraz baglanma tiirleri fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki
farkli sekildedir. Fiziksel ¢apraz baglanma iyonik ve hidrofobik etkilesimler, Van der
Wall etkilesimleri, hidrojen baglar1 gibi zayif etkilesimlerle olusmaktadir. Fiziksel
capraz baglanmaya sahip hidrojellerin iiretimi daha kolay oldugundan bu konuda
avantaj saglamaktadir. Kimyasal olarak olusan capraz baglanmalar kovalent

baglarin olusturdugu daha kalici baglardir [23,26].

2.2.1.6 Fiziksel goriiniimlerine goére siniflandirma
Hidrojeller farkli polimerizasyon yontemleri kullaniarak matris, film ve mikrosfer

seklinde tiretilebilmektedir [26].

2.2.1.7 Gdzenek yapisina gore siniflandirma
Hidrojellerin gozeneklerinin olup olmamasina gore gozenekli olmayan, mikroporlu

ve makroporlu olarak siniflandirilmaktadir [24].
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Hidrojellerin ayrica sicaklik, pH, glikoz, antijen ve uyaran duyarliligiyla karakterize
olan tirleri de bulunmaktadir [20]. Farkl 6zelliklere sahip ¢ok sayida hidrojel,

biyomateryal olarak cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir.

16



— Mikroporlu

— Makroporlu

—  Gozeneksiz

Sekil 2.5 Hidrojellerin siiflandirilmasi [21,23,24,25,26]
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2.2.2 Hidrojellerin Biyomalzeme Olarak Kullanim Alanlari

Hidrojeller yiiksek su tutma kapasiteleri ve esnek yapilari ile birgok canli dokuya
benzerlik gosterirler. Bu nedenle c¢ok cesitli alanlarda ve arastirmalarda

biyomalzeme olarak kullanilma imkanlar1 bulunmaktadir.

2.2.2.1 ila¢ Dagitim Sistemleri

ilag dagitim sistemleri belirlenen zamanlarda istenilen bélgeye terapétik maddenin
salinimini kontrol edebilen sistemler olmalidir. Ila¢ dagitim sistemlerinde polimerik
malzemelerin kullanimi da yaygindir. Polimerik ila¢ dagitim sistemleri ilacin
kararligini korumaya yardimci olurken viicudu da ilacin yan etkilerinden
korumaktadirlar. Hirojeller gézenekli yapilara sahip olmasindan dolay: ilaglarin
yuklenmesi ve salinmasi daha kolay olmaktadir. Uygulanan aktif farmasotik
bilesenin uygulama alaninda kalma siiresini arttirabilmektedirler. Hidrojellerin
hidrofobik malzemelere gore terapotik maddelerle gii¢lii etkilesimi daha azdir. Bu
da aktif terapotik maddenin daha biiyilik bir kisminin salinmasini saglamaktadir.
Hidrojellere yiiklenen ilaglarin salimmmi difiizyon, sisme ve kimyasal kontrolli
olabilecegi gibi cevreye duyarh salim ile de gerceklesebilmektedir. Ila¢ saliminin
fizyolojik kosullara gore degismesi ila¢ tasima sistemini daha etkin yapacaktir.
Hidrojeller pH, sicaklik, enzimler gibi cesitli fiziksel ve kimyasal uyaranlara tepki
olarak gecirgenliklerinde ve mekanik ozelliklerinde degisikliler
olusturabilmektedir. Bu da hidrojelleri ila¢g tasima sistemlerinde kullanmanin
avantajlarindan biridir. Ayrica 1siya ve pH’a duyarh biyomalzemelerde ila¢ dagitim
sistemlerinde kullanilmaktadir. Farkli pH derecelerine sahip viicudun spesifik
bolgelerinin 6zellikle gastroentastinal sistemin hedeflenmesi igin ¢esitli bazik ve
asidik polimerlere sahip hidrojeller kullanilmistir. Hidrojel kaynakl ila¢ dagitim
sistemleri oral, rektal, okiiler, epidermal ve deri alti gibi cesitli uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Gelecekte de hidrojellerin bu 6zelliklerinden yararlanilarak
daha spesifik salinim hizina sahip ve basarili ila¢ dagitim sistemleri elde edilebilir

[20,23,27].

2.2.2.2 Doku miihendisligi alaninda scaffold(iskele) olarak kullanimlar
Cesitli kazalar ve hastaliklar sebebiyle olusan doku hasarlarinin tedavisi donér
sayisinin yetersizligi ve doku uyusmazliginin yasanmasi nedeniyle doku

transplantasyonu ile tedaviyi her zaman mimkiin kilmamaktadir. Doku
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mithendisliginin c¢esitli uygulamalarinda hidrojeller ti¢ boyutlu iskeleler olarak
kullanilmaktadir. Sentetik hidrojeller yapilarinin kontrollerinin kolay olmasi ve
dogal hidrojeller de in vivo etkilesimlerinin kolay olmasi nedeniyle doku
miihendisliginde iskele olarak tercih edilebilmektedir. Sentetik hidrojellerden
politiretanlar (PU), poli (etilen oksit) (PEO), poli (Nisopropilakrilamid) (PNIPAAm),
poli (vinil alkol) (PVA), poli (akrilik asit) (PAA) , dogal hidrojelleren ise agaroz,
aljinat, kitosan, kolajen, fibrin, seliiloz ve hiyaluronik asit iskele olarak
kullanilmaktadir. Hidrojeller yiiksek biyouyumluluklari, su emme kapasiteleri ve
esneklikleriyle bircok avantaja sahiplerdir. Doku miihendisligi iskelesi olarak tercih
edilmelerinin en 6nemli nedeni bir¢ok dokunun dogal ekstraseliiler matrisine
(ECM) benzer yapida olmasindan kaynaklanmaktadir. iskele olarak kullanilan
hidrojeller gozenekli yapilar1 sayesinde canli hicrelerin tutunacagr ve
cogalabilecegi ylizeyler olusturabilmektedirler. Hidrojel yilizeyindeki hiicrelerin
yapismasl, ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin ECM gorevi gorerek gozeneklerinden
biiyime faktorlerini, c¢esitli kimyasal ve fiziksel sinyalleri serbest
birakabilmektedirler. Hidrojellerin bir hastanin kendi hiicreleri ile yliklenerek ECM
gorevi gormesi ile in vivo doku rejenerasyonu amaglanmaktadir. Bu sekilde hasarl
doku yapisinin yenilenmesi amacglanmaktadir. Hidrojel iskeleler kikirdak, kas,
tendon, kalp kapakgeiklar1 ve damarlari, karaciger, yag, kemik ve néron gibi gesitli
doku gruplarim1 olusturmak i¢in kullanilmistir. Kullanilan hidrojel ¢esidi hedef
dokunun 6zelliklerine gore farkhlik géstermektedir. Ornegin kikirdak doku icin
aljinat, damarlarinin tedavisinde kolajen kullanilmistir. Hidrojellerin ¢ok 6nemli
avantajlarinin yaninda mekanik dayanikhliklarinin diistik olmasi gibi dezavantajlari

bulunmaktadir [20,27,28,29].

