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OZET

Bakteriyel Seliiloz Temelli Biyomalzemelerin

Uc Boyutlu Basim

Nevra Pelin CESUR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Doc. Dr. Nelisa TURKOGLU

Son yillarda; organ ve dokularin yetersizligi insanlik icin en kritik saglik
sorunlarindan biri olarak kabul gormektedir. Genel bir bakis olarak, is akisi
donorlerden alinan organ nakli ile baslar. Ancak, bu prosediir goriindiigii kadar
kolay degildir. Cilinkii dokularin uyumlulugu saglanmali ve implante edilecek
greftin akut reddi 6nlenmelidir. Ayrica uzun ve bitmek bilmeyen donér listeleri de
hastalar i¢in sikintili siirecin devamliligina neden olur. Bu nedenle, bu sorunu
¢ozmenin yollarindan biri de doku miihendisligi yardimiyla yapay doku ve
organlarin gelistirilmesidir. Yapay doku ve organlarin gelistirilmesi icin
biyomalzemeler tercih edilmektedir. Bu baglamda metalik, seramik, kompozit ve
polimerik bazli biyomalzemeler gelistirilmektedir. Son yillarda biyouyumluluk
saglayan bu biyomalzemelerden polimerik smnifin  bir {iyesi olan
mikroorganizlardan {retilen polimer bazli biyomalzemeler popiilerlik
kazanmistir. Bakteriyel seliiloz bu sinifin en popular iiyesinden birisidir. Bir gram
negatif bakteri tiirii olan Acetobacter xylinum (A.xylinum) bakteriyel seliiloz elde
edilmesinde kullanilmaktadir ve en verimli bakteriyel seliiloz iireticidir. Bakteriyal
seliiloz biyouyumlu, iyi mekanik davranisa sahip hidrojel 6zellikte bir yapiya sahip
olmasi ile de doku miihendisligi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Doku miihendisligi calismalarinda 3 Boyutlu yazici sistemlerinin kullanimida

xiii



ayrica son yillarda deger kazanmustir. Uretilmesi hedeflenen doku ya da organinin
katman katman basilabilmesi 3 Boyutlu yapinin istenilen sekilde iiretilmesini
saglamaktadir. Bu baglamda tez kapsaminda bakteriyel seliilozun 3 Boyutlu

basilmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: 3B’lu basim, kisiye 6zel vaskiiler greft, doku mithendisligi
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FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Bacterial Cellulose Based Biomaterilas As

Bioink For Three Dimensional Printing
Nevra Pelin CESUR

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis
Advisor: Assoc. Prof. Nelisa TURKOGLU

In recent years; insufficiency of organs and tissues is one of the most critical health
problems for humanity. As an overview, the workflow begins with organ
transplants from donors. However, this procedure is not as easy as it seems.
Because the compatibility of tissues should be ensured and acute rejection of the
implanted graft should be prevented. In addition, long and endless donor lists
cause the continuity of the troublesome process for patients. Therefore, the
development of artificial tissues and organs with the help of tissue engineering is
an one of the way solution against this problem. Biomaterials are used for the
development of artificial tissues and organs. In this context, metallic, ceramic,
composite and polymeric based biomaterials are developed as biomaterials.
Polymeric biomaterials produced from microorganisms, which are a member of
the polymeric class, have gained popularity in recent years. Bacterial cellulose is
the most efficient among other microbial polymers. A.xylinum, a Gram-negative
bacteria species, is the most efficient source of bacterial cellulose. It has a
biocompatible and well mechanical behaviour hydrogel feature and widely used
for tissue engineering studies. Tissue engineering started to move away from
traditionalism and 3D printing systems gained value in recent years. The ability of
printing layer by layer of a tissue or an organ enables the 3D structure to be

produced. In the study, we will examine the bacterial cellulose for 3D printing.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Multi disipliner bir alan olan ‘doku miihendisligi’ 6zellikle de insanin kendi
dogasini anlamaya, hastalik veya travma sonucu olusan hasarli organlarin ya da
dokularin onarimi iizerine biiyiik cabalar sarfetmektedir. Tim bu cabalarin
temelinde ¢Oziimiin ana kaynagi olan olan biyomalzeme secimi yatmaktadir.
Giiniimiizde siklikla seramikler, metaller, polimerik malzemeler tercih edilirken
kompozit biyomalzemelerin morfolojik, kimyasal, fiziksel, biyokimyasal ve
mekanik o6zelliklerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Ozellikle de insan
viicudunun karmasik dogasindan kaynaklanan problemlerin o6niine kompozit
malzemeler ile gecirebilecegi anlasilmistir. Ancak olusturulacak kompozit
malzemlerinde doku ve organlarin 3 boyutlu yapisini taklit ederek biyouyumlu bir
forma doniistiiriilmesi amag¢ edinilmistir. Geleneksel doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalar1 bu baglamda eksik kalmaktadir. Bundan dolay1 son
yillarda bilim yoniinii 3 boyutlu (3Blu) sistemlere cevirmistir. 3 boyutlu
sistemlerin temeli 3 boyutlu yazicilardan (3B yazicilar) olusmaktadir. 3 boyutlu
sistemlerde ana amac doku ve organlarin {i¢c boyutlu morfolojisini taklit etmenin
yaninda, uyumlu mekanik mukavemet, biyouyumlu ve hiicre proliferasyonunu
destekleyen yapidadir. Bunun yaninda ekstraselliiler matriksin (ECM) dogal
formunun taklit edilmesi de odak konularindandir. 3B yazici sistemlerinde en
onemli asama biyomiirekkep seciminin dogru yapilmasidir. Biyomiirekkep
olusumunda mekanik mukavemeti yiiksek olan sentetik polimerik malzemeler
oldukca fazla tercih edilmesinin yani sira hiicre adezyonunu destekleyen ve dogal
ECM yapisini en iyi sekilde destekleyen dogal bazli polimer malzemeler popiilerlik
kazanmistir [1]. Ozellikle de bakteri kaynakli seliiloz 3B yazici sistemlerinde
kullanilmaya baslanmistir. Bakteriyel seliiloz (BS) iyi bir hidrojel olma 6zelliginin
yani sira biyouyumlu olmasi, toksik olmamasi, elastikiyet giicii fazla olan ve

oksijen gecirgenligine olanak saglayan morfolojisi gibi 6zelliklerinden dolay1 3B’lu



sistemler icin umut vaad etmektedir. BS'nin bu avantajalarinin yaninda su ve
organik coziiciilerde c¢oziilmemesi en biiyiilk dezavantajidir [2]. Sunulan tez
calismasinda BS’nin ¢oziicii sistemi optimize edilmis ve uygun recine sistemleri ile
kompozit malzeme olusturulmustur. Optimizasyonu saglanan BS’nin kompozit
malzemesi bir biyomiirekkep olusmasina olanak saglamistir. Bir insan aort modeli
baz alinarak basimi gerceklestirilen vaskiiler greft 6rneginin Standard Triangle
Language (STL) formatina donistiiriilmesi sonunca Stereolitografi (SLA)
teknolojisi ile basimi gerceklestirilmistir. Basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin
in vitro hiicre analizleri ile biyouyumlu yapisi gosterilmis olup doku miihendisligi
gibi biyomiihendislik ve tip alanlarinda karsilasilan ciddi kardiyo vaskiiler

problemlere ¢6ziim olma potansiyeli tasiyacaktir.
1.2 Tezin Amaci

Onerilen tez calismasinda amacimiz, BS’nin ¢oziicii sisteminin optimizasyonu
sonucunda uygun recine sistemleri ile birlestirilmesi ile elde edilen kompozit
malzemenin biyomiirekkep olarak kullanilmasidir. Elde edilen biyomiirekkebin
SLA teknolojisi ile 3 boyutlu bir vaskiiler greft Orneginin basilmasi amag
edinilmistir. Ayn1 zamanda vaskiiler greftin morfolojik ve kimyasal
karakterizasyonu ve 3B’lu basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin in vitro hiicre
calismalar1 sonucunda kardiyo vaskiiler tedavi siireclerine alternatif sunmasi
hedeflenmistir. Sunulan tez calismanin amaclar1 asagida maddeler halinde
siralanmistir:

1.BS’nin ¢ozici sisteminin optimizasyonu

2. Hazirlanan bakteriyel seliilozun biyomiirekkep formiilasyonun saglanmasi
3.Bakteriyel seliiloz bazli biyomiirekkebin 3B’lu basima hazirlanmasi

4.STL formatinda insan aort modelinin olusturulmasi

5.3B’lu basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin sisme, degradasyon profilinin,
protein yapisma kapasitesinin belirlenmesi ve morfolojik o6zelliklerinin
incelenmesi

6.Hazirlanan vaskiiler greft Orneginin mekanik dayanim o6zelliklerinin
belirlenmesi

7.Hazirlanan vaskiler greftin HUVEC hiicre hatt1 iizerine sitotoksisitelerinin

belirlenmesi



8.Hazirlanan vaskiiler greftin hiicre tutunma kapasitelerinin belirlenmesi

9.Hazirlanan vaskiiler greftin Antioksidan kapasitesi tizerine etkisinin incelenmesi
1.3 Hipotez

Sunulan tez calismasinda, daha 6nceden literatiirde 6rnegi bulunmayan BS’nin
¢oziicl sistemi optimize edilecek ve geleneksel doku miihendisligi calismalarinin
yani sira 3 boyutlu sistemlerde kullanilmak {izere biyomiirekkep formiilayonu
olusturulacaktir. Biyomiirekkep STL formatinda hazirlanan insan aort modeli baz
alinarak 3 boyutlu basimi gerceklestirilecek ve gerekli in vitro calismalar ile
biyouyumlu yapis1 gosterilecektir. Boylece, basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin
ileride kardiyovaskiiler rahatsizlara umut olacagi disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda
formiilasyonu optimize edilen BS temelli biyomiirekkebin ileride farkli dokularin

ve organlarinda 3 boyutlu basimi i¢in model olan bir ¢alisma 6zelligi tasiyacaktur.



2

GENEL BIiLGILER

2.1 Doku Miihendisligi

Insanoglu yasami boyunca kaza, hastaliklar veya travma sonucu olusan hasarli
organlarin ya da dokularin onarimi tizerinde durmustur. Bu organlarin/dokularin
tedavisini de transplantasyon cerrahisi ile ¢ozmeye calismistir. Transplantasyon
temel olarak 3 sinifta incelenmektedir: ototransplantasyon, allotransplantasyon ve
ksenotransplantasyondur.

Ototransplantasyon, ayni kisi icerisinde viicudun bir kisminin bagka bir kismina
nakledilmesi anlamina gelir. Donor ve alict aymi kisi oldugundan, secilen
otogreftin kaynagi hastanin kendi viicudu dahi olsa agri, enfeksiyon, yara izi, kan
kayb1 gibi ciddi komplikasyon olasilig1 yiiksektir [3]. Ototransplantasyon
bagisiklik sistemini tetiklemez ancak tipik ornekleri kemik ve deri gibi rejenere
olabilen doku veya organlarin nakli ile smirhdir. Ayni zamanda
ototransplantasyon, donor doku veya organlari elde etmek icin ikinci bir ameliyat
da gerektirmektedir. Boylece hastada ekstra agriya sebebiyet vermekte ve cerrahi
risk tasimaktadir. Allotransplantasyon ise ayni tiiriin genetik olarak 6zdes
olmayan bireyleri arasindaki transplantasyon ¢esididir. Gilinlimiizde en sik hasar
goren organlar bobrek, karaciger, kalp ve akciger basta olmak {izere
hastalikli/hasarli organlarin nakli icin gecerli olan transplantasyondur [4].
Ksenotransplantasyon ise iki farkli tiir arasinda yapilan transplantasyon sinifidir.
Hayvan organlarinin insan alicilara nakli, verici kaynaginin sinirlandirilmasinin
listesinden gelmesinin yani sira bu strateji uzun siireli stabilite, nakil reddi,
ksenojenik enfeksiyoz ajanlarin sokulmasi ve etik ikilemiyle ilgili sorunlar1 da
biinyesinde barindirmaktadir. Bu nedenle, son zamanlarda genetik olarak
degistirilmis hayvan donorlerinin gelistirilmesi ve ksenotransplantasyonun
uygulamalarini genisletmek icin yeni immiinosiipresif yaklasimlar {izerinde
dikkate deger cabalar sarf edilmektedir [5].

Genelleyecek olursak transplantasyon; geleneksel olarak tamamen yapay

eklemler, cansiz islenmis doku (kalp kapakciklari) veya baska bir bolgeden
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hastalarin kendilerinden ya da diger hastalardan alinan nakiller (donorler) olarak
gerceklestirilmektedir. Ancak hastalardaki eksik dokuyu geri yiiklemeyi amac
edinen bu prosediir, kusur veya yaralanma alani icin ek bir tedavi yapisi
gerektirmektedir. Ayn1 zaman da nakledilen organin viicut tarafindan kabul
gormemesi, donor eksikligi ve her cesit doku naklinin yapilamamasi
transplantasyon cerrahisinde karsimiza cikan 6nemli sorunlar arasindadir. Bu
sorunlarin Oniine gecilmesi icin son yillarda yiikselen doku miihendisligi
calismalari ile hasarli dokunun islevlerinin geri kazanilmasi hedeflenmistir [6].
Doku miihendisligi, normal ve patolojik memeli dokularindaki yapi iliskilerinin
temel anlayisina dayanmaktadir. Ayrica doku islevini eski haline getiren, siirdiiren
veya gelistiren biyolojik unsurlarin gelistirilmesine yonelik miihendislik ve yasam
bilimleri ilkelerinin ve yontemlerinin uygulanmasini iceren c¢ok disiplinli bir
alandur.

Doku miihendisligi calismalar1 1975 yilina Chick ve arkadaslarinin diyabet
hastalarinda glikoz kontroliine yardimci olmak igin yar1 gecirgen zarlarda
pankreatik adacik hiicrelerinin kapsiilleme calismalariyla seriivenine baglamstir.
1980’lerin basina gelindiginde cildin kolajen jellerdeki hiicrelerle veya
rejenerasyona rehberlik etmek icin kolajenin glikozaminoglikan (GAG)
kompozitleriyle degistirilmesi calisilmistir. Kullanilan bu teknikler hala
glinlimiizde de klinik calismalarda kullanilmaktadir [7][8]. 1993 tarihinde ise
Bisceglie'nin fare tiimor hiicrelerini bir polimer zara kapatip onlar1 domuz karin
bosluguna yerlestirdigi calismalar ile gelisimini devam ettirmistir [9].

Doku miihendisliginin temel amaci, organ nakli ve biyomateryal implantasyonuna
dayanan geleneksel tedavilerin sinirlarini agmaktir. Ayni zamanda hasta ile
birlikte biiyiiyebilen immiinolojik olarak toleranshi '"yapay" organ ve doku
unsurlarini tiretme potansiyelini sergilemektir. Doku miihendisligi bu hasarl
organ veya dokuya ek tedavilere ihtiyac duymadan kalici bir ¢o6ziim getirmektedir
ve boylece uzun vadede uygun maliyetli bir tedavi yontemi sunmaktadir [10].
Doku miihendisligi baslica 3 temel bileseni vardir. Bunlardan ilki; ilgili hiicrelerin
in vitro olarak gerekli ii¢c boyutlu (3B) organ veya doku icin biiyiitiilmesini icerir.
Ancak hiicreler, tercih edilen 3B’lu yapilasma yeteneginden yoksundur ve boylece

dokunun yalnizca anatomik seklini tanimlarlar. Bunun yerine iki boyutlu (2B) bir



hiicre katmani1 olusturmak i¢in rastgele goc etme kabiliyetine sahiptirler. Uygun
yapilasma ise 3B’lu morfoloji sergileyebilen dokular icin gereklidir. Bu 3B’lu
morfoloji, hiicrelerin baglandig1 ve kolonize oldugu iskeleler olarak bilinen,
gozenekli matris tohumlanmasiyla elde edilen, doku miihendisliginin ikinci ¢ok
onemli bileseni olma 6zelligi gosteren yapi iskeleleri (scaffolds) ile saglanir. Bu
yapi iskelelerini de biyomalzeme sinifinda incelemek miimkiindiir. Son olarak da
destek hiicreleri ve biiylimeyi uyaran sinyaller (biiyiime faktorleri, sitokinler ve
kemokinler) tarafindan saglanan biyokimyasal ipuclarindan olusmustur [11].

Sekil 2.1 doku miithendisligi bilesenlerini kisaca 6zetlemektedir.

Doku Miihendisligi Bilesenleri

1.Hiicre Kaynagi 2.Doku Iskeleleri (Scaffold)

.
Hiicre

-
Kiiltiiri .. ;

Biiyiime Faktorleri Mekanik Uyarilar

o
@@ Transkripsiyon Faktorleri
.

3.Biyosinyal Molekiilleri

Sekil 2.1 Doku miithendisligi bilesenleri

insan viicudundaki hemen hemen her doku cesidi doku miihendisligi acisindan
arastirllmis ve c¢ogu calisma spesifik hiicre tiirlerine odaklanmistir. Klinik
uygulamalar icin hiicreler genellikle hastalardan, yakin akrabalardan veya diger

bireylerden tiiretilmektedir. Ornegin diz tamiri icin otolog kondrosit hiicre nakli
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klinik uygulamalarda kullanilirken, baska bir acidan ise doku miihendisligi
calismalarn ile yapilandirilmis cilt dokusu yenidogan dermal fibroblastlari ile
kiiltiire edilmistir. Bununla birlikte farkli uygulamalar icin hiicrelerin temin
edilmesinde ise bazi sikintilar karsimiza ¢cikmaktadir. Bu hiicre kaynak sikintisini
¢ozmek i¢in olan yaklasimlardan biri de insan kok hiicrelerinin izolasyonu olabilir.
Yani hiicreler birden fazla nesil boyunca cogaltilabilir ve uygun hiicre tipine
farklilasmak icin yapilandirilabilir [12]. Ozellikle de son dénemde yapilan
calismalar ile insan embriyonik blastosistlerinden tiiretilen kok hiicrelerin bu
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir [13]. Basta kikirdak, kemik ve kas
olusumuna katilan kok hiicreler iizerinde yapilan calismalar doku miihendisligi
uygulamalarinda cesaret verici sonuglar gostermistir. Tanimlanan progenitor
hiicrelerin, implantasyondan o©nce hiicrelerin kiiltiir kosullarini degistirerek
kikirdak veya kemige doniistiigii bildirilmistir. Ek olarak karacigerde olgun
karaciger hiicrelerine veya kiltiirde safra kanallarina doniisebilen kiiciik oval
hiicreler de yapilan calismalar ile elde edilmistir[14].

Hiicresel kaynak sorununa baska bir ¢6ziim de "evrensel vericiler" olarak
kullanilabilecek hiicreler olusturmak olabilir [15]. Bu yaklasim ile normal olarak
verici hiicreleri "kendilik dis1" olarak tanimlayan hiicre yiizeyindeki histo-
uyumluluk proteinlerini maskeleyen molekiiller kullanilir ve 6zellikle Parkinson
hastalig1 olan hastalara transplantasyon icin domuz hiicrelerini kabul edilebilir
kilmak amaciyla arastirilmaktadir [16].

Diger bir yandan; tipik bir doku miihendisligi grefti; bir iskele (scaffold), onun
destek hiicreleri ve biiylimeyi uyaran sinyaller tarafindan baglanti saglanan
biyokimyasal ipuclarindan olusur [11]. Doku miihendisligi iskelelerinin
olusturulmasi icin gerekli Ozellikler Hutmacher ve arkadaslar1 tarafindan
belirtilmistir: (1) iskelenin, doku entegrasyonu ve vaskiilarizasyonunu
desteklemek icin uygun 6lcekte birbirini tamamlayabilecek gbzenekli yapilasmaya
sahip olmali (2) nihai de iskele dokusunun yerini alabilmesi i¢cin kontrolli
biyobozunurluga sahip malzemeden yapilmasi veya biyolojik olarak yeniden
emilebilirlik (biyo-emilebilirlik) oOzellikleri gostermeli, (3) hiicresel baglanma,
farklilasma ve ¢ogalmayi1 destekleyecek uygun yiizey kimyasina sahip olmali, (4)

amaclanan implantasyon calismalari i¢in uygun mekanik ozelliklere sahip olmali,



(5) herhangi bir olumsuz yanita neden olmamali ve (6) kolayca cesitli sekil ve
boyutlarda tretilebilmelidir [17].

