POLIVINIL ALKOL (PVA) TEMELLI KRiYOJEL
DOKU ISKELELERININ URETILMESI

SEDA CEYLAN

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA MUHENDISLIGI
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERSIN
TEMMUZ — 2014



POLIVINIL ALKOL (PVA) TEMELLI KRiYOJEL
DOKU ISKELELERININ URETILMESI

SEDA CEYLAN

MERSIN UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA MUHENDISLIGI
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman
Yrd. Do¢. Dr. Nimet KARAGULLE

MERSIN
TEMMUZ — 2014



Seda CEYLAN tarafindan Yrd. Dog. Dr. Nimet KARAGULLE danigmanliginda
hazirlanan “Polivinil Alkol (PVA) Temelli Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretilmesi”
baglikli bu calisma asagida imzalar1 bulunan jiiri {iyeleri tarafindan oy birligi ile

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Yrd. Dog. Dr . Nimet KARAGULLE

Yrd. Dog. Dr. Riikan GENC

Yrd. Dog. Dr. Evren DEGIRMENCI A

Yukaridaki ~ Jiiri  karann Fen Bilimleri Enstitiisii ~ YOnetim Kurulu’nun
A1../..08/ 206y tarih ve .2l L. 2.../.. 32.T..... sayih karariyla onaylanmustir.

%L/V\/\/?j" :

Dog. Bf, Méhifiet KUCTRASLA
Enstitii-Mudtiri

Bu tezde kullamlan 6zgiin bilgiler, sekil, ¢izelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alinti yapmak 5846 sayili
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.



Ceylan, S. 2014. Polivinil Alkol (PVA) Temelli Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretilmesi, Yiiksek Lisans Semineri, Mersin
Universitesi

POLIVINIL ALKOL (PVA) TEMELLI KRIYOJEL DOKU ISKELELERININ
URETILMESI

Seda CEYLAN

0z

Polivinil Alkol (PVA), hidrofilik, biyobozunur ve biyouyumlu sentetik bir
polimerdir. Son zamanlarda PVA hidrojeller 6zellikle doku miihendisligi alaninda
onarim ve yenileme i¢in oldukea ilgi ¢ekici bir malzeme olarak goriilmektedir. PVA’
nin kullanildig1 alanlar arasinda kalp kapakgiklari, kornea implantlart ve kikirdak
doku implantlar1 bulunmaktadir. PVA farkli doku iskeleleri iiretim teknikleriyle
tiretilerek istenilen oOzelliklere uygun olarak {iretilebilmektedir. Doku iskelesi
alaninda hidrojelasyon teknigiyle iiretilen doku iskeleleri hiicre tasinimlari i¢in genis
gozeneklere sahiptir ve bozunabilirdir. PVA sadece hidrojel doku iskelesi iiretim
teknigiyle degil, kriyojelasyon teknigiyle de iiretilerek doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Bu tez kapsaminda PVA ve PVA/Jelatin
kriyojelleri iki farkli method ile hazirlanmistir; dondurma/¢ozdiirme (Freeze/thawing
FT) capraz baglama yontemi ve gluteraldehit ile ¢apraz baglama yontemi. SEM
goriintiileri artan jelatin konsantrasyonu ile birlikte ortalama gézenek boyutunun 3
mikrometreden, 45 mikrometreye ulastigini gostermistir. Buna ek olarak,
degradasyon oranlari, PVA/Jelatin 100:0 ve 10:90 olan doku iskelelerinde sirasiyla
%11 ve %76 olarak ol¢iilmiistiir. Sonuglar neticesinde PV A/Jelatin konsantrasyonun
ve doku iskelesi Tlretim yoOnteminin, kriyojellerin morfolojik yapisin1 ve
karakterizasyon sonuglarmi etkiledigi goriilmiistiir. PVA/Jelatin kriyojelleri doku
miihendisligi uygulamalari i¢in potansiyel bir biyomalzemedir.

Anahtar Kelimeler: Polivinil alkol, Jelatin, Kriyojel, Doku iskeleleri, Doku
Miihendisligi

Damsman: Yrd. Doc. Dr. Nimet KARAGULLE, Mersin Universitesi, Kimya
Miihendisligi Ana Bilim Dali
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PRODUCTION OF POLYVINYL ALCOHOL (PVA) BASED CYROGEL
SCAFFOLDS

Seda CEYLAN

ABSTRACT

PVA Polyvinyl Alcohol (PVA) is a hydrophilic, biodegradable and
biocompatible synthetic polymer. Recently, PVA hydrogels are very attractive for
tissue scaffolds. PVA has been used many different areas for tissue applications such
as heart valves, corneal implants, and cartilage tissue substitues. Different production
techniques can be used to have best fit PVVA scaffolds. In tissue engineering PVA has
been used in hydrogel form which has large pores for cell immigration and capable
of degredation. PVA can be used not only in hydrogel form but also cyrogel form
can be used in tissue applications. In this report, PVA and PVA/Gelatin cyrogels
were prepared by two methods; crosslinking with freezing—thawing method and
crosslinking with gluteraldehyde and characterized. SEM images revealed that, with
increasing gelatin concentration the average pore diameters increased from 3 to 45
um. In addition, the degradation rate, PVA/Gelatin 100:0 and 10:90 scaffolds,
respectively, was measured %211 and %76. Results indicate that, the PVA/Gelatin
concentration and production method effects on the architecture and characterization
results of the scaffolds. PVA/Gelatin scaffolds have potential to be bio-material for
tissue engineering.

Key Words: Polyvinyl alcohol, Gelatin, Cyrogel, Scaffolds, Tissue Engineering

Advisor: Assist. Prof. Dr. Nimet KARAGULLE, Department of Chemical
Engineering, University of Mersin
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2. GIRIS
Doku miihendisligi tip/miihendislik ve biyoloji bilimlerini kapsayan, insanin

yasam kalitesini yiikseltmek amaciyla insan doku yapisinin ve fonksiyonunun

korunmasi ve diizeltilmesi amaciyla ¢alisan bir bilim dalidir.

Miihendislik ve Tip bilimlerinin ortak olarak calisti§i bu bilim alaninda,
doku ve organlarin rejenerasyonu li¢ temel faktoriin  kullanilmasiyla
gerceklesmektedir. Bu faktorleri siralayacak olursak: biyomalzemeler (doku

iskeleleri), canli hiicreler ve biyomolekiillerdir (regiilasyon faktorleri).

