DEMET ERDAG ISTANBUL UNIiVERSITESI SAG. BiL. ENST. YUKSEK LiSANS TEZi ISTANBUL-2019






T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

BiYOBOZUNUR VE BiYOUYUMLU POLIMERLERIN IN
VITRO UYGULAMALARI

DEMET ERDAG

DANISMAN

PROF. DR. LEMAN YALCINTEPE
GUNESTUTAR

BiYOFiZiK ANABILiM DALI
BiYOFiZiK PROGRAMI

ISTANBUL-2019




TEZ ONAYI

YUKSEK LISANS TEZi ONAY1

Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitistl, Istanbul Tip Fakiiltesi, Biyofizik
Anabilim Dali, Yitksek Lisans Programinda Yiiksek Lisans 6grencisi Demet Erdag tarafindan
Prof. Dr.Leman Yalgintepe Giinestutar'in damgmanhiginda hazirlanan “Biyobozunur ve
Biyouyumlu Polimerlerin in Vitro Uygulamalar™ bashkl tez asafndaki jilri tyeleri tarafindan
25/01/2019 tarihinde yapilan Tez Savunma Smavinda bagarili bulunmus ve Yiiksek Lisans
Tezi olarak kabul edilmistir.

,uf

Jiiri Bagkam
Prof.Dr.Muhammet BEKTAS
L.U.Istabul Tip Fakiltesi
Biyofizik Anabilim Dal)
/7
Jiiri-Danisman . Jiiri

Prof.Dr.Leman YALCINTEPE GUNESTUTAR ProfBr.Serkan Naci KOG
L.U.Istanbul Tip Fakiiltesi L.UQCerrahpasga Miihendislik Fakiiltesi

Biyofizik Anabilim Dali Kimya Miihendisligi




BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar butin safhalarda etik disi davranisimin olmadigmni, bu tezdeki bitun bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen bitin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Demet ERDAG

or




ITHAF

Sevgili babam Metin Erdag, annem Gullimzer Erdag, kardeslerim Serhat ve
Arzu Erdag, Rukiye ve Murat Sahin, Levent Erdag, yegenlerim Elif Erdag, Mert Erdag

ve yakinda diinyaya gozlerini agacak olan minik yegenime ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Bu tez caligmasmin yiiriitiilmesinde mesleki bilgi ve birikimleri ile sonsuz
destegini esirgemeyen ve beni aydinlatan Biyofizik Anabilim Dal1 6gretim tiyelerinden
basta tez danigmanim Sayin Prof. Dr. Leman Yalgintepe Giinestutar, yiiksek lisans
egitimim boyunca beni destekleyen Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
bagkan1 Sayin Prof. Dr. Muhammet Bektas ve bu siiregte birlikte olmaktan blyik
mutluluk duydugum tiim Biyofizik Anabilim Dali ¢alisanlarina, benden destegini
esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Serkan Naci Kog ve sevgili esi Ebru Kog, Dr. Ogr. Uyesi
Murat Simsek, Ars. Gor. Hasan Ozdemir, Ars. Gor. Sibel Kiigiikertugrul ve Emrah
Aksoy’a tesekkiir ederim.

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No:31320



Vi

ICINDEKILER

TEZ ONAY L ettt sttt ettt sae et e be e et e nen e II
BEY AN e I
ITHARF ..ttt et n et e e e e nne e neenneas v
TESEKKUR.....oviiieteeteeeeete ettt ste ettt s sttt en et s s s st as s eeeas \Y,
TABLOLAR LISTEST....cotviiiiiiiiiiiiieisssises i VIl
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....c.cooiviiiiiiiiiceeeecece e, Xi
(@ 74 = LT TP PP PPPUPRPPROP XII
ABSTRACT .ttt ettt et b et e b e et nre e nee s Xiit
1. GIRIS VE AMACGC c...oiiiiieeeteseeeeceee ettt essas et en sttt en et as sttt an s sneesns 1
2. GENEL BILGILER ....c.ocvuiiiiiiieiiiiniestssi et 5
2.1. DOKU MUHENDISLIGI ......cvviiiiiiiineissieessssesss e 5
2.1 1. JEIAEIN (JE) ... ittt bbb et 9
2.1.2. Poli (VINI) @IKOI (PVA).....ee ettt 10
2.1.3. EleKtroegirme YONtEMI......c.cccveiriiiiiieiiiiiiiiesie s 10
2.1.4. Dondurma/Kurutma YONTEMI .......coveviirieieinieieesiese e 11
2.1.5. Sodyum Selenit (SEIENYUM)........ccoiiiiiiieieeeee s 12
2.2. PVA/JE Doku lskelelerinin Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler............. 13
2.2.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ........cccocoiiiiiiiiniiiiiicieeeee e 13
2.2.2. S1SME ANALIZI c.vviiiiiiiiiiii ettt 13
2.2.3. SitotoKSISite ANANZIENT .......ccvoiiiiiiii e 13

3. GEREC VE YONTEM .....oiiiitiieeeeee ettt 15
3.1 GERECGLER ...t 15
3.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ............ccccccovviiiiiiiiiiiiniiccee, 15
3.1.2. Calismada Kullanilan Kitler..........ccocviiiiiiiiiiiii e 15
3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar ...........ccccccveiiiiiiiii e 16
3.1.4. Sarf MalZEMEIEIT ... 16
3.1.5. Calismada Kullanilan COZeItiler ..........ooovviiiiiiiiiie e 17

3.1.6. Calismada Kullanilan Hiicre Hatti ..........cccoooiviiiiiiiii e 17



vii

3.2. YONTEMLER ......oiiitiioececeee ettt ee ettt 17
3.2.1. Hiicre Kiltiir CaliSmalart ..........cccoivuiiiiiiiiiie e 17
3.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve COZUIMESI.........ccveeeiiiiieeiiiiiie e 17
3.2.3. PVA/JE Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Elektroegirme Yontemi .........c..cveeneee. 18
3.2.4. PVA/JE Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Dondurma/Kurutma Yoéntemi.............. 19
3.2.5. PVA/JE Polimerik Doku Iskelelerinin Karakterizasyon Islemi........................ 20
3.2.6. Su Emme Kapasite (Sisme Orani) TeStl ......ccovvvvieiiiiriiiieiiiie e 21
3.2.7. SItOtOKSISITE ANANIZI ...c.vevviiiiiicii e 21

4. BULGULAR ...ttt ettt bttt b e b nne s 23

4.1. PVA/JE Polimerik Doku Iskelelerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Ile

Morfolojik KarakteriZaSYONU........c.ccviveieeiieaieieesie et steesreesee e ste e e e sre e e eeeanes 23
TS ) 14 1S AN 4 V-1 4 (SR 26
4.3. SItOtOKSISItE ANGNZIENT ... 28
4.3.1. Selenyum SitotoKSiSite ANAHZI ........cccveieiiiiiiiic s 28
4.3.2. Elektroegirme PVA/JE Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Analizi ..................... 29
4.3.3. Dondurma/Kurutma PVA/JE Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Analizi............ 31
5. TARTISMA ..ottt bbbt b e bt be et eenne e be e b e 34
KAYNAKLAR .ottt sttt e ettt nbe et e 37
INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI......cooiieeeieeeeeteteteeeiete et eaesenes 46

(074€) 510 Y1 1 F TS 47



viii

TABLOLAR LISTESI

Tablo 3-1 Dondurma/kurutma yontemi ile hazirlanan doku iskelesinin hazirlanis

e TS 1 PSSR 20
Tablo 4-1 Elektroegirme PVA/JE doku iskelelerinin % canlilik oranlari (p <0,05) ...... 31
Tablo 4-2 Dondurma/kurutma (5) PVA/JE doku iskelelerinin % canlilik oranlart (p
(010 USRS 33



SEKILLER LISTESI
Sekil 2.1 Doku miihendisligi bilesenleri (Cakmak, 2015).......ccccceviiiiiiiiiiiiiieiincs 7
Sekil 2.2 Doku miihendisligi ticgeni, biyosinyaller (kimyasal olarak biiylime faktorleri
veya fiziksel olarak bir biyoreaktor tarafindan saglanir) ve doku iskelesi (Hiicrelerin gog

etmesini, yapigsmasini ve ¢ogalmasini saglayan doku olusumu i¢in bir sablon gorevi

(01011 USRS P U PPV PR PR 9
Sekil 2.3 Elektroegirme aparatlar1 ve elde edilen nanofiber iskele yapisi (Pilehvar-
Soltanahmadi Ve ark. 2016). .......cccveiuiiieiieie et 11
Sekil 3.1 Elektroegirme yontemi ile elde edilen PVA/JE nanofiber iskele.................... 19
Sekil 3.2 Dondurma/kurutma yontemi ile elde edilen PVA/JE polimerik iskele............ 20

Sekil 4.1 Dondurma/kurutma PVA/JE iskelelerinin SEM Goriintiileri. A) 5 ml GP
ilaveli hicresiz dondurma/kurutma doku iskelesi (250x), B) 5 ml GP ilaveli hicreli
dondurma/kurutma doku iskelesi (4000x), C) 8 ml GP ilaveli hicresiz
dondurma/kurutma doku iskelesi (250x), D) 8 ml GP ilaveli hiicreli dondurma/kurutma
AOKU ISKEIEST (A000X).......eeuiereeeieeieeiesiee st te st e s e e aesra e te e s e e steebeaseesaeenseeneesseeneesnnenreas 23
Sekil 4.2 Dondurma/kurutma doku iskeleleri SEM gozenek goriintiileri. A) 5 ml GP’li
dondurma/kurutma iskeleleri (500x) , B) 8 ml GP’li dondurma/kurutma iskeleleri
(500x), (C) 8 ml dondurma/kurutma iskeleleri (250X) ........cccovvrerieeriesiniie e 24
Sekil 4.3 Elektroegirme doku iskeleleri SEM gozenek gOorintlisti........ccoevevvvivvernenne. 24
Sekil 4.4 8 ml GP iceren dondurma/kurutma doku iskelesi (48 saat ‘lik SEM goriintiisii)

Sekil 4.5 PVA/JE elektroegirme nanofiber doku iskeleleri SEM goriintileri. A)

Hiicresiz elektroegirme doku iskelesi (20000x), B) Hiicreli elektroegirme doku iskelesi

Sekil 4.6 Elektroegirme PVA/JE iskelelerinin ters mikroskop altindaki goriintiileri. A)
Hiicresiz elektroegirme PVA/JE doku iskeleleri goriintiileri, B) Hiicreli elektroegirme
PVA/JE doku iskeleleri gorintlleri..........ocooiiiiiiiieeee e 26
Sekil 4.7 5 ml GP iceren PVA/JE iskeleleri ve 8 ml GP iceren PVA/JE iskeleleri
dondurma/kurutma iskeleleri $ISMe Oranlari..........cccccveiiieeiiiee e 27
Sekil 4.8 Elektroegirme PVA/JE iskeleleri sisme oranlart..........cccovvveeiiveeiiieniinnenne 28
Sekil 4.9 Selenyumun 3T3 hiicreleri ile 24, 48, 72 saat MTT canlilik analizleri .......... 29



Sekil 4.10 Elektroegirme iskelelerin 24, 48, 72 saat MTT analizleri. ). 1. Hicre/
medyum (h/m), 2. Hiicre/medyum / selenyum (h/m/se), 3. Hiicre/medyum doku iskelesi
(h/mli), 4. Hiicre/medyum doku iskelesi / selenyum (h/m/i/se). (p < 0,05).......cccueeneen. 30
Sekil 4.11 5 ml GP igeren dondurma/kurutma iskelelerin MTT analizleri). 1.
Hicre/medyum (h/m), 2. Hucre/medium/selenyum (h/m/se), 3. Hucre/medium/doku
iskelesi (h/m/i), 4. Hicre/medium/doku iskelesi/selenyum (h/m/i/se). (p < 0,05) ......... 32
Sekil 4.12 8 ml GP igeren dondurma/kurutma iskelelerin MTT analizleri). 1.
Hicre/medyum (h/m), 2. Hicre/medium/selenyum (h/m/se), 3. Hucre/medium/doku

iskelesi (h/m/i), 4. Hucre/medium/doku iskelesi/selenyum (h/m/i/se). (p < 0,05) ......... 33



3T3

JE

PVA

GA

GP

Se

nM

MTT

SEM

FTIR

uv

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESi
Fare Fibroblast Hiicre Soyu
Jelatin
Polivinil Alkol
Gluteraldehit
Genipin
Selenyum

Nano molar
Mikro molar

4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetrazolyum bromur
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Fourier Dontisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Ultraviyole (mordtesi)

Xi


http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i35.fourier-donusumlu-infrared-spektrofotometre-ftir-
http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i35.fourier-donusumlu-infrared-spektrofotometre-ftir-

Xii

OZET

Erdag, D. Biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerin in vitro uygulamalari. istanbul
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiist, Biyofizik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul 2019.