Greftin olusmasini saglayan iskele yapisi biyomateryal tabanli olup doku
miithendisliginde temel bir rol oynar. Ciinkii hiicre baglanmas: ve doku gelisimi
icin mekanik 6zellik ve yapisal desteklik saglar. Ayni zamanda da hiicrelerin
hayatta kalmasi, cogalmasi ve farklilagsmasi i¢cin uygun ortam olusturur ve sonunda

da doku yenilenmesini tesvik eder [18][19].
2.2 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler; miihendislik, tip, temel biyoloji ve malzeme bilimini kapsayan,
esas olarak II. Diinya Savas'indan bu yana kadar uzanan c¢ok yonlii bir alandair.
Alaninin bu denli genisligi nedeniyle de bir biyomalzemenin ne oldugu ve
biyomalzemenin modern tiptaki rolii hakkinda diisiinceler gecmisten bugiine
kadar bir kafa karisikhigi yaratmistir. Bu karmasikligi sonuglandirmak icin bir
biyomalzeme; viicudun herhangi bir dokusunu, organini veya fonksiyonunu
degerlendirmek, tedavi etmek, fonksiyonunu arttirmak veya degistirmek icin
biyolojik sistemlere miidahale edebilen materyaller olarak tanimlanmistir [20].

Bu tanimlama dogrultusunda, biomalzeme bilimi de biyomalzemeler ve onlarin
biyolojik cevre ile iliskilerini inceleyen bilim dali olarak bildirilmistir [21].
Biyomalzeme bilimi; malzemelerin mekanik davranislari veya implantlarin yiizey
modifikasyonu gibi materyal bilimi ile ilgili konularin yani sira immiinoloji,
toksikoloji ve yara iyilesme siireci gibi biyolojik konular1 da kapsamaktadir.
Bundan dolay1 biyomalzeme biliminin hangi yoniine bakilirsa bakilsin
biyomalzemenin ‘biyo’ kismi goz ardi edilemeyecek derecede Onem arz
etmektedir. Bu dogrultuda biyomalzeme biliminin genel amaci insanlara implante
edilecek materyallerin gelistirilmesi oldugundan en 6nemli kavramlardan biri
olarak biyouyumluluk kavrami olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda bir
biyomalzemenin biyouyumluluk yetenegi; malzemenin belirli bir uygulamada
uygun bir konak yanit1 ile performans gosterme yetenegi olarak tanimlanmistir

[20].



2.2.1 Tamim ve Tarihce

Clemson Universitesi Biyomalzeme Danisma Kurulu tarafindan; bir biyomateryal
“canli sistemlerin icine implantasyon ile veya bu sistemlere dahil edilmek {izere
tasarlanmis sistemik ve farmakolojik olarak eylemsiz olan madde” olarak
tanimlamistir [22]. Baska bir acidan ise bir biyomateryal “biyolojik sistemlerle
etkilesime girmesi amaclanan bir tibbi cihazda kullanilan cansiz bir malzeme”
olarak belirtilmistir [23]. Bunlara ek olarak; biyomalzeme “canli organizmay1 ve
bilesenlerini olumsuz etkilemeden protez, tani ve tedavi uygulamalar1 igin
kullanilmas1 amacglanan sentetik ve ayn1 zamanda doku, kan ve biyolojik sivilarla
temas edebilen dogal kaynakli malzemeler” olarak belirtilmistir [24]. Kisacasi
“biyomalzeme” teriminin tanimlanmasi farklilik gostermektedir ve genis capta
kabul goren calisma tanimlari; “yasayan bir yapinin tamamini veya bir par¢asini
iceren, islevini arttiran veya degistiren dogal ya da insan yapimi herhangi bir
malzeme” olarak belirtilebilir [25].

“Biyomalzeme” terimi Ozellikle de “biyolojik materyal” kelimesi ile
karistirlmamalidir. Genel olarak biyolojik bir materyal, biyolojik bir sistem
tarafindan {retilen cilt veya arter gibi materyallere denmektedir.
Biyomalzemeler giiniimiizde neredeyse yeni bir alan olarak degerlendirilmesine
karsin kokeni binlerce yil oncesine kadar uzanmaktadir. En eski biyomalzeme
uygulamalarindan sayilan ve milattan sonra (M.S.) 200’li yillarda arkeologlarin
yaptig1 kazi calismalar ile metal dis implantlar1 iceren insan kalintilar1 ortaya
cikarilmistir ve kiyafet/camasir ham maddesi olarak kullanilan ketenlerin
Misirhlar tarafindan dikis malzemesi olarak kullanildig1 anlasiimistir [26]. Daha
sonraki yillarda yapay disleri komsu dislere baglamak icin altin tellerin birbirine
baglandig1 calismalar eski Fenike'de bulunmustur. Benzer sekilde, M.S. 200’1
yillarda Avrupa'da bulunan bir demir dis implantina sahip olan ceset, kemikle
entegre edilmis olarak bulunmustur. Maya halk: ise yaklasik M.S 600’1 yillarda
deniz kabuklarindan sedef disler liretmeyi basarmislardi ve goriiniise gore
simdilerdeki kemik entegrasyonu olarak adlandirdigimiz yapiy1 olusturmaya
odaklanmuslardi. Ik érneklerini gordiigiimiiz bu calismalarin arkasinda malzeme

bilimi, biyolojik anlayis ya da ila¢ prosediirleri olmasa da uygulamalar iki noktay1



vurgulamaktadir: Tarih 6ncesi zamanlarda bile insandaki iyilestirme i¢ giidiisii ve
implant ile fizyolojik/anatomik fonksiyon kaybini gidermektir [27].

1900'lerin basina gelindigi zaman ise kemik plakalarinin uzun kemik kirilmalarina
yardimc1 olmak icin kullanildig1 gézlemlenmistir. Bu kemik plakalarin bircogu cok
ince ve sofistike olmayan mekanik tasariminin sonucu olarak kirilma gostermistir.
Bu sorunun {istesinden gelinmesi i¢cin vanadyum celigi gibi malzemeler, iyi
mekanik 6zellikleri nedeniyle biyomateryal olarak secilse de viicutta hizli bir
sekilde asinma gostermis ve viicudun iyilesme siirecinde olumsuz etkilere neden
olmustur. Daha sonraki yillarda olumsuz etkilerin giderilmesi icin daha iyi
tasarimlar ve malzemeler kullanilmaya baslanmistir. 1930’1u yillarda paslanmaz
celikler ve kobalt krom alasimlarinin kullanilmasi ile kirik fiksasyonunda daha ileri
gelisimler gosterilmistir ve ilk eklem replasman ameliyatlar1 gerceklestirilmistir
[28].

Bunun yaninda asil biyomalzeme alaninin bilimsel anlamda gelisimi II. Diinya
Savasi'ndan sonra kendini gostermistir. Baslangicta savasta kullanilmak iizere
tasarlanmis sentetik malzemelerin yaygin olarak kullanilmasi ile varligini
sergilemistir [21]. Ornegin; 1940 yilinda ilk plastik malzemenin (sentetik
polimerler) insana implantasyonu gerceklesmistir. Bu ilk calismalar daha 6nce
ucaklar icin malzeme olarak kullanilan poli (metil metakrilat) ve bir parasiit
malzemesi olan naylon ile gerceklestirilmistir. Polimer simifinin sonraki
calismalarinda ise materyallerin ve cerrahi teknikteki ilerlemelerle 1950'lerde kan
damari, 1960'larda kalp kapag:i ve semente eklem replasmanlari kullanilmasi
baslanmistir [29][30]. Ancak biyomalzeme alani bu malzemeler ile sinirh
kalmamis cok cesitli malzeme tiirlerini kapsayacak sekilde hizla ilerlemistir.
Ozellikle de II. Diinya Savasindan yirmi yil sonra, metalik biyomalzemeler
kullanilarak ilk basarili yapay kalca, dogal bir polimer tiirevi olan seliiloz
kullanarak bobrek diyaliz makineleri ve baska bir diger dogal tiiretilmis polimer

olan ipek ile vaskiiler greftlerin gelisimi goriilmistiir [26]
2.3 Biyomalzemelerin Ozellikleri

Doku miihendisligi, disiplinler arasi ve cok disiplinli bir alandir. Nakil ve
rekonstriiktif cerrahisinde alternatif doku ve organlar sunmasi1 yoniiyle biiyiik

umut vadetmektedir. Bu baglamda ti¢ boyutlu doku olusumunu destekleyen gecici
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yapay hiicre dis1 matris iskelelerin (scaffolds) tasarimi da doku miihendisligi icin
kritik oneme sahiptir. Bu iskele yapilar1 da viicutta herhangi bir toksisiteye
sebebiyet vermemeli, hiicre adezyonunu, proliferasyonunu ve farklanmasini
destekleyebilmeli yani biyouyumlu bir yapi sergilemeli ve uygun mekanik

mukavemete sahip olmadir.
2.3.1 Toksik Olmama

Tasarlanmis bir biyomalzeme; diger bedensel organlari etkilemeden, canli viicut
ortaminda amacina uygun hizmet etmelidir. Bunun icin bir biyomalzeme toksik
olmamalidir. Biyomateryaller icin toksisite terimi biyomalzemelerden go¢ eden
maddelerle ilgilidir. Genel olarak, toksik olmama; kanserojen olmayan, pirojenik
olmayan, alerjik olmayan, viicut ici sivisi ile uyumlu ve biyolojik materyalin
enflamatuar etkisinin olmadigini belirtir. Bazi durumlarda biyomalzeme toksik
kabul edilen gerekli miktarda kiitleyi serbest birakmak icin tasarlanmistir.
Tasarlanan biyomalzemelerin bu toksisitesi bir avantaj saglar. Ornegin, kanser
hiicrelerini hedef alan ve onlar1 yok eden bir “akilli bomba” ila¢ dagitim sistemi

verilebilir [31].
2.3.2 Biyomalzemelerin Biyouyumlulugu

Bir biyomateryali diger materyallerden ayiran en 6énemli faktor insan viicudunun
dokulariyla temas halinde var olma yetenegidir. Biyomalzeme calismalarinin
baslica ilgi odaklarindan biri olan bu viicuda kars1 gosterdigi biyolojik cevap ayrica
biyouyumluluk olarak adlandirilmaktadir. Biyouyumluluk bir biyomalzemenin,
protezin veya tibbi cihazin belirli bir uygulama sirasinda uygun bir konakg¢i yaniti
olusturma kabiliyeti olarak tanimlanir. Ayrica biyouyumluluk terimi;
biyomalzemenin viicudun mekanik davranisina, dokularindaki fiziksel, kimyasal
ve biyolojik uyumuna karsi sagladigi optimum uyum olarak da tanimlanabilir
[32]. Ozellikle de implantasyon sonrasi viicutta bir enflamatuvar tepki
goriilmektedir. Klinik olarak enflasmasyon; implant yapilmis olan bolge etrafinda
olusan kizarikliklar, sismeler, yanmalar ve aci ile karakterize edilir. Ancak viicutta
olusan bu tepkiler genellikle gecicidir ve bir dizi yolla ¢dziilebilmektedir. Ornegin;
malzemenin cevre dokuya tam entegrasyonun saglanmasi veya implantin lifli

kapsiilleme ile izolasyonun gerceklestirmesi verilebilir. Ayn1 zaman da implant
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yapilan bolgeye ve malzemenin dogasina bagh olarak, canli dokuya implante
edildiginde doku tepkilerine maruz kalir. Bunlar bagisiklik sisteminin aktivasyonu,
lokalize pihtilasma olusumu, enfeksiyon, tiimor olusumu veya implantin
kireclenmesi gibi cevaplar1 da biinyesinde barindirir. Bundan dolay:1 spesifik
uygulamalar icin implantin sekli, malzemenin degredasyon ve mekanik 6zellikleri
bir = malzemenin  biyouyumlulugunun  strdirebilirligi icin  etraflica
incelenmektedir. En temel seviyede biyouyumluluk; bir malzemenin protein ve
hiicresel cevaplarina bagli olarak belirlenir ve malzemenin biyouyumluluk testleri
protein ve hiicresel diizeyde hem in vitro hem de in vivo olarak gerceklestirebilir
[20]. Bu nedenle biyomalzemeler viicut implatasyonu sonrasinda toksik
olmamasi, immiinojenik olmamasi, trombojenik etkiye neden olmamasi,
kanserojen olmamasi ve tahris edici olmamasi1 gibi oOzellikleri sergilediginde

biyouyumlu olarak kabul edilmektedir [33].
2.3.3 Viicut Tepkisine Kars: Yoksunluk

Canl1 bir biyolojik sistemde yabanci bir cismin varligindan dolay1 olusan reaksiyon
dizisine “yabanci cisim reaksiyonu” denir. Bu reaksiyon dahil olan anatomik
bolgeye bagl olarak yogunluk ve siire bakimindan farklilik gostermektedir. Pratik
olarak bir tibbi cihaz amaclandig1 gibi calismali ve hastaya veya kullaniciya 6nemli
bir zarar vermemelidir. Bununla birlikte, kendiliginden gelisen viicut materyali
(biyolojik materyal) disinda herhangi bir materyal yabanci bir materyal oldugu
icin yabanci cisim reaksiyonu gelistirme sansi olacaktir. Bu nedenle, biyomateryal

sifir yabanci cisim reaksiyonu gostermelidir [34].
2.3.4 Biyomalzemelerin Mekanik Ozellikleri

Biyomalzemenin en 6nemli gereksinimi, fiziksel 6zelliklerinin implante edilecegi
yasam sisteminde istenen organ/doku ile eslestirilmesidir. Biyomalzemeler ve
cihazlar mutlaka degistirilen organ/dokununkine esdeger uygun mekanik
performans gereksinimlerine sahip olmalidir. Bu nedenle malzemeler
kullanilacaklar: doku 6zelliklerine gére tasarlanir [31]. Ornegin: kemikteki gibi
sert morfolojide kullanilmak {izere tasarlanmis biyomalzemeler daha kararli ve
sert yapilasma sergilemesi gerekirken esnek dokularda kullanilmak {iizere

tasarlanan biyomalzemeler yumusak formda tasarlanmadir [35]. Bir
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biyomalzemenin mekanik ozellikleri ayrica iskele yapisinin nano morfolojisi ve
gozenek boyutu gibi yapisal 6zelliklerine de baghdir. Hiicre yapismasi, biiytimesi
ve farklilagsmasi gibi hiicresel yapilarin biyolojik performansi da gézenek boyutuna
baghdir. Bu nedenle, implantlarin ve doku miihendisligi iskelelerinin optimum
tasarimi icin kullanilabilecek farkli biyomalzemelerin mekanik davranisini

anlamak bizlere malzemenin biyolojik performansi hakkinda bilgi verir [36].
2.3.5 Biyomalzemelerin Tasarim Ozellikleri

Biyomalzemeler bir hastaligi veya yaralanmay1 tedavi etmek i¢in cesitli cihazlar ve
implantlar tasarlasa da tiim biyomateryallerin tasariminda yer alan temel hususlar
asagida belirtilen maddeler ile 6zetlenebilmektedir;

*Bir biyomalzemenin tasarim i¢in secildigi uygun bir spesifikasyon,
*Biyomalzemenin c¢alismasim1 istedigi ortamin dogru karakterizasyonu ve
cevrenin biyomateryalin 6zellikleri {izerindeki etkilerinin belirlenmesi,
*Malzemenin calismasi icin gereken siirenin tanimlanmasi ve tasarlanmasi,
*Biyomalzemenin kullanim 6ncesi giivenlik endiseleri konusunda net bir sekilde

belirlenmesi gerekmektedir [31].
2.4 Biyomalzeme Cesitleri

Biyomalzemelerin spesifik uygulamalari icin en temel basamak dogru malzeme
cesidinin secilmesidir. Genel olarak malzemeler ikiye ayrilir; biinyesinde karbon
barindiriyorsa organik eger barindirmiyor ise inorganik olarak adlandirilirlar.
Biyomalzemeler ise Sekil 2.2’de gosterildigi gibi dort ana baslik altinda kategorize

edilmektedir; metaller, seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler.
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Sekil 2.2 Biyomalzeme cesitleri

2.4.1 Metaller

Metaller 6zellikle implant materyalleri olarak uzun siiredir tip alaninda biiyiik bir
klinik 6nem arz etmektedir. Tibbi gereksinimler icin kullanilan metal ve metal
alasimlarinin cogu, paslanmaz celik (316L), titanyum ve alasimlari (Cp-Ti,
Ti6Al4V), kobalt krom alasimlari (Co, Cr), aliminyum alasimlari, zirkonyum
niyobyumu ve agir tungsten alasimlari olarak karsimiza ¢ikar. Biyomalzeme
alanindaki hizli bliylime ve gelisme, dis implantlari, kraniyofasiyal plakalar ve
vidalar gibi metalden yapilmis bir¢ok tibbi iiriiniin gelistirilmesi icin bir alan
yaratmistir. Bunlara ek olarak yapay kalpler, kalp pilleri, klipsler, valfler, tibbi
cihazlar ve ekipmanlar ve kemik fiksasyon cihazlari, dental materyaller, tibbi
radyasyon koruyucu iriinler, biyomedikal uygulamalar i¢in protez ve ortodontik
cihazlar metal ve metal alasimlarin genel kullanim alani olarak hayatimizda yer

almaktadir [37]. Metal malzemeler genellikle gerekli biyomateryali tasarlamak
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icin miihendisler tarafindan tercih edilmektedir. Biyomedikal uygulamalar icin
metal bazli malzemelerin secilmesinin ana kriterleri ise metallerin uygun mekanik
davranis sergileyebilmeleri, korozyon direnci gostermeleri ve tiretiminin diisiik
maliyetli olusudur [38].

Biyomedikal uygulamalarda kullanilmak iizere secilmis metal cinsi, implantin ve
biyolojik ortamin islevine baghdir. Ornegin 316L tipi paslanmaz celik (316L SS),
basta kardiyovaskiiler calismalardan otorinolojiye kadar tiim implant cesitlerinde
kullanilan alasimdir. Ayrica paslanmaz celikler, kolbat (Co) alasimlari ve titanyum
(Ti) ve alasimlart esas olarak metalik biyomalzemelerin imalatinda
kullanilmaktadir. Ti alasimlar1 en iyi biyo-uyumluluga sahip metal bilesen
oldugundan, Ti sistemli biyomalzemelerinin arastirilmasi ve gelistirilmesi icin
metalik biyomalzemeler alaninda iyi bir sekilde takip edilmektedir [39].
Metallerin yiiksek gerilme mukavemeti ve yorulma sinir1 6zellikleri, seramiklere
ve polimerik malzemelere kiyasla iyi mekanik yiikler tasiyabilen implantlarin
tasarlanmasina izin verir. Bununla birlikte, seramiklere kiyasla, metaller daha
diisiik mukavemete ve basarisizliga karsit daha yiiksek gerilmelere sahip elastik
modiiliine sahiptir. Biyolojik ortam da ise metal bazli biyomateryal implante
edildiginde; malzemenin yiizey alani degisebilir ve bazi yan f{iriinleri serbest
birakmak icin bozunma gosterebilir. Bu durumda metalik implant ytizeyi ile hiicre
veya dokular arasinda etkilesimler meydana gelir. Bu durum giliniimiiz
arastirmacilarini biyolojik olarak daha uyumlu malzemeler gelistirmek icin
metalik {irtinlerin yiizey 6zelliklerini anlamlandirmaya tesvik etmistir [37].