2.2.2.3 Yara Ortii Malzemeleri

Yara, cilt dokusunda cesitli kosullar ve travmalar sebebiyle olusan kusurlar veya
bozulmalardir. Ozellikle kronik yaralarin pansuman ve tedavisi daha zor
olmaktadir. Maksimum iyilesmenin saglanmasi i¢in bir yara ortiistiniin sahip olmasi
gereken oOzellikler vardir. Yara ortiisi yara kaynakl sizintilar1 ve toksinleri
emebilmeli ve enfeksiyonlardan yaray: korumalidir. Ayrica asir1 1s1y1 6nlemeli, gaz
gecirgenligi yiiksek, cikarilmasi kolay ve sterile olmalidir [27]. Hidrojeller sahip
olduklar1 6zelliklerle yara ortii malzemesi olarak kullanilabilmektedir. Hidrojeller

istenilen boyutta tasarlanabildikleri i¢in yaranin listliniin tamamen kapanmasini
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saglamaktadirlar. Siki ag yapisinda olmalarnt yaray1 enfekte edebilecek
mikroorganizmalardan ve etkenlerden korur. Ayni zamanda antibiyotiklerin,
farmasotiklerin ve biiylime faktorleri gibi farkli molekiillerin tasinmasi igin de
uygun yap1 saglamaktadirlar. Bir yara ortiistiniin temel 6zelligi olan yara sizintilarini
emmek, hidrojellerin hidrofilik yapilar1 ile saglanmaktadir. Ayrica oksijen
difiizyonunun gerceklesmesini ve su tutma kapasiteleri ile yara bélgesinin nemli
kalmasini ve gerekli esnek yapiy1 saglarlar. Ornegin poliiiretan membran destekli
hidrojeller oksijen ve su bazl ilag¢ gecisine izin verdiklerinden yaniklar i¢in yara
ortlisii olarak kullanilmaktadir. Hidrojeller sahip olduklar fiziksel ve kimyasal
ozelliklerle yara ortiisii malzemesi olmak icin 6nemli adaylardir. Hidrojel yapida
bulunan bakteriyel seliiloz da yara ortii malzemesi olarak siklikla kullanilan bir

biyomalzemedir [22,30,31].

2.3 Bakteriyel Seliiloz

ilk olarak 1838 yilinda Payen tarafindan kesfedilen seliiloz yeryiiziinde en fazla
bulunan polisakkaritlerden biridir [32,33]. Selilloz poli B-1,4 baglantih D-
glikozlardan olusur ve molekiiller arasinda ve icinde bulundurdugu H baglar
nedeniyle hidrofilik 6zelliktedir [33,34]. Suda ve ¢ogu organik ¢oziiciide ¢6ziinmesi
miimkiin olmayan seliillozun beta asetil baglarin1 parcgalayacak olan enzimler
bulunmadigi i¢in fizyolojik ortamda da ¢éziinememektedir. Biyouyumluluga sahip
olan seliilozun inflamatuar yanit olusturmadig1 gosterilmistir [32,34]. Bitkilerin
birincil hiicre duvarinin temel bileseni olan seliiloz ayn1 zamanda alg, mantar ve

bakterilerde de bulunabilmektedir.

OH

OH

) Q HO ot

HO O 0
OH

_ OH dn

Sekil 2.6 Bakteriyel seliilozun kimyasal yapisi [34]
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Mikrobiyal seltiloz olarak da bilinen bakteriyel seliiloz ilk olarak 1886 yilinda Brown
tarafindan izole edilmis ve tamimlanmistir. Bakteriyel seliiloz biyolojik olarak
parcalanabilen dogal bir selilozdur ve genellikle en gelismis mor bakteri
tirlerinden gram-negatif bir bakteri olan Acetobacterler tarafindan hiicre disi
polisakkarit olarak tuiretilirler [34,35]. Asetobacterium, Alcaligenes, Agrobacterium
gibi baz1 gram-pozitif bakteri tiirlerinin de seliiloz sentezleyebildigi gosterilmistir.
Ancak farkli bakteriler tarafindan sentezlenen seliilozlar farkli yapiya ve 6zelliklere
sahip olmaktadir. Bakteriyel seliiloz tiretimi i¢in en etkili bakteri tiru Acetobacter
xylinum (Gluconacerobacter xylium)’'dur [32,35]. Bu bakteriler diger
mikroorganizmalar gibi ¢evredeki stres faktorelerine yanit olarak koruma amacgh

olarak bu hiicre dis1 polisakkariti sentezlemektedirler [33].

Bakteriyel seliilozu sentezleyen glikozlar niikleotid ile aktive olurlar. D-glikoz
birimleri 1,4-glikosidik baglanarak fibril halindeki bakteriyel seliilozu olustururlar
(Sekil 2.6) . 20-100 nm c¢apindaki bu fibriller dogrusaldirlar ve hiicre zarindan
disariya dogru uzanirlar. Daha sonra bu dogrusal fibriller zincir icinde ve zincirler
arasinda hidrojen baglar1 olusturarak nanofibrilleri olustururlar. Bu nanofibrillerin
bir araya gelerek serit sekilli fibrilleri olustururlar. Bu yap1 bakteriyel seliiloza
hidrofiliklik, kristallik ve kaliplanabilirlik 6zelliklerini saglar. Bakteriyel seltilozlar
ayrica yiksek mekanik mukavemete, gaz gecirgenligine ve su tutma o6zelliklerine
sahiptir. [34,36]. Biyolojik olarak biyouyumlu olan bakteriyel seliillozun bitkisel
kaynakli seliiloza gore en 6nemli avantaji lignin, hemiseliiloz ve pektin gibi yan
trlinler icermeyerek saf seliilloz kaynagi olmasidir. Bu nedenle izolasyonu da
nispeten daha basittir [35,37]. Ayrica bitkisel kaynakli seliiloza gore kat kat daha
incedir ve ylizey alan1 hacim oranin fazla olmasi ile diger bilesenlerle daha kolay
etkilesime girmektedir. Bakteriyel seliiloz yapisindaki aktif fonksiyonel hidroksil
gruplar1 sayesinde de bu etkilesimleri saglamaktadir. Bu da farkli yapilara
kombinasyonunu kolaylastirir ve istenilen 6zelliklere sahip malzemelerin sentezini

miimkiin kilmaktadir [33,38].

2.2.3 Bakteriyel Seliillozun Biyomalzeme Olarak Kullanimi

Biyomalzemelerin biyomedikal ve tip alanindaki uygulamalarda kullanilabilmesi
icin biyouyumluluk, gozeneklilik, biyolojik olarak parcalanabilirlik veya

emilebilirlik 6zelliklerine sahip olmasi gerekmektedir. Mekanik 6zelliklerinin de

21



dokuyla uyumlu olmasi gereken biyomalzemeler ayrica hiicre ve doku gelisimini
tesvik etmelidir [38]. Bakteriyel seliilozun bu 6zelliklere sahip olmasi
rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarinda pek ¢ok uygulama alani

bulmaktadir.

2.2.3.1 Kemik ve Kikirdak Doku Rejenerasyonu

Kemik dokusu hidroksiapatit ile gliclendirilmis osteobastlar1 iceren kolojen yapili
bir matristen olusmaktadir. Kikirdak ise kondrositleri iceren kolojen ve
proteoglikan temelli bir matristen olusmaktadir. Hasarli kemik dokularin tedavisi
zordur ve kikirdaklarin da kendini onarma siireci uzun zaman almaktadir. Kemik
transplantasyonu yiiksek enfeksiyon riski ve doku reddi olasilig1 tasimaktadir. Bu
nedenle genellikle biyouyumlu doku yamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir [39,40].
Bakteriyel seliiloz matrisin pek ¢ok hiicrenin biliyiimesini destekledigi ve dokular
icin uygun iskele malzemesi olabilecegi ¢alismalarla gosterilmistir [39,41].
Bakteriyel seliiloz biyouyumluluk, kristal yapi, kaliplanabilirlik ve yiiksek gerilme
mukavemeti 6zellikleri sayesinde kemik ve kikirdak dokularinin rejenerasyonu i¢cin

yapilan uygulamalarda iskele ve greft olarak kullanilmistir [39,40].