Son yillarda doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanindaki gelismeler, biyo-
polimerlerden hazirlanan gozenekli yapay doku iskelelerinin olusturulmasinda 6nem
olmustur (Arikan 2013). Bu tez galismasinda, toksik 6zelligi olmayan, biyouyumlu ve
biyobozunur polivinil alkol (PVA) ve jelatin (JE) polimerinlerden elde edilen g
boyutlu ve gdzenekli yapay doku iskelelerine 3T3 fare fibroblast hiicrelerin ekilmesi ve
selenyumun iskele tzerindeki hiicre canliligina ve proliferasyona etkisinin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu amacla, % 8 PVA / % 10 JE (1:1) karisimi elde edildikten sonra
elektroegirme ve dondurma/kurutma yontemleri kullanilarak ¢apraz baglanmis yapay
doku iskeleleri hazirlanmistir. Selenyumun hiicre canliligi tizerindeki etkin dozunun
belirlenmesi icin selenyum sitotoksisite deneyleri yapilarak ideal doz 200 nM
kaydedilmistir.

Elektroegirme ve dondurma/kurutma yontemi ile olusturulan PVA/JE doku
iskeleleri % 0,75 genipin (GP) ve % 2 gluteraldehit (GA) ile ¢apraz baglandi. Elde
edilen bu gozenekli yapay doku iskelelerinin morfolojik yapisi, gézenek ¢ap1 taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Daha sonra iskeleler, laminar
akim kabini i¢inde 30 dakika UV ile dezenfekte edilip 24 kuyulu hiicre plakalarina
alinarak 3T3 deri hiicreleri ile 24 saat inkiibe (37 °C, % 5 CO2) edilmistir. Hiicrelerin
iskele (izerinde tutunmasinin ardindan selenyumlu ve selenyumsuz olarak MTT analiz
testleri yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, iskelelerin birbiri ile baglantili uygun
gozenek yapilarinin oldugu ve hiicrelerin gbézeneklere tutundugu goézlemlenmistir.
Bunun yaninda, selenyumun iskele tizeride ekili hiicrelerin canliligi ve gogalmayi
artirdig1 incelendi. Sonug olarak, selenyumun yara iyilestirmelerinde kullanilan doku
iskeleleri ile birlikte yara iyilestirmelerini hizlandiracag: diistiniilmektedir. Bir sonraki
adimda, selenyum ve PVA/JE doku iskelelerinin sinerjik etkilerini gozlemlemek lizere
in vivo ¢alismalar planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: 3T3; PVA jelatin; selenyum; doku iskeleleri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31320
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ABSTRACT

Erdag, D. In vitro applications of biodegradable and biocompatible polymers.
Istanbul University, Institute of Health Science, Depatment of Biophysics. Master
Thesis. Istanbul 2019.

Recent advances in methods used in tissue engineering and regenerative
medicine have aroused interest in the creation of porous artificial scaffolds prepared
from biopolymers (Arikan 2013). The aim of this thesis, to observed effects of selenium
to proliferation and viability of cells seeded on the tissue scaffolds which have nontoxic,
biodegradeble and biocompatible cross linked and pores tissue scaffolds were formed
from PVA 8 % and GE 10 % polymers as using electrospinnig and freeze drying
tecniques. Results of selenium citotoxicity experiments were made with MTT analysis

test were showed ideal dose was 200 nM.

PVA/GE tissue scaffolds were crosslinked with 0,75 % genipin (GP) and 2 %
gluteraldehyde (GA). The morphology of the scaffolds, the pore diameter, the images of
the cells adhered were examined using SEM. It was disinfected in a laminar flow
cabinet for 30 minutes with UV and then put into 24-well cell plates and incubated with
3T3 skin cells for 24 hours (37 °C, 5 % CO2.) Following the adherent of the skin cells on
the scaffold, MTT analysis tests were carried out with and without selenium. It has been
observed that the scaffolds have appropriated interconnected pore structures and that the
skin cells atherented to the pores. Selenium was observed increased the viability and
proliferation of skin cells on the scaffolds. Considering the results, selenium is thought
to accelerate wound healing with tissue scaffolds used in wound healing. In the next

studies, wound healing rates of selenium will be carry out in vivo on scaffolds.

Key Words: 3T3; PVA, gelatin; selenium; tissue scaffold

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 31320



1. GIRIS VE AMAC

Canli sagligi bakimindan doku/organ kaybi veya hasari, hem moral hem de
maliyet olarak siklikla goriilen ciddi saglik problemleri arasindadir. Giiniimiizde
doku/organ hasar1 veya kayip durumunda, yapisal fonksiyonlarini gelistirip islevsel
duruma getirebilmek igin, tip ve miihendisligin ortak uygulamalarini olusturan doku

miihendisligi alani, bilim insanlar1 arasinda ilgi uyandirmistir (Langer ve Vacanti 1993).

Doku miihendisligi hastadan veya dondrden elde edilen hiicrelerin biiyiime
faktorleri ile birlikte yapay olarak elde edilen doku iskelelerinde ¢ogaltilarak hastanin
lezyon bolgesine yerlestirilmesi temeline dayanir. Doku miihendisliginde ge¢misten
bugiine arastirma faaliyetleri gittikge artis gostermektedir. Fakat, kompleks organlarin
calisilmasinin zor olmasindan dolay: klinik calismalarin sayis1 ve ticari iriinler halen
azinliktadir. Bu ticari iiriinler agirlikla basit yapida olan, ¢ok hiicre gesitine ihtiyag
duymayan ve damarlasmaya gerck duymayan deri dokusu iiriinleri olusturmaktadir
(Glimiisderelioglu 2010).

Son otuz yildaki caligmalarda, “Yara iyilesmesi” galismalarma yonelik ¢ok
sayida deri triinleri (iskeleleri) elde edilmistir. Bu malzemeler, hasarli bdlgenin
Ozelligine uygun yapilar olarak elde edilir. Kolajen, hiyaltronik asit veya bunlar gibi
uygun biyopolimerlerden elde edilen yapay doku iskeleleri turli deri hicrelerinin
(fibroblast, melanosit gibi) ekilmesi ile hazirlanir. Ticari olarak bu Grunleri bulmak

miimkiin (Giimiisderelioglu 2010).

Uc boyutlu, biyobozunabilir, biyouyumlu polimerik doku Griinleri, biyolojik
olarak aktif, destekleyici, guclendirici gibi 6nemli bir gorevler Gstlenir (Qingpu ve ark.
2003). Aymi zamanda polimerik doku iskeleleri hiicreler ig¢in kalict olmayan
ekstraselliiler matriks gorevini istlenerek hiicrelerin ¢ogalmasina yardimci olur
(Karakecili 2006). Polimerik doku iskelelerinin fiziksel, mekanik ve biyolojik
Ozellikleri, hasarli veya kaybolan dokunun ozelikleri ile uyumlu olacak sekilde
gelistirilmelidir. Doku iskeleleri uygun bozunma hizina, yeterli mekanik dayanima,
hicrelerin tiremesi ve go¢ edebilmesinin yani sira, besin ve atiklarin difiizyonuna
olanak saglayacak gozenekli yapiya ve hiicre ¢ogalmasini saglayacak yilizey 6zeliklerine
sahip olmasi istenen ii¢ boyutlu yapilardir (Kim ve ark. 2011). Bununla birlikte, viicut

icine yerlestirilecek doku iskelesi yapiminda kullanilan biyomalzemeler viicutta



gereksiz tepkilere yol agmayacak derecede biyouyumlu ve biyobozunur olmalidir.

Ayrica, bu yapay iskele toksik 6zellik gostermemelidir (Giimiisderelioglu 2007).

Polimerik iskele tasarlamada en o©nemli faktorlerden biri, iskelelerin
biyouyumlulugudur. Bu da doku iskelesinin bagisiklik reddi olmamasi veya olumsuz bir
inflamatuar yanit ortaya ¢ikarmamasidir (Babensee ve ark. 2000). Biyolojik olarak
bozunabilen polimerler, diger doku miihendisligi materyallerine alternatif olarak
onerilmistir ve kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu polimerlerden biyobozunur ve
biyouyumlu 6zelliklere sahip Polivinil alkol (PVA) ve jelatin (JE), implant malzemeleri,
ilag tasiyicilart ve doku iskeleler olarak genis uygulamalara sahiptir (Yanzhong ve ark
2005; Yang ve ark. 2007; Vrana ve ark. 2008; Liu X ve ark 2009; Jegal ve Lee 1999;
Habraken ve ark.2009).

Poli (vinil alkol) (PVA), hidrofilik, iyi derecede kimyasal ve termal kararlilig1
olan yart kristal bir polimerdir (Qin ve Wank 2006). PVA’nin en bilinen avantaji,
fizyolojik ortamlarda biyobozunabilir 6zellikte olmasidir. PVA toksik olmayan bir
maddedir, temas halinde cilde herhangi bir zarar vermez. Test edildiginde, hayvanlar
lizerinde olumsuz bir etkiye rastlanmamistir. Ancak, eger PVA deri altina veya
akcigerlere enjekte edilirse, doku tarafindan bozunuma ugramaz, yabanci bir cisim gibi

in situ olarak kalir (Steinbu ve Matsumura 2002).

Jelatin (JE), kollajenden elde edilen, glisin, prolin, glutamik asit, hidroksiprolin,
alanin, aspartik asit ve diger amino asitler gibi bir ¢cok fonksiyonel grup iceren dogal,
biyobozunabilir, biyouyumlu bir polimerdir. Muikemmel biyouyumluluk ve
biyobozunabilirligi olan jelatin, yara, cerrahi tedaviler, kemik, deri ve kikirdak gibi
birgok doku miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. (Chen ve ark. 2009; Li ve
ark. 2006; Zhang ve ark 2005; Liu ve ark. 2009). Jelatin, kollajen gibi dogal bir polimer
oldugundan deri doku miihendisligi uygulamalarinda yara sargi malzemelerinin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Choi ve ark. 1999; Choi ve ark. 1999a;
2001b).