2.4.2 Seramikler

Seramikler biyomalzemelerin tasariminda kullanilan bagka bir malzeme sinifidir.
Seramiklerin kullanimi, viicuttaki etkisizlikleri, cesitli sekil ve gézeneklere tahlil
sekillendirelebilirlikleri, ytliksek basin¢ mukavemeti ve miikemmel asinmama
ozellikleri ile biyomalzeme calismalarinda bilim insanlarini tesvik edici
niteliktedir. Seramikler ayrica metalik implantlarin biyouyumlulugunu artirmak
icin kas-iskelet sisteminde, kalca protezlerinde, kemik greftlerinde, dis ve
ortopedik implantlarinda, orbital ve orta kulak implantlarinda, kalp kapakciklari
ve kaplamalarin bir parcast olarak kullanilmaktadir. Seramik bazlh

biyomalzemelerin uygulamalar1 kirilganlik ve zayif gerilme mukavemeti sahip
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olmasi nedeniyle metallerden veya polimerlerden daha az tercih edilmistir.
Bununla birlikte, fosfatlarin biyoseramikleri ise yiiksek biyouyumluluk ve kemik
entegrasyonuna sahip olmasi nedeniyle ideal biyomalzemelerin {iretiminde ve
kemiklerin mineral bilesenine en ¢cok benzeyen malzemeler olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir [40]. Kalsiyum fosfat bazli biyomateryaller, iskeletin tiim
alanlarini kaplayan, viicut boyunca bir dizi farkli uygulamada kullanilmaktadir.
Uygulamalarinin basinda dis implantlari, transdermik cihazlar, kemik
defektlerinin tedavisi, kirik tedavisi, total eklem replasmani, ortopedi,
kraniomaksillofasiyal rekonstriiksiyon, kulak/burun/bogaz ve omurga cerrahisini
kapsamaktadir. Bu kullanim alanlarina ek olarak hidroksiapitit kemik defektleri
icin dolgu maddesi ve burun septal kemigi, orta kulak gibi yiiksiiz anatomik
bolgelerde implant olarak uygulama alanlarini da icermektedir [41]. Ayrica biyo-
g6z hidroksiapatit orbital implantlarin1 ve hidroksiapatit blok seramiklerini
gelistirmek icin kullanilir [42]. Hidroksiapatit, paslanmaz celikler, titanyum ve
onun alagimlarindan olusan implantlar, metalik ortopedik ve dental implantlar
icin kemikte fiksasyonu arttirmak icin bir kaplama malzemesi olarak
kullanilmigtir. Bu durumda, cevre kemige giden temel metal yiizeyler
hidroksiapatite giiclii bir sekilde baglanabilmektedir. Ancak, de-aminasyondan
kaginmak icin 6zen gosterilmelidir. Clinkii seramik tabakanin metal yiizeyden
ayrilmast ciddi sorunlara neden olabilir ve implant basarisizlikla

sonuglanabilmektedir [43].
2.4.3 Kompozit Malzemeler

Kompozit malzemeler; farkli fiziksel ozelliklere sahip iki veya daha fazla fiziksel
ve/veya kimyasal olarak farkli, diizgiin bir sekilde diizenlenmis veya dagitilmis
bicimde bilesebilen malzemeleri iceren bir miihendislik malzemesi sinifidir.
Kompozitler, matris ad1 verilen siirekli bir yigin faza ve genellikle matristen daha
tistiin Ozelliklere sahip olan takviye adi verilen bir veya daha fazla siireksiz
dagilmis faza sahiptir. Bu fazlardan ayri olarak, ara faz olarak adlandirilan Giciincii
bir asamay1 da biinyesinde barindirabilir. Tek formda olusmus malzemelerden
daha giiclii bir yap1 sergileyen kompozitler dokularda olusan zor problemlerin
onarilmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu baglamda son yillardaki bilimsel

arastirmalar ile oOzellikle de yiik tasiyan doku bilesenleri icin yeni alternatif
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¢ozimler oldugu disiiniilen cesitli biyomedikal kompozit malzemeler
gelistirilmesine odaklanilmistir [44].

Kompozit yap1 iskeleleri potansiyel olarak biyoglas parcaciklarinin ve siingerimsi
kemige yakin mekanik 6zelliklere sahip biyolojik olarak bozunabilir polimerlerin
kombinasyonlarindan olusturulmus goézenekli yapilar sergilerler. Ayrica, lif
takviyeli kompozit malzemelerin kullanilmasi ile kemik kirig1 onarimi, diz,
kafatasi rekonstriiksiyonu, dis, kalca ve diger eklem replasman uygulamalar: gibi
sert doku uygulamalari da literatiirde oldukca yaygindir [45].

Metallerin veya seramik malzemelerin diisiik biyolojik uyumluluk kabiliyetleri,
metaller biyomalzemelerin korozyona sebebiyet vermeleri ve seramik
malzemelerin diisiik kirilma mukavemeti gibi dezavantajlara sahip olmalari
kompozit biyomalzemelerin ana tercih edilme sebebini ortaya koymaktadir. Bu
baglamda kompozitler homojen malzemelerin (metaller veya seramikler)

istenmeyen bircok 6zelligini gelistirmek icin alternatif bir yol saglar.
2.4.4 Polimerler

Diger malzemelerin aksine polimerler organik yapili malzemelerdir ve monomer
ad1 verilen birim molekiillerin kovalent baglarla bir araya gelmesiyle ¢ok sayida
kiiciik birimden olusan biiyiik molekiillere polimer denir (Sekil 2.3). Biyomedikal
uygulamalar icin uygun bir malzeme olan polimerler cesitli yumusak dokularin
degistirilmesi ve gelistirilmesi icin kardiyovaskiiler elemanlar olarak kullanilir.
Implant olarak tercih edilen cok sayida polimerik malzemeler de vardir. Giincel
uygulamalar1 incelendiginde basta kalp kapakciklari, yapay kalpler, vaskiiler
greftlerin yan1 sira gogiis protezleri, dis materyalleri, kontakt ve g6z ici lensleri,
ekstrakorporeal oksijenatorlerin fikstiirleri, diyaliz ve plazmaferez sistemleri, tibbi
tirlinler icin kaplama malzemeleri, cerrahi malzemeler, doku yapistiricilari, vb.

ornekleri de mevcuttur [46][47][48].
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Sekil 2.3 Polimer yapisi

Polimerik biyomalzemelerin kullanimi diger malzeme cesitlerine gore; imalat
kolaylig1 saglamasi, islenebilirlik kolayligi, uygun mekanik ve fiziksel davranis
sergileyebilme ve ucuz maliyetli olusu ile daha avantajlidir. Genellikle polimer
sinifi biyomalzemeler Tablo 2.4te 6zetlendigi gibi iki sinifta incelenir: dogal ve

sentetik polimerik biyomalzemeler.

Tablo 2.1 Polimer Matrislerin Siniflandirilmasi

BiYOPOLIMER MATRIiSLER
DOGAL MATRISLER SENTETIK MATRISLER
. | I
BIYOKUTLEDEN DOGAL
ORGANIZMALARDAN
| ) POLiAMID POLIANHIDRID PVA POLIESTER
POLISAKKARITLER POLIPEPTIDLER )
L . BAKTERIYEL
LiPIDLER POLIESTERLER ST

Sentetik polimerik sistemlere; akrilikler, poliamidler, poliesterler, polietilen,
polisiloksanlar ve politiretan ve benzeri 6rnekleri verilebilir. Kolay islenebilir olan
bu sentetik polimer sinifi liyeleri insan viicuduna enflamatuar etkileri sorunuyla
karsimiza c¢ikmaktir. Bu sorunun da dogal polimerlerin kullanilmasiyla
asilabilecegi anlasilmistir. Ornegin kitosan, karagenan ve aljinat gibi dogal
polimerler sinifi iiyeleri doku rejenerasyonu ve ila¢ salinim sistemleri gibi

biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir [49].
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Dogal polimer sinifi i¢in de kollajen, elastin, fibrin, GAG, hyaluronik asit insan
viicudunun icinde iiretilebilen polimer sinifinda yer alirken aljinat ve kitosan da
insan viicudunun disinda bulunan polimer cesitleridir. Toplam protein kiitlesinin
%25-35'1ni olusturan kollajen insan viicudunda en ¢ok bulunan polimer sinifidir
[50]. Kolajen siiper familyasinda 28 kolajen izoformu tanimlanmistir ve ortak bir
licli sarmal bolge tiim iyeleri icin ortaktir [51]. Her bir kolajen izoformu
molekiiler ve stiper molekiiler organizasyonu dikkate alindiginda kolajen olmayan
makromolekiillerle bir araya gelerek karmasik bir fonksiyonel {ist yapiy1
olusturmaktadir. Bu sekilde, kolajenler, hiicre dis1 matrisin molekiiler mimarisini
ve mekanik oOzelliklerini olusturur ve viicuttaki mukavemet, esneklik ve

hemostatisin korunmasini saglamaktadir [52].

Elastin ise hiicre dis1i matrisin elastik Ozelliklerinden sorumlu bir
makromolekiildiir. Fibroblastlar, endotelyal, kondrositler, keratinositler ve diiz
kas hiicreleri dahil olmak iizere cesitli hiicreler tarafindan 60-70 kDa'lik bir 6ncii
protein monomeri olarak {retilir ve salgilanir. Ayrica tropoelastin olarak da
adlandirilmaktadir [53]. Elastin'e ek olarak, fibrillin de elastik liflerin bir baska
onemli bilesenidir. Fibrillin ailesinde dort izoformu bulunmaktadir [54]. Bunlar;
fibrillin-1, fibrillin-2, fibrillin-3 ve fibrillin-4’dir ve sekiz sisteyin bolgesi arasinda
tekrarlanan kalsiyum baglayici epidermal biiylime faktorii benzeri alanlar
icermektedir [55]. Bu dort izoform arasinda, molekiil agirligt ~350 kDa olan
fibroblast hiicreleri tarafindan salgilanan ve bir glikoprotein olan fibrillin-1 insan
viicudunda en fazla miktarda bulunanidir. Fibrillin-1 ayrica elastik liflerin
olusumunda 6nemli roller oynamaktadir [55].

GAG'ler ise viicutta diger en bol bulunan biyopolimer sinifidir. GAG’ler
heteropoliakaritdir ve hiicre disi matristeki 6nemli bir biyomolekiil sinifinin
elamanidir. GAG'ler, oldukca negatif yiiklii lineer polisakkaritlerdir ve bir amino
sekerin (N-asetil-D-glukosamin veya N-asetil-D-galaktosamin) ve bir uronik
asitten (D-glukuronik veya L-iduronik asit) olusan disakkarit birimleridir.
Gekirdek disakkarit yapilarina gore, glikozaminoglikanlar heparin, heparin stilfat,
kondroitin siilfat, dermatan siilfat, keratin siilfat, hiyaliironik asit ve dermatan

sulfatlar olarak siniflandirilabilir [56].

19



Son yillarda yapilan ¢alismalar ile kitosanin; emilim arttirici, kontrolli salinim ve
biyo-yapiskan ozellikleri {izerine odaklanilmistir. Biyopolimer sinifinin dogal
kaynaktan sentezlenen bu polimerin hem biyolojik olarak uyumlu hem de
biyolojik olarak parcalanabilir oldugu gosterilmistir. Kitosan, (1-4) bagh 2-
asetamido-2-deoksi-p-D-glukopiranoz ve 2-amino-2-deoksi-p-D-glikopiranozun
dogrusal bir kopolimeridir [57]. Kitosan dogada yaygin olarak bulunan bir
polisakkarit olan kitinin deasetilasyonuyla kolayca elde edilebilmektedir (6rn.
kabuklular, bocekler ve bazi mantarlardan). Kitinin sulu ¢ozeltiler i¢indeki sinirli
¢ozlinlirligl nedeniyle, kitosan endiistriyel uygulamalar icin uygun bir malzeme
olarak goriilmektedir [58].

Dogal biyomalzemelerin varligi yalnizca viicut icinde dogrudan iiretim ile ya da
dogadaki kaynaklar ile sinirli degildir. Ayni1 zamanlarda mikroorganizma kaynakli
biyomalzemeler de vardir. Bunlarin en énemli 6rneklerinden biri seliiloz tireten

bakterilerdir.
2.5 Bakteriyel Seliiloz

Biyomalzemeler ve bunlarin tibbi uygulamalarindaki son gelismeler, bircok tibbi
malzeme siniflarinin gelistirilmesinde dogal kaynakli biyomalzemelerin éneminin
ve potansiyelinin arttigini gostermektedir. Yaygin olarak; hiyaliironik asit,
dekstran, aljinat ve skleroglukan arastirilmistir. Ancak son donemlerde, BS;
biyoteknolojinin yiliksek degerli bir iirtinii olma potansiyeli kazanmistir [59]. BS;
Gluconacetobacter, Acetobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter,
Sarcina, Aszobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella ve Alcaligenes'in
bakteriyel kiiltiirleri tarafindan {iretilmesine karsin bunlar arasinda en verimli BS
ureticisi Gluconacetobacter cinsine aittir [60].

Acetobacter xylinum (A.xylinum), mikrofibriler demetlerinin biikiim seritleri olarak
diizenlenmis biiylik miktarda yiiksek kaliteli seliiloz sentezleme yetenegine sahip
basit bir Gram-negatif bakteridir. Biyosentez islemi sirasinda, beslenme ortaminin
cesitli karbon bilesikleri bakteriler tarafindan kullanilir. Daha sonra tekli, lineer Js-
1,4-glukan zincirleri halinde polimerize edilir [61]. Son olarak, dislarinda bulunan
dogrusal bir gozenek yoluyla hiicrelerin disinda salgilanmasi gerceklesir. Sekil

2.5’te BS'nin yapisal formu gosterilmistir.
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Sekil 2.4 Bakteriyel seliilozun yapisal formu

Baslangicta, alt fibriler yap:1 yeni dogan fs-1,4-glukan zincirinden olusur, daha
sonra mikrofibriller ve son olarak yaklasik 1000 ayr1 glukan zincirinden olusan
gevsekce sarilmis bir seritten olusan mikrofibril demetleri olustururlar. Tiim bu
biyosentez islemleri bir statik kiiltiir kosullarinda gerceklesir ve sonucunda da
kalin, jelatinimsi bir membran elde edilir. Tek eksenli olarak yonlendirilmis bu
ultra ince seliiloz membrani1 3B’lu bir yap: sergilemekte ve boyutlati 3-8 nm

arasinda degisen bir nano boyutlu morfoloji gostermektedir [62]. Sekil 2.6 ile

BS’un biyosentezi sematize edilmistir.
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Sekil 2.5 Bakteriyel seliilozun biyosentezi

BS’un yapis1 bitki seliillozundan farkli oldugu yapilan calismalar ile ortaya
konmustur. BS fibrillerinin boyutunun, bitki seliilozundan yaklasik 100 kat daha
kiiciik olmas1 bu farki ortaya koymaktadir. Bu essiz nano-morfoloji, biiyiik
miktarda su tutabilme (kuru kiitlesinin 200 katina kadar) kabiliyeti saglamasinin
yani sira genis bir yiizey alani da saglamaktadir. Ayni zamanda biiyiik elastikiyet,
yliksek su tutma mukavemeti ve uygunluk gosterir [59]. BS'nin genel ozellikleri

Sekil 2.7’te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6 Bakteriyel seliilozun sahip oldugu 6zellikler

Nano BS fibril boyutu, bir yara iyilesme sistemi olarak dikkat ¢ekici bir performans
da saglamaktadir. Modern yara bakim pansuman malzemesinin 6zellikleri; toksik
olmayan, pirojenik olmayan, biyouyumlu, enfeksiyona karsi bariyer saglayabilen,
siv1 kaybini kontrol edebilen, tedavi sirasinda agriy1 azaltabilen, yarada nemli bir
ortam olusturabilen, ilaclarin yaraya sokulmasini veya yaraya verilmesini
saglayan, inflamatuar faz sirasinda eksiidalar1 emebilen, yiiksek mekanik
mukavemet, elastikiyet ve uygunluk gosterebilen, istege bagh bir sekil ve ylizey
alan1 saglayabilen malzeme olarak belirtilmistir [63][64]. Yara iyilestirme
sistemleri genellikle yara oOrtiisii icin kullanilan malzemelerin, yara enfeksiyonuna
ve s1vi kaybina karsi bir bariyer olusturarak epidermal rejenerasyon i¢in en uygun
ortami yaratmasini gerektirir. Bu dogrultuda yapilan calismalar ile BS yapili yara
ortiilerinin yara iyilesmelerinde gerekli olan bu 6zellikleri biinyesinde barindirdigi
gosterilmistir. Ayrica yara iyilesme siirecinde klinik gézlemin 6nemi bildirilmistir.
BS’nin seffaf morfolojik 6zelligi bu silirecin gozlemlenmesinde iyi bir oOzellik
sunmaktadir. Genel olarak, calismalar BS membranlarinin nekrotik enkaz giderme

(otolitik debridman) stirecini 6nemli Olctide kolaylastirdigini, graniilasyon doku
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gelisimini gelistirdigini ve tiim kontrol grubu ile karsilastirildiginda geri
epitelizasyon siirecini hizlandirdigin1 gostermistir [65]. Ayrica BS bazh
membranlar antibiyotiklerin veya diger ilaclarin yaraya potansiyel transferine izin
verir, ayn1 zamanda herhangi bir dis enfeksiyona kars: etkili bir fiziksel bariyer
gorevi saglar. Bir jelatinimsi membran formunda {iretilen seliiloz, fermantasyon
teknigine ve kullanilan kosullara bagli olarak sentezi sirasinda herhangi bir sekle
ve boyuta kaliplanabilir. Bitki kaynakli seliilozlarin aksine, BS tamamen lignin ve
hemiseliilozdan yoksundur. Yiiksek sicakliklara dayanikli olan seliiloz
membranlar giiclii bazlarla etkilesime girebilir ve bu sayede pirojenik olmayan,
toksik olmayan ve tamamen biyo-uyumlu bir biyomateryal elde etmeyi miimkiin
kilmaktadir [64].

BS’nin bu essiz biyouyumlu yapis1 tiretim teknolojisinde kritik bir rol almasini
saglamistir. Brezilyali bir sirket olan ‘BioFill Produtos Bioetecnologicos’ (Curitiba,
PR Brezilya), seliiloz biyopolimerinin benzersiz 6zelliklerini bagimsiz olarak
arastirmistir ve Acetobacter tarafindan iretilen BS'ye dayanan yeni bir yara
iyilesme sistemi olusturmayr basarmuslardir [66][67]. Uriin yelpazesi sunlari
icermektedir: Biyofiller, Biyoprosesler (yaniklarin tedavisinde, gecici suni deri
olarak ve {ilser tedavileri) ve Gengiflexs (periodontal hastaliklarin tedavisinde
uygulanir) [68]. Ureticilere gore, iiretim teknolojisindeki farkliliklar su sekilde
siralanmaktadir: degisken baslangic karbon kaynaklar1 konsantrasyonlari,
yiizey/hacim oranlari ve uzun fermantasyon siireleridir. Ornegin; biyo dolgular
iki gilin icinde {retilirken, ¢cok daha kalin Gengiflexs sekiz giin fermantasyon
gerektirmektedir [68].

Biofills adi verilen iirtin, bazal hiicreli karsinom, deri grefti, siddetli viicut
yaniklari, dikisler, dermabrazyonlar, cilt lezyonlari, kronik iilserler ve cilt
greftlerindeki hem donor hem de reseptor bolgeleri gibi cesitli cilt yaralanmasi
tedavileri icin kullanilmistir [66]. BS yara sargisi olan Bioprocesss ise ozmotik
yayilma oOzellikleri ile Slezak ve arkadaslar1 tarafindan ilgi odagi olusturmustur.
Bu dogrultuda iiriintin hidrolik gecirgenlik, yansima ve yayilabilir, kalicilik ve su
ya da diger cozeltiler (glikoz, siikroz, etanol, NaCl'nin sulu ¢ozeltisi) icin kolay

gecirgen oldugunu gostermislerdir [69].
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BS’nin ticari tiretimi, 19901 yillarda etkin seri iiretim tekniklerini gelistirmeyi
amaclayan disiplinler arasi arastirma programlar1 kuran bircok biiyiik Japon
sirketi ve ulusal hiikiimet kurulusu tarafindan yogun bir sekilde arastirilmistir.
Girisime Biopolymer ResearchCo., Uluslararasi Ticaret ve Sanayi Bakanligi (MITT)
ve Posta/Telekomiinikasyon Bakanlig1 altinda ortak bir kurulus olan Japonya,
Mitsubishi Paper, Nikkiso ve Naka'nin ortak kurulusu olan JaponKey Teknoloji
Merkezi tarafindan desteklenmektedir [70]. Ayrica 1990'larda, Polonya'daki Lodz
Teknik Universitesi'nde seliiloz biyosentezi iizerine yogun temel ve uygulamali
calismalar gerceklestirilmistir. 1996 yilinda ise ABD merkezli bir sirket olan Xylos,
patentlerini  seliilloz bazli yara bakim {riinlerinde kullanmak icin
Johnson&Johnson ile 6zel lisans anlasmalar1 miizakere etmistir. O zamandan beri,
sirket kendi gelismis imalat teknolojisini gelistirmis ve iirtinleri hakkinda U.S.
Food and Drug Administration (FDA) ya da Birlesik Devletler Gida ve Ilac Dairesi
onayini almay1 basarmistir. Sirket tarafindan sunulan XCells yara bakim {irtinleri
ailesi, 2003'ten beri ABD'de pazarlanan XCells seliiloz yara pansumani ve XCells
antimikrobiyal yara pansumanini icermektedir. Stratejisinde, Xylos ilk olarak hizla
biiyiiyen kronik yara bakimi alanina odaklanmaktadir. Ureticiye gore, XCells iyi
bir iyilesme siireci icin gerekli ideal nem dengesini korumak icin hidrasyon ve
emilimin cift islevselligi ile 6zel olarak tasarlanmis ve karakterize edilmistir [71].
BS'yi kesinlikle tibbi amaclarla ticarilestirme cabalarinin yani sira, ABD merkezli
iki sirket: Cetus. (Emeryville, California) ve Weyerhaeuser (Tacoma, Washington),
calkalamali kiiltiirde seliiloz sentezleyebilen patentli, genetik olarak gelistirilmis
bir Acetobacter susu kullanmislardir.