Polivinil Alkol (PVA), hidrofilik, biyobozunur ve biyouyumlu genis bir
yelpazede, cesitli doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan sentetik bir
polimerdir. Son zamanlarda PVA hidrojel doku iskeleleri &zellikle doku
miihendisligi alaninda onarim ve yenileme icin olduke¢a ilgi ¢ekici bir malzeme
olarak goriilmektedir. PVA’nin kullanildig1 biyomedikal uygulamalar arasinda kalp
kapakgiklari, kornea implantlari, kikirdak doku implantlar1 ve yapay damar iiretimi

goriilmektedir.

Hedeflenen dokuyu taklit etmek ve iiretilen doku iskelesine farkli 6zellikler
kazandirmak amaciyla kompozit malzeme Tiretimleri de, doku miihendisligi
uygulamalarinda sik rastlanan bir uygulamadir. Bu tez ¢alismasinda PVA ile jelatin
farkl1 oranlarda kullanilarak doku iskeleleri iiretilmistir. Jelatin’in secilmesinin
sebebi, biyouyumlu, biyobozunur, hiicre yapismasina kolaylik saglayan, bir protein

bag dokusu olmasidir.

Literatiirde, farkli teknikler kullanilarak hazirlanan kompozit PVA ve
PVA/Jelatin doku iskeleleri, kikirdak, kemik, yapay damar ve deri uygulamalari i¢in
tiretilerek incelenmistir. Kriyojelasyon olarak tanimlanan, dondurarak tiretme teknigi
ise; PVA temelli doku iskeleleri i¢in ¢ok sik rastlanan, monomerik veya polimerik
baslaticilarin kismen donmus ¢6zeltilerinden hazirlanmis, siiper makro goézenekli ii¢

boyutlu polimerik jel olusumunu saglayan bir yontemdir.

Bu tez calismasi kapsaminda, PVA ve PVA/Jelatin kriyojel doku iskeleleri
iretilmistir. Doku miihendisligi uygulamalarina yonelik {iiretilen bu kriyojellerin,
sisme davranisi, gozenek morfolojileri degredasyon profilleri ve kimyasal 6zellikleri

incelenerek degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. DOKU MUHENDISLIiGi

Diinya’da her yil milyonlarca insan kaza veya cesitli felaketler sonucunda
organ veya doku kaybi nedeniyle tedavi olmaktadir. Bu insanlarin tedavisi igin her
yil Amerika’da 8 milyonun {izerinde cerrahi operasyon yapilmaktadir ve bu
operasyonlarin yillik toplam maliyeti $400 milyon olarak hesaplanmistir. Bu tiir
saglik problemlerinin ¢dziimii i¢in doku veya organ nakli genel olarak kabul edilen
bir tedavi secenegidir. Fakat bu yaklasim smirli sayida dondr olmasi sebebiyle
kisitlanmaktadir. Buna 6rnek olarak Amerikan Kalp Birligi’ne gore 1997 yilinda
sadece 2300 insana kalp nakli yapilmigtir. Ancak yaklagik olarak 40 000 kisi nakil
i¢cin beklemektedir [1].

Benzer sekilde 10 000 hasta ciddi cilt yaniklar1 veya cilt kanseri tedavisi
icin tedaviye ihtiya¢ duymaktadir [1].

Bu durumun bir ¢6ziimii olarak doku miihendisliginin amaci doku ve/veya
organ hasar1 veya kaybi1 durumunda kullanilmak iizere laboratuvar kosullarinda

yapay olarak organ veya doku olusturmaktir.

Doku miihendisligindeki temel prensip; biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal

molekiillerinin tek baslarina veya kombinasyonlariin kullanilmasidir. [2].

‘Doku miihendisligi’ terimi ilk olarak 1987’de California Universitesi'nden
Dr. Y.C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science Foundation) bir toplantisinda
dile getirilmistir. Bilimsel gevrelerin ‘Doku Miihendisligi’ konusuna odaklanmasi ise
iki makale ile olmustur [3]. Bunlardan biri Nerem tarafindan 1991°’de ‘Hiicre
Miihendisligi’ konusunda, digeri ise Langer ve Vacanti tarafindan 1993°te Science
dergisinde “Doku Miihendisligi” bashgr altinda yaymlanmistir [3]. Temel bilimciler,
malzeme bilimciler, mihendisler, hiicre biyologlar1 ve klinisyenlerin ortak
katkilariyla doku miihendisligi glinlimiizde biitiiniiyle disiplinler arasi bir bilim dali
haline gelmistir. Doku miihendisliginde klinikte kullanilabilecek cesitli iirlinlerin

tiretilebilecegi asamaya gelinmistir [3, 4].

Doku miihendisligi tanimina gore; biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal

molekiilleri tek baglarina veya kombinasyonlari halinde, insan doku yapisinin ve
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fonksiyonunun korunmasi ve diizeltilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Bu tanima
gore doku miihendisligi i¢in dort yaklasim mevcuttur diyebiliriz. Birinci yaklagim
yeni dokunun olusumu igin yalnizca biyomalzeme kullanirken, ikinci yaklagim ise
yalnizca hiicreleri kullanarak  ‘hiicre nakli’ olarak adlandirilan tedaviyi
gerceklestirmeyi amaglamaktadir. Hiicreler, canli dokulardan izole edilen hiicreler
olabilecegi gibi, genetik olarak islem gormiis hiicreler de (bu durum gen tedavisi
olarak adlandirilir) olabilir. Ugiincii yaklasim ise, biyomalzeme ile biyosinyal
molekiillerini (yapisma ve biiyiime faktorleri) birlikte kullanmaktadir. Dordiincii
yaklagim (ki, bu iizerinde en ¢ok calisilan yaklagimdir) biyomalzeme, hiicre ve
biyosinyal molekiillerinin {igiinii bir arada kullanarak yeni doku olusturmayi
hedeflemektedir. Yeni doku veya organlari olusturacak sekilde, hiicre tiremesini
yonlendirmek ve gerekli mekanik destegi saglamak i¢in biyomalzemelerden {i¢

boyutlu (3D) boyutlu doku iskeleleri (tissue scaffold) tiretilir.