Yapay doku iskelesi iiretmede kullanilan yontemler, doku iskelelerinin dis
goriiniislinli, morfolojisini, mekanik 6zeliklerini ve biyouyumlulugunu etkilemektedir.
Bu yontemlerden bazilari, ¢oziicii dokiim/partikiil uzaklastirma, faz ayrimi, fiber
baglama, elektroegirme, dondurarak kurutma, gaz kopiiklestirme, eriyik kaliplama ve

hizli prototip gibi yontemlerdir. Yontemlerin bir kisminda organik ¢oziiciilere



gereksinim vardir (Singh ve ark. 2013). Toksik olabilen bu ¢6zuculer, ¢cok miktarda
kullanilma durumlar1 olabiliyor. Bu ¢oziiciiler yapidan uzaklastirilmadiginda hiicrenin
tutunmasi ve cogalmasi zarar gorebilir. Boyle durumlardan etkilenmemek icin ek

kurutma islemlerine ihtiya¢ duyulabilmektedir (Liu ve ark. 2007; Singh ve ark. 2013).

Nanofiber yapida iskele elde etmek icin faz ayirma (Zhang ve ark. 2001),
kendinden montaj (Paramonov ve ark. 2006), sablon sentezi (Rambo ve ark. 2008) ve

elektrospinning gibi ¢esitli yontemler bilinmektedir.

Elektroegirme teknigi, diger nanofiber iiretim teknikleri ile karsilastirildiginda,
polimerik nanofiberler iiretmek igin kolay, yiiksek verime sahip, maliyeti diisiik ve
spesifik oryantasyonlu nanofiberler olusturabilen bir yontemdir (Pilehvar-Soltanahmadi
ve ark. 2018). Bu yontem, birbiri ile iligkili gozenek yapisi olan, yiiksek gbézeneklilik,
genis ylizey alani, iistiin gerilme mukavemeti ve daha bir¢ok benzersiz 6zelliklere sahip
dogal ve sentetik biyopolimerler kullanilarak ¢aplari mikrometre ve nanometre arasinda
olan ultra-ince lifler Gretebilir (Pilehvar-Soltanahmadi ve ark. 2016). Elektroegirme
nanofiber iskeleleri géze ¢arpan bu 6zellikleri sayesinde, yara sargi uygulamalarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Rieger ve ark. 2013; Abrigo ve ark. 2014).

Polimerik doku iskelesi iretmede kullanilan farkli bir teknik ise
dondurma/kurutma yontemidir. Bu yontemde, ¢esitli istenilen biiytikliikte gézenegi olan
iskeleler elde etmek kolay olmasinin yaninda kullaniglhidir. Bu teknikle hazirlanan
iskeleler dondurulmus olarak liyofilizator cihazinda vakumlanarak kalan su ortamdan
uzaklastirilir. Iskelelerin gok gozenekli yapida olmasi, hicrelerin  beslenmesine
yardimer olmasi ve iretilen artiklarin atilmasinda da avantaj saglar. (Xiao ve ark.
(2011). Gozenek boyutunun istenilen boyutta (kiigiik veya biiyiik) hazarilanabilecegi

polimerik iskeleleri bu yontemle elde edilmesi mimkindir. (Singh ve ark. 2013).

Iskelelerin karakterizasyon islemlerinde; morfolojik yapismin incelenmesinde
taramali elektron mikroskobu (SEM), sisme deneyleri ve sitotoksisite analizleri

yapilmistir. Istatistiklerde student-t testi kullanilmustir.

Elde edilen iskele tizerine hicreler ekilir ve doku olusumu boyunca hiicrelerin
cogalma, gbo¢ etme ve farklilasma gibi fonksiyonlarmin devam etmesi beklenir
(Gilimiigderelioglu 2010). Bu islevleler i¢in disaridan destek maddeler kullanilmaktadir.
Bu ¢alismada, birgok biyolojik fonksiyonda 6nemli rol oynayan temel bir eser element

olan selenyum (Naziroglu ve Yiirekli 2013) destek madde olarak kullanilmistir.



Selenyumun eser miktarlari, insanlar dahil tiim memelilerde yasam i¢in hiicresel
islevler ve antioksidan ozelliklere sahip birka¢ selenoproteinlerin sentezlenmesi igin
onemlidir (Hatfield 2016; Babensee 2000; Labunskyy ve Hatfield 2014). Antioksidazin
(glutatyon peroksidaz) 6nemli bir bileseni olan selenyum, viicutta E vitamini ile serbest
radikal homeostazisini korur (Naziroglu ve ark. 2004). Ayrica selenyumun etkin bir
antikanser ajan oldugu bilinmektedir (Tran ve ark. 2010).

Bu tez ¢alismasinda, selenyumun antibakteriyel, toksisiteyi azaltici ve hiicrelerin
cogalmasi1 gibi Ozelliklerinden faydalanilarak elektroegirme ve dondurma/kurutma
yontemlerinden elde edilen hiicre ekilmis gozenekli yapay doku iskelelerine takviye

edilmesi ile iskelelerin islevselligine yonelik etkileri incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DOKU MUHENDISLIGI

Doku miihendisligi, altta yatan patolojiyi diizeltmek maksadiyla organ islevini
koruma, yenileme veya onarimi i¢in biyomalzemelerin kullanimi olarak tanimlanabilir.
Bu biyomalzemeler kiicik molekdller, hiicreler, genler veya gen drtnleri iceren veya
icermeyen yapilar olabilmektedir (Pablo ve ark. 2004). Bu yeni tip alani, hiicre, doku ve
sentetik materyallerin miihendislik yontemleri kullanimiyla hastanin  yasamini
uzatabilme ve kolaylastirmaya dayanmaktadir. Su anda, organ veya doku kaybi1 igin
tedaviler arasinda organ nakli, cerrahi rekonstriiksiyon, mekanik cihazlarin kullanimi ve

yakin zamanda hiicresel tedavi yer almaktadir (Langer ve Vacanti 1997).

Doku ve hiicre temelli {irlinlerin arastirilmast ve gelistirilmesi, rejeneratif tip
alanmin ilerlemesine birgok yaklagimla katkida bulunmustur. Bu da, birden fazla hiicre
hattinin kullanilmasini ve hiicre dis1 bir matrisi igerir. Boylece hiicre-hiicre etkilesimleri
ve hilicre-matris etkilesimleri yoluyla aradaki iletisimin artmasina kolaylik saglayan bir
doku mimarisi olusturur. Bu etkilesimlerde, ¢esitli sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin
salinmasi araciligi ile dokuyu desteklemek ve islevselligini saglamak i¢in esastir (Pablo

ve ark. 2004).

Doku miihendisligi yaklagimi, trasplantasyon cerrahisi temellidir. Hastadan
hiicrelerin biyopsi yontemiyle alinmasiyla doku iskelesi veya biyopolimerlerden elde
edilen yapay destek dokular1 tizerinde, gerekli biyosinyal molekiillerinin de
eklenmesiyle birlikte kiiltiire edilmesi ve olusturulan bu yapinin viicuttaki hasarl veya
kayip bolgeye implante edilmesiyle doku rejenerasyonunun gergeklesmesi yontemidir

(Langer ve Vacanti 1993, Giimiisderelioglu 2007).

Hasarl1 veya kayip bolgeye yapay dokunun implante edilmesinde, dogrudan
hastanin kendisinden izole edilen hiicreler kullanilarak viicudun organi reddetmesi ve
enfeksiyon riski gibi engellerin ortadan kalkmasi bu yontemin kullanilmasinda biiyiik
avantaj saglamistir. Bu sebeple in vitro kosullarda yeni dokunun iiretilmesi ve viicuttaki
hasarli bolgeye implante edilmesi dondr organ naklinde de onemli adimlardan biri

sayillmistir (Reverchon ve Cardea 2012).



Giliniimiizdeki ¢alismalarda, doku miihendisligi {iriinlerinin gelistirilmesinde ii¢
genel strateji kullanilmaktadir. Bunlardan ilki, ekstraselliller matriks olmadan sadece
hiicrelerin kullanimini igerir. Bu yontemde hiicreler, hasarli veya yarali organ/dokuya
nakledildiginde onlarin islevlerini geri kazandirmayi amagclar. Bu yaklasim kok hiicre
tedavisi ve otolog hiicre nakli gibi ydntemlerle yapilmaktadir. kinci strateji, sentetik
polimerlerin veya biyomalzemelerin gelistirilmesidir. Bunlar tek bagina kullanildig: gibi
kontrollii bir sekilde salinabilecek biiylime faktorleri ve sitokinler gibi proteinlerin
eklenmesiyle de organ sistemi islevini geri kazanmaya yarayan yapay doku iskeleleridir.
Son terapdtik yaklasim ise, hiicrelerin 3 boyutlu bir matris i¢cinde kullanilmasini igerir.
Ornegin, keratinositler ve fibroblastlardan olusan ¢ift katmanl cilt ikameleri, biyolojik
kolajen matrislerine veya sentetik biyobozunur yapi iskelelerine implantasyondan 6nce

katilimi ve doku tamir iglemlerini arttirmaya yonelik kullanimidir (Pablo ve ark. 2004).

Ekstraselluler matris gorevini Ustlenecek yapay doku iskeleleri igin optimal
kullanim, hiicrenin bakim1 ve biiylimesinin biitiinliigii i¢in hayati 6neme sahiptir. Clnki
hiicreler, uygun bir mekanik dayanima sahip, birbiri ile iligkili kontrollii gézeneklileri

olan malzeme destegi ortamina ihtiyag duyarlar (Yang ve ark. 2002).

Doku miihendisligi uygulamalar temelli, basarili bir sekilde doku veya organ
yenilenmesi veya onarilmasi igin, ii¢ farkli 6zellik gdz oniinde bulundurulmadir. ilk
olarak, islemin gerceklesmesini saglayacak hiicrelerdir. Hiicrelerin islevlerini yerine
getirebilmeleri i¢in hiicresel fonksiyonlar: ve hiicrelerin morfolojik yapilarini etkileyen
hiicre dig1 ortam kosullar1 uygun olmasi gerekmektedir. Bu sebepten dolayi, hiicre ve
olusturulan ya McKeehy doku iskelesi arasindaki etkilesimi saglayacak biyosinyal
molekiiller de 6nemlidir. Diger 6nemli faktor ise, doku iskelelerinin hiicreler i¢in gegici
bir destek gorevi gorerek, hiicrelerin yapigmasi, ¢ogalmasi ve go¢ edebilmesini

saglamasidir (Karakegili 2006) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Doku miihendisligi bilesenleri (Cakmak, 2015)

Bugline kadar en yiiksek basari oranlarina ulasilan deri (YYannas ve ark. 1989),
mesane (Atala ve ark. 2006) ve kemik (Schimming ve Schmelzeisen 2004; Warnke ve
ark. 2004) alanlarinda doku miihendisligi yapilarinin hastalarda basariyla kullanildig
ve matriks kaynakli otolog kondrosit implantasyonunun kikirdak onarimi i¢in bir miktar
basar1 gosterdigi goriilmektedir. Bu yeni ve genisleyen arastirma alanlari, doku
mUhendisligi alanimin ne kadar disiplinli oldugunu ve zorluklarin ne kadar genis
oldugunu gosterse de, cesitli alanlarda insan saglhiginin iyilestirilmesine yonelik firsatlar

vardir (Fergal 2011).