Gilintiimiizde BS membranlarinin ana ticari kullanimi, epitelizasyonu arttirmak icin
hiicre dis1 matrisi taklit eden Bionext, Membracell ve Xcell gibi cesitli ticari
markalar altinda ticarilestirilmis yara sargi cihazlari bulunmaktadir [72]. Aslinda,
BS membranlar1 ile yara tedavisi geleneksel gazli bezle veya Tegaderm,
Cuprophan ve XeroformTM gibi sentetik materyallerle karsilastirildiginda daha
yliksek bir etkinlik gostermistir [73]. BS membranlar1 diyabetik ayak yaralari,
kronik yaralar ve yaniklar dahil olmak tizere bircok yara iyilesme tedavisinde hizli
epitelizasyon ve doku rejenerasyon oranlari1 gostermektedir. Bu dogrultuda BS’nin

kullanim alanlar1 sadece yara Ortii malzemeleri olarak degil ayn1 zaman da ilac
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tasima sistemlerinde, greft calismalarinda bunlara ek olarak 3B’lu sistemler dahi

kullanilmaktadir. Bakteriyel selillozun bu uygulama alanlar1 Sekil 2.8'de

Ozetlenmistir.
Yapay Kornea Yara Ortii
Uygulamalari Malzemeleri

BAKTERIYEL

SELULOZUN
BIYOMEDIKAL

UYGULAMALA

Greft Calismalari 3B’lu Organ/Doku

Tasarimi

Replasman [la¢ Tasima Sistemleri

Calismalari

Sensor Calismalari

Sekil 2.7 Bakteriyel seliilozun uygulama alanlar1

BS kompozitlerinin ilging¢ ve yenilik¢i bir kullanimi da retina pigment epitelinin
(RPE) ve keratinositlerin proliferasyonunu artirdigi calismalardir. BS greftleri
potansiyel olarak nakledilen kornealarin reddedilme oranlarini azaltmistir. Ayrica
lokal neo-vaskiilarizasyonu artirarak yan etkileri en aza indirmis ve cerrahi
iyilesme araliklarini artirarak goz hastaliklarinin tedavisini (0rnegin yasa bagh
makiiler dejenerasyon) iyilestirebildigini ortaya koymustur [74]. Ayrica BS
kompozitleri, korneal stromal hiicrelerin biiyiimesini desteklemistir [75].
Boylelikle g6z iskeleleri olarak kullanilmak igin biyiik bir potansiyel kaynak
sunmus olmustur. Bu BS bazli kompozit malzemeler hali hazirda Kklinikte
kullanilan daha az biyouyumlu poli(metil)metakrilat (PMMA) veya hidroksiapatit
sistemlerine alternatif olmustur [76].

BS’nin giincel yaklasimlarindan biri de yapay kan damarlarinin olusumunda rol
almasidir. Ozellikle Klemm ve arkadaslarinin yaptigni calismada; BS'nin,
aterosklerotik koronerlerin yapay damarlar olarak degistirilmesinde miikemmel
bir aday oldugunu, yeterli kaliplanabilirlik ve kii¢iik capli kan damarlarina (<5

mm) benzer mekanik 6zellikler sergiledigini gostermislerdir. Gelistirilen materyal,
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sicanlarin ve domuzlarin karotis arterlerine basariyla implante edilmis ve uzun
siireli (3 ay) stabilite gostermistir [77].

Kemik rejenerasyonuna yonelik bircok BS kompozitinin osteojenik potansiyeli
arttirdig1 ve daha hizl iyilesme gosterdigi de literatiirde aciklanmustir. Ozellikle,
BS’nin gozenekli morfolojisi kalsiyum ile kompleks olusturabilir ve kemik
rejenerasyon siirecleri sirasinda mineralizasyonun artmasini tetiklebilir. Ayrica bu
kompozit yapilar osteoprojenitor hiicrelerin gociinii artirma gibi 6zelliklerinden
dolay1 kemik rejenerasyonunda iyi bir malzeme oldugunu gostermistir [78].

2.5.1 Bakteriyel Seliilozun 3B’lu Sistemlerdeki Yeri

Katmanl iiretim veya 3B’lu baski teknolojisi; bir yazic1 kasasi, noziil veya baska
bir baski teknolojisi kullanilarak malzemenin katman katman biriktirilmesi
yoluyla nesnelerin yazdirilmasidir. Bu 3B’lu yazdirilmis nesneler elektronik,
otomotiv, havaciilk ve tip mihendisli§inde potansiyel uygulamalarda
kullanilmasinin yami sira tibbi uygulamalarda, insan anatomisinin ve biyolojik
yapilarin fiziksel modellerinin imalatini iceren (a) biyomodellemede, (b) protez
operasyonlari, rehabilitasyon ve plastik cerrahi icin Ozellestirilmis implantlarin
tasarimi ve imalatinda (c) doku mihendisligi icin gozenekli implantlarin
(iskeleler) imalatinda (d) 6zel cerrahi yardimcilarin ve aletlerin imalatinda ve (e)
dis restorasyonlar1 dahil ilac verme ve mikro Olcekli tibbi cihazlarin
tasarlanmasinda kullanilmaktadir [79]. Ozellikle, kisiye 6zel doku iskelelerin
olusturmasina olanak saglayan 3B’lu baski stratejisi son zamanlarda yara
iyilestirme uygulamalari icin yeni bir teknoloji olarak ortaya ¢cikmaktadir [80].
3B’lu yazic1 sistemlerinde sentetik polimerlerin kullanimi yaygin olsa da son
donemlerde biyouyumlu yapilarindan dolay1 dogal polimerler bu sistemler icin ilgi
odag1 olmaya baslamistir. 3B’lu sistemlerin biyomedikal uygulamalarinda
biyopolimer bazli hidrojeller; yiiksek su tutma kapasitesi ve hiicre dis1 matriks ve
yumusak dokulara yapisal benzerliginden kaynaklanan biyouyumlu ve diisiik
sitotoksisiteleri nedeniyle 6ne cikmaktadir. Yara iyilesmesi icin ideal bir ortam
sunan hidrojeller hem yara bolgesine nemlilik saglar hem de cilt hidrasyonunun
siirdiiriilmesinde etkili olarak iyilesme siirecinde yardimei olmaktadir [81].
Literatiirde 3B’lu sistemlerin dizaynin da proteinler [79], kitosan [82], kollajen

[83] veyahut aljinat hidrojelleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Negatif yiiklii karboksilik asit gruplarina sahip olan aljinat hidrojeli, iki komsu
aljinat zinciri arasinda bir koprii olusturarak iki iyonla capraz baglanabilir. Bu
iyonik siire¢ nispeten hizlidir ve aljinatin diger biyolojik uygulamalarin yani sira
yapay kikirdak, biyomedikal cihazlar, giyilebilir sensorler, yara 6rtii malzemesi ve
ilac salimim sistemleri icin 3B’lu baski tekniklerinde, o6zellikle ekstriizyon
teknolojisinde kullanilmaktadir [84]. Bununla birlikte, 3B’lu bask: icin aljinatin
cok yonliliigii, yapisal cokme ve sekil uygunlugu ile ilgili sorunlar nedeniyle
oldukca simirhidir. Bu zorluklarin {istesinden gelebilmek icin 3B’lu basim
teknolojisi yoniinii mekanik davranisi oldukca giiclii olan BS’ye yoneltmistir.

BS, bircok farkli mikroorganizma susundan sentezlenen bir polisakkarittir.
Nanometre boyutunda seliiloz liflerinin i¢ ice gectigi karmasik bir ag yapisina
sahip bir hidrojeldir. BS, yiiksek mekanik mukavemet, su tutma kapasitesi,
kristallik ve saflik dahil olmak iizere benzersiz bir dizi 6zellige sahiptir [85].
Ayrica, spesifik bir bagisiklik tepkisine neden olmadig1 ve yiiksek biyouyumluluk
sergilemektedir. Bu 6zelliklere sahip olan BS hidrojellerinin esnek tasarimlari
kontrol edilebilir 3B’lu yapilanmasina izin vermektedir [86]. BS, oksijen acisindan
zengin ortamin ylizeyinden biyosentezlendiginden, hava-sivi ara yiiz 6zelliklerinin
kontrol edilmesi, pratik 3B’lu yapilandirma icin de gereklidir [86]. Ozellikle BSnin
bir formu olan Bakteriyel nanoseliiloz (BNS), birbirine bagl bir seliiloz serit
agindan olusmaktadir. Biyouyumlulugu ve iyi mekanik 6zellikleri nedeniyle farkl
doku miihendisligi uygulamalari icin etkili bir hidrojel benzeri malzemedir. NaOH
ile yikandiktan sonra, BNS yap1 iskeletlerinin tibbi cihazlar icin esigin oldukca
altinda endotoksin seviyelerine sahip oldugu ve sitotoksik olmadiklar
gosterilmistir. Kanla uyumlu oldugu gosterilmistir ve doku miihendisligi
calismalarinda yer alan kan damarlarinin tasarimi icin kullanilmistir [87][88].
Ozellikle de BNS’nin sahip oldugu mikro/nanolifler, genis yiizey/hacim orani
sunmaktadir [89]. Ayrica, ECM'nin kolajen fibrillerine benzeyen bu nano morfoloji
(vaklasik 100 nm genislige sahip nanolifler) hidrojel iskeletlerini dogal dokularin
3B’lu ortamina benzer hale getirir [90]. Bu nedenle, mikro/nano fiberler sadece
baski stratejisini iyilestirmek icin degil, ayni1 zamanda hiicre ¢ogalmasi icin mikro
gozenekli ortamin insasi ve takviyesi icin de kullanilabilir [91]. Bundan dolay1 BS,

BNS ve BNSnin kompozit bilesenleri bircok 3B’lu basim teknigi ile doku
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miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamasinda karsimiza cikmaktadir. Ornegin;
Escherichia coli (E.coli) ve Staphylococcus Aureus (S.aureus) suslarina karsi aktif
antimikrobiyal aljinat/bakir ve BS ile 3B baskili materyallerin hazirlanmasi [92],
elektrohidrodinamik (EHD)-3B’lu biyobasim teknigi kullanilarak 100 um cizgi
araligina sahip BS ve polikaprolakton (PCL) kompozit iskele iiretimi [93] ve
polilaktik asit (PLA) ve BNS’nin kompozit yapilasmasindan vaskiiler greft basimi

[94] gibi 6rnekler verilebilir.
2.6 3B’lu Yazici Sistemleri

Fonksiyonel doku ve organlarin olusturulmasi ve tam organ replasmani, doku
miithendisligi ve rejeneratif tip calismalarinin baslica odak noktalaridir. Bu
baglamda en vyaygin doku miihendisligi stratejisi hiicreleri iskelelere
tohumlamaktir. Yapilan islem daha sonrasinda hiicre c¢ogalmasini ve
farklilasmasim 3B’lu isleyen dokular elde etmekle devam etmektedir. Ozellikle
sentetik ve dogal polimerler cesitleri dokularin iiretiminde oldukca fazla
kullanilmistir. Ancak doku ya da organ gibi kompleks yapilarin olusturulabilmesi
icin secilen bu malzemeler biyolojik olarak parcalanabilir ve uyumlu olmalidir.
Ayrica uygun mekanik mukavemete sahip olmasini istedigimiz bu malzemeler
hiicre baglanmasini, c¢ogalmasini ve dogrudan hiicre farklilasmasini
desteklemelidir. Arastirma ve klinik uygulamalar ge¢mis yillarda 6nemli basarilar
elde etse de karmasik 3B’lu yapilari nedeniyle organlarin, geleneksel yontemlerle
liretilemeyecegini ve vaskiiler ag entegrasyonunu tam  anlamiyla
olusturamayacagini gostermistir [95]. Bu nedenle doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalar1 dogru yapilasmada doku ve organ iiretmek icin

yoniini 3B’lu yazic kullanimina cevirmistir.
2.6.1 Biyoprinterler (Biyo-yazicilar)

3B’lu sistemlerden biri olan biyoyazicilar da 3B’lu yapilari imal etmek icin biyolojik
malzemelerin, kimyasal malzemelerin ve canli hiicrelerin katman katman hassas
konumlandirmasi, islevsel bilesenlerin konumsal kontroli ile saglanir. 3B’lu
biyoyazima ii¢ ana yaklasim vardir; biyomimikri, otonom kendi kendine montaj

ve mini doku yap1 taslaridir [96].
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Biyomimikri, doganin modellerinin, sistemlerinin ve unsurlarinin taklidi ile
karmasik insan problemlerinin ¢6zlimiine odaklanmistir. Bir doku veya organin
hiicresel ve hiicre dis1 bilesenlerinin 6zdes reprodiiksiyonlari, biyomimikrinin
3B’lu biyoyazima uygulanmasidir. Otonom; embriyonik organ gelisimini bir
dokuyu kopyalamak icin kilavuz olarak kullanan yaklasimdir. Gelismekte olan bir
dokunun erken hiicresel bilesenleri, istenen biyolojik mikro mimari ve islevi
tiretmek icin kendi ECM bilesenlerini, uygun hiicre sinyallemesini, otonom
organizasyon ve modellemeyi iiretir. Mini dokular kavrami, biyomimikri ve 3B’lu
biyoyazicilarin her ikisiyle de ilgilidir. Tasarim ve/veya kendiliginden bir araya
getirme ile mini dokular daha biiyiik yapilar olusturabilir, imal edilebilir ve monte

edilebilir [97].
2.6.1.1 Miirekkep Piiskiirtmeli Biyoyazicilar

Miirekkep piiskiirtmeli baski stratejisine basilacak olan yap1 STL formati seklinde
bilgisayardan dijital olarak alinir ve temassiz bir teknik olan miirekkep damlalarini
kullanarak bunu bir substrat iizerinde baskilar. Miirekkep damlalarinin hacimler
kontrolii cihaz ile belirlenir. Genel anlamda {ic ana t{iri vardir; termal,
piezoelektrik ve mekanik bazli miirekkep piiskiirtmeli biyoyazicilardir [98].
Termal miirekkep piiskiirtmeli yazicilar, noziilden damlaciklar tiretmek icin baski
kafasinin elektrikli 1sitmasini (200 °C ile 300 °C arasinda) kullanmaktadir. Ancak
bu teknolojinin en biiyiik dezavantaji yiiksek sicaklik uygulamasinda memeli
hiicrelerinin canliliklarin1 kaybetmesidir [99]. Bunun yani sira, yiiksek baski hizi,
diisiik maliyet ve genis kullanilabilirlik alanlar1 gibi avantajlar1 da biinyesinde
barindirir [96].

Piezoelektrik miirekkep piiskiirtmeli biyoyazicilar da bir piezoelektrik malzemeye
voltaj uygulamaktadir. Bu yiiksek voltaj hizli bir sekil degisikligine neden olur ve
siviyl diizenli araliklarla damlaciklar halinde kesmek icin akustik dalgalar
olusturur. Bu tiir akustik dalgalar, noziilden damlaciklar1 firlatmak igin
biyomiirekkep materyallerin icindeki basinci olusturur [100]. Bu tiir biyoyazicilar,
daha yiiksek viskozitelerde soliisyonlar1 basabildiklerinden sinirlamalara sahiptir.
Ayrica uyguladigi yiiksek voltajin hiicre membranlarina zarar vermesi de en biiytiik

dezavantajlarindandir [101].
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Mekanik miirekkep piskiirtmeli biyoyazicilarda ise biyomiirekkebin akisini
saglamak icin noziilden gecen basin¢ kullanilir. Basin¢ kaynagi pompa tabanh bir
sistemdir. Bu tiir miirekkep piiskiirtmeli biyoyazicilarda, noziil ucunda bir valf
bulunur. Valf, biyomiirekkebin u¢tan damla damla akmasina izin vermek icin
acilir. Bu biyo yazicilarin temel dezavantajlari, mekanik basin¢ ve noziil titkanma

problemlerinin neden oldugu hiicre hasaridir [102].
2.6.1.2 Mikroekstriizyon Biyoyazicilar

Mikroekstriizyon tabanli biyoyazilar jel formunda bir biyomiirekkebi basabilmek
icin otomatik bir robotik sisteme sahiptir. Basilan yapilan 3B’lu iirtinler silindirik
filamentler yapisindadir. Bu silindirik lifler, hiicreleri ve diger biyolojik
malzemeleri de icerebilir [103].

Mekanik mikro ekstriizyon sistemleri bir piston veya vidali bir konfigiirasyon
kullanir. Pistonla calisan dagitici, noziilden biyomiirekkep akis1 {izerinde
dogrudan kontrol saglar. Ote yandan, vidali dagitic1 daha fazla konum kontrolii
saglayabilir ve yiiksek viskoziteli biyolojik baglantilarin islenmesi icin daha
kullanighdir. Ekstriizyon tabanli biyo yazicilarin yapimi basittir ve ekonomiktir. Bu
yontemlerin dezavantaji, yalnizca yiiksek viskoziteli malzemelerin ekstriide

edilebilmesidir [104].
2.6.1.3 Lazer Destekli Biyoyazicilar

Lazer destekli biyoyazicilar (LAB), lazer kaynakli ileri aktarim ilkelerine
dayanmaktadir. Tipik bir LAB cihazi, bir lazer 1sin1, odaklama sistemi, genellikle
lazer enerjisini emen katmanla kapli camdan yapilmis bir verici tasima destegine
sahip bir serit ve sivi bir cozelti icinde hazirlanmis bir biyolojik malzeme
katmanindan olusur. LAB, hiicre iceren malzemeleri toplayici substrata dogru
hareket ettiren yiiksek basing¢li bir balon olusturmak icin seridin emici tabakasinda
odaklanmis lazer darbeleri kullanarak calisir [105]. LAB'nin coziintirligi, lazer
akis hizi, yiizey gerilimi, alt tabakanin i1slanma yetenegi, serit ve alt tabaka
arasindaki hava boslugu ve biyolojik tabakanin kalinlig1 ve viskozitesi dahil olmak
lizere bircok faktorden etkilenir. LAB, nozulsuz bir yontemdir; bu nedenle biyo-

baski malzemeleri ve hiicreler ile ilgili ttkanma sorunu ortadan kalkmistir [106].
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2.6.2 Katmanl1 Uretim Saglayan 3B’lu Yazicilar

3B’lu baski stratejilerinden biri olan katmanli iiretim, bir¢cok medikal ve doku
miithendisligi calismalarinin en gozde yaklasimlarindan bir tanesidir. Bu 3B’lu
baski yaklasimi katman katman istenilen iiriiniin basilmasini saglamaktadir.
1980’lerden bu yana kullanilan bu teknoloji stereolitografi (SLA), kaynastirilmig
biriktirme modelleme (FDM) ve secici lazer sinterleme (SLS) 3B’lu
yaklasimlarindan olusmaktadir [107]. Baglayici piiskiirtme, dijital 151k isleme, ve
macun ekstriizyonu gibi bircok katmanli iiretim varyasyonu da daha sonraki

yillarda gelisimini gostermistir [108].
2.6.2.1 Stereolitografi (SLA) Teknolojisi

1986’da icat edilen SLA teknolojisi, 3B’lu nesnelerin basilmasi i¢in bir sivi polimer
recine bazli biyomiirekkebi katman katman secilimli olarak polimerize ederek bir
tarama lazeri kullanilarak baskiya hazirlar. SLA lazer tarama tabanli bir 3B’lu
baski teknolojisidir ve nokta 151k kaynagi aydinlatmasi kullanarak polimer bazli
recinin ve kompozitlerin fotopolimerize ederek basimi gerceklestirir [109]. SLA
3B’lu basim teknigi, yap1 platformu hareketine ve lazer hareketine gore iki ana
baslik altinda incelenebilir.