Doku miihendisliginde istenilen dokuyu olusturabilecek islevsellige sahip
hiicreler uygun bir malzemeden hazirlanan doku iskeleleri ile birlestirilerek hibrid
sistemler olusturulmaktadir. Doku iskelesi, hiicrelerin organize olarak islevsel bir

dokuya doniisebilmelerinde gerekli destegi saglamaktadir [5].
Bir doku miihendisligi tiriinii;
e Insan hiicresi icerir ve miithendislik iiriinii dokulardan olusur.

e Dokuyu; yenileyici, onarict veya dokunun yerine gegebilecek ozelliklere
sahip olmalidir. Bir baska deyisle tamamen veya fonksiyonel olarak,

olusturulan yapay doku ger¢ek dokuyu taklit edebilmelidir [6].

Sekil 2.1.’de goriildiigii gibi hiicre ve biyomalzeme uygun kosullarda bir araya

getirilerek, canli viicuduna yeni dokuyu olusturmak tizere implante edilir.

Hiicre
0 0
£ =
L Hiicre
+
Bivomakeme
Hibrid Sistem

Bivomalzeim e

Sekil 2.1. Doku miihendisligini agiklayan sema
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Yapay olarak tiretilen doku iskelesi; hiicre yapismasini ve {iremesini
saglayacak bir ylizeye, lic boyutlu yapiy1 koruyabilecek fonksiyona sahip olmalidir.
Ayrica bu 6zelliklere ek olarak biiyiime faktorlerinin salinimini saglayabilecek bir

miihendislik {irtinti olmalidir [7, 8].
2.1.1. Hiicre

Doku miihendisligi uygulamalarinin temelini olusturan diger birim hiicredir.
Uygun dokudan izole edilen hiicre, 6zellikleri belirlendikten sonra yeterli say1 ve
kalitede hedef organa enjekte edilmektedir. Bu hiicrelerin nereden saglanacagi ise
kilit noktadir. En iyi yaklagim, hastanin saglikli b6lgesinden alinan hiicrelerin (otolog
hiicre) viicut disinda hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde  ¢ogaltilarak  hastaya
nakledilmesidir. Otolog hiicrenin bagisiklik sistemince reddedilmemesi en biiyiik
avantajidir; ancak ¢ogunlukla iiretim ic¢in gerekli olan minimum sayidaki hiicrenin
alinmasi bile hastada doku kaybina neden olabilmektedir [4, 9]. Bu yontem o6zellikle
yaslilarda pek kullanilmamaktadir. Hiicrelerin bagka insandan alindigi durumdaysa,
bagisiklik sisteminin reddi en biiyiik risktir. Cogu zaman verici (donér) bulmakta da
zorluklar yasanmaktadir. Bazi durumlarda farkli tiirlerden, 6rnegin, hayvandan
insana hiicre nakli yapilabilmektedir. Fakat bagisiklik sistemince reddedilmenin yani
sira, hayvanlarda goriilen virtiislerin insana bulagma ihtimali de yiiksek bir olasiliktir
[10].

Kaynaklarina gore hiicreleri siniflandirmak gerekirse;

Otolog hiicreler  : Canlinin kendisinden alinan hiicrelerdir.
Allojenik hiicreler : Farkli bir insandan alinan hiicreler,
Zenojenik hiicreler : Farkli bir canli tiiriinden alinan hiicreler

Allojenik ve zenojenik kaynaklardan elde edilen hiicrelerle ilgili olarak
hastalarda bagisiklik sistemi ret cevaplart olusturabilmektedir. Otolog hiicreler en iyi
se¢cim olarak goriinse de, hastada iltthap gibi donér saha morbiditeleri

gelisebilmektedir [4, 9, 10, 11].

Ayrica bu duruma ek olarak, hiicreler farklilagtirilmis olabilir (kok hiicre)
veya farklilastirilmadan kullanilabilir. ilk durumda hiicre fenotip ve fonksiyonlari iyi

tanimlanmistir ancak bu durum smirl cogalma kapasitesine de eslik etmektedir. Bu
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durumun aksine kok hiicreler, uzun déonemde kendini yenileyebilir ve farkli isaretlere
maruz kalma durumuna gore indiiklenebilir [11].
2.1.2. Hiicre D11 Matris (ECM) ve Doku iskelesi

Insan viicudu hiyerarsik bigimde diizenlenmis son derece karmasik bir
yapidir. Viicudumuz sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan,
dokular ise hiicreler ve hiicre disi matristen (extracellular matrix, ECM)
olusmaktadir. Hiicrelerin bir araya toplanmasi ve doku yenilenmesinin
ger¢eklesmesinde ECM’nin fonksiyonu ve Onemi birgok arastirmaci tarafindan
vurgulanmigtir. Hiicre dist matris, hiicreler igin ti¢-boyutlu bir mikro ¢evre

olusturmaktadir.

Hiicre dis1 matris, hiicrelere fiziksel bir destek saglamasina ek olarak hiicre-
hiicre etkilesimlerini organize eder ve hiicrelerin yapismasi, c¢ogalmasi, gogii,
farklilagsmasi ve matris birikimi i¢in gesitli biyofiziksel ve biyokimyasal uyarilari

yapar [1, 3].

Doku iskeleleri ECM’yi taklit edecek bi¢imde tasarlanan yapilardir ve

yapay ‘hiicre dig1 matris’ olarak diisiiniilebilirler.

Doku miihendisliginin temel bilesenlerinden biri olan doku iskeleleri,
hiicreler i¢in uygun yapisma yilizeyi olusturmalarimin yani sira, mekanik dayanim
saglamakta, fizyolojik ve biyolojik degisikliklere cevap vermek icin ¢evre doku ile
etkilesimin kurulmasina yardimecir olmakta; ayrica yeniden hiicre disi matrisin

olusumuna katkida bulunmaktadir.

Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzemelerin se¢imi ¢ok 6nem arz
etmektedir. Doku iskelesi tiretiminde kullanilacak malzemede olmas1 gereken baglica

ozellikler sunlardir:

* Malzeme biyouyumlu olmalidir, yani viicut icine yerlestirildiginde
istenmeyen doku tepkilerine yol agmamalidir [3]. Baska bir deyisle toksik

olmamalidir.

* Hiicre yapismasini, iglevini artirici; hiicre liremesine olanak saglayan

yiizey kimyasina sahip olmalidir [3,7].
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* Hiicreler yeni ECM’yi olusturacak kapasiteye ulastiklarinda iskeleye
ihtiya¢ kalmayacagindan, doku iskelesinin viicut ortaminda pargalanabilen bir

malzemeden (biyobozunur madde) iiretilmesi gerekmektedir [3].