Doku miihendisligi sektoriinde, ekonomik faaliyet katlanarak artmis
durumdadir. Ozellikle pazar ve klinik denemelerdeki iiriinlerin sayismin artmasi ve
yenilenen biyomalzemelzemeler ile birlikte, satislar1 yilda 240 milyon ABD dolarini
asmaktadir (Lysaght ve ark. 2008).



Tedavi tipik olarak ayni hastada bir bolgeden digerine (otograft) veya bir kisiden
digerine (transplant veya allogreft) doku nakli ile gerceklesmekte. Fakat bu tedavi
yontemleri hayat kurtarici olsa da, her iki teknikte de Onemli sorunlarla
karsilagilmaktadir. Otograftlerin maliyetli olmasinin yami sira agrili olup, anatomik
kisitlamalarla sinirlidir. Bunun yaninda enfeksiyon ve hematom nedeniyle dondr
morbiditesi de dezavantajlarindandir. Benzer sekilde, allograftler ve transplantlar da,
yeterli dokuya erisme problemleri nedeniyle ciddi kisitlamalara sahiptir. Ek olarak,
hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme riskleri oldugu ve dondrden hastaya
enfeksiyon veya hastalik gegme olasiligi da tercih edilmeme sebeplerindendir (Fergal
2011).

Doku iskeleleri esasen doku olusumu i¢in bir sablon gorevi goriir ve tipik olarak
hiicreler ve bazen biiylime faktorleriyle kiiltiirlenir veya bir biyoreaktdr seklinde
biyofiziksel uyaricilara tabi tutulur. Diger bir degisle hiicrelere farkli tipte mekanik veya
kimyasal uyaranlar1 uygulayan bir cihaz veya sistemdir (Martin ve ark. 2004). Bu hiicre
tohumlu iskeleler, daha sonra yarali bir bolgeye implante edilebilecek dokular
sentezlemek icin in vitro kaltdrlenir veya vicudun kendi sistemlerini kullanarak, doku
veya organlarin yenilenmesinin in vivo olarak indiiklendigi viicudun kendi sistemlerini
kullanarak dogrudan yaralanan bolgeye implante edilir. Hiicre, biyosinyal faktorler ve
iskele kombinasyonu genellikle bir doku miihendisligi temel {gliisii olarak

bilinmektedir (Sekil.2.2) (Fergal 2011.)



Sekll 2.2 Doku miihendisligi iiggeni, biyosinyaller (kimyasal olarak biiyiime faktorleri veya fiziksel olarak bir

biyoreaktor tarafindan saglanir) ve doku iskelesi (Hiicrelerin gé¢ etmesini, yapigsmasini ve ¢ogalmasini saglayan doku

olugsumu i¢in bir sablon gorevi goriir)

Iyilesmesi uzun siiren yaralarin iylestirilmesinin hizlandirilarak yaranin kapatilmasi
gerekir (Balasubramani 2001). Biiyiik ve derin yara iyilestirilmesine yonelik yaklagimlarin
basinda hastaninin kendisinden alman deri pargasinin hasarli bolgeye implante edilmesi
gelmektedir. Fakat bu yontemde hastanin ac1 ¢ekmesi, iltihap olusumu gibi dezavantajlar

oldugundan giiniimiizde elde edilen yapay deri doku tiriinleri kullanilmaktadir.

2.1.1. Jelatin (JE)

Jelatin, kolajenden elde edilen ve hayvanlarin deri, tendon, kikirdaklarinda fazla
oranda olan bir sentetik olmayan ve bundan dolayi yara sargi bezlerinde siklikla tercih
edilen bir polimerdir (Choi ve ark. 1999a). Ancak, jelatinin mekanik dayanimi az
oldugundan baska polimerlerle desteklenerek bu zayiflig1 giderilir veya degistirilerek
kullamlmaktadir (Pilehvar-Soltanahmadi ve ark. 2016). Jelatin, elektroegirme yapilirken
glutaraldehid (GA) gibi kimyasallar ile ¢apraz baglanarak ile nanofiber iskeleleri elde
edilmektedir. Bu iskeleler, fibroblast hiicrelerin ¢ogalmasini ve go¢ edebilmesine destek
saglar (Zhang ve ark. 2006).
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2.1.2. Poli (vinil) alkol (PVA)

Poli (vinil) alkol (PVA), hidrofolik, yar1 kristal yapida ve suda kolaylikla
cozlnebilen bir biyomateryaldir. PVA'nin kimyasal direncinin ¢ok kuvvetli olmasinin
yaninda viicut i¢inde biyouyumlu, biyobozunur ve toksik olmayan o6zelliklere sahip
olmasindan ticari olarak kullanim1 da yaygindir (Maheshwari ve ark. 2013, Briscoe ve
ark. 2000). PVA’nin su gegirgen 6zelligi yiiksek oldugundan sisme orani yiiksektir
(Maheshwari 2013). Bu o6zelligi de elde edilen doku iskelelerinde yiiksek gozenek

avantaj1 saglar.

2.1.3. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme yontemi elektrostatik kuvvetler kullanilarak polimerlerin fiber
yapida elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde kapiler bir besleme
tinitesinde bulunan polimer ¢dzeltisine yiiksek voltaj uygulanir. Olusan elektrostatik
kuvvetler polimer c¢ozeltisinin yuzey gerilimini bozdugunda fiber jet formunda olusan

cozelti kararsiz bir yapida fiber formunda iletken bir toplayici tizerinde toplanir.

Elektroegirme yontemi bir¢ok polimere uygulanabilmesi nedeniyle de doku
mithendisligi uygulamalarinda énemli bir yer tutmaktadir (Sill ve Von Recum 2008).
Elektroegirme yontemi kullanilarak farkli proses kosullar1 altinda nanometre
boyutlarindan mikron boyutlarina kadar oriilmemis ag yapida ya da dogrusal yapida
fiberlerin elde edilmesi mumkindir. Elde edilecek Grtnin 6zeliklerini polimerin ve
¢oziiclinlin ozelikleri, ¢ozeltinin akis hizi, uygulanan voltaj, ignenin toplayiciya olan

uzaklig1 ve polimer derisimi gibi bir¢ok parametre etkiler (Holzwarth ve Ma 2011).

Elektroegirme isleminde, bir enjektdr i¢ine alinan polimer ¢ozeltisi, yiiksek
voltaj kaynagi kullanilarak elektrik alanina maruz birakilir. Bu sayede ¢ozelti yilizeyinde
elektrik yiiklerinin ¢ozelti yilizey gerilimini tetiklemesiyle igne ucunda koni olusturur ve
hedef bolgeye (metal ylizey) dogru ¢ozeltiyi egirmeye baslar. Cozeltinin akis hizi, ve
hedefle arasindaki mesafe belirlendikten sonra egirme islemi baslar ve enjektor i¢indeki
¢ozelti bittiginde nanofiber iskele olusur (Sekil 2.3) (Pilehvar-Soltanahmadi ve ark. 2016).
Dogal polimerlerin elektro egirme nanofiber iirlinlerinin girdikleri ortamda ¢dziinmesini
engellemek, stabilitesini artirmak i¢in ¢apraz baglama ihtiyaci gerektirir. Fakat, capraz
baglamalar doku iskelesinin morfolojik yapisini ve gdzeneklerini etkilemektedir (Zhang
ve ark. 2006). Bu calismada PVA/JE nanofiber iskeleleri %2 GA ile capraz

baglanmistir.
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Sekil 2.3 Elektroegirme aparatlari ve elde edilen nanofiber iskele yapisi (Pilehvar-Soltanahmadi ve ark. 2016).

Elektroegirme teknigi kullanilarak olusturulan nanofiber iskeleler, yara sargi
bezleri veya hemostatik Ortii tirtinleri gibi deri doku miihendisligi uygulamalarinda

kullanilmaktadir (Wnek ve ark. 2003).

2.1.4. Dondurma/Kurutma Yontemi

Iskele iiretmede bir diger yontem olan dondurma/Kurutma, ayni zamanda
liyofilizasyon olarak da tanimlanir. Diisiik sicakliklarda kurutma yapan bu yontemin
kullanim alanlarina doku iskelesi {iretmenin yaninda ila¢ ve gida sektorii de girmektedir.

Dondurma/kurutma, siiblimasyon iglemi temelli bir yaklagimdir. Donuk halde
olan ¢Oziliciinlin siiblimlestirilmesi gibidir. Olusan buz kristalleri, diisiik sicaklikta
kurutma teknigi ile olduk¢a gbzenekli bir iskele olusturur. Dondurma/kurutma
tekniginin diger cesitlerinden farki, malzemenin kurutulma isleminden Once katilastigi
ve iglem sirasinda da biliyiik miktarda suyun uzaklastirilmasiyla, kati haldeki su
(kristallesmis buz) diislik sicaklikta direk olarak buharlastirilarak gozenekli yapi
olusturulur. Boylelikle doku miihendisligi yaklagiminda yaygin kullanilir hale gelmistir.
Bu yontemle, dogal ve sentetik polimerler kullanilarak gozenekli polimerik iskeleler
uretilmektedir (Haaparanta 2015).

Sulu  ¢ozeltilerde ¢oziinen dogal biyomateryaller i¢in  g¢ogunlukla
dondurma/kurutma yontemi kullanilmaktadir. Jelatinin dogal bir polimer olmasi sebebi
ile genellikle dondurma/kurutma tekniginde en ¢ok tercih edilen biyomalzemedir. Bu

yontemle olusturulan jelatin temelli iskelelerin yogun bir yiizeyi vardir. Jelatinden elde
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edilen bir yara sargi malzemesindeki bu yogun yuzey, iskelenin buharlasan atiklari

yaradan uzaklastirir ve yaradaki bakterilerden korur (Lee ve ark. 2005).

2.1.5. Sodyum Selenit (Selenyum)

Selenyum (Se) 6nemli bir eser element olmanin yaninda, uzun yillardir hiicre
kiiltir ortamlarinda farkli hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasinda kullanilmakta ve biyolojik
fonksiyonlarda rol oynamaktadir (Ganther ve ark. 1976, McKeehan ve ark. 1976, Cig
2018). 1960" ve 1970 yillarindaki g¢alismalar, Se, hiicresel ve humoral bagisikligin
islevselligi i¢in dnemli oldugunu gostermistir (Spallholz ve ark. 1990, McKenzie ve ark.
1998). Ayni zamanda Se’nin ultraviyole kaynakli deri kanserini onleyebildigi fareler
tizerinde denenmistir (Overvad ve ark. 1985).

Onceki galismalar, Se’nin sinyal iletimi ve sinir sisteminin fizyolojik islevlerinin
stirekliligine 6nemli katkilar sagladigi bilinmektedir (Wirth ve ark. 2010). Bununla
birlikte GSH-Px (Glutathione peroxidase) enzimi i¢in kofaktor roliinii iistlenir. Ayrica
memeli proteinlerine (selenosistein ve selenometiyonun gibi) ve antioksidan savunmada
yer alan selenoproteinlere katilirlar (McKenzie ve ark. 2002, Schweizer ve ark. 2004) ).
Se diisiik konsantrasyonlarda epilepsi (Naziroglu 2009) ve agri gibi bir ¢ok norolojik
hastaliklarda néroprotektif o6zellik gostermesine ragmen yiiksek konsantrasyonlarda
toksik etki gosterir. Se’nin ndroprotektif 6zelligi, apoptozu Snleme kabiliyeti ve iyon
kanallar1 aracilig1 ile Ca*? girisini diizenlemesine baghdir (Uguz ve ark. 2012).