SLA 3B’lu basim stratejisi, diger katmanli iiretim teknikleri arasinda en yiiksek
¢ozlinlirligli saglamaktadir. SLA yazicilar1 ile 20 pm veya daha disiik
¢ozliniirliklere kadar kolayca wulasabilmektedir [110]. Yiiksek c¢oziintirliik
uygulanan fotonlarin yogunlugu ile saglanmaktadir. SLA teknolojisi ile iki foton
lazer baslatma sistemi kullanilarak nano Olgekli baski kalitesini saglanmis
olmaktadir. iki fotonlu yaklasim yaninda kullanilan Isik isleme Birimi (LPU) ile
erken kiirlenme 6nlenerek baski kalitesi arttirilmis olmaktadir [111]. Ayrica basim
siirekli siv1 ara yiiz tiretimi (CLIP) adi verilen yeni bir teknigin SLA teknolojine
entegrasyonu ile de basilacak olan modelin saatler yerine dakikalar icinde
basilmasi saglanmaktadir. Siire¢ boyunca basilacak model ile rezervuar taban
arasinda ‘oli bolge’ adi verilen kiirlenmemis recine bazli biyomiirekkebin
bulundugu bir havuz bulunmaktadir. Bu bolge 6zel olarak tasarlanmis Ultraviyole
(UV) gecirgen ve yiiksek oksijen gecirgen bir pencere ile olusturulur. UV seffafligi

recine bazli biyomiirekkebin kiirlenmesi icin lazer penetrasyonunu saglarken,
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oksijen gecirgenligi, oksijenin recgine rezervuarina niifuz ederek polimerizasyonu
inhibe etmesine izin verir. Bu "6lii bolge", basili parcanin altinda her zaman yeni
bir recine tabakasinin bulunmasini sagladigindan, siirekli baski icin bir avantaj
saglamaktadir. Dahasi, yap1 platformu hareketi bir silegecten olustugundan
siireklidir ve recinenin sertlesme hizina uyacak sekilde yavas hareket eder. Bu
nedenle, genel baski islemi, lazerin recineyi sertlestirirken kiirlenen recine basili

parcalar tizerinde biriktigi siireklilikle yiiriitilir [112].
2.7 Dokularin Goriintiillenmesi ve Tasarlanmasi

Karmasik fonksiyonel dokular1 veya organlar1 yazdirmak icin bunlarin dogru bir
sekilde modellenmesi ve tasarlanmasi oldukca énemlidir. Ozellikle hiicresel, doku,
organ ve organizma diizeyinde goriintiileme teknolojilere sahip olan tibbi
goriintiileme teknolojileri, 3B’lu yapila ve islevselligi hakkinda bilgi edinmemizi
saglar. Bu baglamda kullanilan bilgisayar destekli tasarim (CAD) oldukca
popiilerdir ve karmasik mimariye sahip olan doku ve organlarin yapisal formunun
anlasilmasi icin kullanilir. Diger biryandan manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
ve bilgisayarli tomografi (CT) gibi bircok giincel goriintiileme ve teshis teknolojisi
de hedeflenen dokular hakkinda bilgi edinmek ve greftlerin CAD verilerini elde
etmek icin kullanilmaktadir [113].

Teknik anlamda 3B’lu yazici sistemlerini inceleyecek olursak; dijital ortamda
mevcut olan bilgisayar destekli tasarim dosyalarinin kullanilmas: ile iiretilmesi
planlanan nesneleri ince katmanlar seklinde {iretebilmektedir [114]. Genellikle bu
tasarim dosyalar1 AutoCAD, 3DS MAX gibi bilgisayar destekli profesyonel 3B’lu
yazilimlarindan SketchUp, Tinkercad, Autodesk123D gibi web tabanli yazilim
programlar1 siklikla tercih edilen programlardan olusmaktadir [115]. Bu
teknolojik siire¢ temel anlam da dort ana islemden meydana gelmektedir;
modelleme siireci, dilimleme siireci, yazdirma siireci ve tamamlama stirecidir.

Sekil 2.9’da bu asamalar 6zetlenmistir.
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3B’lu Baski Islemi

3B’lu model Manuel
Modelleme edinme modelleme
kod
STL format q pooc Baskiya hazir
Dilimleme onusumu

Yazdirma G kod isleme
T Kirleme Bitir
amamlama

Sekil 2.8 3B’lu baski islemleri

Dijital
modelleme

> STL Format

2.8 Biyomiirekkep Secimi

Biyomiirekkep olarak uygun biyomalzemelerin se¢imi, basarili bir baski iirtint
elde etmek icin hayati bir adimdir. Hem dogal hem de sentetik biyomalzemelere
dayali biyomiirekkepler bulunmaktadir [116].

Sentetik polimerlerlerin sahip oldugu iyi mekanik mukavemet ve fizokimyasal
ozelliklerinden dolay1 biyomedikal uygulamalar icin ¢okca tercih edilmektedir. Bu
malzemeler diisik maliyetle {iretilebilir ve ayrica biyolojik olarak inert
ozelliktedir. Bu da basim sonrasi yapida patojenik etkinin azaltilmasi anlamina
gelmektedir [117]. Sentetik ve dogal polimer karisimlari ise hiicresel tepkileri
ornegin hiicre yapismasi, farklanmasi ve proliferayonunu artirmaktadir [118].
Genellikle; 3B’'lu baski icin polikaprolakton (PCL), poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA), poli (etilen glikol) (PEG) ve Poloksamer 407 (Pluronic F127) tercih
edilmektedir. Bu polimerler icinde PCL ve PLGA en popiiler polimer sinifidir ve
termoplastik ve biyouyumluluk ozelliklerini biinyelerinde barindirmaktadir.
PLGA, PLA ve poli (glikolik asit) (PGA) arasindaki orana bagl olarak kontrol

edilebilir bozunma 6zelliklerine sahip, FDA onayli bir malzemedir. PCL ise hidrojel
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bazli 3B’lu baskili yapilarda gerekli mekanik oOzellikleri saglayan polimerik bir
malzemedir [119].

3B’lu baskida kullanmak icin malzeme secimi ve performansi, basilabilirlik,
biyouyumluluk, yapisal ve mekanik bozulma 6zelliklerine baghdir. Malzemelerin
jellesme oOzellikleri malzeme viskozitesi icin Onemlidir. Materyaller ayrica
konakc¢ida bir bagisiklik tepkisi olusturmamak icin biyolojik olarak uyumlu
olmalidir. Malzemelerin bozunma {iriinleri toksik olmamali ve bozunma oranlari
dokuya uygun olmalidir. Mekanik ozellikler olusturdugumuz dokuya benzer
olmalidir. Secilen biyomiirekkep materyalleri dokuya 6zgii endojen materyal
kompozisyonlarim1 taklit etmelidir ve oksijen gecirgenligi saglamalidir [96].

Biyomiirekkebin sahip olmasi gereken 6zellikler sekil 2.10’da 6zetlenmistir.

Basilabilirlik

Oksijen
gecirgenligi

Biyouyumluluk

Biyomurekkep
Formulasyonu

ince katmanli
yapl

Jellesebilirlik

rejenerasyonu

biyodegredasyon
kabiliyeti

Sekil 2.9 Biyomiirekkep formiilasyonun 6zellikleri

Kolajen, kitosan gibi dogal olarak tiiretilmis polimerler ve PEG, poli (laktik-ko-

glikolik) asit (PLGA) gibi sentetik polimerlerin bazilari rejeneratif tip alaninda ve
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doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Biyomiirekkep fomiilasyonu 3B’lu baski uygulamasi ile uyumlu olmalidir. Genel
olarak bu yiikiimliiliikler nedeniyle, dogal polimerler bir biyomiirekkep malzemesi
olarak secilmektedir.

Agaroz dogal polimer biyomiirekkep se¢ciminde oldukca fazla tercih edilmektedir.
D-galaktoz ~ ve  3,6-anhidro-L-galaktopiranozun  tekrarlayan  disakkarit
birimlerinden olusan kirmizi deniz yosunundan tiiretilen dogal bir polisakkarittir
[120]. Agaroz, karbonhidrat polimer ailesinin bir parcasidir. Is1 ile jellesme
ozelligi nedeniyle 3B’lu doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilir
[121]. Norotte ve arkadaslar tiibiiler vaskiiler greftler olustururken duvar
kalinligini1 ve capini kontrol etmeye yardimci olmak i¢in agaroz dogal polimerini
kullandilar [122]. Agaroz hidrojelleri ayrica kikirdak dokusunu 3B’lu basmak i¢in
kullanilmistir [123].

Diger bir dogal polimer olan aljinat ise kahverengi alglerden elde edilen
biyouyumlu bir anyonik polimerdir [124]. Biyouyumluluk yetenegi ve diger
polimerlerden nispeten daha diisiik maliyetli olan aljinat; yara iyilesmesi, ilac
dagitimi ve doku miihendisligi dahil olmak iizere c¢esitli biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [125]. Saf aljinat ayrica diisiik
viskoziteye sahiptir. Bu da 3B’lu sistemlerde sekil koruma kabiliyetini etkiler.
Ancak aljinat, ¢ok diisiik biyoaktiviteye sahip olmasi nedeniyle hiicre
proliferasyonunu desteklemedigi anlamina gelir [126]. Bundan dolay1 aljinatin
biyomiirekkep olarak kullanilmasi genellikle vizkozite arttirici 6zelliginden
kaynaklanmaktadir [127]. Lee ve arkadaslari aljinat bazli bir biyomiirekkebe
metakrilatlanmis hiicresizlestirilmis ECM (dECM) eklenmesinin biyoaktiviteyi
iyilestirdigini bulmuslardir [126].

Kitosan ise kitin deasetilasyon yoluyla iiretilen dogal olarak tiiretilmis bir
polisakkarittir. Kitosan tipik olarak suda ¢ok az ¢oziiniir ancak pH degeri 6,2 veya
daha diistik olan soliisyonlarda ¢oziinebilir [128]. Ayrica, kitosan toksik degildir,
biyolojik olarak parcalanabilir ve biyouyumludur. Ancak kitosan zayif mekanik
mukavemete sahiptir. Bu da kitosanin kikirdak gibi sert dokular olusturmak icin
kullaniminin uygun olmadigini gosterir. Literatiirde kitosan ile yapilan bir calisma

da kitosanin asidik bir karisim icinde ¢oziilmesi ile biyomiirekkep hazirlanmaistir.
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Agirlhikca %11'den yiiksek ve agirhikca %4'ten diisik kitosan mirekkebi
konsantrasyonlarinin sirasiyla ¢ok viskoz ve ¢ok seyreltik oldugu goriilmiis. Basili
yapilar, yiiksek ¢oziiniirliik (30 um) ve yiiksek sekil korumasi gostermistir [82].

insan viicudunun protein kiitlesinin yaklasitk %30’unu olusturan kolajenler
ECMnin onemli yapisal bilesenleri olan hidrofilik proteinlerdir. Kolajenler, «
zincirleri olarak bilinen {i¢ polipeptit zincirinden olusur ve ticlii sarmal yapidadir
[52]. Degisen miktarlarda {cli sarmallardan ve farklh « zincir
kombinasyonlarindan olusan 28 farkli kolajen tiirii vardir [129]. Kolajenler
onemli immiinolojik tepkilere neden olmazlar ve hiicre yapismasini, baglanmasini
ve biiylimesini tesvik eden integrin baglayici alanlara sahiptir [30]. Kollajen tip I,
fibril olusturan kollajen alt ailesinin bir iiyesidir ve biyo-baskida yaygin olarak
kullanilmaktadir [84]. Yang ve arkadaslaari aljinat bazli bir biyo-baga tip I
kollajen eklenmesinin mekanik mukavemetini artirdigini, kondrosit fenotiplerini
korumaya yardimci oldugunu ve kikirdak yapilarini yazdirirken istenmeyen

farklilagsmay1 bastirdigini gostermislerdir [123].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1

Deneysel Calismalarda Kullanilan Sarf Malzemeler

Thoma Lami (ISOLAB 075.03.002)

Pipet ucu 1000 pL (ISOLAB TB1000)

Pipet ucu 200 uL. (ISOLAB TB200)

Pipet ucu 10 uL. (ISOLAB TB010)

96 kuyucuklu plaka (TPP 92096)

24 kuyucuklu plaka (TPP 92024)

6 kuyucuklu plaka (TPP 92006)

Hiicre kryo (dondurma) tiipler (ISOLAB 09111102)
15 ml'lik steril falkon tiipler (CORNING 352095)

50 ml’lik steril falkon tiipler (CORNING 352070)
Steril tek kullanimlik pipetler (2 ml) (TPP TP94002)
Steril tek kullanimlik pipetler (5 ml) (TPP TP94005)
Steril tek kullanimlik pipetler (10 ml) (TPP TP94010)
Steril petri kab1 (ISOLAB 08102061)

Hiicre kiiltir flasklar: (T25) (TPP 90026)

Hiicre kiiltiir flasklar1 (T75) (TPP 90076)

Nitril eldiven
Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) besi yeri (Sigma-MFCD00217820)
Eendothelial cell growth factor; ECGF

Endothelial cell growth supplement; ECGS
Glikoz- (G 8270 Sigma)

Baktopepton (211677- Thermo Fisher Scientific)
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Maya oziitii (Sigma- 21069092400

KH,PO4 (Sigma- 7778-77-0)

K,HPO4 (Sigma- 7758-11-4)

HCI (Sigma- 7647-01-0)

NaOH (Sigma- 221465)

4’,6-Diamidin-2'-fenilindol ~ dihidrokloriir = (DAPI)  Boyasi
10236276001)

Hematoksilin&Eosin (H&E) Boyasi

Cinko Siilfat (1kg Iso Merck 108883.1000)

Si1g1r serum albiimini (BSA) (Thermo Fisher- A23018)
FormLabs- Elastik Recine

Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98 (MTT-Sigma M5655)

(Sigma-

Dimetil Stiilfoksit (DMSO-ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508001)

Phosphate buffered saline (PBS) tablet (Sigma Aldrich 524650)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries 04-007-1A)
Tripsin-EDTA (Biological Industries 03-052-1A)

Tripan mavisi (Sigma T8154)

Lizozim (sigma- 12650-88-3)

Total Antioxidant Status (TAS) Test Kiti

3.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi (Shimadzu)

Sekil 3.1 Hassas terazi

Sonikator (Bandelin Sonoplus)
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Sekil 3.2 Sonikator

o Manyetik karistiric1 (Variomag Mono)

Sekil 3.3 Manyetik karistirict
e Calkalamali inkiibator (Mikrotest MCI55)

Sekil 3.4 Calkalamali inkiibator
o Santrifiij cihazi (Beckman Coulter Allegra X-30 R)
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Sekil 3.5 Santrifiij cihaz1
e Mini santrifiij cihazi (Hermle. Z 206 A)

Sekil 3.6 Mini santrifiij
o Vorteks (Velp Scientifica)

Sekil 3.7 Vortex
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o Liyafilizator (Telstar Cryodos)

Sekil 3.8 Liyafilizator
e FT-IR (Perkin Elmer Spectrum 100)

Sekil 3.9 FT-IR cihaz1
e CO2inkiibator (Esco, CelCulture CO2 INCUBATOR)

LR

_€sco

Constirs GO, INCUBATOR

B
Sekil 3.10 CO2 inkiibator

e Otoklav (Hirayama)
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Sekil 3.11 Otoklav

o Invert mikroskop (Zeiss, Zen Blue2)

Sekil 3.12 Invert mikroskop
e Taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss, EVO® LS 10)

Sekil 3.13 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
« Biyogiivenlik kabini (Mikrotest MLF120)
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Sekil 3.14 Biyogiivenlik kabini
o Flisa reader (Biotek PowerWave XS2)

Sekil 3.15 Elisa Reader

e BET yiizey alani cihazi (Quantachrome, QuadraSorb SI)

Sekil 3.16 BET cihaz
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o« RAMAN Spektrofotometresi

Sekil 3.17 RAMAN cihazi

e« TG/DTA (SII Nanotechnology, SII6000 Exstar TG/DTA 6300)

Sekil 3.18 TG/DTA cihazi

e FormsLab 3B’lu yazici- Form2

Sekil 3.19 Form2 3B’lu yazicisi

3.2 Metod

Sunulan tez calismasinin method kismi BS bazli biyomtirekkep malzemelerin 3B’lu
sistemlerde basilmak t{izere hazirlanmasini, 3B’lu basilan malzemenin
karakterizasyon calismalarini, hiicre kiiltiirti calismalarini ve 3B’lu yapida hiicre

calismalarini kapsamaktadir.
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3.2.1 BS Temelli Biyomiirekkep Hazirlanmasi

BS {iretimi, Gluconacetobacter xylinus (Brown) Yamada ve ark. (ATCC®
10245TM) taradindan tanimlanan; 5 g/L glikoz, 5 g/L baktopepton, 2,5 g/L maya
oziitli, 4 mM KH,PO4 ve 6 mM K,HPO4 iceren Hestrin — Schramm ortaminda,
seliiloz pellikiiller tiretmek icin 1M HCI eklenerek pH: 5.0’ optimize edilmis
sekilde statik kiiltiir kosullar1 altinda hazirlanmistir. inokulum 2 giin boyunca
doner bir calkalayici kullanilarak 30 °C'de gerceklestirilmistir. Statik olarak petri
kaplarina 1:10 oraninda alt kiiltiir olusturulmus ve 7 giinliik bir siirede BS'de
nanofiber yapi olusumu gézlenmistir. Istenmeyen ortam bilesenlerini ve
bakterileri uzaklastirmak icin elde edilen BS membranlar distile su ile yikanmig
ve 80 °C'de 1M NaOH soliisyonunda 2 saat bekletilmistir Sonrasin da BS
membranlar;, pH: 7'yve ulasana kadar birka¢ kez tekrar suyla yikanmustir.
Sterilizayon edilen BS 1 gece boyunca liyofizasyon edilerek kurutulmustur.
Kurutulan BS, 60°C'lik bir sicaklikta agirlikca 1:10 oraninda ¢inko siilfat ¢oziiciisii
icerisinde 2 giin boyunca manyetik bir karistirici iizerine yerlestirilmistir. Daha
sonra BS, 1 saat siireyle %100 giicte bir sonikator kullanilarak sonikasyona tabi
tutulmustur. BS 6rnekleri 6000 Revolutions per Minute (RPM)'de 600 saniye
santrifiij edilmistir. Her santrifiij adimindan sonra, siipernatant cikarilmis ve
parcalanmis BS yapisi elde edilmistir. Uretilen BS agirlikca 1:20 konsentrasyonda
ticari recine ile karistirilmis ve nihai karisim, 23°C'de 1 saat manyetik olarak

karistirilarak uygun biyomiirekkep formiilasyonu elde edilmistir.
3.2.2 Vaskiiler Greftin 3B’lu Basim Stratejisi

BS'nin biyo miirekkep formiilasyonu, FormsLab'dan temin edilen Form2 yazici ile
basilmistir. Yazicinin icindeki 6zel olarak tasarlanmis Isik Isleme Birimi (LPU),
dogru ve tekrarlanabilir baskilar saglamak icin kompakt bir lens ve ayna sistemi
kullanmaktadir. Coztinmiis BS/¢inko stilfat, agirlikca 1:20 oraninda ticari elastik
recine ile karistirilmistir. Biyomiirekkep STL formatinda tasarlanmis bir model
olarak insan aort damar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Cihaz, XY
¢ozlinlrligini 25 mikron olarak degerlendiren ve katman kalinhigini 25-300
mikron (0.001-0.012 in¢) olusturan Diisiik Giiclii Stereolitografi (LFS) teknolojisi
ile calismaktadir. Ekipman, paslanmaz celik bir noziil (21G), yiiksek voltajli giic
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kaynagi, programlanabilir bir siringa pompasi, X-Y kademede hareket edebilen
kontrol basligi, cam alt tabaka tutucusu ve Z ekseni kontrollii noziil tutucusundan
olusmaktadir. Noziil ve substrat arasindaki mesafe, deneysel kurulum icin 1
mm'ye sabitlenmistir. Akis hiz1 100 pL/sa'de tutulmus ve SLA kisimlarina post-
kiirleme uygulanmistir. Mimari, birbirini takip eden iki katman arasinda 0 ve 90
acili adimlarla manipiile edilmistir. 80°C'ye kadar sertlestirme sicakliklarini hassas
bir sekilde kontrol eden gelismis bir isitma sistemi ile Form2 yazicinin son
islemesini kolaylastirmak ve otomatiklestirmek icin yikama ve sertlestirme

adimlar kullanilmistir.
3.2.3 3B’lu Vaskiiler Greftin Karakterizasyonu
3.2.3.1 Yiizey Morfolojisi

Taramali elektron mikroskobu (SEM), numune yiizeyinin odaklanmis bir elektron
demeti vasitasiyla goriintii elde eden bir elektron mikroskobu tipidir. Kullandigi
elektronlar sayesinde SEM en giiclii 151k mikroskobundan neredeyse 250 kat daha
fazla biiylitme orani sergileyebilmektedir. SEM'in olusturdugu yiiksek enerjili
demet formundaki elektronlarin numune atomlarinin barindirdigr dis yoriinge
elektronlari ile elastik davranisa sahip olmayan girisimi sonucunda diisiik enerjili
elektronlar olusturur. Bu elektronlar; Auger elektronlari olarak adlandirilir.
Numune yilizeyindeki bilgiler bu elektronlar tarafindan saglanir. Yoriingelerden
atilan veya enerjisi azalan demet seklindeki elektronlar numune yiizeyine dogru
hareket ederek yiizeyde toplanir. Bu elektronlara ise ikincil elektron adi verilir.
SEM cihazinda bulunan sintilator vasitasi ile ikincil elektron goriintiisii sinyaline
cevrilir. Sinyal; ikincil elektronlarin numune yiizeyinin 10nm veya daha diisiik
derinliklerinden gelmesi ile yiiksek cOziiniirliige sahip toporafik goriintiisii ile
sonuclanir.