* Malzeme pargalanirken biyouyumlulugunu kaybetmemeli ve zehirli

degredasyon iiriinleri olusturmamalidir [3].

» Ayrica, hiicrelerin ve besinlerin gecisini saglayacak sekilde yiiksek

gozeneklilik oranina ve uygun goézenek biiyiikliigiine sahip olmalidir [3, 12].

Bu o6zelliklere sahip malzemeler arasinda dogal polimerler (kollajen,
kitosan, hyaluronik asit, aljinat), sentetik polimerler (poliglikolid, polilaktit,
polilaktat glikolat), biyoseramiklerden (trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit) tiretilmis
doku iskelelerini saymak miimkiindiir. Bir dnceki ciimlede bahsedilen malzemelerin
islenmesi sonucu iretilen doku iskeleleri, gerek kimyasal bilesim, gerckse fiziksel
yap1 bakimindan dogal ECM’nin yapisint ve biyolojik islevini miimkiin oldugunca

Iyi bir sekilde taklit etmelidir [3].

Mekanik ozellikleri iyilestirmek ve hiicre yapismasini ve c¢ogalmasini
saglamak i¢in, nanopartikiiller (6rnegin, apatit bilesen, karbon nano yapilar ve metal
nanopartikiiller) yogun bir sekilde arastirilmaktadir [13]. Bunlara ek olarak,
belirtilen bu malzemelerde biyouyumluluk 6zelliginin olmasi gerekmektedir. Ayrica
bu malzemeler viicutta enfeksiyona neden olabilecek yapida olmamali veya viicuda
zarar verebilecek toksik iiriin olusturma riski tagimamalidir. Doku iskeleleri
enfeksiyonu Onleyebilmek i¢in, kolay sterilize olabilmelidir. Doku iskeleleri,
ozellikle kemik doku miihendisliginde %90 gozeneklilige sahip olmalidir. Bu
gozeneklerin ¢apinin ise hiicre penetrasyonu, vaskiilerizasyon ve doku geligimi i¢in

100 um boyutlarinda olmasi gerekmektedir [8, 13, 14].
2.1.3. Biyomolekiiller

Viicudun dogal isleyis mekanizmasinda ¢ok Onemli roller {istlenen
biyosinyal molekiilleri, izole edilerek, rekombinant DNA teknolojilerindeki
gelismeler sayesinde biiyiik 6lgekli miktarlarda tretilebilmekte, klinik tedavilerde ve
doku miihendisliginde kullanilabilmektedir. Doku miihendisligi c¢alismalarinda,
biyosinyal molekiilleri hiicre kiiltiir ortaminda destekleyici olarak kullanilabilecegi

gibi ¢esitli yontemlerle doku iskelelerine de yiiklenebilirler. Bu proses ile doku
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iskeleleri viicuda implante edildiklerinde, bu doku iskelelerinin hasarli bolgedeki

hiicrelere de etki edebilmeleri amaglanmaktadir [9].

Doku miihendisligi ¢alismalarinda biiyilik bir 6neme sahip olan kemik doku
miithendisliginde, kemik dokunun yeniden yapilanmasinda rol oynayan biiyiime
faktorlerinin basinda; BMP (bone morphogenetic protein), TGF-, (transforming
growth factor - doniistiiriicti bilyiime faktorii), PDGF (platelet derived growth factor
- trombositten tiiremis biiyiime faktorii ) ve VEGF (vascular endothelial growth
factor — damar endoteli biiyiime faktorii) gelmektedir. Bu biiylime faktorleri
osteojenik farklilasmayi, tek baslarina veya birlikte hareket ederek etkilemektedir.
Bu nedene bagli olarak, doku miihendisligi uygulamalarinda biiylime faktorlerinin
kullanim1 zorunlu hale gelmektedir. Ancak bu faktorlerin implante edilecek doku
iskelesinin yiizeyine dogrudan enjekte edilmesi durumunda, kararsiz kimyasal
yapilari, yar1 dmiirlerinin kisa olmasi ve doku igerisine yeterince alinamamalarindan
dolay1, etkin sonuclar elde edilememektedir. Bu nedenle biiyiime faktorlerinin
tastyicilara yerlestirilerek, kontrollii ve uzun siireli salimi giindeme gelmektedir ve
arastirilmaya devam etmektedir. Bu amagla; biyouyumlu, biyobozunur, sentetik
veya dogal polimerlerden (kollajen, kitosan, aljinat) ya da inorganik malzemelerden

(HA, trikalsiyumfosfat) elde edilen tasiyicilar kullanilmaktadir [3].
2.1.4. Doku Miihendisligi Uygulamalari

Doku miihendisliginin hastalik, kazalar veya islev goremeyen doku ya da
organin yerine yenisinin olusturulmasi, bu alanda canli yasamin normal bi¢imde

devam etmesi igin yapilan ¢alismalarin disiplinler arasi bir bilim dalidir [5].

Doku miihendisliginin prensiplerinin tanimlanmasindan itibaren, doku
iskelelerine hiicre ekilmis bir¢ok iiriin ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Ticari {iriinler
arasinda ¢ogunlukla kemik, kikirdak ve deri benzeri doku iskeleleri vardir. Ancak
kalp, sinir, bobrek veya pankreas ile ilgili doku miihendisligi {irtinleri heniiz
yayginlagmamistir. Karaciger ve damar gibi doku miihendisligi {iriinleri de,

arastirmalar1 devam eden, doku ¢alismalar1 arasindadir [7, 11].
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Asagida, baz1 doku miihendisligi iiriinleri 6rneklerine yer verilmistir:

Karaciger;

Karbonhidratlarin, proteinlerin, lipidlerin sentezi, depolamasi hatta serbest
birakilmasi da dahil olmak iizere genis bir spektrum i¢inde 6nemli bir rol oynar.
Ayn1 zamanda, karaciger detoksifiye ve endojen ve ekzojen maddeler inaktive eder
ve Oncii molekiilleri de aktive eder. Buna bagl olarak yapay karaciger, doku dizayni
karaciger i¢in kritik 6nem tasimaktadir, ¢iinkii hepatositler bagimli, ekli hiicrelerdir
ve bu hiicreler optimal ECM olmadan 6zel islevlerini kaybederler [7]. Ayni1 zamanda
cerrahi miidahalelerin sonug¢lariin da tahmin edilebilir olabilmesi icin, yapay olarak
tiretilen bu yapilar kullanilabilir ve beklenen sonuglara gore (hasar ve hasarin

onarilmasi siireci) 6nlem almabilir [15].