Epilepsi gibi bazi hastaliklarda selenium ve antioksidanlarla tedavi siiresince
gbzlemlenen kliniksel yanitlar, patolojik siirecte Ca*? kanallar1 yoluyla oksidatif stress
ve ROS'un kritik roll igin 6nemli veriler saglamistir (Tang ve ark. 2008, Naziroglu ve
ark 2008, Gosso ve ark. 2011). Ayrica, in vitro ve in vivo ¢aligmalar, selenyumun
yilksek doz uygulamasinin Ca*? kanallar1 iizerinde ters etki olusturdugunu gostermistir
(Ugur ve ark. 2002). Se’nin yararh etkilerinin yan1 sira toksik etkileri de goriilmektedir.
Ek olarak, Se’nin toksik etkileri doz derisimine bagh olarak Ca*? girisini uyardig
bilinmektedir (Schweizer 2004, Uguz ve ark. 2009, Uguz ve Naziroglu 2012).

TRPM2 ve TRPV1 kanallar1, hipokampal ve DRG néronlarinda Ca*? girisinin
neden oldugu noronal 6liimde gorev almaktadir. Selenyum ve melatonin uygulamasi ile
kanallarin aktivitesi azalir ve bu sayede selenyumun apoptoz ve Ca*? girisine karsi
noroprotektif 6zellik gostermistir. .Bu bulgudan yola ¢ikarak melatonin ve selenyumun

ndronal 6liim ve periferik agriy1 yok etmeye yonelik aktivitelerinin oldugu sdylenebilir.
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TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin diyabetin sebep oldugu oksidatif hipokampal yaralanma
ve agr tedavisinde onemli bir hedef haline gelebilecegi gorilmektedir (Naziroglu
2013). Se aktivitesi, dogrudan serum ve doku konsantrasyonlarina baghdir ve diisiik
konsantrasyonlar:1 hiicre biiyiimesini artirirken, yuksek konsantrasyonlari blyilimeyi
engelleyerek hiicre oliminu tetikler. Selenyum takviyesinin, oksidatif stresin neden
oldugu hiicresel hasarin engellenmesi i¢in tedavi edici bir yaklasim oldugu
diisiiniilmektedir (Nazioglu ve ark. 2012).

Bu c¢alismalar kapsaminda, selenyumun olusturulan doku iskeleleri ile birlikte
yara iyilestirilmesine yonelik etkileri in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi

onerilmektedir.

2.2. PVA/JE Doku iskelelerinin Karakterizasyonunda Kullanilan Yéntemler

Elde edilen iskelelerin belirli 6zellige sahip olmasi gerektigi Genel Bilgiler 2.1
kisminda belirtilmistir. Bu O6zellikler tasiyip tasimadigi, istenilen dokuya 0zgii bir
malzemenin olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in karakterizasyonun yapilmasi

gerekmektedir.

2.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Iskelelerin morfolojik yapilarini, gdzenek caplarini belirlemede kullanilan SEM,
yiizey analizi yaparak Orneklerin ii¢ boyutlu topografik verilerini saglamaya yardimci
olur. Elektron demetleri yiiksek vakum altinda 6rnekler lizerine gonderilerek yiizeyden
sacilan ikincil elektronlar 6lgiiliir ve boylelikle yiizeyin yapisinin bilgisi alinir (Hauch,

ve Ratner 2013).

2.2.2. Sisme Analizi
Yara sarglt bezlerinin yarali bdlgenin nemini koruyabilecek yapida olmasi
beklenir (Sheridan ve ark. 2001). Bundan dolay: elde edilen doku iskelelerin suyu

hapsetme kapasiteleri 6nemli olmaktadir.

2.2.3. Sitotoksisite Analizleri
Olusturulan doku iskelelerinin ve kullanilan maddelerin toksik olup olmadiginin
belirlenmesi igin in vitro deneyler yapilarak test edilmektedir. Testler genellikle MTT

(3-[4,5-dimethylthylthiazol-2-yl]- ~ diphenyltetrazolium  bromir)  analizi ile
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yapilmaktadir. Burada formazal kristallerin enzimatik olusumuyla renk degisimi

gerceklesir ve dlglimler 570 nm’de  bir okuyucu tarafindan alinir (Dusinska 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu bélimde, sunulan tez ¢alismasinda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar ile
ilgili bilgi verilmistir. Oncelikle, c¢alisma igerisinde kullanilan kimyasal maddeler
Ozetlenmistir. Ardindan, elektro-egirme ve dondurma/kurutma teknikleri ile PVA/JE
doku iskelelerinin Uretimine yonelik yontemler agiklanmistir. Buna ek olarak, doku
iskelelerine 3T3 hiicre ekilmesi ve selenyum maddesinin verilmesiyle hiicre kultur
deneyleri yapilmistir. Diger yandan, karakterizasyon analiz ¢alismalar1 (SEM, FTIR ve

su tutma kapasitesi ¢aligmalari) verilmistir.

Son boliimde ise, bu ¢aligmada iiretilen malzemelerin kullanim potansiyelinin
arastirilmas1 amaciyla yiiriitiilmiis olan hiicre ekili doku iskelelerinin selenyumlu

selenyumsuz sitotoksisite ¢alismalarina yer verilmistir.

3.1. GERECLER

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler
PVA % 8 (98 g/mol, % 99 hidrolize, Inner Mongolia Shuangxin)
JE % 10 (Kervan Gida San. ve Tic. As.)

Asetik asit (Sigma Aldrich)

Etanol % 98 (Sigma Aldrich)

Genipin (LesenPhytochem & Herbs Extracts Solutions)

Gluteraldehit (Sigma Aldrich)

Glisin (Sigma Aldrich)

Sodyum selenyum (Sigma Aldrich)

DMEM F-12 (Dulbecco“nun Modifiye Kartal Medyumu F-12) (Gibco)
FBS (Fetal sigir serumu) (Gibco)

Penisilin-streptomisin soliisyonu (Gibco)

Tripsin (% 25 EDTA’h)

3.1.2. Calismada Kullanilan Kitler
MTT Assay Kit (Sigma Aldrich)



3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar
Eppendorf Micropipet (0,5-10 ul, 20-200 ul,10-100 pl, 100-1000 pl)

Vorteks (Biosan)

Elektro-egirme (Harvard)

Liyafilizator (Operon)

SEM (Zeiss)

UV (Sterin-Room)

Distile Su Cihazi (GFL)

Etlv (Sanyo)

Laminar Hava Akim Cihaz1 (Heraus)

Otoklav (Hirayama)

Santrifuj (Hettich)

Manyetik karistiric1 IKAMAG)

Hassas terazi (MET)

Sivi Azot Tank1 (34 XT Taylor-Wharton)

Ters Mikroskop (Olympus IM) Vorteks (Biosan)
3.1.4. Sarf Malzemeleri

50 mL, 250 mL beher

Enjektor (5 ml, 10 ml)

2.5mL, 5 mL ve 10 mL pipet

Puar

Pastor pipet

Cam petri kabi

Mezir

Bisturi

Pens

16
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24 kuyulu plakalar

3.1.5. Calismada Kullanilan Cozeltiler
PBS (Tuz Igeren Yikama Erigi): 1,44 g/It NazHPO4.2H20, 0,2 g/l KH2HPO4, 8,0

g/l NaCl , 0,2 g/l KCI , 800 ml dH20 ile ¢oziilerek pH HCl ile 7,4 olacak sekilde

ayarlanarak son hacm 1 1t“ye tamamlanr.

PVA : 8 g PVA. Hazirlanisi: 80 ml distile su ile 8g PVA karistirilir son hacmi

100 ml’ye tamamlanr.

JE: 10 g JE. 1.Hazirlanis: 80 ml distile su ile 10 g JE karistirilir son hacmi 100
ml’ye tamamlanir. 2. Hazirlanig: 35 ml distile su ve 15 ml asetik asit ile 10 g JE
karistirilir. Son hacim 100 ml olacak sekilde 7:3 v/v oraninda dH2O ve asetik

asit ile tamamlanair.

3.1.6. Caliymada Kullanilan Hiicre Hatti
NIH/3T3 fare fibroblast hiicre hatt:

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hucre Kultir Cahsmalar:

Bu tez ¢alismasinda yararlanilan, NIH/3T3 (fare fibroblast) hucreleri in vitro kaltur
ortaminda, DMEM F-12 icerisinde (% 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 pg/ml streptomisin
ve 100 U/ml penisilin igerir) kultiir siselerine aktarilarak, inkibatdrde (37 °C, % 5 COz2 )
cogaltildi. Hiicreler, 48-72 saat siire ile ters mikroskopta kontrol edilerek yari konfluent
oldugunda tripsin yardimi ile kaldirthp 15 ml’lik steril falkon tiiplerine aktarildi.
Santrijfujlenerek (3000 rpm, 5 dakika ) ve tst sivinin atilmast ile pelet, yeni hazirlanmig
cDMEM (1-2 ml) igerisinde ¢6zdurildl. Hiicrelerin pasaj islemleri, taze hazirlanmig
cDMEM igeren kiiltiir siselerine 1-2x10° hiicre/ml eklenerek yapildi. Boylelikle 2-3 giinde

bir gdzlenen hiicrelerin, konfluent durumlarina gére belirli siirelerle pasajlar1 yapildi.

3.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Hiicre dondurma yénteminde, tripsin (2-3 ml/25 cm?) ile inkiibe edilerek kiltiir
sisesi ylizeyinden kaldirilan hiicreler, 15 ml’lik falkon tiiplerine alinarak santrifiijlendi
(3000 rpm, 5 dakika) ve pelet alindi. Falkon tiipii icerisinde 5x10° hiicre birakildi.
Ardindan hiicrelere DMSO/FBS (1:9 v/v) eklenerek, -80 °C’ye dayanikli kryotiiplere
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alind1 ve 30 dakika buzda bekletildi. Bu sure sonunda kryottpler, -20 °C’ye kaldirilarak
24 saat bekletildi ve son olarak -80 °C’ye birakildi. Hiicrelerin uzun siirelerde

saklanilmasi1 gerektigi durumlarda sivi azot tankina aktarildi.

Dondurulmus hiicrelerin ¢éziilme isleminde ise hiicreler -80 °C veya sivi azottan
alinarak, disarida bekletilmeden hizlica 37 °C’ye konuldu. % 50 ¢oziilme goriildiigiinde,
icerisinde cDMEM eklenmis falkon tiiplere (15 m’lik steril) alindi. Santrifiijlenerek (3000
rpm) pelet alindi. Daha sonra cDMEM ilave edilerek kiiltiir siselerine aktarildi.