2.2.3.2 Yapay Kan Damarlan

Bakteriyel seliiloz vaskiiler hastaliklarla ilgili uygulamalar i¢in de alternatif
olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler sistemdeki sertlesen arterler sonucu damar
tikaniklig1 olusmasi hayati risk tasiyan baypas operasyonu ile tedaviyi
gerektirmektedir. Bakteriyel seliillozun diger sentetik malzemelerle kiyaslandiginda
daha yavas trombin olusumu sergiledigi ve pihtilasmay1 daha az indiikledigi
gosterilmistir [35,39,40]. Yapay kan damarlar1 sentetik malzemelerden tiip
seklinde {retilerek yapilmaktadir [39].  Bakteriyel seliilloz sentezlenirken
kaliplanabilirlik 6zelliginden faydalanilarak tiip seklinde sentezlenmistir ve bu
tipler “BASYC” adi altinda patentlidir. Yapay kan damar1 implanti olarak
kullanilacak olan irtiniin cerrahi islem sirasinda mekanik zorlanmalara ve viicut
kan basincina dayanikli olmasi gerekmektedir. Bakteriyel seliillozun seklini koruma
yetenegi ve yirtilma direnci bircok malzemeden daha {stlindiir. Bakteriyel
selilozun kan uyumlulugu da oldukc¢a yiiksektir ve kan damarlarina yerine

kullanilabilirler. Ayrica bakteriyel seliiloz ylizeyinde kan damari olusturabilecek
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hiicrelerin biiyimesine izin vererek canli bir kan damar1 olusumunu

destekleyebilmektedir [35,38,39].

2.2.3.3 Yara Ortiisii ve Cilt tedavisi

Bakteriyel seliiloz cilt dokusunun tedavisi i¢in yaygin bir uygulama alanina sahiptir.
Saflik derecesinin yiiksek olmasi, toksik dzellik gostermemesi ve gozenekli yapisi
yara iyilesmesi icin bakteriyel selilozu uygun bir materyal yapmaktadir. Ayrica
yapisinin hedef dokuya ila¢ verilmesini desteklemesi, su tutma kapasitesi ve oksijen
gecirgenligi de oOzellikle yara ve yanik tedavisi i¢in kullanimlarinin 6niini
acmaktadir. Bakteriyel selilloz yaralanmis boélgeye uygulandiktan sonra uzun
stirelere kadar viicutla uyumlu bir sekilde durabilir ve iyilesme sonrasinda da
yaralanan bolgede yeni bir travmaya sebep olmadan kolay bir sekilde
cikartilabilmektedir [33,34]. Bakteriyel seltilozun baska malzemelerle etkilesiminin
kolay olmasi sonucu istenilen 6zelliklerde yara ortii malzemeleri tasarlanmistir.
Ornegin bakteriyel seliiloz ile kolojenden olusan kompozit yap1 biyouyumlulugu ve
gerilme mukavemeti oldukca ytliksek bir yara ortiisii olusturmaktadir. Ayrica yapiya
antibakteriyel etkiler saglayacak nanopartikiiller de eklenebilmektedir [34].
Bakteriyel seliilozun yara tedavi tirtinii olarak kullanimi 1980 yi1lina dayanmaktadir.
Daha sonra Biolfill® gibi sirketler arastirmalara devam ederek bakteriyel seliillozun
yara bakim iirtinleri olarak pazarlanmasini baslatmistir. Biolfill® yanik, iilser gibi
cesitli yaralarin tedavisi i¢in basarili iirtinler pazarlamaktadir. Gengiflex® de genis

uygulamalari olan bakteriyel seliiloz {iriinlerini pazara siiren firmalardandir [35].

2.3 Kok Hiicreler ve Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler, viicuttaki biitiin hiicre tiirlerinin koken aldigl, 6zellesmemis
hiicrelerdir. Kok hiicreler uygun sinyalleri aldiklarinda 6zellesmis hiicre tiplerine
dontisebilmektedirler. Kok hiicreler 6zellesmis hiicre tiirlerine dontisebildikleri gibi
kendini yenileme (self-renewal) 6zellikleri de bulunmaktadir [42,43]. Bolliinerek
kendini yenileme 6zelligi kok hiicrelerin sayilarin1 korumalarini saglamaktadir. Kok
hiicre galismalar1 1960’1l yillarda hematopoietik kok hiicrelerin kesfi ile baglamistir.
Daha sonra stromal kok hiicreler ve 1990°hh yillarda sinir kok hiicreleri

kesfedilmistir [42].
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2.3.1 Kok Hiicrelerin Ozellikleri

2.3.1.1 Kendini Yenileyebilme

Kok hiicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden biri kendilerini yenileyebilmeleridir (Sekil
2.7). Bolinme yeteneklerini ¢ok uzun siire kullanabilen kok hiicreler iki cesit
boliinme gergeklestirirler. Simetrik boliinme ile 6zellesmis hiicreye dontisecek olan
iki ayni hiicreye boliiniirler. Asimetrik boliinme ise kok hiicrenin kendini
yenileyebilmesini ve sayilarinin sabit kalmasini saglamaktadir. Asimetrik boliinme
sonucu o6zellesmis hiicreyi olusturacak hiicrenin yaninda kendi yedeklerini de

olusturmaktadirlar [43,45].

2.3.1.2 Farklilagma

Kok hiicreler in vivo veya in vitro ortamda uygun kosullar1 aldiklarinda ¢ok farkl
hiicre tiirlerine farklilasabilmektedirler. Kok hiicrelerin farkli dokulara o6zgi
hiicrelere doniisebilme yetenekleri plastisite olarak adlandirilir. Kok hiicrelerin
farklilasma kapasitesi ise potensi olarak tanimlanmaktadir ve bu kapasitelerine
gore 3 germ tabakasindaki farkl hiicre tiirlerine farklilasabilirler [44]. Kok hiicre
tirlerinin hepsi ayni sayida hiicre tiriine farklilasmazlar. Farklilasma kapasitelerine
gore kok hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent

olmak lizere bese ayrilmaktadirlar [45].

Totipotent kok hiicreler; erken embriyodaki blastomerler totipotent 6zelliktedir ve
bir organizmay1 tamamen olusturabilecek farklilasma kapasiteleri bulunmaktadir.
Totipotent kok hiicrelerin farklilasma kapasitesi sinirsizdir ve herhangi bir

ozellesmis hiicreye farklilasabilmektedirler [42,46].

Pluripotent kok hiicreler; embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen kok
hiicrelerdir. totipotent kok hiicrelerden farkli olarak plasental yapilari
olusturamamaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler pluripotent 6zellige sahiptir

[42,47].

Multipotent kok hiicreler; tek bir germ tabakasina ait ve birbirine benzer hiicre
gruplarina farklilasabilen hiicrelerdir. Farklilasma potansiyelleri ve farklhlastiklari

hiicre sayisi daha sinirlidir [47,47].