Kikirdak;

Diz eklem kikirdagi, iki uzun kemiklerin arayiiziinde ortak siirtiinmeyi

azaltmak i¢in 6zellesmistir ve sadece avaskiiler yapida kondrositler igermektedir [7].

Hasarlanmig eklem kikirdaginin kendi kendine yenilenmesi ve onarimi,
kikirdak dokunun zayif i¢sel yenilenme kapasitesi nedeniyle agilmasi gereken, giic
bir durumdur. Bununla birlikte, doku miihendisliginin ortaya ¢ikmasi ile birlikte,
kikirdak ile ilgili hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in devrimei ve yenileyici bir
potansiyel ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji, kikirdak bozuklugu i¢in, ECM benzeri,
doku iskelelerine eklenmis, otolog veya allojenik kondrositlerin implatasyonlarini
kapsamaktadir [7, 16, 17].

Kemik;

Kemik doku miihendisliginde kilit nokta, 6nemli bir bilesen olan ECM'nin,
kemik olusumu gibi hizmet edecek bir yapiya, hiicre etkilesimleri i¢in bir sablon
olmasidir. Diger bir kilit nokta ise, ECM’nin yeni olusturulan doku ig¢in yapisal
destek saglamasidir. Yapay kemik doku miihendisligi i¢in yapay ECM’nin
biyouyumluluk, benzer mekanik 6zellikler, gézeniklilik gibi 6zelliklere ek olarak;
osteblast ve mezankimal hiicrelerin proliferation, vaskiilerizasyon, geg¢isini

saglayabilecek karakteristik 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir [7].
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Deri;

Doku miihendisligi cilt tirtinleri, ticari olarak mevcuttur. Doku miihendisligi
cilt uygulamalarinda, laboratuvar kullanimindan klinik uygulamaya gegilmistir.
Doku miihendisligi deri tirtinleri ticari olarak mevcut olmasina ragmen, deri dokusu
miihendislik aragtirmalari, ek uygulamalar i¢in ilerlemeye ve arastirmaya gereksinim
duymaktadir. Dogal ECM proteinleri ve sentetik polimerler birlestirilerek ve
gelistirilerek bir¢ok yapay ECM deri iirtinii tiretilmistir [7].

2003 yilinda Avrupa’da, 35 adet doku miihendisligi ticari iiriinlinlin
bulundugu ve tanimlandig bilinmektedir. Bu tirlinlerin 18 tanesi deri {iriinii iken, 15

tirtin kikirdak ve 2 tiriin kemik doku miihendisligi alanindadir [6].

Damar;

Doku miihendisliginin bir alt alam1 olan damar doku miihendisligi,
fonksiyonel, biyo-yapay implante iriinlerin gelistirilmesi ile ilgili bir bilim dalidir
[18]. Kalp ve damar cerrahisinde, yapay damar gelistirme c¢abalari, artan ve
genisleyen bir ilerleme alanidir. Ancak bu alanda karsilasilan damar ¢ap1 daralmasi

problemi, arastirmacilarin asmaya caligtiklari kilit bir noktadir [19].

Bununla birlikte, damar i¢ yiizeyinde bulunan endotel tabakanin siyrilma
seviyesi bir diger 6nemli noktadir. Endotel astar mukavemeti, implantasyondan sonra
kan akimi sartlarima karst yeterli olmalidir. Endotel yapisma/eklenme giicii ise;
alttaki yapay olarak iiretilen doku iskelesinin sertligi ve diger fiziksel 6zelliklerine

baglidir [19].
2.2. DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILAN POLIMERLER

Polimer, kiiciik, tekrarlanabilir birimlerin olusturdugu uzun zincirli
molekiillere denir. Tekrarlanan birimler, ‘mer’ olarak adlandirilir. Polimer sentezine
baglarken kullanilan kiiglik molekiil agirlikli birimlere ‘monomer’ adi wverilir.
Polimerizasyon sirasinda, monomerler doygun hale gelerek (zincir polimerizasyonu)
veya kii¢iik molekiillerin yapidan ayrilmasiyla (H,O veya HCI) degisir ve ‘mer’
halinde zincire katilirlar. Polimerlerin 6zellikleri, yap: taslar1 olan monomerlerden

biiyiik farklilik gosterir [20].
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Genellikle monomerler, karbon ve hidrojen atomlarindan olusurlar ve bu
durumda polimer yapisi uzun hidrokarbon zincirine sahiptir. Bu tiir monomerlerin
en basiti ‘etilen’ dir. (H,C=CH;) ve olusturdugu polimer de ‘polietilen’ olarak
adlandirilir. Cok sayida etilen molekiilii yapilarindaki ¢ift bagin acgilmasi sonucu,

kovalent baglarla baglanarak polietilen zincirini olustururlar (Sekil 2.2) [3, 20].

Polirmerizasyon teplimesi

Etilen Monomer1 — Polietilen

Sekil 2.2. Etilen monomerinin polietilen polimerine doniisme semasi

Genellikle ‘polimer’ denildiginde akla gelen, bu hidrokarbon zincirine sahip
‘organik polimerler’ dir. Ancak, hidrojen ve karbon atomlarindan baska atomlardan
meydana gelen polimerler de vardir. Ornegin, silisyum (Si), azot (N), ya da fosfor (P)
atomlarindan olusan polimer zincirleri de vardir ve bu tlir polimerler ‘inorganik

polimerler’ olarak adlandirilir.

Polimer zincirleri, dogrusal yapida, yani diiz bir ¢izgi halinde olabilecegi
gibi, ‘dallanmis’ yapida da olabilirler. Bu yapilar, polimer ana zincirine diger
zincirlerin yan dal olarak baglanmasiyla olusurlar. Bu yan dallar baska bir ana
zincirle baglandigindaysa, “capraz-bagli” polimerler olusur. Dallanma, polimerlerin
uygun c¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliigiinii zorlastirir, ¢apraz-bagli yapilarsa ¢oziinmeyip,

sadece yapilarina ¢oziiciiyii alarak siserler [20].