3.2.3. PVA/JE Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Elektroegirme Yontemi

Agirlikca % 8 olarak hazirlanan PVA, distile su icerisinde 80 °C’de 3 saat
boyunca siirekli karigtirildi. Agirlik¢a % 10 olarak hazirlanan jelatin ise, distile su:asetik
asit’den (7:3 v/v) olusan ¢oziicii igerisinde 30 dakika boyunca oda sicakliginda agir agir
karistirtlarak ¢6ziildii. Ardindan PVA/JE ¢ozeltisi elde etmek icin, PVA ¢ozeltisine JE
cozeltisi (1:1 w/w) eklendi. Bu ¢ozelti, elektro egirme yapmadan hemen Oncesinde

homojen bir karisim elde edilene kadar 15 dakika karistirildi.

Nanofiber doku iskelesi tretimi icin elektroegirme cihazi; yuksek voltaja sahip
giic kaynag (0-30 kV), bir pompa, polimerik ¢ozeltileri enjekte edebilmesi i¢in i¢ ¢ap1
0,16 mm igneli bir plastik sirmngadan (10 ml’lik) ve bir adet metal toplayicisindan
olusuyordu. Homojen PVA/JE ¢ozeltisi 10 ml plastik siringa icerisine alinarak pompaya
yerlestirildi. Oda sicakliginda, aliiminyum toplayic1t ve siringanin ignesi arasindaki
mesafe 15 cm uzunlugunda olacak sekilde yerlestirildi. igneden ¢ozeltinin akis hiz1 25
pl/dakika olarak ayarlandi. Ardindan voltaj kaynagmin 2 ayr1 kablolarinin bir ucu
ignenin ucunda diger u¢ metal hedefe tutturulmasi ile islem alanini kuvartz cam kapakla

kapatildi, voltaj kaynag agildi ve bu sekilde elekroegirme islemi gergeklesti (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Elektroegirme yéntemi ile elde edilen PVA/JE nanofiber iskele

3.2.4. PVA/JE Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Dondurma/Kurutma Yodntemi

PVA materyalinin hazirlanis1 elektroegirme yonteminde hazirlandigr gibi
agirlikga % 8 PVA, distile su icerisinde 80 °C’de 3 saat boyunca siirekli karigtirildi.
Agirlikca % 10 jelatin, distile su icerisinde 60 °C’de 1 saat karistirilarak ¢ozuldi. Her
iki ¢Ozelti de hazirlandiktan sonra 1:1 v/v oraninda 15 dakika karigtirilarak homojen bir
karisim elde edildi. Bu PVA/JE karisiminin ¢apraz baglamasi igin belli oranlarda
agirlikga % 0.75 genipin (GP) distile suda ¢ozdurilerek ilave edildi. GP oranina gore 2
ayn karigim elde edildi: ilk olarak 10 ml PVA/JE karisimina hazirlanan % 0,75 GP’den
5 ml verildi; diger 10 mI’lik PVA/JE karigimina ise 8 ml GP ile 30 dakika homojen bir
karisim elde etmek igin karistirildi (Tablo 3.1).

% 8 PVA / % 10 JE % 0,75 Genipin

10 ml 5ml

10 ml 8 ml
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Tablo 3-1 bondurma/kurutma yontemi ile hazirlanan doku iskelesinin hazirlanis kosullar

Elde edilen bu karisimlar 5 ml’lik enjektorler igerisine alinarak basta oda
sicakliginda 24 saat, ardindan -20 °C’de 24 saat bekletildiler. Enjektorlerin ug kisimlari
kesilerek malzemeler ¢ikarildi. Daha sonra, 24 saat siireligine -49 °C’de liyofilizatore
aktarildi. Bu siire sonunda polimerler, kalinliklar1 cetvel ile 6lgulerek Imm olacak
sekilde bisturi ile kesilerek pargalara ayrildi (Sekil 3.2) ve % 0.75 glisinde (distile su
icinde) 8 saat bekletildikten sonra PBS ile yikandi.

Sekil 3.2 Dondurma/kurutma yéntemi ile elde edilen PVA/JE polimerik iskele

3.2.5. PVA/JE Polimerik Doku Iskelelerinin Karakterizasyon islemi

3.2.5.1. Doku Iskelelerinin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfolojik
Karakterizasyon

Doku iskelelerinin ylzey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanildi ve 5-20 kV voltaj araliginda ¢alisildi. Goruntileme yapmadan 6nce, drnekler

aliminyum aparatlara monte edildi ve platin ile kaplandi. Image J yazilim programu ile
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Nanofiberlerin ortalama capi goriintii lizerinde farkli noktalar ile dlgiildii (Simsek ve

ark. 2012).

3.2.5.2. Huicre Morfolojisinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
PVA/JE polimerik iskeleleri iizerindeki hiicrelerin yapisma ve morfolojik
goruntuleri 24 ve 48 saatlik Kkiltir sonunda taramali elektron mikroskobu ile
gozlenmistir. Hiicre ekili 6rnekler PBS ile yikand1 ve agirlik¢a % 2.5 glutaraldehit (PBS
icinde) ile 30 dakika siireyle oda sicakliginda sabitlendi. Ardindan, 6rnekler farkli
oranlarda etanol (% 30, % 50, % 70, % 90 ve % 100) ile dehidre edildi ve
heksametildisilazan (HMDS) (Glentham Lifes Ciences) ile 5 dakika yikandi (Simsek ve
ark. 2012). Kurutma islemi yapildiktan sonra, goOrintilemeden 6nce &rnekler

aliminyum aparatlara monte edildi ve platin ile kaplanarak SEM goriintileri incelendi.

3.2.6. Su Emme Kapasite (Sisme Oram) Testi

PVA/JE polimerik doku iskelelerinin su emme ylzdesini belirlemek icin
orneklerin 25 ml PBS (pH 7.4) icinde 37 °C’de sisme testleri yapildi. Oncelikle doku
iskelelerinin kuru agirliklart hesaplandi (MO). Ardindan iskelelerin belirli zaman
araliklarinda (10, 20, 30, 40 ve 60 dakika) tartilarak PBS’den alindiktan sonraki 1slak
agirliklart belirlendi (M1). iskelelerin suyu tutma kapasitesi asagidaki formiil ile
hesapland1. Testler art arda 3 kontrol ile yapildu.

Sisme orani (%) = [(M1 — MO) / MQ] x 100

3.2.7. Sitotoksisite Analizi
Bu tez caligmasinda, elektroegirme ve dondurma/kurutma yonteminden elde
edilen PVA/JE polimerik doku iskelelerinin ve selenyumun toksik o6zellikleri 3T3

fibroblast hiicreleri izerinde belirlendi.

3.2.7.1. Selenyumun Sitotoksisite Analiz Yontemi

MTT analiz yontemi ile ilk olarak Se sitotoksisite deneyleri yapildi. 3T3
hiicreleri, 15x10° hiicre/kuyu yogunlugunda 96 kuyulu hiicre plakalarma ekildi.
Hiicreler, 24 saat sonra konflent duruma geldiginde belirli konsatrasyonlarda Se (50 nM
— 1 uM) ile 24, 48 ve 72 saat inkibe edildi (37 °C, % 5 CO>). Belirlenen streler
sonunda, 5 mg/ml (PBS iginde ¢6ziinmiis) MTT her kuyuya 4 ul olarak verilerek 3-4
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ortamdaki medyum alindi ve ayni miktarda
DMSO (Dimetil siilfoksit) ortama verilerek, 1sik almayan ortamda 30 dakika bekletildi.
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Kuyularda olusan mor renk yogunluguna gore absorbans degerleri Gen5 programi ile

570 nm’de okutuldu (Uguz ve Naziroglu 2012).

3.2.7.2. Elektroegirme PVA/JE Doku iskelelerinin Sitotoksisite Analiz Yontemi

Elektroegirme doku iskeleleri, hiicre ekilmeden dnce steril edilmek amaciyla %
70 etanol igerisinde 30 dakika bekletildi ve PBS ile yikandi ve ardindan 30 dakika UV
lamba (254 nm) altinda tutuldu. Urlnlerin sterilizasyon isleminden sonra 24 kuyulu
plakalara konularak, her iiriin tizerine 5x10* hiicre/100pl medyum iginde ekildi ve 3 saat
inkibatorde bekletildi. Daha sonra inkiibatorden alinan plakalardaki her kuyuya 1ml
cDMEM ile eklenerek 24 saat inkibe edildi (37 °C, % 5 CO2) (Huang 2016).

Hicrelerin iskeleler Uzerinde yapistiklari ters mikroskopla gozlemlendikten
sonra 6ncesinden belirlenen etkili doz 200 nM selenyum elektroegirme doku iskeleleri
Uzerine verildi ve 24, 48, 72 saat sureler igin inkube edildi (37 °C, % 5 CO.). Belirlenen
siire sonrasinda her kuyu ig¢in 50 pl/ml MTT maddesi verilerek 3-4 saat inkiibatorde
bekletildi. Ardindan ortam kaldirilip ayn1 miktarda DMSO ile degistirildi ve 30 dakika
karanlik ortamda bekletildikten sonra absorbans degerleri okuyucuda (GenS programi)

okutuldu.

3.2.7.3. Dondurma/Kurutma PVA/JE Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Analiz
Yontemi

Dondurma/kurutma yéntemi ile elde edilen doku iskelelerinin sitotoksisite
deneyleri elektroegirme yonteminden olusturulan doku iskelelerin MTT analiz yontemi
ile ayn1 sekilde yapilmistir. Yukarida belirtildigi gibi yapilan sterilizasyon isleminden
sonra, 24 kuyulu plakalara ekilen 5x10* hiicre/100pl medyum ile 3 saat inkibatorde
bekletildi. Daha sonra inkiibatorden alinan plakalardaki her kuyuya 1ml cDMEM ile
eklenerek 24 saat inkibe edildi (37 °C, % 5 CO3) (Huang 2016).

24 saatin sonunda iskelelere yapistig1 belirlenen hiicreler, 200 nM selenyum ile
24, 48 ve 72 saat inkibe edildiler (37 °C, % 5 CO). Belirlenen bu surelerin sonunda

MTT deneyi ile absorbans degerleri okundu.

Bu yontem sayesinde selenyumun doku iskeleleri ile birlikte 3T3 hcreleri

uzerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir.
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4. BULGULAR

Elde edilen bu iskelelere 3T3 fibroblast hiicreleri ekildi ve ardindan selenyum

verilerek doku iskelesi ve hiicrelerin birbirleri ile etkilesimleri incelendi.

4.1. PVA/JE Polimerik Doku Iskelelerinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)
Ile Morfolojik Karakterizasyonu

Sekil 4.1°de dondurma/kurutma yontemi ile elde edilen doku iskelelerine ait
SEM goruntileri verilmektedir. Hicresiz doku iskelelerinin goruntileri, 250x ve hcre

ekilmis doku iskelelerinin goriintiileri ise 4000x biiylitmede alinmastir.