BS ve BS bazli vaskiiler greftin morfolojisi bir SEM ile analiz edilmistir. BS
membran Ornegi icin gece boyunca 65°C liyofilizasyona tabi tutulmustur.
Morfoloji analizinden 6nce, 6rneklere 75 saniye boyunca 10 mA akim altinda 1kV
potansiyel uygulanip ‘spotter coater’ cihazi kullanilarak altin kaplanmasi
saglanmustir (Quorum SC-7620). Ikincil elektron saptayan dedektér kullanilarak

ylizey analizi yapilmistir. Yilizey analizi yiiksek basin¢ kosullar1 altinda
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gerceklestirilirken ikincil elektron kaynagi olarak LaB6 flaman kullanilmistir. BS
membrani ve 3Blu basilmis vaskiiler greft 6rnegi 20.00 ve 50.00K 'de
biliytitiilmiistiir. Ayrica, baskili aortun ana yapisini gorsellestirmek icin vaskiiler

greft numunesi malzeme mikroskobu ile incelenmistir.
3.2.3.2 Yuzey Alan1 Analizi

Gaz basincindan yararlanarak kati maddelerin yiizey alaninin 6lgiilmesini
saglayan Yiizey Alani1 Olciimii (BET) 1938 yilinda Brunauer, Emmett ve Teller
tarafindan ilk yapisal formu tanimlanmistir. 1960 yilinda Haul ve Diimbgen
tarafindan gelistirilmesiyle bugiin ki kullanilan formu ortaya cikmistir. Kati
numunenin yiizey alani; numunenin gaz basincina maruz birakilmasi ve gazin
numunenin gozenekli yapisi tarafindan absorbe edilmesiyle bir gaz basinci yani P
degerinin numuneye uygulanan ilk gaz basincina yani PO degerine orani ile
hesaplanir.

Galisma da 3B’lu baskili vaskiiler greft yiizey alanini belirlemek icin Brunauer-
Emmett-Teller (BET) yiizey alani aparati (Quantachrome, QuadraSorb SI)
kullanilmistir. Vaskiiler greft numunesi bir gaz giderici (kuantokrom) icine
yerlestirilmis ve ardindan numuneden nemi uzaklastirmak icin 18 saat boyunca
75°C'ye kadar 1sitilmistir. Yiiksek safliktaki nitrojen ve azotun malzeme yiizeyine
189.3 dakika absorpsiyonu ile yiizey alanini 6l¢mek i¢in kullanilmistir. P/P0O 0.05-

0.3 araliginda analiz edilmistir.
3.2.3.3 Termogravimetrik Analiz

Termogravimetrik (TG) analiz; malzemenin belirli bir zaman araliginda isitilmasi
ve islem boyunca gerceklesen kiitle kaybinin oOl¢iilmesine dayali bir yontemdir.
Gerceklesen kiitle kaybi maddenin bozulma sicakligini gostermektedir.
Differansiyel termal analiz (DTA) ise maddedeki sicaklik artisinin maddeye verilen
enerji vasitasiyla hesaplayan metoddur. Bu sicaklik ve enerji arasindaki iligki
bizlere maddenin hal degisim grafigini sunmaktadir [130].

Galismada; 3B’lu baskili vaskiiler modelin termal stabilitesi (SII600 Exstar
TG/DTA 6300) TG ve DT analiz ile belirlenmistir. Aliiminyum kalemler,
numuneleri dinamik hava altina yerlestirmek icin kullanilmistir. 10°C/dk 1sitma

hizlarinda azot atmosferi uygulanmis ve kiitle kaybi, 25-1000°C'de 90 dakika

48



boyunca o6l¢iilmiistiir. Her numunenin termogramlar: 10 pg numunelerle analiz
edilmistir. Numuneler, nitrojen gazi altinda dakikada 10°C'lik bir oranda -5°C'den

200°C'ye 1sitilmastir.
3.2.3.4 Dinamik Mekanik Analiz

In vivo ya da klinik calismalar da kullanilmak iizere hazirlanan her biyomalzeme
belirli bir mekanik kararliliga sahip olmalidir. Ozellikle viicut ici siviya maruziyet
goz oOniinde bulunduruldugunda kullaniom amacina gore (kemik, vaskiiler
yapilasma ya da kikirdak doku) belirli bir stabilite gostermelidir [131].

Galismada; Perkin Elmer DMA 8000 analizorii, 3B’lu baskili vaskiiler greftin
dinamik mekanik davranisini 6l¢mek icin kullanilmistir. Vaskiiler greftin mekanik
davranisi; oda sicakligindan 100°C'ye, 1 Hz frekansta ve dakikada 5°C’lik bir 1sitma
hizi uygulanarak hesaplanmistir. 17 mm uzunlugunda, 7 mm genisliginde ve 0,03
mm kalinliginda 3B’lu baskili numune 6l¢iim icin hazirlanmistir. Dinamik meknaiz
analiz (DMA) analizi boyunca gripler arasi1 uzaklik 10mm ve ¢ekme hizi dakikada
10mm olacak bicimde diizenlenmistir. Young’s modulus ve elongation at break
degerleri test sonucunda hesaplanmistir. DMA analizi 30°C de, tension modunda

(Devotrans- GPUG/R) ve 5 tekrarl sekilde uygulanmistir.
3.2.3.5 Fourier Doniisiimlii Kizilétesi (FTIR) Spektroskopisi

FT-IR spektroskopisi yapisal olarak; 1sin boliicii, 1s1tk kaynagi ve detektorden
olusmaktadir. Prensip olarak FT-IR; 1s181n yogunluguna karsi olusan dalga sayisini
Olcen analitik bir yontemdir. Elektromanyetik 1sik dizisi {ic ana bolgeden olusur;
yakin dalga boylu (NIR 4000~14000 cm™), orta dalga boylu (MIR 400~4000 cm’
) ve uzak dalga boylu (FIR 4~400 cm™) kizil 6tesidir. MIR bolgesi kendi i¢inde;
fonksiyonel gruplar bolgesi ve parmak izin bolgesini de icermektedir. Bant
araliklar1 incelendigin de parmak izi bélgesi (1200-700 cm™) oldukca dar bir alani
temsil etmektedir. Bu bant aralig1 kiiclik yapilarin 6rnegin; niikleik asit, protein
gibi hiicre elementlerini ve hiicre duvarina ait bilesenlerin tespiti icin ideal bir
aralik sunmaktadir. Bu sebeple FT-IR analizinde secilen malzemenin karakteristik
bilgisi ayn1 zamanda bu bolgeden saglanir [132].

Galismada; kimyasal karakterizasyon icin Perkin Elmer SpectrumTM 100 FTIR

spektrometresindeki evrensel ATR baglantisi kullanilmistir. 4000-650 cm'™
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araliginda 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 32 birikimli tarama kullanilmigtir. FT-IR analizi;
BS/cinko siilfat, recine ve 3B’lu baskili vaskiiler greft bilesenleri arasindaki

kimyasal gruplarin varligini analiz etmek i¢in kullanilmistir.
3.2.3.6 Raman Spektrofotometresi

Galismada Raman spektrumlari, lazer giicii 5 mW olan bir diyot lazerden 785 nm
radyasyon kullanilarak uyarilistir. Spektrumlar 230-3500 cm™ araliginda elde
edilirken, 40 tarama kullanilmistir. FT-IR sonuclarini destekleyen RAMAN analizi
BS/cinko siilfat, regine ve 3B’lu baskili vaskiiler greft bilesenleri icgin
hesaplanmistir. RAMAN analizin de N,, O, ve Cl, gibi homoniikleer molekiiller

harig, biitiin molekiil yapilarinin infrared 1sinlar1 absorplanabilmektedir [133].
3.2.3.7 Sisme Analizi

Damar greftinin su tutma Kkapasitesi sisme testi ile belirlenmistir. Aort
numunesinin kuru agirligi (W0) hesaplanmistir. Daha sonra numune, 37°C'de 10
mL su icerisine daldirmak icin 2cm? ¢apinda parcalar halinde kesilmistir. U¢ giin
boyunca her 24 saatte bir aort numunelerinin agirliklar1 hesaplanmistir (Ws).
Deney, analiz denklemi kullanilarak beg tekerriirlii gerceklestirilmistir ve 3.1’deki
denklem ile hesaplanmustir.

Sisme oran1 = [(WO W) / WO] X 100 (3.1

3.2.3.8 Biyodegredasyon Analizi

3B’'lu baskili vaskiiler greftin in vitro biyodegradasyonu gravimetrik yontemle
degerlendirilmistir. Lizozim (1.5pg/mL) iceren PBS ¢ozeltisi kullanilmistir. 3B’lu
baskili vaskiiler greft 6rnegi, 20-10 mm c¢apinda kesilmis ve sterilizasyon icin
120°C’de 20 dakikada boyunca otoklavlanmistir. Lizozim enzimi iceren soliisyon
icerisinde 37°C'de bir ay boyunca 60 rpm hizda calkalamali inkiibatorde tayin
edilmistir. 7, 14, 21 ve 28. giinlerde 3B’'lu baskili numunenin kuru agirliklari
Olctilmiis ve her bir 6l¢ciim sonrasi lizozim ¢ozeltisi tazelenmistir. Her 6l¢iim giind,
soliisyondan cikarilan ornekler distile su ile yikanip, Whatman kagidi ile
kurutulduktan sonra agirligi hesaplanmustir. Orneklerdeki kiitle kaybi1 3.1°deki
denkleme gore degerlendirilmistir:

Kilo kaybi1 (%) = [(WO - W) / WO] x 100 (3.2)
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3.2.3.9 Protein Adsorpsiyon Kapasitesi

3B’lu baskil1 vaskiiler greft 6rneginin protein adsorpsiyon kapasitesini belirlemek
icin BSA) standart egrileri kullanildi. Standartlar %1, %0.75, %0.5, %0.25,
%0.062 mg/ml olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Tespit icin 3B’lu
baskili vaskiiler greft duvarlar: secilmistir. Vaskiiler greftin duvar 6rneklerini 1,5
ml’lik tiiplere yerlestirmek icin 0.5 x 1 cm boyutunda kesilmistir ve 1mg/ml BSA
cozeltisinden 500ul alinarak 37°C'de Ornek tiipiine eklenmistir. Yapismayan
proteinleri ¢cikarmak icin numuneler, inkiibasyon siiresinin sonunda distile su ile
yikanmustir. Ornekler yeni 1,5mllik tiiplere yerlestirilmis ve 3B’lu baskili aort
numunesine eklenen proteinleri ayirmak icin 37°C'de 30 dakika siireyle %0.5
TritonX icinde inkiibe edilmistir. Coomassie mavisi boyasi, 595 nm absorbansta
24 kuyucuklu plakaya 10 ul TritonX iceren numunelerin adsorpsiyonunu
hesaplamak icin kullanilmistir.

3.2.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltiiriinde amac; belirli bir doku ya da organdan izole edilen hiicrelerin in
vitro ortamda c¢ogaltilmasini saglamaktir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere
izole edilen hiicrelerin, icerisinde temel aminoasitler, mineraller ve tampon
cozeltileri bulunan besi yerlerine adaptasyonu cogaltilma isleminin ana odak
noktasidir. Canlilig1 saglanan hiicreler daha sonrasinda bir¢ok in vivo ¢alismaya
olanak saglamaktadir.

Hiicre hatlar1 birincil (primer), ikincil (sekonder) ve devamli hiicre hatlar1 olarak
i¢ ana baslik altinda incelenir. Doku ya da organdan genellikle mekanik veyahut
enzimatik yollarla izole edilen ilk hiicreler primer hiicre olarak adlandirilir. Bu
kategorideki hiicrelerin alt kiiltiirleme sayis1 (pasaj sayis1) 8-9 arasinda sinirlidir.
Bu yilizden metabolik olarak oldukca yavas hiicrelerdir. Bunlara ek olarak doku ya
da organdan direkt izolasyon yoluyla elde edildiklerinden dolay: kiiltiir ortaminda
kontaminasyona oldukca elverislidirler.

Sekonder hiicre hatlar1 ise primer kiiltiiriin devami olarak incelenirken, pasaj
sayist 50-100 arasinda degisen sayilara kadar yiikselebilir. Devamli hiicre hatlar
sonsuz boliinme kabiliyetine sahip hiicre hatlaridir. Sekonder hiicre hatlari

cogunlukla fibroblastoid hiicre tiplerinden meydana gelirken, tiimor dokusundan
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veyahut kanserli dokulardan elde edilen hiicre tipleri devamli hiicre hatti icin en
belirgin 6rneklerdir [134].

Gliniimiizde in vitro calismalarda en ¢ok tercih edilen hiicre hatlarindan biri olan
HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) ana susun 5. alt kiltiir
tiretiminden olusturulmustur. Galismada hiicre canlilig1 ve yapisma testleri icin

HUVEC hiicre hatt1 (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) ile incelenmistir.
3.2.4.1 Hiicrelerin Canlandirilmasi

Donmus halde -80°C'de muhafaza edilen hiicreler cryo tiipler icerisinde
saklanmaktadir. Calisilacak hiicre hatt1 -80°C’den alindiktan sonra hizli bir sekilde
¢ozdiiriilmiistlir. Goziinen hiicreler temiz bir falkon tiipe alindiktan sonra 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santifiijiin sonlanmasi ile elde edilen pellet
istenilen hiicre hattinin gostergesi olup besi yeri ile ¢ozdiiriilmiistiir. Iyice pipetaj
sonrasi c¢Oziinen hiicre, hiicre flasklarinda 37°C ve %5 CO, kosullarinda
inkiibasyona birakilmistir. HUVEC hiicre hatti1 yapisan hiicre hatti oldugundan
hiicrelerin yapisma durumu ve yogunluklar1 inverted mikroskop ile takip

edilmistir. Yogunluklari %80-90 ulasan hiicrelere pasajlama islemi uygulanmastir.
3.2.4.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlama islemi; hiicrelerin bulunduklar flasktan baska temiz bir flaska zarar
gormeden transfer edilme islemine denir. Yogunluklar1 inverted mikroskop ile
incelenen hiicreler %80-90 konfluent duruma gectiklerinde pasajlama islemi
uygulanir. HUVEC hiicre hatti yapisan hiicre hatti oldugundan pasajlama
isleminin gerceklestirilmesi icin 6ncelikle bulunduklar: yiizeyden tripsinizayon ile
kaldirilmalar1 gerekmektedir. Ik olarak besi yeri ile dolu olan flask bosaltilmis ve
1X Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de 2 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siirenin
sonunda hiicrelerin bulunduklar1 ylizeyden ayrilip yilizer pozisyona ge¢mesi
gerektigini inverted mikroskop ile kontrol ederek teyit edilmistir. Daha sonrasinda
tripsin iceren ytlizeyden ayrilan hiicrelerin enzimden zarar gérmemesi icin inaktive
edilmesi gerekmektedir. Inaktivasyon tripsin miktarinin minimum iki kat1 kadar
besi yeri ekleyerek yikama islemi ile yapilir bu isleme detripsinizayon denir.
Yikama sonrasi hiicreler temiz falkon tiipe alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifij

edilmistir. Santrifiijj sonunda elde edilen pellet taze besi yeri ile nazikce
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¢ozdiiriildiikten sonra yeni hiicre kiiltiir flasklarina aktarilmistir. Pasajlama islemi
hiicrelerin %80-90 konfluent olduklarinda tekrar edilmistir. Hiicrelerin ¢ogalma

kapasitesi ise her giin inverted mikroskop ile takip edilmistir.
3.2.4.3 Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Kontrolii

Sunulan tez calismasinda yapilacak olan hiicre adezyon ve sitotoksite ¢alismalari
icin 6ncelikle hiicrelerin sayillmasi gerekmektedir. Tripan mavi boyas1 kullanilarak
hiicre sayimi gerceklestirilir. Tripan mavisi uygulan hiicreler inverted mikroskop
altinda incelenir ve canli hiicreler parlak ve beyaz goriiniirken 6lii hiicre hatlari
mat ve mavi goriinmektedir. Hiicre sayimi icin yapisan hiicre hatti tripsin ile
kaldirilmis ve besi yeri ile inaktivasyonu sonrasi santrifiije atilmistir. Santrifiij
sonrasi elde edilen pellet taze besi ile ¢cozdiiriilmiis ve pipetaj yapilmistir. Daha
sonrasinda 10 pL hiicre siispansiyonu, 10 uL tripan mavisi alinarak iyice pipetaj
yapilmistir. Thoma lamina yerlestirilmek ve sayilmak iizere hiicre-tripan mavisi
karisitmindan 10 pL alinmistir. Hiicre sayimi 16 esit kareden olusan Thoma
laminin 4 boélgesinin sayilip ortalamasinin alinmasi ile hesaplanmistir. Hiicre

sayimui 3.3 esitligi ile bulunmustur.

Canli Hiicre Sayis1 = Thoma laminda sayilan hiicre sayisinin ortalamast *  (3.3)

Diliisyon faktorii * Toplam hacim * 104
3.2.4.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Pasaj islemi ertesi cogalan hiicreler ihtiyac halinde tekrardan kullanilmak iizere
dondurulur. Bu islem dondurma islemi veya kriyopreservasyon olarak adlandirilir.
HUVEC hiicreleri hiicre pasajlanmasi protokoliinde belirtildigi iizere santrifiij
edilmis ardindan 1 mL (%90 FBS, %10 DMSO) dondurma soliisyonunda
¢Ozdirilmiistiir. Dondurulmas: icin cryo tiiplere aktarilan hiicreler -80°C’de
muhafaza edilmeye alinmadan -20°C’de 30 dakika muhafaza edilmistir. Clinkii
cok ani 1s1 degisime ugrayan hiicreler strese girebilmenin yani1 sira mekanik
parcalanmaya da ugrayabilirler. Bu sebepten kademeli sogutma islemin 6nemi
calismada dikkate alinmistir. -80°C’ye transfer edilen hiicreler bir sonraki

calismaya kadar burada muhafaza edilmistir.
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3.2.4.5 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Sitotoksisite Calismalar1

Sitotoksisite calismalar1 ile herhangi bir malzemenin in vitro ortamda test
edilmeden 6nce hiicre hatlarindan toksik bir etki gosterip gostermedigini anlamak
icin tercih edilmektedir. Genellikle tercih edilen sitotiksisite testleri; MTT, XTT
(2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H- tetrazolyum-5-karboksanilide), INT
(2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5- feniltetrazolyum klorit) ve Notral red (3-
amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin hidrokloriir) ile gerceklestirilmektedir.
Testler arasinda giiniimiizde en ¢ok tercih edilen ISO (10993.5) standarlar1 icinde
bulunan MTT sitotoksisite testleridir. Ozellikle yapisal olarak suda céziiniir bir
tetrazolyum tuzudur [135]. MTT boyasi hiicrelerin icindeki mitokondri sukinat
dehidrojenaz enzimi ile tetrazolyum halkasinin ayrilmasiyla mor formazan
kristellerinin olusmasina neden olur. Bu formazan kristelleri hiicre zar1 icinden
gecemeyecek biiyiikliikte olup saglikli hiicrelerde birikmeye neden olur. Biriken
formazan iriinleri uygun solvent secimiyle (DMSO gibi) ¢ozdiiriildiikten sonra
ELISA okuyucu vasitasi ile optik yogunlukla konsantrasyonu hesaplanir [136].