Sekil 2.3°de farkli ag yapist sekilleri goriilmektedir. Capraz bagli polimer
yapilarinin suya karsi direngli olmasi veya suda ¢6ziinmemesi doku miihendisligi

agisindan énemlidir.

v vy W Qif@ O

Sekil 2.3. Polimer zincir yapilar1 A) dogrusal, B) dallanmig, C) ag yapida
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2.2.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, biyolojik olarak iiretilen ve benzersiz islevsel 6zelliklere
sahip olan polimerlerdir. Proteinler (6rnegin kollajen, jelatin, elastin, aktin, vb),
polisakkaritler (seliiloz, nisasta, dekstran, kitin, vb) ve poliniikleotidler (DNA ve
RNA) baslica dogal polimerlerdir. Yasayan organizmalarin karmasik yapilarindan
dolay1 {iiretim maliyetlerinin yiliksek olusu ve yeterince biyiik Olgeklerde
tiretilememeleri, bu polimerlerle ilgili karsilasilan baslica sorunlardandir. Dogal
polimerler, sahip olduklar islevsel 6zellikler nedeniyle degisik kullanim alanlarina

sahipler.

Kalinlagtirici, jel yapici, baglayici, dagitma ajani, kayganlastirici, yapistirict

ve biyomalzeme olarak kullanilabilmektedirler [3].

Dogal polimerler, biyomalzeme alaninin vazgecilmez kaynaklardir.
Biyolojik ortamdaki makro molekiillerin benzeri veya aynisi olduklarindan, canli
viicuduyla temas ettiklerinde toksik etki gosterme, enfeksiyona sebep olma, gibi

istenmeyen reaksiyonlara sebep olmazlar.

Ancak, elde edildikleri kaynaga bagli olarak bilesimlerinin degismesi,
yiiksek sicakliklarda bozunmalar1 ve bu nedenle sekillendirilmelerindeki giigliik ve
tim bunlarin 6tesinde immiinojenik olmalar1 (bagisiklik tepkisine yol ac¢malari)
onemli dezavantajlaridir. Enzim varliginda yapilarinin bozunmasi, yani biyobozunur

olmalar1 ise gecici uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler agisindan avantajdir
[3].

Kollajen & Jelatin: Kollajen kelimesi Yunanca iki kelimenin tiirevinden

gelir; ‘kolla” ve ‘gennan’ ‘kolla’ zamk/tutkal anlaminda olup, ‘gennan’
yapan/olusturan anlamindadir. Kollajen kaynatildigi zaman tutkal olusturan doku
bilesimi olarak taninmis ve bu sekilde adlandirilmistir. Pliny, M.O. 50’lerde
Romalilarin yaptigr zamki ‘zamk, boga derilerinin pisirilmesidir’ olarak belirtmistir.
Son yapilan ¢alismalarda yapisal olarak 19 farkli kollajen molekiilii ve bunlari
kodlayan gen bilgileri belirlenmistir. Insan viicudunda yer alan kollajenlerin biiyiik
cogunlugunun ekstraseliiler (hiicre dis1) lifimsi ya da ag benzeri (network) yapida

oldugu bilinmektedir [10].
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Cizelge 2.1°de agiklamalari verilen, dogal polimerlerin kullanim sekilleri ve

kullanim alanlar1 belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Dogal Polimerlerin kullanim alanlar1 ve formlar1

Kullanim Sekli Kullanim Yeri

Kozmetik

Kozmetik deri defektlerinde enjekte
edilebilir

Ilag salim sistemi

Cozelti/jel

Biyoprotezlerin kaplanmast

Ug boyutlu hiicre kiiltiirii

Siinger Hemostatik ajan
Ug boyutlu hiicre kiiltiirii
Yara ve deri Ortii materyali

Ilag salim sistemi

Kiire/mikrokiire | Hiicre kiiltiirii i¢in tastyici

Ilag salim sistemi

Ince ici bos tiip | Hiicre kiiltiir matrisi
Tiibiiler doku malzemesi

Sinir hiicre rejenerasyonu

Membran Yara ortii materyali
Diyaliz membrani
Yamalar

Kornea koruyucusu

Doku rehberli rejenerasyon

Bel kemigi cerrahisi

Toz Kemik dolgu ve onarimi

Rijit form ilag salim sistemi
Kemik onarimi

Kollajen: Suda ¢6ziinmeyen, yiiksek gerilim giiciine sahip bir protein ve bag

dokusu ile tendonlarda fibroblastlar, diste odontoblastlar kollajen sentezleyen
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Ozellesmis hiicreler olarak bilinmektedir. Viicutta bag dokunun ana bileseni olan

kollajen, toplam viicut proteinlerinin yaklagik 1/3’tinii olugturmaktadir.

Lifimsi, alfa - heliks yapisi, kollajene yiiksek gerilme ve direng saglar.
Kollajen molekiillerinin gerilme ve sikismaya karsi direngli olmalari, bu grup
proteinlerin biyolojik fonksiyonlar1 agisindan olduk¢a onemlidir. 1 milimetre

capindaki kollajen, 10 kilogram yiikii tasiyabilecek direngtedir [3].

Kitin & Kitosan: Kitin; uzun ve dogrusal yapiya sahip bir polisakkarittir.

Yapisi, selilloza ¢ok benzemektedir. Kitin, genel olarak yengeg, karides, midye gibi
baz1 deniz kabuklularinin, istiridye kabugu, miirekkep balig1 iskeleti gibi bazi1 deniz
yumusakealarinin ve sinek, ¢ekirge, oriimeek gibi bazi boceklerin kabuklarinda yer
almaktadir. Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir
poliaminosakkarit ve dogal olarak meydana gelebilen birka¢ katyonik
polielektrolitten biridir. Kitosan iiretiminde hammadde olarak kitin kullanilmaktadir

ve Japonya ve ABD'de ticari olarak iiretilmektedir [10].