Sekil 4.1 Dondurma/kurutma PVVA/JE iskelelerinin SEM Goruntileri. A) 5 ml GP ilaveli hiicresiz dondurma/kurutma
doku iskelesi (250x), B) 5 ml GP ilaveli hiicreli dondurma/kurutma doku iskelesi (4000x), C) 8 ml GP
ilaveli hicresiz dondurma/kurutma doku iskelesi (250x), D) 8 ml GP ilaveli hicreli dondurma/kurutma
doku iskelesi (4000x)

SEM gorintileri Imaje J programi ile gézenek boyutlari incelendi (Sekil 4.2), 5

ml GP’li dondurma/kurutma PVA/JE doku iskelelerinde gbzenek boyutu ortalamasi 110

um olarak hesaplanirken (Sekil 4.2 A), 8 ml GP’li dondurma/kurutma doku iskelelerinin

gbzenek boyutu ortalama degeri 98 pum olarak belirlendi (Sekil 4.2 B). Capraz baglama
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yapilirken GP orani yiiksek olan dondurma/kurutma iskelelerinin ¢ok sayida gézenege

sahip oldugu fakat gézenek boyutlarinin daha kiigiik oldugu gézlemlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Dondurma/kurutma doku iskeleleri SEM gozenek gorintileri. A) 5 ml GP’li dondurma/kurutma iskeleleri
(500x) , B) 8 ml GP’li dondurma/kurutma iskeleleri (500x), (C) 8 ml dondurma/kurutma iskeleleri (250x)

Elektroegirme ile elde edilen PVA/JE doku iskelelerinin ortalama gozenek
boyutu 97 um olarak kaydedildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Elektroegirme doku iskeleleri SEM g6zenek goriintiisii
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Sekil 4.4 8 ml GP igeren dondurma/kurutma doku iskelesi (48 saat ‘lik SEM goruntusi)

Nanofiber yapili doku iskeleleri olusumunda kullanilan diger yOntem
elektroegirme yontemidir. Jelatinden elde edilmis elektroegirme nano fiberleri hiicre
yapigmasini arttirdigi bilinmektedir (Bhardwaj ve Kundu 2010). Bu tez ¢alismasinda da
hlcrelerin nanofiber yiizeylere yapistigt gozlemlendi. Elektroegirme teknigi
kullanilarak elde edilen nanofiber yapili doku iskelelerin gozeneklerinin morfolojik

yapilar1 Sekil 4.5’te gosterildi.

Sekil 4.5 PVA/JE elektroegirme nanofiber doku iskeleleri SEM goriintiileri. A) Hiicresiz elektroegirme doku iskelesi
(20000x), B) Hiicreli elektroegirme doku iskelesi (2000x)

Sekil 4.5 A’da elektroegirme nanofiber iskelelerin 20000x biiyiitmede ve Sekil
45 B’de 2000x buyutme ile SEM gorintlleri incelendi. Gorlntulerde, fiberlerin
yapisinda damla olugsmadigi gortlmektedir. Nanofiber iskeleler olusumunda egirmenin
yapildigr esnada enjektor ucundan damla olusumu ¢ogunlukla karsilasilasabilen bir
durum olamsi ile birlikte nanofiber iskelelerde goriilmesi istenmemektedir (Bhardwaj ve
Kundu 2010).
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Elektroegirme doku iskeleleri, ters mikroskop ile hicresiz ve hucre ekili olarak
incelenerek hicrelerin yiizeye tutunup tutunmadigi takip edilebildi (Sekil 4.6). Sekil
4.6 A hicresiz nanofiber yapili doku iskelesi goriintiistiyken, Sekil 4.6 B’deki goriintii

hiicre ekili nanofiber yapili doku iskelesidir.

Sekil 4.6 Elektroegirme PVA/JE iskelelerinin ters mikroskop altindaki goriintiileri. A) Hiicresiz elektroegirme
PVA/JE doku iskeleleri gorintileri, B) Hiicreli elektroegirme PVA/JE doku iskeleleri goriintiileri

4.2. Sisme Analizi
Su tutma kapasitesi analiz grafigi verilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 5 ml GP igeren PVA/JE iskeleleri ve 8 ml GP iceren PVA/JE iskeleleri dondurma/kurutma iskeleleri sigme
oranlari.

Farkli GP oranlarina sahip dondurma/kurutma doku iskelelerine ait sisme
oranlar1 Sekil 4.7’te verilmistir. Genel bilgilerde jelatinin bir kolajen tiirevi oldugu
bildirilmigti. Kolajenin dogal yapisi geregi sulu ortamlarda suyu hapsetme ve sisme
ozelliginden dolay1 yiiksek bir sisme orani oldugu gozlemlenmistir. Grafikte goriildiigi
gibi ilk 40. dakikaya kadar sigme orani degerlerinde artma gozlemlenmistir. En yiiksek
sisme oranlarina sahip olduklari gorillen 40. dakikada 5 ml dondurma/kurutma
yonteminde %828; 8 ml dondurma/kurutma ydnteminde ise %761 olarak belirlenmistir.
Elde edilen PVA/JE doku iskeleleri yaraya implante edildiginde veya sargi bezi olarak
kullanimi durumunda, yara bolgesindeki siviy1 absorbe ederek bolgenin nemli kalmasini

saglayabimesi agisindan 6nemlidir.
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Sekil 4.8 Elektroegirme PVA/JE iskeleleri sisme oranlari
Sekil 4-8 incelendiginde; Ilk 30. dakikaya kadar artis goriilmektedir.
Elde edilen PVA/JE doku iskeleleri yaraya implante edildiginde veya sargi bezi
olarak kullanimi durumunda, yara bdlgesindeki siviyr absorbe ederek bolgenin

nemli kalmasini saglayabimesi acisindan énemlidir.

4.3. Sitotoksisite Analizleri

4.3.1. Selenyum Sitotoksisite Analizi

Oncelikle bir antioksidan olan ve Se’un artan derisimlerde (50 nM, 100 nM, 200
nM, 500 nM, 1 pM, 10 pM, 100 uM, 1 mM ) 3T3 hiicrelerin canliligina etkileri MTT
deneyleri ile belirlendi (Sekil 4.9).



29

160

140 T

120 1
100 1
= T u24s
g 80 48s
@]
= u72s

60

40

20 . T

0
0 50 nM 100 nM 200nM 500 nM 1uM 10uM 100pM 1mM
Selenyum Derisimi

Sekil 4.9 Selenyumun 3T3 hiicreleri ile 24, 48, 72 saat MTT canlilik analizleri

Sekil 4.9’de ilk 24 saat iginde 50 nM ve 100 UM araliginda canlilikta kontrole
gore belirgin bir azalis gézlemlenmemistir. Canlilikta kontrole kiyasla 48 saat i¢inde
100 nM ve 200 nM’da artma goriiliirken doz arttikga canlilik azalmistir. 72 saat iginde
ise canlilik kontrole kiyasla 50 nM’da artis varken 100 nM’da bir azalma olmustur ve
200 nM ‘dan yiiksek dozlarda azalmaya baglamistir. Bakildiginda 200 nM’da kontrol ile
karsilastirildiginda 24, 48, 72 saat sure boyunca canlilikta artis gdzlemlendiginden,

canlilik i¢in ideal doz 200 nM belirlenmistir. Bu deneyler ii¢ kez tekrarlanmustir.

4.3.2. Elektroegirme PVA/JE Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Analizi

Hicre ekili doku iskelelerinin MTT analizleri, 24 kuyulu plakalarda gruplar,
ortamda selenyumun ve doku iskelesinin varliginda ve yoklugunda olusturuldu (Sekil
4.8). 1. Hicre/medyum (h/m), 2. Hicre/medyum/selenyum (h/m/se), 3.
Hicre/medyum/doku iskelesi (h/m/i), 4. Hicre/medyum/doku iskelesi/selenyum
(h/mli/se). 24, 48, 72 saat sonunda MTT analizleri sonundaki elde edilen degerler,

hicrelerin doku iskelesi yuzeyinde canli oldugunu ve tutunduklarini gosterdi.

Hiicrelerin ekili oldugu doku iskelesiz ve doku iskeleli ortama selenyum
verildiginde, selenyumun olmadigr kontrol ile karsilagtirildiginda canlilikta artis
gozlemlendi. Ilk 24 saat icinde, elektoegirme ydntemiyle elde edilen doku iskelelerinin

uzerindeki hcrelerde kontrole kiyasla canlilikta artma goriilmiistiir. Selenyum ilave



30

edildiginde bu artisin yilikseldigi gosterilmistir. 48 saatlik siirede ise iskelesiz ortamlarda

selenyum ilavesi ile canliligin kontrolden fazla oldugu goriildii.

Diger yandan selenyumsuz doku iskelesinin hiicre ve medyumun oldugu kontrole gore
canlilikta azalma goriilmiistiir. Tekrar selenyum verildiginde ise iskelenin bulundugu
selenyumsuz ortama kiyasla hiicre yasayabilirliginin arttigt goriilmiistiir. 72 saat
stirecindeki canlilik sonuglar1 48 saat sonundaki bulgular ile benerlik gostermistir.
Ancak iskelelerin bulundugu bolgelerde (h/m/i) kontrole gore (h/m) canliligin 48 ve 72
saat sonunda azaldig1 goriilmistiir. Nanofiberler, % 2 gluteraldehit (GA) ile capraz
baglandi. GA, biyobozunur/ biyouyumlu ve maliyeti diisiik oldugundan siklikla ¢apraz
baglanma bileseni olarak tercih edilmesine ragmen toksik 6zellik gdstermektedir. Bu
nedenden dolay1 ¢alismamizdaki canlilik azalisinin zaman iginde gluteraldehitin toksik
ozelliginden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bununla birlikte, h/m/i ile ifade edilen
bolgede canlilik h/m olan bolgeye gore azalmaktayken selenyum ilave edildiginde

(h/mli/se) canlilik artmistir (Tablo 4-1).

500
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Sekil 4.10 Elektroegirme iskelelerin 24, 48, 72 saat MTT analizleri. ). 1. Hlicre/ medyum (h/m), 2. Hicre/medyum /
selenyum (h/m/se), 3. Hiicre/medyum doku iskelesi (h/m/i), 4. Hiicre/medyum doku iskelesi / selenyum
(h/mli/se). (p < 0,05)
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h/m h/m/se h/m/i h/mfi/se
Ycanlilik Ycanlilik %canlilik Y%canlilik
24 saat 100 147 234 392
48 saat 100 131 81 80
72 saat 100 124 44 83

Tablo 4-1Elektroegirme PVA/JE doku iskelelerinin % canlilik oranlar1 (p <0,05)

4.3.3. Dondurma/Kurutma PVA/JE Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Analizi

Diger yandan Se’nin dondurma/kurutma teknigi ile elde edilen hiicre ekili
polimerik PVA/JE doku iskeleleri Uzerindeki sitotoksik etkisi Sekil 4.9’da
gosterilmistir. Bu yonteme baslamadan 6énce PVA/JE (1:1 v/v), % 0.75 GP ile 24 saat
oda sicakliginda ¢apraz baglandi. Iki ayr1 10 ml’lik PVA/JE karisiminin birine 5 ml GP
iceren dondurma/kurutma iskelesi ve digerine 8 ml GP igeren dondurma/kurutma
iskelesi verilmek Ulzere % 0,75 GP c¢ozeltisinden iki ayr1 konsantrasyon hazilandi.
GP’nin biyouyumlu olmas1 ve toksisitesinin yok denecek kadar az olmasindan dolayz,
kolajen ve jelatin bazli polimerlerin ¢apraz baglanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bigi ve ark. 2002). Bunlarin yani sira, in vivo deneyler sonucunda
GP'nin anti-influmatuvar 6zelligine sahip oldugu ve bu sayede tedavi edici bir
yaklasiminin oldugu dogrulanmistir (Dare ve ark. 2009; Macaya ve ark. 2013). Ayrica
GP' nin, GA’te gore 10,000 kat daha diisiik sitotoksiteye sahip oldugu bilinmektedir
(Sung 2002).