Calismada kullanilan hiicre hatti (HUVEC) Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) besi yeri, 5% Fetal sigir serumu (FBS, Gibco) ile kiiltiirlenmistir.
Ayrica endothelial cell growth factor (ECGF) ve bu faktorii iceren endotel hiicre
biiylime ilavesi (endothelial cell growth supplement; ECGS) eklenerek hiicre
hattinin biiytimesi tesvik edilmistir. 37°C ve %5 CO, ile nemlendirilmis hava
inkiibatorti ile ortam satlar1 saglanmistir. Hiicreler cogalmasi %80-90 kapasiteye
ulastiginda PBS ile yikanmis ve her pasaj icin 1XTripsin-EDTA ile tripsinize
edilmistir. In vitro sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT testi kullanilmistir ve
calismalar aseptik ortamda gerceklestirilmistir. Analiz icin HUVEC hiicreleri 96
kuyucuklu kiiltiir plakasina 1x10° hiicre/ kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Plaka
37°C ve %5 CO, kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda her bir kuyucuga 1,5 saat UV 15181 altinda sterilasyonu gerceklestirilmis
2cm*X2cm? boyutunda kesilmis vaskiiler greft 6rnegi 6 tekrarli olarak eklenmistir.
Pozitif kontrol olarak fenol ve negatif kontrol olarak RPMI besiyeri kullanilmstir.
96 kuyucuklu plaka 37°C ve %5 CO, inkiibasyon kosullarinda tekrar 24 saat
inkiibe edilmistir ve inkiibasyon sonrasinda tiim kuyuculardaki besi yeri

uzaklastirilip her bir kuyucuga steril PBS ile 1/10 oraninda diliie edilen 100 pL
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MTT cozeltisi (5 mg/mL) eklenerek 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir. 4.
saatin sonunda MTT soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirilmistir ve MTT boyasi
sonucunda olusan mor formazan kristellerinin ¢oziilmesi i¢cin 100 puL. DMSO
eklenmistir. Sitotoksik etkinin 6lciilmesi icin ELISA okuyucuda 570 nm absorbans
degerinde optik Olciim alinarak hiiclerin canliligit degerlendirilmistir.
Degerlendirme uygulanirken, negatif kontrolii %100 hiicre canlilig1 olarak kabul

edilerek, 3B’lu basilan vaskiiler greftin sitotoksisite degeri hesaplanmistir.

3.2.4.6 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Hiicre Adezyon Kapasitesinin

Belirlenmesi

Hiicre adezyon calismalar1 vaskiiler greftin hiicre yapisma kapasitesinin
hesaplanmasi ve greftin {izerindeki proliferasyonunun gosterilmesi icin
uygulanmaktadir. Galismada HUVEC hiicre hattinda 3B baskili vaskiiler greftin
hiicre adezyon kapasitesi 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya
ekilmistir. 3B baskili vaskiiler greft 6rnekleri disk formlarina kesilmistir ve %96
etanol ve UV radyasyonu ile sterilize edildikten sonra kuyucuklara yerlestirilmistir.
Gece boyunca inkiibasyondan sonra her kuyucuk 4 saat siireyle inkiibe edilmis
100 ul MTT boyast (5 mg/mL PBS icerinde cozdiiriilmiis) ile isleme tabi
tutulmustur. 4. saatin sonunda MTT co6zeltisi bosaltilmis ve formazan kristallerini
¢ozmek icin her bir kuyucuga 100 ul DMSO cozeltisi ilave edilmistir. Optik
yogunluk, 570 nm'de ELISA okuyucu tarafindan belirlenmistir. MTT analizi alt1
tekrarli (n: 6) gerceklestirilmistir. Sonuclar, kontrole yonelik hiicre adezyon
kapasitesi olarak sunulmustur (hayatta kalmanin %100’i). 3B’lu baskili aortun
yapisma ve proliferasyon kapasitesi 1, 3 ve 5 giin sonun da incelenerek

belirlenmistir. Inceleme inverted mikroskobu kullanilarak yapilmistir.

3.2.4.7 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Histokimyasal Analizi ve

Floresan Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Hiicre adezyonu saglanan vaskiiler greft 6rneklerinin hiicre yapisma kapasitesi
ayrica DAPI, H&E ve Rodamin Phalloidin boyalar1 kullanilarak gosterilmistir.
Vaskiiler greft 6rnekleri ilk olarak 2cm®X2cm? olacak sekilde kesilmistir ve %96
etanol ve UV radyasyonu ile sterilize edildikten sonra kuyucuklara yerlestirilmistir.

Hiicre ekimi 10° hiicre/kuyucuk olarak 96 kuyucuklu plakalara yapilmistir. 37°C
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ve %5 CO, kosullarinda gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Boyama
calismalar i¢in ornekler oncelikle hiicre besi yeri kuyucuklardan bosaltilmistir.
Kalintilar1 gidermek icin iki kez PBS icinde yikanmistir. Ardindan vaskiiler greft
ornekleri fixasyon icin %3.7 formaldehit (Sigma-Aldrich) ile kaplanmistir ve 2 saat
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda érnekler PBS'ye
ile yikanmistir ve analize kadar PBS icinde saklanmistir. Hiicrelerin malzemeye
fixasyonun ardindan boyama i¢in hazirlanmasi icin, 6rneklere %0.1 TritonX100
(Sigma-Aldrich) eklenmistir ve +4°C'de 45 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda, numuneler iki kez PBS ile yikanmistir. PBS (5 ug/ml) icinde
cozdiiler DAPI boyasi, 30 dakika boyunca numunelerin iistiinii kaplayacak sekilde
eklenmistir. Calismada DAPI boyasi; hiicre cekirdeklerini boyamak icin
kullanilmistir. Numuneler PBS icinde durulanmis ve gorsellestirilene kadar PBS
icinde saklanmistir. Analiz icin bir faz kontrast mikroskobu (Leica Digital
Microscopes Inverted) kullanilmistir.

Ayni zaman da vaskiiler greft 6rnekleri histokimyasal boyamayla da incelenmistir.
Ornekler 24 saat siireyle %4 nétr tamponlu formalin icinde sabitlenmistir. Daha
sonra, Ornekler bir dizi dereceli alkol icinde dehidre edilmistir ve parafin
bloklarina gémiilmiistiir. Ornekler boyamaya hazirlanmasi icin 6 ym kalinhkta
kesilmis ve hematoksin ve eozin (H&E) ile boyanmistir. Goriintiiler bir floresan
mikroskobu (LEICA DMi8, Leica Microsystems GmBH, Almanya) ile elde

edilmistir.
3.2.4.8 Antioksidan Kapasite GCalismalar

Antioksidant kapasite calismasi HUVEC hiicre hatti kullanirak belirlenirken
HUVEC hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren RPMI besi yerinde; 37 °C‘de, %5
CO, atmosferinde kiiltiire edilmistir. Inkiibe edilen HUVEC hiicre hatt1 24 kuyulu
plakaya 10°hiicre/ml olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat hiicreler inkiibasyona
birakilmistir. 10x5 mm olacak sekilde kasilen vaskiiler greft 6rnekleri HUVEC
hiicrelerinin ekili oldugu kuyulara konularak 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen vaskiiler greft 6rnekleri -80 °C’de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin
sonunda hiicreler 5000 RPM’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis
HUVEC hiicreleri TAS (Rel assay, Total Antioxidant Status Kit) kiti vaskiiler greftin

antioksidant performansi firmanin 6nerdigi metod ile hesaplanmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 BS Temelli Biyomiirekkep Hazirlanmasi

BS iiretimi bir polimerazsyon reaksiyonudur. Polimerizasyon, tek, dogrusal §-1,4-
glukan zincirleri halinde meydana gelmektedir ve sonunda bakteriyel seliiloz, dis
zarlarinda bulunan dogrusal gozenek dizisi olan hiicrelerin disina dogru
salgilanmaktadir. BSnin ilk yapisi, malzemenin toplam hacminin %90'1m1
olusturan amorf bolgeler arasina serpistirilmis paralel bicimde dizilmis 10-15 yeni
olusmus fB-1,4-glukan zincirlerinden olusan alt fibriller olarak olusturulur. Daha
sonra mikrofibril yapi elde edilir ve son olarak, yaklasik 1000 ayr1 glukan zincirini
iceren mikrofibril demetlerinin gevsek bir sekilde sarilmais serit yapisi olusturulur.
Sonuc¢ olarak dogal biyopolimer olan BS, nano 6l¢cekte organize olmus bir fibril
yapisidir. BS’nin bu nanolif morfolojisi yap1 icinde rastgele dagitilmistir. BS'nin
hidroksil gruplari, yapisini kristal bir modelde stabilize etmek i¢cin komsu zincirle
hidrojen baglar1 olusturma egilimindedir. Kristallik, olast molekiil ici ve
molekiiller aras1 bag iliskilerinin cok yonliiliigiine dayanir. BS'nin kristal yapisi
¢ozlinlirliglini etkiler. Yar1 saydam jel film yapisi, literatiirde bildirildigi gibi 1slak
durumda 1-1,5 cm ve kuru durumda 20-40 um kalinliga sahiptir. Bu nedenle kuru
durumdan 1slak duruma 300 kattan fazla yiiksek hacim doniistimi elde edilir ve
coziuniirligiinde etkilidir [137]. Bu nedenle, calismada BS biyomiirekkep haline
getirilmesi adina 6nce 1 gece boyunca 65°C’de liyofize edilerek kurutulmustur.
Liyofize haldeki BS %20’1lik ¢inko stilfat (ZnSO,) ¢ozeltisi icerisinde agirlik¢a 1:20
oraninda 2 giin boyunca bir manyetik karistiric1 tizerinde karistirilmistir. Daha
sonra BS, 1 saat siireyle %100 giic cikisina sahip bir sonikator (Branson Sonifier
250, BRANSON) kullanilarak sonikasyona tabi tutulmustur ve c¢ozelti 6000
RPM'de 600 saniye santrifiij edilmistir. Her santrifiij adimindan sonra, siipernatant
cikarilmis ve ¢6ziinmiis halde BS elde edilmistir. Daha sonrasinda basima uygun
hale getirebilmek icin agirlikca 1:20 oraninda ticari recine ile karistirilmis ve

23°C’de 1 saat manyetik karistiriciya yerlestirilmistir. Yapilan calismada BS’nin
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kuru formu ¢oziiniirliik iizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Sonug olarak; yapisal
su miktarinin ¢inko-siilfat sulu co6zeltilerinde BS'nin c¢oziinmesini etkiledigi
gosterilmistir. Calismamizda sicaklik parametresi, BS membranindaki hidrojen
baglarinin inorganik bir ¢6ziici icinde kirilmasini saglayan yardimeir unsurdur. Ek

+21

olarak, Zn"“'nin Lewis asitligi zayif bir hidrojen bag: kiricisi olarak kullanilir. Sekil

4.1’de BS’nin ¢6ziinme asamalari 6zetlenmistir.

BS Ureticisi Fermentasyon Ortamn ~ Yikamadan Once  Yikamadan sonra Liyofize Hali

3

BS’nin Coziinmiis Formu BS Kimyasal yapisi SEM Yapist

Sekil 4.1 Biyomiirekkep formiilasyonu i¢in BS’nin ¢éziinmesi

4.2 Vaskiiler Greftin 3B’lu Basim Stratejisi

Vaskiiler greftin 3B’lu geometrisi STL formatinda modellenmistir. Vaskiiler greft
bir insan aort paterni olarak tasarlandi ve Sekil 4.2’de gosterildigi gibi STL formata
dontistiiriilmiistiir. Yazilim, ice aktarilan STL dosyasini katmanlara dilimleyerek
ve her katman icin belirli baski parametrelerine gore kontur ve dolgu yollar
saglayarak baski yollarina doniistiirmektedir. 3B’lu baskidan 6nce, BS/cinko stilfat
ve recine iceren kompozit biyomiirekkep karistirilarak 37°C'de enjekte edilebilir
homojen macun kivamina getirilmistir. Elde edilen BS bazli biyo-miirekkep, her
katman icin X-Y hedef yollar1 boyunca basilmis ve her katman tamamlandiktan
sonra, baski asamasi Z yoniine cevrilmistir. Yiiksek giiclii lazer, her katmani
olaganiistii ayrintilarla olusturan 6zel galvanometreler tarafindan yonlendirmistir.
Kayan bir mekanizmasi ve bir silecek optik pencere boyunca kayarken parcayi

baski yatagindan nazik¢e olusmasini saglamaktadir. Duyarl bir 1sitma sistemi,
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biyomiirekkebi sabit bir sicakliga (80°C) kadar isitmaktadir. Deneyimizde
kullanilan standart baski parametreleri 25 mm genislik, 30 mm yiiksekligi ve

kalinlik 1 c¢m idi.

—

Sekil 4.2 BS tabanli biyomiirekkebin 3B’lu tasarim stratejisi

4.3 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Karakterizasyonu

4.3.1 Yiizey Morfolojisi

3B’lu baskili vaskiiler greft numunesinin 3B’lu nano ag yapisi, SEM ve bir malzeme
mikroskobu ile gozlemlenmistir. BS'nin liyofilize formu ve vaskiiler greft 75 saniye
boyunca altinla kaplanmis ve numunelerin yiizey morfolojisi SEM cihazi
kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.3'de goriildiigii gibi; BS, yiksek kristallik
ozelligi nedeniyle oldukca gozenekli bir yiizeye sahiptir (A ve B). Ozellikle, baski
stratejisinden sonra basilan vaskiiler greft 6rneginde de SEM goriintiileri mikro
gozenek boyutunu ve nano yapilasmanin degismedigini ortaya koymustur (E ve

F). Enine kesit goriintiisii (G ve H) ile morfoloji daha net gosterilmistir.
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Sekil 4.3 BS'nin 3B nano ag yapisinin SEM mikro fotograflar1 (A ve B), 3B’'lu
baskili aortun malzeme mikroskobu yapisi (C ve D) ve 3B’lu baskili aortun 3B
nano ag yapisinin SEM mikro fotograflar1 (E ve F), enine kesit gorilintiisii (G ve
H)

Calismada, BS ile ticari recinenin kombinasyonunun oldukc¢a organize bir nano
morfolojiye sahip miikemmel biyouyumlu yapi irettigini gosterdik. Bu nano
morfoloji, yiiksek su tutma kapasitesi ve 3B’lu vaskiiler grefte ideal model ECM
yapisi saglamaktadir. Yapilan karakterizasyon analizi ile BS bazli biyomiirekkebin
vaskiiler greft modellerini basmak i¢in uygun yapilasma sergiledigini gosterdik.
Ozellikle de BS fibril boyut araligi 60 ile 100 nm arasindadir. Yaklagik 100 nm
geniglige sahip nanolifler ise ECM'nin kolajen fibrilleri ile neredeyse benzer
yapilasma gosterdiginden dolay1 hidrojel iskeleler icin uygun 3B’lu ortami
saglamaktadir [90]. Bir biyomateryalin yiizey piiriizliiliigd, hidrofilikligi ve ylizey
enerjisi gibi ylizey 6zellikleri; hiicre baglanmasi, cogalmasi ve farklilasmasi icin
kritiktir [138]. Yizey piriizliliigti hiicresel tepkiyi etkiler ve hiicre kaderi icin
kritiktir. Ozellikle basimi gerceklestirilen 3B’u vaskiiler greftin iskele gozenek
yapisinin ve biitiinliigiiniin in vitro hiicre hizalamasi, proliferasyonu ve canlilig
tizerinde 6nemli 6lciide etkiledigi bilinmektedir [139]. Literatiirdeki calismalara
gore gozenekli yapilagma piiriizsiiz yiizey morfolojisine sahip 3B’lu yapilara gore
daha fazla doku rejenerasyonunu tetikledigini ortaya koymaktadir [140]. Bu
nedenle yapilan calisma ile BS/cinko siilfat-recine kompoziti, sahip oldugu

hidrojen baglarindan dolay: yiiksek ara ylizey yapisma ve etkilesimlere sahiptir.
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Ayrica, baski stratejisinden sonra, vaskiiler greft gozenekli nanofibroz yapi, dogal
ECM yapisina benzerlik gostermistir. Literatiirde, 3B’lu sistemler dogal gozenekli
nanofibroz ECM'yi tam olarak taklit edemeyen gozenekli yapi eksikligi ile
tanimlansa da yapilan calismadaki sonuclar bize gozenekli bir 3B iskele icindeki
nanofiber yogunlugunu kontrol etmek i¢in saglam bir yéntem sunmaktadir[141].
4.3.2 Yiizey Alan1 Analizi

0.097 korelasyon Kkatsayis1 ile Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizinin
sonuclarina bagh olarak, Tablo 4.1'de 6zetlendigi tizere, 3 boyutlu yazdirilan
numunenin yiizey alani 8.290 m?/g olarak olciilmiistiir. Dogal ECM'nin yiizey

alanini ve mekanik mukavemetini taklit eden bir yapi saglamay1 amaclamaistir.

Tablo 4.1 3B’lu Vaskiiler Greft Orneginin BET sonuclari

BET
Egim 16.570
Giig 4.053e+02
Korelasyon Katsayisi 0.097
C Sabiti 1.041
Yiizey Alani 8.29 m*/g

Biyomalzemelerin yiizey morfolojisi her zaman SEM analizi ile yeterli diizeyde
analiz edilememektedir. Bu nedenle yiizey analiz parametreleri, 3B’lu baskili
vaskiiler greftin anatomisi hakkinda daha fazla bilgi almak ve SEM sonuclarini
dogrulamak icin BET teknigi kullanilarak analiz edilmistir. 3B’lu baskili damar
greftinin ylizey alanlar1 porozitelerine gore degisiklik gosterir [142]. Yiizey
gozeneklerinin sayis1 ve boyutundaki artiglar, ylizey alaninin genislemesine neden
olur [143]. Calismamizda 3B baskili vaskiiler greftin yiizey alani 8.290 m?/g
olarak bulunmus olup bu da literatiirde ornekleriyle uygun sonuclar
gostermektedir [144].

4.3.3 Termogravimetrik Analiz

TGA, numunenin kiitlesinin sicaklik degisimlerine bagl olarak zaman icinde
hesaplanir. 3B’lu basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin termal bozunma

davranisi termogravimetrik analiz ile hesaplanmis ve sonuclar Sekil 4.4'de
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gosterilmistir. TGA egrisinin ilk noktasinda numunenin kiitle kayb1 %1,75 olarak
hesaplanmistir. TGA egrisinin baslangicindaki %1,75 agirlik kaybi, malzemenin
ylizey suyunun buharlagsmasi ve dehidrasyonundan kaynaklanmaktadir. 361°C'de
kiitle kayb1 %22,72 ve 421°C'de kiitle kayb1 %52.4 idi. 800°C boyunca kiitle
kayiplar1 azalarak ilerlemis ve sicaklik sonunda sabitlenmistir.
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Sekil 4.4 3B’lu baskili vaskiiler greftin TG / DTA analizi

TGA analizi ile, coklu bozunma adimlari, ara bozunma iiriinlerinin TG egrisine
bagli olarak belirli sicaklik araliklarinda stabil oldugunu gosterir. Biyomateryal
olarak kullanilmasi planlanan BS bazli vaskiiler greft, sterilizasyon i¢in kullanilan
121°C otoklavlama sicakligina dayaniklidir. Hidrojen bagina baglh su molekiilleri
bu ilk asamada TGA egrisine gére %1,75 oraninda kaybedilebilir. Ikinci kiitle
kaybi, seliilozun termal ayrismasina atanan 200 ila 400°C (361°C) arasinda
gozlenir [145]. Termal bozunmanin davranisi, liflerin molekiiler agirligs,
kristalligi ve yonelimi gibi bazi yap1 parametrelerinden etkilenir [146].
Literatiirde, BS icin calismamizla benzer sonuclar gosterilmistir [147].

4.3.4 Dinamik Mekanik Analiz

Galismada, 3B’lu baskili vaskiiler greft numunesinin mekanik dayanimi Tablo
4.2'de verildigi gibi 6l¢iilmiistiir. Numunenin elastisite modiilii 172.083 N/mm?
(standart hata+10,56) hesaplanmistir. Numunenin kirilmasindaki uzama ise

%87.591'dir (standart hata+=3,01). Elastisite modiilii, stres altinda olusan
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deformasyonlar hakkinda bilgi saglar. Bir numunenin c¢atlamadan sekil
degisikliklerine direnme yetenegi ile ilgilidir. Yiiksek nihai gerilme mukavemeti ve
yliksek uzamanin kombinasyonu, yiiksek tokluga sahip malzemelerin iiretilmesine

olanak saglar [148].