Oligopotent kok hiicreler; progenitér hiicrenin sadece birka¢ hiicre tipine

farklilagabilen kok hiicrelerdir [46].
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Unipotent kok hiicreler; tek bir hiicre tipine farklilasabilen ve 6éncii hiicre olarak da

adlandrilan hiicrelerdir [46].

9)

Kik hiicre

Kendini yenileme Farklilasma

Sekil 2.7 Kok hiicrelerin 6zellikleri

2.3.2 Kok Hiicrelerin Elde Edildikleri Kaynaklara Gore Siniflandiriimasi

Kok hiicreleri siniflandirmanin bir baska yontemi de elde edildikleri kaynaklari ele
almaktir. Elde edildikleri kaynaklara gore kok hiicreler tlige ayrilir: Embriyonik kok

hiicreler, erigkin kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok hiicreler.

2.3.2.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH) gelisimin erken evresinde i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen pluripotent kok hiicrelerdir. Embriyonik koék hiicreler ilk defa fare
embriyolarindan elde edilmistir. Insana ait embriyonik kok hiicre ise ilk defa 1998
yilinda elde edilmistir [42,47]. Insan EKH’leri CD9, CD24, Oct-4, Nanog, LIN28, Thy-
1, SSEA-3, SSEA-4 VE alkalen fosfataz belirte¢lerini bulundururlar [46]. Embriyonik
kok hiicreler plasenta hari¢ tiim hiicre ve dokulara farklilagabilme kapasitesine
sahip olmalar1 nedeniyle c¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in arastirmalara konu
olmaktadir. Ancak EKH’larla yapilan ¢alismalar insan embriyosuna gereksinim

duydugu icin cesitli etik problemleri de beraberinde getirmektedir [48,49].
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2.3.2.2 Yetigkin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler, organizmanin yasami boyunca o6zelliklerini koruyan ve
bulunduklar1 mikrogevrenin sartlarina gore farklilasmaktadirlar. Yetiskin kok
hiicreler biitiin organ ve dokulara yayilmislardir. Deri, kalp, beyin, kan damarlari,
karaciger, bobrek, kemik iligi gibi doku, organ ve viicut sivilarindan elde
edilebilmektedirler [50,51]. Yetiskin kendilerini yenileme 6zellikleri ve sayilari
sinirhdir. Doku ve organlardaki hasarli hiicrelerin yerini alacak hiicreleri
olustururlar. Embriyonik kok hiicrelere gore daha az farklillasma potansiyelleri
vardir. Daha ¢ok dokuya 06zel hiicre tiplerine farklilasirlar. Yetiskin kok hiicreler
hastadan toplanabildikleri i¢in embriyonik kok hiicre kullaniminin neden oldugu

etik problemlere yol agmamaktadirlar [50].

2.3.2.3 Uyarilmis Pluripotent K6k Hiicreler

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (UPKH) ilk olarak 2006 yilinda Yamanaka ve
Takahashi tarafindan tretilmistir [52]. UPKH, 6zellesmis bir hiicrenin yeniden
programlanarak pluripotent 6zellik kazanmasi sonucu olusmaktadir. UPKH eldesi
icin ilk yeniden programlama faktorleri olarak bilinen Oct-4, Sox2, Klf-4 ve c-Myc
transkripsiyon faktorleri kullanilmistir. Daha sonra Ling28 ve Nanog gibi daha farkl

transkripsiyon faktorlerinin de kullanilabilecegi gosterilmistir [53].

Oct-4; oktomer baglanma transkripsiyon faktoridiir. Oct-4 embriyonik hiicrelerde

disiik seviyede ifade edildiginde hiicreler plurpotent 6zelliklerini korumaktadir.

Sox2; EKH’lerin kendini yenilemesi icin gerekli olan bir transkripsiyon faktorudiir.

Ayrica Oct-4 transkripsiyon faktori ile birbirlerinin ifadesini kontrol etmektedirler.

KIf4; hiicrelerin kendini yenileyebilme o6zelligi icin gerekli bir faktordiir. Klif4
transkripsiyon faktorleri deri, bobrek ve bagirsak gibi pek ¢ok dokuda

bulunabilmektedirler.

c-Myc; EKH’lerin kendini yenileme ve pluripotent 0Ozelliklerini korumasi icin
gereklidir. Ancak tiimorlerde yiiksek aktivasyona sahip bir onkogen oldugu i¢in c-

Myc icermeyen yeniden programlama yontemleri arastirilmistir.

Nanog; hiicrelerde kendini yenileme ve pluripotensi 6zelliklerini korumak icin

gereklidir.
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Lin28; EKH isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir ve erken embriyonik déonemde

ifade edilir [54].

Bu faktorlerin hiicredeki ekspresyonlarinin hiicrenin pluripotent 6zelligini
etkilemektedir ve bunlarin hiicrelere aktarimi icin genoma entegre olan ve genoma
entegere olmayan yontemler kullanilmaktadir (Sekil 2.8). Retroviral ve lentiviral
vektorleri iceren genoma entegre olan yontemler viral genomun hiicre genomuna
entegrasyonunu icermesi nedeniyle ylksek verimlilikle UPKH eldesi miimkiindir.
Ancak viral genomun entegrasyonu bu UPKH’larin tedavi amac¢h kullanimn
kisitlamaktadir. Genoma entegre olamayan yontemler ise viral ve viral olamayan
cesitli yontemleri icermektedir. Viral yontemler adeno ve sendei virisleri, iral
olmayan yontemler arasinda ise epizomal vektorler, protein, piggyBac transposon
sistemleri ve RNA ile yeniden programlama yodntemlerini barindirmaktadir

[48,54,55].

( ™
Oct-4, Sox2, ¢c-Mye, KIf-4
Manog, LiniB
Retroviral, Lentivira
Sendai Virdis, Adeno .
v Eni | UPKH
Virdis, Episomal,
Protein, mRNA gen
aktarim vektarleri
~ v

Sekil 2.8 UPKH eldesinde kullanilan faktorler ve yontemler

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler kisiye 6zel tedavi yontemlerinin Oniini
acmaktadir. Kisinin kendisinden alinan somatik hiicrelerin  yeniden
programlanmasiyla kisiye 06zel hastallk modelleme ve rejeneratif tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi icin bircok calisma yapilmistir. Uyarilmis pluripotent
kok hiicrelerin tedavi amach kullanimi1 EKH’lerin neden oldugu etik problemleri
ortadan kaldirirken herhangi bir immiin yanit olusturma riskinin olmamasi da en

onemli avantajlarindan birini olusturmaktadir [53,54].