Ipek: farkli kaynaklardan (ipek bdcegi, driimcek) elde edilebilen bir dogal
polimer oldugu i¢in kaynagina gore, amino grup asit dizilimleri ve baz1 6zellikleri
degisim gostermektedir. Bu nedenle, yapisal bir protein olan ipek biyouyumlu,
biyobozunur, yiiksek mekanik dayanima sahip, kolaylikla islenebilir bir grup
malzemeyi temsil etmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ipek, ilag salim sistemi ve

doku iskelesi olarak doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilen bir polimerdir
[9].
2.2.2. Sentetik Polimerler

2.2.2.1. Biyobozunur sentetik polimerler

Sentetik polimerler 6zellikle ortopedik cerrahide fiksasyon ve dikis
materyali formlarinda giivenle ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Kikirdak doku
miihendisliginde de hiicrelerin yerlestirildigi ii¢ boyutlu iskeleti olusturmak i¢in ¢ok
degisik sentetik polimer sec¢enekleri lizerinde durulmustur. Sentetik ve biyobozunur

polimerler asagidaki siniflandirilabilirler [10];

v Poli (alkilsiyanoakrilatlar) - (PACA)
v" Poli (a-hidroksi asitler)
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poli (laktik asit) - PLA

poli (glikolik asit) - PGA

poli (laktik —ko-glikolik asit) - PLGA
Poli (ortoesterler)

Poli (amino asitler)

Poli (kaprolakton)

DN N N N N R

Poli (liretan)

Poli a-hidroksi asitler (poliglikolik asit, polilaktik asit) poli-laktik-ko-
glikolit (PLGA) kopolimeri, ortopedik cerrahide olduk¢a yaygin klinik uygulamalari
olan polimerlerdir. Biyobozunur 6zellikteki bu polimerlerin bozunma {irtinleri
viicuttan kolayca uzaklastirilabilir 6zelliktedir. Bu grup polimerler kiitlesel bozunma
ozelligindedir. Bu durumda ortama aniden biiyiik miktarda yikim {iriinii salinabilir.
Polimerin molekiil agirligina gére bozunma siiresi degisir. Ortaya ¢ikan yikim
tiriinleri asidiktir. Eger cevre doku iyi kanlanamiyorsa ve metabolik aktivitesi
diisiikse biriken artiklar inflamatuar reaksiyona neden olabilmektedir. Yikim iiriini
olarak karsilastirildiginda, polilaktik asitin (PLA) iiriinii olan laktik asit, poliglikolik
asitin (PGA) {irlinii olan glikolik aside gore daha biyouyumludur [9].

Doku miihendisliginde kullanilan bir baska poli-a-hidroksi asit, e-
kaprolaktondur. Tendon ve kemik kayiplarinda iimit verici sonuglar elde edilen bu

polimerin biyouyumlulugu dikkat ¢ekicidir [10,17].
2.2.2.2. Biyobozunur olmayan sentetik polimerler

Polietilen (PE): Tibbi uygulamalarda yiiksek yogunluklu formda kullanilir.

Cinkii distik molekiil agirlikli PE sterilizasyon sicaklifina dayanamaz. PE, tiip
formundaki uygulamalarda ve kateterlerde, ¢ok yiiksek molekiil agirlikli olaniysa

yapay kalga protezlerinde kullanilir. Malzemenin sertligi iyidir ve ucuzdur [10].

Polipropilen (PP): PE’e benzer, ancak daha sert bir polimerdir. Kimyasal

direnci yiiksek ve g¢ekme dayanimi iyidir. PE ‘nin yer aldigi uygulamalarda

kullanilabilir [10].

Politetrafloroetilen (PTFE): Teflon ticari adiyla bilinir. PE benzeri yapida

olup, PE’deki hidrojenlerin, flor atomlariyla yer degistirmesi sonucu sentezlenir.
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Hem 1s1sal, hem de kimyasal agidan ¢ok kararli ancak, islenmesi zor bir polimer. Cok
hidrofobik ve milkemmel kayganliga sahip olma 06zelligi tagimaktadir. Gore-Tex

olarak bilinen hidrofobik formu, damar protezlerinde kullanilmaktadir [10].

Polidimetilsiloksan (PDMS): Yaygin olarak kullanilan bir diger polimer

olmakla birlikte, karbon ana zinciri yerine silisyum oksijen ana zincirine sahiptir.
Ozelligiyse, diger kaucuklara nazaran sicakliga daha az bagimli olmasidir. PDMS,
drenaj borularinda ve kateterlerde, bazi damar protezlerinde ve yliksek oksijen
gecirgenligi nedeniyle membran oksijenatorlerde (solunum cihazlar1) kullanilir.
Miikemmel esneklik ve kararliligindan dolay1 ise parmak eklemleri, kan damarlari,
kalp kapakgiklari, gogiis implantlari, dig kulak, ¢cene ve burun implantlar1 gibi ¢cok
sayida protezde kullanilmaktadir [10].

Polivinilkloriir (PVC): Tibbi uygulamalarda tiip formunda kullanilir. Bu
uygulamalar, kan nakli, diyaliz (kanin makineyle siizilmesi) ve beslenme amagh
olabilir. PVC, sert ve kirillgan bir malzeme olmasina karsin, plastiklestirici ilavesiyle
yumusak ve esnek hale getirilebilir. PVC, uzun doénem uygulamalarda,
plastiklestiricinin  yapidan sizmasi nedeniyle problemlere yol agmaktadir.
Plastiklestiriciler diisiik zehirlilige sahiptir. Yapidan sizmalariysa, PVC’nin

esnekligini azaltir [10].
2.3. POLIVINIL ALKOL

Polivinil Alkol (PVA), hidrofilik, biyobozunur ve biyouyumlu genis bir
biyomedikal alanda kullanilan sentetik bir polimerdir. Son zamanlarda PVA
hidrojeller 6zellikle doku miihendisligi alaninda onarim ve yenileme i¢in oldukga ilgi
¢ekici bir malzeme olarak goriilmektedir. PVA’ nin kullanildigi alanlar arasinda kalp

kapakgiklari, kornea implantlar1 ve kikirdak doku implantlar1 bulunmaktadir [21, 22].

PVA’nmm hidrojel haline dontstiiriilmesi, diger bir¢ok hidrojele goére kan
hiicreleri ve proteinlerle daha az etkilesime girmesi, biyouyumlu olmasi, diisiik
ylizey gerilimi, esnek ve yumusak olmasi, pozitif 6zellikleridir. Bu 6zelliklere ek
olarak yiiksek su icerigi, canli dokuyla uyum saglayabilmesi sebebiyle de medikal

alanda genis kullanim alani1 bulmaktadir [23].