Bu yontemde, elektroegirme yonteminde kullanilan MTT analizinde oldugu gibi
gruplar, ortamda selenyum ve doku iskelesi varliginda ve yoklugunda olusturuldu: 1.
Hicre/medyum (h/m), 2. Hicre/medyum/selenyum (h/m/se), 3. Hicre/medyum/doku
iskelesi (h/m/i), 4. Hicre/medyum/doku isklesi/selenyum (h/m/i/se). 24, 48 ve 72
saat’lik inkiibasyonlart1 sonunda MTT analizlerine gore (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10)

hicrelerin doku iskelelerine tutundugu ve canli oldugu gosterilmektedir.



32

600

500

400

300

% canhlk

200

100 ~

h/m

h/m/se

—

-

—

h/m/i

H 24s
48s
W72

Sekil 4.11 5 ml GP iceren dondurma/kurutma iskelelerin MTT analizleri). 1. Hucre/medyum (h/m), 2.
3. Hicre/medium/doku iskelesi (h/m/i), 4. Hicre/medium/doku
iskelesi/selenyum (h/m/i/se). (p < 0,05)

Hicre/medium/selenyum (h/m/se),

Dondurma/kurutma iskelelerinin grafigine (Sekil 4.11) bakildiginda ilk 24 saat

icinde iskelede, selenyum ve doku iskelesi bulunan ortamlarin selenyumun ve doku

iskelesinin olmadig1 ortamlara gore canlilik artmistir. 48 ve 72 saat sonunda ise canlilik,

selenyumun oldugu ortamin olmadigi ortama ve doku iskesinin oldugu ortamin

bulunmadig1 ortama gore artmistir. Grafik, verilen siirelerde incelendiginde h/m/se ‘de

h/m’ye gore anlamli bir artig goriilmemistir. Incelendiginde selenyumlu ortamdaki

canlilik selenyumsuz ortama gore, iskelenin bulundugu ortamin bulunmadigi kontroliine

gore anlamli derecede artmistir (Tablo 4-2).

h/m h/m/se h/m/i h/mfi/se
Ycanlilik Ycanlilik Ycanlilik Y%canlilik
24 saat 100 144 318 511
48 saat 100 122 226 324
72 saat 100 119 107 293




Tablo 4-2 5 ml GP igeren dondurma/kurutma PVA/JE doku iskelelerinin % canlilik oranlari (p <0,05)
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Sekil 4.12 8 ml GP igeren dondurma/kurutma iskelelerin MTT analizleri). 1. Hucre/medyum (h/m), 2.
Hicre/medium/selenyum (h/m/se), 3. Hicre/medium/doku iskelesi (h/m/i), 4. Hicre/medium/doku
iskelesi/selenyum (h/m/i/se). (p < 0,05)

SSekil 4.12 incelendiginde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda selenyumun

selenyumsuz ortama gore canlilig1 arttif1 goriilmektedir. Ayni sekilde canlilikta, doku

iskelesinin  varliginda yokluguna gore artis gozlemlenmektedir

(Tablo 4-1).

Bakildiginda 5 ve 8 ml’lik GP igeren her iki grafikte de doku iskelesi ve selenyum

bulunan ortamlarda kontrole kiyasla canlilik artmis durumdadir. Burada GP’nin yiiksek

konsantrasyonlarda toksik olabilecegi ile diistiniilebilir (Tablo 4-3).

h/m h/m/se h/m/i h/m/ilse
Y%canlilik Y%canlilik Y%canlilik Y%canlilik
24 saat 100 119 156 361
48 saat 100 109 127 322
72 saat 100 123 215 283

Tablo 4-3 8 ml dondurma/kurutma PV A/JE doku iskelelerinin % canlilik oranlar1 (p <0,05)
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii Tiirkiye’de 2000 yilinda yaklasik 3 milyon olan diyabetli
sayisinin 2030 yilinda 6,5 milyona ulasacagi 6ngoriisiinde bulunmaktadir. Fakat, heniiz
2014 yilindayken bu tahmin asilmis ve bugiin diyabetli sayis1 7 milyonun iistiine
cikmistir. Tiirkiye diyabet vakfi bildirisine gore, Diinya Saglik Orgiitii Tiirkiye’de 2000
yilinda yaklasik 3 milyon olan diyabetli sayisinin 2030 yilinda 6,5 milyona ulasacagini
tahmin etmis, ancak 2030 i¢in tahmin edilen bu deger 2014 yilinda asilmis ve
tilkemizdeki diyabetli sayis1 7 milyonun {iistiine ¢ikmistir. Diyabetik yaralar ile birlikte
yanik yaralari, kronik yaralar gibi deri doku ve fonksiyon kaybi olusturabilen

problemler, insan ve hayvan hayatini olumsuz etkilemektedir.

Son yillarda bu olumsuzluklar géze alinarak, polimerik iskeleler kullanilmasi ile
yara iyilestirilmesi alaninda bir¢ok teknik gelistirilmistir. Yaygin olarak gelistirilen yara
sargl bezleri bunlarin baginda gelmektedir. Yara sargi malzemesinin, biyopolimerler ve
tiretim teknikleri sayesinde yaranin iyilesme siirecini arttiran 6zelliklere sahip olmasi

beklenmektedir (Zahedi 2009).

Bu ¢alismada, elektroegirme ve dondurma/kurutma yontemleri kullanilarak,
biyobozunur PVA/JE yapili, ¢apraz bagli, gdzenekli yapay doku iskeleleri elde edildi.
Jelatinin, yara iyilesmesinde epitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusturdugu
gozlemlenmistir. Fakat jelatinin mekanik dayanimi zayif oldugundan biyobozunur,
toksisitesi diigiikk polimerler ile birlikte kullanilmaktadir (Zhong 2010). Bu nedenle
calismada jelatin ile birlikte PVA kullanildi.

Bu projede yapilan caligmalar PVA/JE bazli doku iskeleleri hazirlanarak, 3T3
hiicrelerinin  varliginda selenyumun etkisinin incelendigi in vitro uygulanarak
yapilmistir. Elde edilen iskelelerin SEM analizleri, dondurma kurutma ve elektroegirme
yontemlerin her ikisinde de gdzenek boyutunun ve yapisinin fibroblast hucrelerin
g0zeneklere tutunabilmesi i¢in elveriglidir (Bhardwaj 2010). SEM analizi, elektro egirme
ile olusturulan nanofiber yapilarin orgilisiz ve bogumsuz oldugunu ve damla

olusturmadigini gosterdi.

SEM goriintiilerinin Imaje J programi ile gozenek boyutlari incelendi (Sekil

4.2). 5 ml dondurma/kurutma PVA/JE doku iskelelerinde 110 um olarak hesaplanirken


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zhong%2C+S+P
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(Sekil 4.2 A), 8 ml dondurma/kurutma doku iskelelerinin gézenek boyutu ortalama
degeri 98 um olarak belirlendi (Sekil 4.2 B). Capraz baglama yapilirken GP oram
yiiksek olan dondurma/kurutma iskelelerinin ¢ok sayida gézenege sahip oldugu fakat
gozenek boyutlarinin daha kiiciik oldugu gozlemlendi. Elektroegirme ile elde edilen
PVA/JE doku iskelelerinin ortalama gozenek boyutu 97 um olarak kaydedildi (Sekil
4.3).

PV/JE doku isekeleleri hiicre varliginda ve yoklugunda birbirleri ile
kiyaslandiginda SEM fotograflarinda morfolojik farkliliklar oldugu gdoriilmektedir.
Morfolojik yapinin degismesinde en biiylik etkenin iskelelere sonradan ¢apraz baglama
yapilmast ve SEM’den goriintli almak i¢in hiicrelerin sabitlenmesinde alkol ile dehidre

edilmesi distintilmektedir.

Iskelelerin suyu hapsetme kapasitesi test edilerek 5 ml GP igceren dondurma/
kurutma iskelesi icin % 828’¢ yiikselirken, 8 ml GP iceren iskelede ise % 761 yiikseldi. Su
tutma oranlarinin yiiksek olmasi gézeneklere fibroblast hiicrelerin tutunmasi ig¢in uygun
gorilmistiir. Yara bezleri kullaniminda hazirlanan doku iskelesinin su tutma kapasitesi,

nem miktarin artirtir ve boylelikle yarali bolgeler i¢in avantaj saglar (Sheridan 2001).

Diger yandan selenyumun anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-kanser (Naziroglu
ve ark. 2013), proliferasyon artirici (Zhu ve ark. 1992; Shamberger 1970), yara
iyilestirici (Giimiistekin ve ark. 2004) ve iyilesmeyi hizlandiric1 (Bajpai ve ark. 2011)
gibi 6zelliklerinden dolay: hiicrelerin ekili oldugu PVA/JE doku iskeleleri ile beraber
yara iyilesimi siirecindeki olumlu etkilerinin bilimsel birikime katkida bulunabilecegi

diistiniilmektedir.

Se diisiik konsantrasyonlarda epilepsi (Naziroglu 2009) ve agr1 gibi bir ¢ok
norolojik  hastaliklarda noroprotektif — o6zellik  gostermesine ragmen  yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etki gosterir. Se’nin ndroprotektif 6zelligi, apoptozu 6nleme
kabiliyeti ve iyon kanallar1 araciligi ile Ca*? girisini diizenlemesine baghdir (Uguz ve

ark. 2012).
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Se’nin yararli etkilerinin yanmi sira toksik etkileri de goriilmektedir. Ayrica,
Se’nin toksik etkileri doz derisimine bagl olarak Ca*? girisini uyardigi bilinmektedir

(Schweizer 2004, Uguz ve ark. 2009, Uguz ve Naziroglu 2012).

GA ile capraz bagli ve hiicre ekili elektroegirme iskelelerinin 24 saatten sonra
hiicre canliliginda, kontrole kiyasla azalma goriiliirken, ayn1 doku iskeleleri {izerine
selenyum verildiginde, canliligin arttigi goriildii. GA‘in canlilikta azalis gdstermesi
sitotoksisitesinin  yiiksek olmasindan kaynaklandigi daha onceki ¢alismalarda
belirtilmistir (Gough 2002). Diger yandan GP ile ¢apraz bagl, dondurma/kurutma ile
olusturulan iskelelerde canlilikta kontrole gore artis bulundu. Bu iskelelere selenyum
verildiginde ise kontrol ile karsilastirildiginda yine canliligin arttigi gézlemlendi (Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12). GP oraninin fazla oldugu iskelelerde canliligin azalmasi,
yiksek konsantrasyonlarda GP’nin toksik olabilecegi diisiiniilmektedir (Sheck 2011).

Burada selenyumun hiicre ekili PVA/JE doku iskeleleri tizerinde ¢ogalmay1
arttirdig1 incelendi. Doku mithendisligi ¢alismalari giiniimiizde bir ¢ok biyomateryal ve
biiyiime faktorleri kullanilarak yapilmaktadir. Ote yandan selenyumla birgok arastirma
mevcut olmasina ragmen PVA/JE doku iskeleleri ile birlikte sinerjik etki olusturup

olusturmadigi ile ilgili bir calismaya rastlanilmamustir.

Bu tez caligmasinda, selenyumun 3T3 hiicrelerin proliferasyonunu artirdig
sonucuna gore doku iskeleleri ile kullanlarak yara iyilestirici biyomedikal iiriinlerin elde

edilmesi ve klinik ¢aligmalara 6n hazirlik yapilmasi hedeflenmektedir.
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