27



3

MATERYAL- METOT

3.1

3.1.1

Materyal

Deneysel Calismalarda Kullanilan Sarf Malzemeler

HEK293 hiicre hatti

Acetobacter xylinum

Pepton

Glikoz

Maya ozitu

KH2PO04- Potasyum dihidrojen fosfat
K2HPOas- Dipotasyum hidrojen fosfat
NaOH

Distile su

DMEM-High glucose besi yeri

Fetal bovine serum (FBS)
L-glutamin

Streptomisin

Ethanol

Tripsin EDTA

Tripsin Blue

Pasabahge

75 cm? flask

25 cm? flask

Falkon tiip

Fosfat Buffered Saline (PBS) Tablet
Dimetil stilfoksit (DMSO)

Steril pipetler tek kullanimlik - 2ml

Steril pipetler tek kullanimlik- 5 ml
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3.1.2

Steril pipetler tek kullanimlik- 10 ml
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Nitril eldiven

Kim mendili

Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Taramali elektron mikroskobu (Zeiss, EVO® LS 10)

TG/DTA (SII Nanotechnology, SI16000 Exstar TG/DTA 6300)
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e Santrifiij (Hermle, Z 206 A)

Calkalamali inkiibator

Ph metre

Hassas terazi

Manyetik karistirici

Otoklav
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3.2 Metot

Sunulan tez ¢alismasinin metod kismi bakteriyel seliiloz sentezini, sentezlenen
bakteriyel seliilozlarin karakterizasyon ¢alismalarini ve hiicre kiiltiirii calismalarini

kapsamaktadir.

3.2.1 Bakteriyel Seliiloz Sentezlenmesi

Bakteriyel seliiloz sentezlenmesi i¢in A. xy/inum bakterisi kullanilmistir ve sentez

iki asamadan olusmaktadir.
3.2.1.1 Inokulum olusumu i¢in besiyeri hazirlanmasi ve inokulum olusumu

inokulum olusumunu saglamak icin 25 g/L glikoz, 3 g/L pepton ve 5 g/L maya 6ziitii
iceren besi yeri hazirlanacak ve hazirlanan besi yeri pH derecesi 5’e esitlenecektir.
Ardindan 120°C 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilecektir. Sterilize edilen
inokulum besiyerine A. xy/inum bakterisi eklenecek ve inokulum olusumu i¢in 48-

72 saat arasinda 30°C sicaklikta 150 rpm’de inkiibasyona birakilacaktir.
3.2.1.2 Seliiloz Uretimi i¢in besi yeri hazirlanmasi ve bakteriyel seliiloz sentezi

inokulumlarin bakteriyel selilloz iiretmesi icin besi yeri hazirlanacaktr.
Hazirlanacak besi yeri 20 g/L glikoz, 10 g/L pepton, 10 g/L maya o6ziitii, 8 mM
KH2P0Os4, 12 mM K2HPOs icerecek ve pH 5 dereceye esitlenecektir. 120°C'de 20
dakika otoklavlanarak terilize edilen besiyeri cam kaplara boliinecek ve Besiyerinin
tizerinde 1/10 oraninda inokulum eklenecektir. inokulumlarin bakteriyel seliiloz
sentezlemesi icin 30°C’de 7 glin inkiibasyona birakilacaktir. Sentezlenen bakteriyel
seliillozlar 1 M NaOH iceren 80°C sicaklikta distile su icerisinde bekletilerek
yikanacaktir [56].

3.2.2 Bakteriyel Seliiloz Karakterizasyonu
3.2.2.1 Yiizey Morfoloji Analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM), morfoloji karakterizasyonlarinin analizi icin
elektron 1sinlarindan yararlanilan bir aractir. SEM, elektron isinlar ile numune
ylizeyini tarayarak sinyaller olusturur. Bu sinyaller daha sonra katot 1s1n tiiplinde
goriintiilenen sinyale dontistiiriilmektedir. Numune yiizeyinin birincil elektronlarla

etkilesimiyle numunenin iyonizasyonu saglanmaktadir. Numune atomlarinin
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iyonlagmasi ile numunedeki siki bagli olmayan elektronlar yayilabilir. Bunlar ikincil
elektronlar olarak adlandiriimaktadir. ikincil elektronlar topografik bilgi saglayarak
numunenin goruntilenmesini saglamaktadir. Daha sonra bir sinilatér elektron
enerjisini goriiniir sinyallere déniistiiriir. Ikincil elektronlar SEM’de topografik

bilginin elde edilmesi i¢in kullanilmaktadir [57].

Bakteriyel seliilozlarin yiizey morfoloji analizi SEM (Zeiss, EVO® LS 10) ile
yapilmistir. Bakteriyel seliilozlarin ytlizeyi 75 saniye boyunca 10 mA akim altinda
1kV potansiyel uygulanip ‘Spotter coater’ cihazi kullanilarak altin kaplanmalari
gerceklestirilmistir. Ikincil elektron kaynagi olarak LaB6 flaman kullanilmis ve
ikincil elektronlarin dedektor ile saptanmasi ile ylizey analizi yapilmistir. SEM

analizi ile bakteriyel seliillozun morfolojik yapisi incelenmistir [56]
3.2.2.2 Termogravimetrik Analiz

Termogravimetrik (TG) analiz, bir polimerin kiitlesinin kontrollii bir atmosferde
sicakligin ve zamanin fonksiyonu olarak dlciilmesine dayanan bir yontemdir. Bir
maddenin bozunma sicakligini tespit etmek i¢in bu ydntem kullanilabilmektedir. TG
Olciimde kullanilan atmosfer azot ve helyum gibi inert, oksijen gibi oksitleyici veya
indirgeyici 6zellikte olabilmektedir. TG analizlerde sicaklik aralig1 1000 ve tizerinde
derecelerde olabilmektedir [58,59]. TG 6l¢iimlerinin sonucu genellikle TGA egrisi
olarak gosterilmektedir. TGA egrisi yiizde kiitlenin sicaklik ve/veya zamana karsi

degisimini gostermektedir.

TG/DTA cihazlar termogravimetrik analizle birlikte diferansiyel termal analiz
(DTA) ol¢limiinii de yapmaktadir. DTA, kiitlede herhangi bir degisim olusturmayan
termal etkileri de gosterebilmektedir [58].

Uretilen bakteriyel seliilozlarin TG/DTA analizi ile termal 6zellikleri 6lgiilmiistiir.
Numuneler aliiminyum penlere yerlestirilmistir. Daha sonra numuneleri kiitle kaybi
dinamik bir hava ve azot atmosferinde dakikada 10°C 1sitma hizi ile takip edilmistir.

Olgiim 90 dakikada tamamlanmis ve 25°C-1000°C araliginda gerceklestirilmis.
3.2.2.3 Bakteriyel Seliilozun Kimyasal Karakterizasyonu

Fourier dontstmli kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, Fourier doniisiimii ile ngin
infrared yogunluga karsi dalga sayisini 6lcen organik, inorganik ve polimerik

malzemelerin tanimlanmasinda kullanilan kimyasal analitik bit yontemdir [60,61,
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62]. Kizil otesi bolgesi (14000 cm™ ve 10 cm™ ) yakin, orta ve uzak dalga boylu
olmak iizere ii¢ ana bolgeye ayrilmaktadir. Orta boylu kizil 6tesi (MIR) bolgesi 151k
dizisinde 4000-400 cm™ arah@ndadir. MIR bélgesi organik bir maddenin
‘fonksiyonel gruplar’ olarak adlandirilan 3600-1200 cm™ bélgesini ve parmak izi
bélgesi olarak tanmimlanan 1200-700 cm™ arahgini icermektedir.  Organik
molekiillerin parmak izlerinin farkli olmasi nedeniyle bu bdélgeden alinan
absorpsiyon pikleri maddelerin tanimlanmasina, molektldeki yapisal ve bilesim

degisikliklerinin incelenmesinde kullanilmaktadir [62].