Tablo 4.2 3B’lu Baskili Vaskiiler Greftin Mekanik Davranisi

DMA Analizi
Kopma Uzamasi Young’s Moduliis
ek (%) E (N/mm?)
Vaskiiler Greft 87.591+3.01 172.083+10.564

BS’nin morfolojisi nano Olcekte korunabilirse, daha fazla doku miihendisligi ve
rejeneratif tip calismalari, 6zellikle de 3B’lu doku ve organ yapilarininin elde
edilebilecegi ongoriilmektedir. Bu yiizden 6zellikle de vaskiiler yapilar icin BSnin
sahip oldugu gerilme mukavemeti ve toklugu artirilmaya calisilmistir. 3B’1u baskili
vaskiiler greftin optimum mukavemet degerlerinin de in vivo ortamda fayda
saglamasi icin bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle, hedef doku ya da organin
uygulama calismalar1 icin baski stratejilerinde kullanilan biyomalzemelerin
mekanik oOzelliklerinin belirlenmesi 6nemlidir. Dogal yumusak dokular veya
organlarin Young’s modiilii 0,1 ila 1000 kPa arasinda degismektedir [149]. Dogal
dokulara uyacak mekanik ozellikler, genellikle de mikro/nanolifler morfolojisi
sergilemektedir [150]. BS ozellikle yiiksek gerilme mukavemeti ve esneklik
modiilii saglayan giiclii molekiil i¢ci ve molekiiller arasi hidrojen bagindan
kaynaklanan hiyerarsik bir fibril yapisindan olusmaktadir [131]. Calismada
sunulan BS bazli vaskiiler greftin istisnai mekanik 6zellikleri, genis yiizey/hacim
orani mikro ve nanofiber morfolojisi ile saglanmaktadir [151]. Literatiirde
BS/jelatin kompozitinin 3B’lu baski stratejisin de Young’s modiiliisii 1.84+0,13
MPa, saf jelatin iskelesinden yaklasik 12 kat daha fazla (0,15 = 0,04 MPa)
mekanik davranis sergiledigi gosterilmistir [152]. Baska bir ¢calisma da ise Young's
modiiliisiin nanoseliiloz-aljinat hidrojel yapi iskelesi i¢in %30 gerilimde 70 ila 250

kPa araliginda agiklanmistir [153].
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Ek olarak, BS diger seliillozik malzemelerden ziyade 50 kat daha fazla lif
uzunlugu/cap1 oranina ve yiiksek kristallige (>% 80) sahiptir ki bu o6zellikler,
BS'ye uygun mekanik davranis saglar. Bu calismada elastisite modiilii
172.083+10.564 N/mm? degerleri vaskiiler greft yapisi i¢in uygun olan mekanik
ozelligi gostermektedir [154]. Beklendigi gibi, BS bazli 3B’lu baskil1 greft mekanik
ozelliklerin desteklenmesinde kritik bir rol oynamistir. Bdylece, BS bazli
biyomiirekkep formiilasyonun gelecekte mekanik oOzellikler daha da
gelistirilebilecegini yapilan calisma ile 6n gormekteyiz.

4.3.5 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Galismada Fourier Dontiistimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), BS/c¢inko siilfat,
recine ve 3B’lu baskili vaskiiler greft bilesenleri arasindaki kimyasal gruplarin
varligin1 analiz etmek i¢in kullanilmistir. FT-IR spektrumu, recine ve BS'nin
karakteristik piklerini gostermektedir. BS'nin ¢oziiniir formu, 1740cm™ civarinda
karakteristik bir FT-IR bandi sergilerken ve oksidasyon derecesinin yiikselmesiyle
pik tepe yogunlugu artmaktadir. Bunlar 3411cm™de H,O [155], 2921cm™de
alifatik CH bagi [156], 1721cm™de C=0 germe bandi, 1235cm ’de CH; asimetrik
biikiim baglanmasi ve 1375cm’de C-O-C gerilme bandini temsil etmektedir [93].

Degerler tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3 Fourier Doniistimlii Kizilotesi (FTIR) spektrumu

Kimyasal Bag
Pikler (cm™)

3411 H,O

2921 Alifatik C-H gerilme banti
1721 C=0 gerilme bant1

1375 C-O-C gerilme banti

1235 CH; asimetrik biikiim banti

Ote yandan yapilan calisma ile vaskiiler greftin kimyasal yapisin1 anlamak icin FT-
IR analizlerinden yararlanilmistir. Spektrum, BSnin c¢inko siilfat ic¢inde
cozildigiinde tipik egrileri gostermektedir. Sonuclar Sekil 4.5’de 6zetlenmistir.

BS/cinko-stilfatin FT-IR bandi, BS’nin c¢Ozlinme asamasinda hi¢bir kimyasal
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reaksiyonun meydana gelmedigini gostermektedir [2]. BS'nin ¢inko siilfat icinde
¢ozlinmesi sirasinda hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler veya hidrojen
kopriilerinin kombinasyonu da spesifik piklerin elde edilmesini saglamistir [157].
Ek olarak, recine ve BS/cinko siilfat arasinda c¢ok sayida hidrojen bagi da
mevcuttu. Literatiirde Deniz ve ark. uygun FT-IR sonuclan ile kemik dokusu
miithendisliginde BS bazli kompozit biyomiirekkep formiilasyonunu benzer pikler
ile tamimlamistir [155]. Ayrica Esra ve ark. BS ve PCL kompozit biyomiirekkep

formiilasyonu ile benzer sonuglar géstermistir [158].
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Sekil 4.5 FT-IR bag yapist

4.3.6 Raman Spektroskopisi

3B’'lu basimi gerceklestirilen vaskiiler greftin kimyasal yapisi aym1 zamanda
RAMAN analizi ile de gosterilmistir. FT-IR spektroskopi sonuglari, Raman
spektroskopisi sonuclar1 ile dogrulanmistir. Sekil 4.6 ile uygun bag
konfigilirasyonu gosterilmistir. Raman spektroskopisi, ¢oziinmiis BS ve recinenin
harmanlanmasi sonucunda bag yapilarinda deformasyon ve gerilmelerin meydana

geldigini ortaya cikarmistir.
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Sekil 4.6 RAMAN bag yapisi

4.3.7 Sisme Analizi

3B’lu baskili vaskiiler greftin su tutma kapasitesini (WRC) belirlemek icin su
icerisinde bekletilmistir. Sonuclar Sekil 4.7’de gosterilmistir. Analiz bes tekrarl
olacak sekilde degerlendirilmistir. Orneklerin kiitle kayb1 1, 24 ve 48. saat
sonunda hesaplanmistir. Sisme analizi, 3B’lu yazdirilan numunenin 1. saat
sonunda %5 arttigin1 gostermistir (standart hata+0,18). Ek olarak, 24 ve 48

saatlik sonunda %9 (standart hata + 3,34) arttig1 hesaplanmuistur.

66



3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Su Tutma Kapasitesi
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Sekil 4.7 3B’lu basilan vaskiiler greftin su tutma kapasitesi

Literatiirde BS, sisme kabiliyeti yiiksek olarak tanimlanan bir hidrojeldir [159].
Ayrica Karol ve ark. BS'nin bu yiiksek verimlilikteki su tutma kapasitesini
yaptiklari calisma ile de desteklemislerdir [160]. Doku miihendisligi ve rejeneratif
tiptaki calismalar ile malzemenin sisme davranisinin hiicre yapismasi,
proliferasyonu ve farklilagsmasi tizerinde 6nemli 6l¢lide etkili oldugu gosterilmistir
[161]. Calismada, BS-recine biyomiirekkep formiilasyonu iyi gbzeneklilik ve fibril
morfolojisi gostermis olup bu da 3B’lu baskili vaskiiler greftin sisme 6zelligini
artirmistir. Dahasi, 3B’lu basili geometri, doku miihendisligi ve rejenerasyon
calismalarinda hiicresel infiltrasyonun yani sira yeni dokunun ice biiylimesini
indiikleyebilen hiyerarsik gozenekli yapiy1 gostermektedir [151].

4.3.8 Biyodegredasyon Analizi

Calisma da biyodegdedasyon analizi 3B’lu baskili vaskiiler greft 6rneklerinin kiitle
kaybi ile hesaplanmistir. Vaskiiler greft 6rneklerinin kiitle kayb1 28 giin boyunca
lizozim enzimini iceren PBS c¢ozeltisi icinde (1.5 pg/ml) belirlenmistir. Sonuglar
Sekil 4.8'de verilmistir. 3B’lu yazdirilmis vaskiiler greft 6rneginde kiitle kaybi
belirlenmemistir. Bununla birlikte, bu calismada ticari recine-BS kompoziti,
biyolojik bozunma calismalarina dayali doku yapisi olusumu i¢in uygun formu

sergilemistir.

67



3B’lu Baskih Vaskiiler Greftin Biyodegredasyon Analizi
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Sekil 4.8 3B baskil vaskiiler greftin biyodegredasyon analizi

4.3.9 Protein Adsorpsiyon Kapasitesi

3B’lu vaskiiler greftin protein adsorpsiyon kapasitesi, vaskiiler yapinin i¢ duvar
yapisi lizerinde incelenmistir. 3B’lu baskili vaskiiler greft duvarlarinin protein
adsorpsiyon kapasitesini hesaplamak icin farkli BSA standart konsantrasyonlarinin
standart egrisi ¢izilmistir. Konsantrasyon egirisi icin %1, %0,5, %0,25, %0,125 ve
%0,625 mg/ml olarak farkli konsantrasyonlarda secilmistir. Calismada BSA
standart protein adsorpsiyonu 0,99 mg/mL (standart hata+0,03) olarak
hesaplanmistir. Kontrol grubu olarak %100 oraninda BSA standardi kullanilmastir.
Bu perspektifte, 3B’lu baskili aort duvarlarinin protein adsorpsiyon kapasitesi %7
(standart hata+0.02) olarak hesaplanmistir. Sekil 4.9’da tiim veriler

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.9 3B’lu vaskiiler greftin protein adsorpsiyon kapasitesi

Ozellikle protein adsorpsiyon kapasitesi vaskiiler greftin viicut icindeki tromboz
etkisi icin onemli bir kriterdir. Proteinlerin 3B’lu baskili vaskiiler greft
duvarlarindan adsorpsiyon kabiliyeti tromboza neden olur. Diinya capinda en
yaygin dogum kusurlarindan biri dogustan kalp hastaligidir (CHD) [162]. CHD
tedavisi icin, anatomik farkliliklar nedeniyle farkli hastalardan saglanan kalp nakli
basarisizlikla sonuclanabilir. Bu nedenle, basarili CHD tedavisi icin implante
greftlerin uygun tasarimi ve adaptasyonu saglanmalidir [163]. Bununla birlikte,
su anda kullanilan greftler artmis tromboembolik komplikasyon riskinden
muzdariptir [164]. Boylelikle bu calismada, vaskiiler greft 6rneginin protein
adsorpsiyon kapasitesi ile vaskiiler greft duvarindan tromboz engeli en aza
indirilmistir.

4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.4.1 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Sitotoksisite Calismalari
3B’lu baski stratejilerinde hiicre yapigsmasi ve sitotoksisite calismalari malzemenin
biyouyumluluk yetenegi icin kritik noktalardir. Ideal doku yapisi, hiicre

yapismasini, cogalmasini ve farklilagsmasini desteklemelidir. 3B’lu vaskiiler greftin
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sitotoksisite etkisi ve hiicre yapisma kapasitesi bu calisma da degerlendirilmistir.
Mitokondriyal aktivite testi (MTT), Sekil 4.10'da gosterildigi gibi HUVEC
kullanilarak test edilmistir. Hiicre canliliginin sonuclari, kontrol gruplarinin
ylizdesi olarak ifade edilmistir (negatif kontrol: sadece besi yeri, pozitif kontrol:
fenol). Sadece 3B’lu basilmis olan recine bazli biyomiirekkebin hiicre canliligi
%75,84 (standart hata+3,53) iken BS-recine biyomiirekkebi ile 3B’lu baskili
vaskiiler greftin %108,64 (standart hata+4,53) olarak hesaplanmistir. Negatif
kontroliin hiicre canliligi %100 (standart hata+0,3) varsayilmistir. Boylelikle,
BS/¢inko siilfat ve regine bazli biyomiirekkep ile basilan 3B’lu vaskiiler greftin
MTT analizine gore hiicrelerin yasama kapasitesini yalnizca recine ile basilmis
olan 3B’lu yapidan daha fazla destekledigini gostermistir. Hesaplanan sitotoksitite
calismalarina gore; 3B’lu baskili vaskiiler greft, ISO 10993:5 standart
diizenlemelerine gore toksik olmayan ve sito-uyumlu olarak kabul edilmektedir
[165]. Sonuclara gore BS-recine bazli biyommiirekkep ile basilan 3B’lu vaskiiler
greft kontrol grubuna gore %44 daha fazla canliligi desteklerken, recine bazh

3B’lu yapiyla karsilastirildiginda %70 daha fazla canlilig1 saglamistir.
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Sekil 4.10 3B’'lu baskili vaskiiler greftin HUVEC hiicre hatti iizerinde in vitro
sitotoksisiteleri
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4.4.2 3B’lu Basilan Vaskiiler Greftin Hucre Adezyon Calismalar1

HUVEC hiicre hatti, hiicre yapisma ve proliferasyon oranlarini belirlemek icin 96
kuyucuklu plakalarda 3B’lu baskili vaskiiler greft {izerinde 10° hiicre/1 cm olarak
tohumlanmuistir. Hiicrelerin ilk adezyonu i¢cin numuneler 37 °C'de %5 atmosferde
2 saatte inkiibe edilmistir. HUVEC hiicre hattinin morfolojisi, Sekil 4.12'de
gosterildigi gibi 24, 52 ve 72. saatteler de gozlemlenmistir. Hiicre adezyon
kapasitesi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir (negatif kontrol: sadece besi yeri,
pozitif kontrol: fenol). HUVEC hiicre hattinin adezyon kapasitesi sayisi analiz
giinii ilerledikce 6nemli Olclide artmistir. MTT sonuglarina gore 3B’lu baskili
vaskiiler greftin hiicre yapismasi 24 saatte sonunda %92,02 (standart hata+1,3),
52 saatte sonunda %102,01 (standart hata+2,4), 74 saat sonunda %123,02
olarak hesaplanmistir. Baska bir acidan ise sadece 3B’lu baskili recine icerigi 24
saatte sonunda %>55,02 (standart hata+1,3), 48 saat sonunda %56 (standart
hata+2,1) ve 72 saat sonunda %58,04 (standart hata+1,8) olarak hesaplanmistir.
Sonug olarak BS bazli biyomiirekkep formiilasyonunun sadece regine ile basilmisg
3B’lu yapilara nazaran hiicre adezyonunu destekledigini gostermis olduk. Sekil

4.11’de sonuclar 6zetlenmistir.
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Sekil 4.11 3B’lu vaskiiler greftin 1., 3. ve 5. giin sonundaki hiicre tutunma
kapasiteleri
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Galismada 3B’lu yapi iskeletlerinin biyouyumlulugu, hiicre proliferasyonu ve
morfolojisi iizerinde degerlendirilmistir. 24 saatlik kiltiirden sonra hiicreler,
mikrofiber vaskiiler greft yoniinde yayilmaya ve uzamaya baslamistir. 48 saat
sonra, cogalan hiicreler sadece 3B’lu baskili bir vaskiiler greftin tiim yiizeyini
kaplamakla kalmamis, lifler arasindaki gozeneklere de yapisma sagladig
gozlemlenmistir. 72 saatin sonunda, kiiltiirlenmis hiicrelerin adezyonu artis
gostermistir ve vaskiiler greft kompozit iskele numunesi iizerinde kiimeler
olusturmaya baslamistir. Fernanda ve arkadaslarinin ¢alismasinda BS yiizeyinin
hiicre-nanofiber etkilesimi ile hiicre davranisin1 (adezyon, proliferasyon, ikincil
nekroz) etkiledigini gostermistir [166]. Bu baglamda yapilan calismada 3B’lu
baskili vaskiiler greft Orneginin adezyon kapasitesi sonuclar1 ile BS-recine
kompozit yapisinin hiicre yapismasini arttirdigini ortaya koymustur. 72 saatin
sonunda, Sekil 4.12’de gosterildigi gibi inverted mikroskobu ile teyit edilen ideal
yapiya sahip bir 3B’lu vaskiiler greft 6rnegi elde edilmistir. Literatiirde benzer
sonuclar 6rneklenmistir [152]. Gézlemlenen yiiksek diizeyde hiicre yapismasi ve
yasayabilirligi, BS bazli biyomiirekkep ile 3B’lu baski yonteminin hiicre sagligi icin
zararli olmadigin1 ve iskelelerdeki hiicrelerin canliligin1 artirabilecegini

dogrulamaktadir.

Sekil 4.12 a-pozitif kontrol, b-negatif kontrol, c-24 saat sonunda hiicre
adezyonu, d-52 saat sonunda hiicre adezyonu, e-72 saat sonunda hiicre
adezyonu
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4.4.3 3B’lu Vaskiiler Greftin Histokimyasal Analizi ve Floresan
Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

3B’lu baskili vaskiiler greft 6rneginin 72 saatin sonunda sahip oldugu hiicre
adezyon kapasitesi ayrica DAPI ve H&E boyama ile de dogrulanmistir. DAPI, hiicre
cekirdeklerini boyayabilen bir boya cesididir. Ote yandan, protein adsorpsiyon
kapasitesi analizi ile, proteinlerin vaskiiler grefte onemli bir sekilde
baglanmadigini gosterdik. Sonuclar, Sekil 4.13'de gosterildigi gibi H&E boyamayla
da dogrulanda.

Sekil 4.13 a) 72 saat sonra hiicre baglanmasinin inverted mikroskop ile
goriintiisii b) DAPI boyama ve c) H&E boyama d) Rodamin Phalloidin ve DAPI
boyama

3B’'lu baskili vaskiiler greftin hiicre adezyon kapasitesi, BS-recine kompozit
yapisinin hiicre yapismasini arttirdigini ortaya koymustur. 72 saatin sonunda,
inverted mikroskobu, DAPI ve ayrica H&E boyama ile teyit edilen ideal yapiya
sahip bir 3B’lu vaskiiler greft 6rnegi elde edilmistir. Literatiirde ayni sonuglar
orneklenmistir [152]. Gozlemlenen yiiksek diizeyde hiicre yapismasi ve
yasanabilirligi, BS tabanli biyomiirekkep ile 3B’lu baski yonteminin hiicre saglig
icin zararli olmadigini ve iskelelerdeki hiicrelerin canliligini artirabilecegini

dogrulamis olduk.
4.4.4 Antioksidan Kapasite Calismalar

10°® hiicre/ mL olacak sekilde 24 kuyulu plakaya ekilen HUVEC hiicre hatti, stres
modelinde antioksidant performansi belirlenmesi i¢in kullanilmistir ve 24 saat
inkiibe edilmistir. 10x5 mm olacak sekilde hazirlanan vaskiiler greft 6rnkeleri
HUVEC hiicrelerinin ekili oldugu kuyulara konularak 24 saat boyunca inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, vaskiiler greft ornekleri -80°C'de 1 saat
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bekletilmistir. 1 saatin sonunda vasatlar toplanarak 5000 RPM’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis HUVEC hiicreleri TAS kiti kiti kullanarak
vaskiiler greft 6rnkelerinde antioksidant performansi firmanin 6nerdigi metod ile
hesaplamalar yapilmistir. Hesaplama yapilirken yalnizca recine o6rnegi ile BS-

recine ile basilmis vaskiiler greft 6rnekleri karsilastirilmistir. Sekil 4.14’te sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.14 3B’lu basimi gerceklestirilen vaskiiler greftlerin HUVEC hiicre hatt1
tizerinde Total Antioksidan Kapasitelerinin degerlendirilmesi

3B’lu basimi gerceklestirilen vaskiiler grefler iizerinde total antioksidan seviyesi
Olctilmistiir. Kontrol grubuna gore kiyaslanan vaskiiler greft 6rnekleri istatistiksel
acidan anlamli olmayan artis gostermistir (P>0.05). Bununla birlikte BS-recine
bazli biyomiirekkep ile basimi gerceklestirilen vaskiiler greft 6rnekleri ile kontrol
grubu arasinda total antioksidan seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
belirlenmistir (P<0.05). Ayrica BS-recine ile basilmis vaskiiler greft ornegi
yalnizca recine bazli vaskiiler greft 6rnegine gore total antioksidan seviyesinde

istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir(P<0.05).
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