FTIR spektrometresi kizil 6tesi 151k kaynagi, numune hiicresi, 1s1n ayirici, dedektor,
hareketli/sabit aynalardan ve doniisiimiiniin yapildigi bir bilgisayardan
olusmaktadir. Kizil6tesi 151k kaynagindan gelen 1sinlar 1s1n ayiricidan yansiyarak
veya 1sin ayiricildan gecerek aynalara ulasip 1sin ayiriciya geri yansitilirlar. Isin
aywricidan gecerek numuneye ve daha sonra detektére ulasmaktadir. Detektore
ulasan sinyal dijital bir sinyale donitstirilir ve Fourier doniisimiiniin
gerceklestirildigi bilgisayara aktarilmaktadir [61]. Elde edilen sonug¢ molekiillerdeki
farkl baglardan kaynaklanan farkl titresim frekanslarini ve numunelerin parmak
izlerini temsil eden 4000 ila 400 cm™ arahigindaki spektrumlar: ifade etmektedir

[61,62].
3.2.2.4 Bakteriyel Seliilozun Su Tutma Analizi

Bakteriyel seliilozlarin yara o6rtii malzemesi vve doku yamasi olarak tercih
edilmesinin nedeni su tutma kapasitelerinin fazla olmasidir. Elde ettigimiz
bakteriyel seliilozlarin su tutma Kkapasitelerinin analizi i¢in sisme testi
gerceklestirilmistir. Uretilen bakteriyel seliilozlarin ilk olarak kuru agirhiklar
Ol¢lilmiistiir ve daha sonra distile su icerisine konulmustur. Distile suda 2 saat
bekletilen bakteriyel seliilozlar buradan alinip yiizeyindeki su Kim mendil kagidina
emdirilmistir.  Bakteriyel seliillozalarin 1slak agirhiklari da hasssas terazi ile
Olctilmistir. Su tutma kapasitesini 6l¢gmek icin yapilan bu islem 5 farkli numune icin
tekrarlanmistir.  Bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasiteleri ylizde olarak

asagidaki formiil ile hesaplanmistir [56].

Sisme(%) = (W.-W.) | W,

W.: Islak BS agirhigi, W.: Kuru BS agirligi
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3.2.3 Hiicre Kiiltiirti Caligmalan

Hiicre kiiltiirii 6karyotik veya prokaryotik hiicrelerin gerekli fizyolojik sartlarda in
vitro ortamda ¢ogalmasini saglayan laboratuvar tekniklerini ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Hiicrelerin biiyiimesi, farklilasmasina ve ¢ogalmasi icin kat1 veya
sivi formda besin karisimi, serum, ¢esitli iyonlar ve hormonlar gibi beslenme
faktorleri iceren uygun kiiltiir ortamlarinin olusturulmasi gerekmektedirYeni izole
edilmis ve pasajlanmamis hiicreler birincil kiiltiirler olarak bilinmektedir. Birincil
kiltir hiicreleri dokulardan izole edilerek elde edilmektedirler. Alt kiiltiirler ise
birincil kiiltiirden alinan yeni kultiirlerdir. Hiicreler kiiltiir ortaminda farkli biiytime
ozellikleri gosterebilirler. Adherent hiicreler biiyiime ortaminda yiizeye tutunarak
biiyliylip iiremektedir. Siispanse hiicreler ise biiyliyiip cogalmak icin herhangi bir
ylizeye tutunma ihtiyact duymamaktadir. Hiicre kiiltlirt ¢alismalari ¢ok cesitli hiicre
gruplarinin in vitro arastirilmasini saglayan kanser arastirmalari, asi1 tiretimi, gen

tedavisi gibi pek ¢ok arastirma alaninda kullanilan temel tekniklerdir [63].

HEK293 hiicreleri (Sekil 3.1) ilk olarak 1973 yilinda Hollandal1 biyolog Alex Van der
Eb tarafinda insan embriyonik bobrek kiiltiirlerinin adenoviriis 5 DNA’s1 ile
transfeksiyonu ile tiretilmistir. Hiicreler fetiisten alinan insan bobrek hiicreleridir
ve 293. Deneyde izole edilmelerinden kaynakli olarak bu ismi almislardir. Bu tez
calismasinda yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 HEK293 hiicreleri kullanilarak

yapilmistir ve hiicre tutunma ¢alismalarini igermektedir.
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Sekil 3.1 HEK293 hiicre hatti1 [64]

3.2.3.1 Hiicre Tutunma Caligmalari

In vitro olarak hiicre canlihigini ve proliferasyonunu incelemek igin ¢ok cesitli analiz
yontemleri gelistirilmistir. En sik kullanilan testlerden biri ise bir tetrazolyum tuzu
olan (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) ile yapilan
testtir. MTT testi kolorimetrik bir testtir. MTT sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur ve
suda c¢oOziinebilmektedir. Canli  hiicrelerdeki = mitokondriler icerisinde
dehidrojenazlar ve indirgeyici ajanlarla indirgenen MTT, formazana donustiirilir.
Formazan yalnizca canli hiicrelerde birikmektedir. Formazan suda ¢éziinmeyen ve
mor renkli bir bilesiktir. Formazan daha sonra ¢ozdiiriiliip optik yogunluk ile
konsantrasyonu belirlenir. Formazanin optik yogunlugunun canl hiicre sayisi ile

orantili olmasiyla hiicre canlilig1 ve proliferasyonu él¢iilmektedir [65].

HEK293 hiicre hatti kullanilarak yapilacak olan hiicre tutunma ¢alismalar: icin
oncelikle %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Strepromisin iceren DMEM High Glucose
besi yerinde 37°C’ de, %5 CO:2 atmosferde kiiltiirlenmistir. Bakteriyel seliiloz
membranlar 1cm?2’lik boyutlarda kesilmistir. Kesilen memranlar iizerine inkiibe
edilen HEK293 hiicreleri 500 hiicre/ membran konsantrasyonunda 24 kuyucuklu
plaklara ekilmis ve 37°C’ de, %5 CO2 atmosferinde kiiltiirlenmistir. Hiicre ekiminden
1, 3 ve 5. Giinlerden sonra membranlara yapisan ve Kkiiltiire olan hiicrelerin
konsantrasyonunu belirlemek icin membranlar platten alinarak baska bir 24

kuyucuklu plaklara aktarilmistir. Kuyucuklara 50 pL. MTT ¢ozeltisi (25mg/mL, PBS
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ile) iceren 500uL taze vasat pipetlenmistir. 4 saat inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki vasat atilarak kuyucuklara 100uL. DMSO ¢6zeltisi (distile su icerinde
%10 DMSO) ilave edilmistir. DMSO ile ¢oziilen formazan kristallerinin optik

yogunlugu 570 nm’de absorbansina bakilarak hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Bakteriyel Seliilozlarin Sentezlenmesi

200 ml inokulum besi yeri hazirlanmasi i¢in 5 g glikoz, 0,6 g pepton, 1 g maya 6ziiti
tartilarak erlene aktarilmistir. Besi yeri 200 ml olacak sekilde erlene distile su
eklenmistir. Hazirlanan besi yerinin pH derecesini 5.04’e indirecek kadar HCI
eklenmistir. Besi yeri 120°C sicaklikla 20 dakika otoklav cihazinda sterilize
edilmistir. Oda sicakligina gelen besi yerine A. xy/inum bakterisi eklenmis ve 30°
Cde 150 rpm’de 48 saat boyunca inkiibe edilerek inokulum olusumu

gozlemlenmistir.

Bakteriyel seliiloz Uretimini saglayan besi yerini hazirlamak icin 4 g glikoz, 2 g
pepton, 2 g maya 6ziitd, 0,2 g KH2PO4 ve 0,4 g K2HPO4 tartilarak erlene aktarilmistir.
200 ml besi yeri elde etmek icin distile su ile tamamlanmistir. Hazirlanan besi
yerinin pH derecesi 5’e esitlenmis ve 120°C'de 20 dakika otoklavlanarak sterilize
edilmistir. Oda sicakligina gelen besi yeri cam kaplara her birinde 50 ml olacak
sekilde aktarilmistir. Daha sonra besi yerine 1/10 oraninda (5 ml) inokulum
eklenmistir. 30°C’'de 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmis ve bakteriyel seliiloz
olusumu saglanmistir. Bakteriyel seliiloz membranlar sterilizasyonlar icin 1M
NaOH iceren 80°C sicakliktaki distile su ile pH derecesi 7 olana kadar yaklasik 2 saat

boyunca yikanmistir. Bakteriyel seliilozlar liyofilizasyon ile kurutulmuslardir.

4.2 Bakteriyel Seliilozlarin Karakterizasyonu

Sentezlenen bakteriyel seliiloz membranlarin karakterizasyonu icin yiizey morfoloji
analizi, termogravimetrik analiz, FTIR spektroskopisi ve su tutma analizi

uygulanmistir.

4.2.1 Yiizey Morfoloji Analizi

Bakteriyel seliilozlarin morfolojik 06zelliklerinin incelenmesi i¢cin SEM analizi
gerceklestirilmistir. Bakteriyel seliiloz membranlar 75 saniye boyunca altin ile

kaplandiktan sonra yiizey morfolojileri 1000x- 100000x biiylitme oranlarinda SEM
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ile incelenmistir. SEM analizi sonucunda tretilen bakteriyel seliiloz fibrillerinin

caplarinin 41.91- 46.44 nm arasinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Bakteriyel seliiloz fibril yapisi sayesinde mekanik mukavemete ve su tutma
kapasitesine sahip bir biyomalzemedir. Bu nedenle elde edilen bakteriyel seliiloz
membranlarin ince fibrillere sahip olmasi beklenmektedir. Bakteriyel seliilozu
olusturan fibrillerin ¢caplari inceldik¢e biyomalzemenin gozenek yapisy, ylizey alani,

su tutma kapasitesi ve mekanik dzellikleri artmaktadir [66].

Peseran ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Gluconacetobacter xylinum
bakteri ile bakteriyel seliiloz elde etmislerdir. Elde ettikleri bakteriyel seliilozlarin
yuzey morfoloji analizleri sonucu seliiloz nanoliflerinin ¢aplar1 30-70 nm arasinda

Olciilmiistir [67].

Guzel ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 calismada Komagataeibacter hansenirbakterisi
ile elde ettikleri bakteriyel seliilozlarin lif ¢aplarinin ortalamasinin 73.63 nm

oldugunu SEM analizi sonucu tespit etmislerdir [68].

Bu calismalarin sonuglari incelendiginde elde ettigimiz bakteriyel seltilozun fibril

caplarinin istenilen degerlerde oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.1 Bakteriyel seliillozun SEM analizi sonu elde edilen gortintiiler

4.2.2 Termogravimetrik Analiz
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Biyomalzeme olarak tedavi amacl kullanilacak olan malzemelerin ytliksek sicaklik
ile sterilizasyonu gerekebilmektedir ve bu nedenle de sicaklik karsisinda
gosterdikleri davranislar 6nemlidir. Uretilen bakteriyel seliilozlarin sicaklikla iliskili
bozunma davranislarinin incelenmesi i¢in TG analiz yapilmistir (Sekil 4.2). Analiz
sonucunda ana kiitle kaybinin 300°C civarinda yasandigl gézlemlenmistir. Sicaklik
380°C oldugunda ise kiitle kayb1 %99,12’dir. Literatiirdeki bakteriyel seliilozla ilgili
calismalar incelendiginde az miktardaki ilk kiitle kayiplarinin yapidaki suyun
ayrilmasiyla gerceklestigi, bozunmanin ise 350°C’den sonra basladig bildirilmistir

[69,70].

Ercaliskan 2017 yilinda yaptigi ¢alismasinda Komagateibacter intermedius ve
Komagataeibacter xylinum bakterilerini kullanarak bakteriyel seliilozlar: tireterek
bunlarin TGA analizlerini yapmistir. iki farkli kaynaktan elde edilen bakteriyel
seliilozlar 30-100°C arasinda ufak kiitle kayiplar1 yasanmistir ve kiitle kaybi
190°C’ye kadar sabit kalmistir. Ana kiitle kaybinin ise K. intermedius igin 330°C ve
K xylinus i¢in 316,5°C olarak olc¢iilmistir [71]. Bu ¢alismalardaki sonuglar
incelendiginde bizim calismamizda elde ettigimiz sonuclari destekler yonde oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.3 Bakteriyel seliiloz karakterizasyonu i¢in yapilan FTIR spektrumu

FTIR spektroskopisi sonucu olusan spektrum incelendiginde olusan piklerin
bakteriyel seliiloz i¢cin karakteristik pikler oldugu goriilmiistiir. Olusan pikler 3344
cm™ O-H gerilme piki, 2897 cm™ C-H gerilme piki, 1428 cm™ C-Hz egilme piki, 1315
cm™ C-H egilme piki, 1162 cm™ C-O-C asimetrik gerilme piki ve 1037 cm™ dalga
sayisinda C-O gerilme pikidir (Sekil 4.3).

Gokhan Gilindiiz ve arkadaslarmt 2015 yilinda yaptiklari g¢alismada
Glucaonacetobacter hansenii bakterisini kullanarak bakteriyel seliiloz elde
etmiglerdir. Elde ettikleri bakteriyel selillozun karakterizasyonu igin
gerceklestirdikleri FTIR spektroskopisi sonucunda 3346 cm-1, 2895 cm-1, 1417 cm-
11311 cm, 1161 cm -1, 1056 cm -1, 1033 cm! piklerini elde ettiklerini
gostermislerdir [72].

2012 yilinda Naia Halib ve ark. nata de coco kullanarak elde ettikleri bakteriyel
seliilozlarin FTIR analizleri seliiloz i¢in karakteristik olan 3440 cm-1, 2926 cm-1,
1300 cm'?, 1440 cm-1, 1163 cm-1 ve 1040 cm-! piklerini vermistir [73]. Oz ve ark. ise
2017 yilinda yaptiklarnt ¢alismada HS besiyerinde Glucaonacetobacter xylinum

bakterisinin ekimini yaparak bakteriyel seliiloz iiretmislerdir. Urettikleri bakteriyel
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seliilozun FTIR analizinde 3400 cm-! pikinde -OH gerilme titresim piki, 2900 cm-!
dalga boyuna gelen C-H baginin absorpsiyon piki, 1430 cm™! metil ve 1367 cm'! CH2
egilme pikleri gosterilmistir [74]. Literatiirde incelene bu g¢alismalar bizim
calismamizda elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir. Elde ettigimiz bakteriyel
seliilozlarin saf seliilozla ve literatiirde bulunan diger bakteriyel seliiloz 6rnekleri

ile ayn1 karakteristik pikleri verdigi gorilmistiir.

4.2.4 Bakteriyel Seliilozlarin Su Tutma Kapasitesi

Bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasitesinin incelenmesi i¢in 5 farkli numunenin
once kuru agirliklan tartilmistir. Agirhiklart 1 mg ile 3.1 mg arasinda degisen
numuneler daha sonra ise 2 saat distile suda bekletildikten sornaki 1slak agirliklari
tartilmistir. Daha 6nce gosterilen formiil ile su tutma ytlizdeleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonugclar Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Bakteriyel seliillozlar numunelerinin su tutma yiizdeleri

Numune Numarasi Kuru Agirlik(g) | Islak Agirhk(g) Su Tutma YUuzdesi (%)
1 0,0010 0,0164 15,4
2 0,0019 0,0301 14,8
3 0,0020 0,0103 4,15
4 0,0031 0,0247 6,96
5 0,0010 0,0262 25,2

Elde edilen sonuglara gore bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasitelerinin 2 saat

sonunda ortalama %13,3 + 8,2 olarak hesaplanmistir.

Siddhan ve ark. 2016 yilinda yaptiklari calismada Acetobacter xylinum bakterisini
kullanarak biyosentezini gerceklestirdikleri bakteriyel seltiloz ile bitkisel seliilozun
su tutma kapasitelerini karsilastirmiglardir. Bakteriyel seliilozlardaki agirhik
artislarini suya doyduklar1 anda, damlatma sonrasinda ve kurutma sonrasinda
6l¢miislerdir. Bakteriyel seliilozlarin kurutma sonrasi su tutma kapasitelerinin %25
oldugu, bitkisel seliilozlarin ise %7,6 oldugunu gostermislerdir [75]. Literatiirde

bulunan bir baska ¢alismada Gayathry ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
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Acetobacter xylinum bakterisi kullanarak elde ettikleri bakteriyel seltilozun su

tutma kapasitesini %84 olarak 6l¢gmiislerdir [76].

Litertirdeki bu calismalarla karsilastirildiginda yaptigimiz deneyler sonucu elde
ettigimiz bakteriyel seliilozun bitkisel seliilozdan daha yiiksek su tutma

kapasitesine sahip oldugunu gosterilmistir.

4.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.3.1 Hiicre Tutunma Calismalar
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Sekil 4.4 Bakteriyel seliiloz tizerinde HEK293 hiicre hattinin tutunma orani

Daha 6nce laboratuvarimizda toksisitesi bilinen yontemle elde etiigimiz bakteriyel
seliilozlarin tizerinde HEK293 hiicre hatti1 kullanilarak yapilan hiicre tutunma
calismalari ile hiicrelerin bakteriyel seliiloz lizerinde tutunma kapasitelerinin ve
cogalmalarinin tespit edilmesi amagclanmistir. Uretilen bakteriyel seliiloz
membranlar 1cm?’lik boyutlarda kesilmistir ve kesilen memranlar tlizerine inkiibe
edilen HEK293 hiicreleri 500 hiicre/membran konsantrasyonunda 24 kuyucuklu
plaklara ekilmistir. Bakteriyel seliilozlar 37°C’ de, %5 CO2 atmosferinde inkiibe
edilmistir. Hiicre tutunmasini tespit etmek icin MTT testi uygulanmistir. Yapilan
hesaplamalarda hiicre tutunmasinin %122 oldugu ve bakteriyel seliiloz tizerinde
hiicre tutunmasinin negatif kontrole gore %22 (£9,8) daha fazla oldugu

saptanmistir (Sekil 4.4). Bakteriyel seliiloz temelli doku yamasinin hiicre
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tutunmasini destekledigi ve kontrol grubuna goére tutunma oranini arttirdig

gozlemlenmisgtir.

Urkmez ve ark. 2017 yilinda doku miithendisligi alaninda yaptiklar1 calismada farkl
hidrojel tipleri lizerinde keratinosit tutunmasini incelemislerdir. MTT analizi
sonucunda Kkeratinostilerin farkli hidrojellerde iki boyutlu kontrollerle

karsilastirildiginda %50’den fazla tutundugunu gézlemlemislerdir [77].

Literatiirdeki bir bagka ¢alismada ise Capan ve ark. bitkisel yag bazli bir monomer
olan akrillenmis metil risinoleat kullanarak hidrojel tiretimini gerceklestirmisler ve
bu hidrojel tizerinde HEK293 ve Cos-7 hiicre hatlarinin tutunmasini incelemislerdir.
MTT analizi ile 6lgtilen hiicre tutunmasinin hem HEK293 hem de Cos-7 hiicre hatti

icin en az %70 olarak belirtilmistir [78].

Ramezani ve ark. 2014 yilinda yaptiklari calismada HEK293 hiicre hattininn kitosan,
kitosan-gelatin hidrojelleri ve altin nanopargacik-kitosan nanokompoziti tizerindeki
tutunmasini incelemislerdir. Hiicrelerin canhlik oranlar1 kontrol grubu i¢in %50,
kitosan ve kitosan/gelatin hidrojeli icin yaklasik %40 ve GNP- CHIT nanokompoziti

icin %90 civarinda 6l¢iilmistiir [79].

Loh ve ark. ise 2018 yilinda yara 6rtii malzemesi olarak kullanilmak amach tretilen
bakteriyel seliiloz temelli hidrojelde keratinosit ve fibroblast tutunmasini
incelemislerdir. Bakteriyel seliiloz ve akrilik asit kompoziti olarak tiretilen BC/AA
hidrojelin tizerine ekilen fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin tutunma oranlarini
1. ,4. ve 6. saatlerde gozlemlemislerdir. Deney sonucunda fibroblastlarin hidrojele
tutunma oranin1 %84 ve Keratinositlerin tutunma oranini ise %82 olarak

bildirmislerdir [80].

Hidrojeller yapilar1 geregi hiicre tutunmasini destekleyen dogal ECM benzeri
yapilardir. Literatiirdeki bu ¢calismalar ve bizim yaptigimiz calisma da hidrojellerin

bu 6zelligini desteklemektedir.

Biyomalzemeler, hasarli doku ve organlarin onarilmasi amaciyla kullanilan
biyouyumlu malzemelerdir. Dogal kaynakl bir biyomalzeme olan bakteriyel seliiloz
bir hiicre dis1 polisakkarittir ve yapisindaki 6zel nanolifler sayesinde hidrojel
ozelligine sahiptir. Hidrojel yapidaki bu 6zel membran, biyouyumluluk, esneklik ve

hidrofiliklik gibi 6zelliklerinin yliksek olmasi nedeniyle hedef dokular ile uyumluluk
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saglayabilmekte ve biyomalzeme olarak yaygin olarak tercih edilmektedir. Sunulan
tez calismasinda uygun morfolojik o6zelliklere sahip bakteriyel seliilloz elde
edilmistir. Daha sonra, bakteriyel selliloz temelli doku yamasi lizerinde kok hiicre
tutunmasinda model olarak, HEK293 insan embriyonik bobrek hiicreleri
kullanilmistir. Hiicrelerin hidrojel yapidaki membrana basariyla tutundugu
gozlemlenmistir. Bakteriyal seliiloz yapidaki doku yamasi, model kok hiicre hattinin
tizerine yiiklenebilmesi sayesinde, bir¢ok farkli dokunun rejenerasyonu igin
potansiyel bir biyomalzeme olmaktadir ve farkli dokularin onarimi amaciyla

yapilacak bir¢ok calismanin 6niintin agmaktadir.
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