PVA, hidroksil gruplariyla birlikte basit bir kimyasal yapiya sahiptir. PVA,

vinil asetatin, polivinil asetata (PVAc) polimerlesmesi ve sonra da PVAc’nin
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hidrolizi sonucunda iretilir. PVA’nin kimyasal yapist Sekil 2.4.’de verilmistir [24,

25].

— CHz—c‘:H%n

OH

Sekil 2.4. PVA’nin agik formiilii

PVA, hafif kokulu, beyaz, graniiler haldedir. Suda ¢ok az ¢06ziinebilir.
Ozgiil agirhg ise 1,19 - 1,31 gr/dm® arasindadir. Sulu ¢ozeltisi nétral veya hafif
asidik karakterdedir. Erime noktas1 200 °C (392 °F) dir. Ticari PVA yiiksek hidroliz
derecesiyle (%98,5 in {izerinde) elde edilebilmektedir. Hidroliz derecesi ve

polimerlesme PVA’nin ¢6ziiniirliigii izerinde etkilidir.

Hidrofilik polimer malzemeler sulu c¢ozeltide siserler, eger c¢ok
hidrofiliklerse mekanik direnclerini kaybederler. Bu nedenle hidrofilik ve hidrofobik
ozelligi dengede tutmak gerekir. Bu amagla mazemelerin bu 6zellikleri uygun bir
capraz baglamayla kontrol edilmelidir. Hidroksil, amin, karboksilat, siilfonat ve
dortli amonyum gruplari gibi c¢esitli organik gruplar bu amagla kullanilabilir.
Literatiirde PVA’nin ¢apraz baglanmasi i¢in siilfostiksinik asit (SSA), gluteraldehit
(GA), borik asit, maleik asit (MA), fosfotungustik asit (PWA) kullanilan ¢alismalar
mevcuttur. Siilfonlanmis polimerlerin membran olarak kullanilmasi, siilfonasyon

derecesinin kontroliiniin kolay olmasindan dolay1, en ¢ok arastirilan yontemdir [26,

27].

Capraz baglama iki veya daha fazla molekiiliin kovalent bag ile kimyasal

olarak birbirine katilmasi prosesidir.
2.4. JELATIN

Jelatin kollajenin kismi hidrolizi, ile elde edilen bir proteindir. Deri, kemik,
hayvan viicudunun beyaz bag dokusunda bulunan bas proteindir [28]. Hidroliz
prosesi tersinir degildir. Yani jelatin kollajen fibriler yapidan yoksundur, ama yine de
hiicre baglanma dizilerini igerir ve bir proteinin Ozelliklerini sergilemektedir.
Ekstraksiyon ve saklama kolaylig1 ve diisiik maliyeti, jelatini biyomedikal alaninda

yaygin olarak kullanilan bir biyomakromolekiil yapar [18].
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Tip A jelatin kollajen hammaddesinden asit islemi ile iiretilen bir {iriin iken;
B tipi jelatin, alkalin veya kireg islemi ile tiretilir Hayvan malzemesinden elde edilen
tutkal kullanim1 Misir’da M.O 4000 yillarina dayanir. 17. yiizyilin sonlarma dogru

ise ticari jelatin tiretimi baglamistir [28].

Polimer karisimlarinin hazirlanmasinda jelatinin sec¢ilmesinin birgok nedeni
bulunmaktadir. lk olarak, jelatin, toksik olmayan, tahris edici olmayan bir protein
bag dokusudur. Buna ek olarak biyolojik parcalanabilirligi ile biyoyumlulugu diger
pozitif yonleridir. Bu nedenle de, yaygin olarak gida, farmakoloji ve kozmetik
uygulamalarda kullanilmaktadir [29]. Doku uygulamalarinda ise hiicre yapigmasini
saglamasi nedeniyle tercih edilen dogal bir polimerdir [18]. Sekil 2.5’de jelatinin
acik formilii belirtilmistir [28].

o © o =
L_z_o._ﬂ-:_o.-!—u_?._ﬂ._.\
I i~ T - o
v.«.ﬁ-—ac-—c—ﬁ——m—c—a'\/ ‘})‘ lo‘: r:—ot—" Q
O " o <I.=o .
| | o
I : :
e '
-,

Sekil 2.5. Jelatinin agik formiilii [28]

25. CESITLI YONTEMLERLE URETILEN PVA TEMELLI DOKU
[SKELELERIVE DOKU MUHENDISLIGINDEKI UYGULAMALARI

Liu ve ark, gozenekli, yuvarlak, transparan ve g¢ekirdekli yapay kornea
olarak tasarlanan, grafit/PVA hidrojelleri, dondurma/¢ozdiirme prosesi (Freeze/
Thaw, FT olarak belirtilmektedir) ve pargacik parcalama teknigi ile hazirlamislardir.
Uretilen biyomalzemenin karakteristik yapisin1 gdsteren, sisme orani, mekanik
dayanimi, gozeneklilik morfolojisini inceleyerek, grafit ile PVA arasindaki iliskiyi
gostermislerdir. Dokunun grafit/PVA ve saf PVA’dan iiretilen hidrojele olan tepkisi,
farenin dorsal kaslarinda c¢alisilmistir. Sonuglar neticesinde, bu iki bazin
kombinasyonundan faydalanarak, bilesik igerisinde PVA ile grafit arasinda kimyasal
etkilesim oldugu goriilmistiir. Fakat PVA hidrojelinin iginde grafit bulunmasi,
tiretilen malzemenin mekanik 6zelligini ve su igerigini diislirmiistlir. Buna ek olarak,
gozenekli grafit/PVA hidrojel kompoziti, birbirleri arasinda iletisimi olan yiliksek

gozenekli ve yeterince mekanik giice sahip olmustur. 1. haftadan, 12. haftaya kadar
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olan histolojik analize gore, grafit/PVA hidrojelleri 1. Haftaya gore daha az siddetli
reaksiyonlar gostermislerdir. Ayrica sadece PVA kullanilarak {iretilmis hidrojel ile
karsilastirildiginda, grafit/PVA hidrojel bilesiginin, hiicrelerin daha kaliteli gociinii
ve filtrelenmesini sagladigl ve daha ¢ok damarlagsma ve doku kiigiilmesini sagladigi
gozlemlenmistir. Bu karakteristik 6zellikler, uzun vadede yapay kornea’nin
biyofiksasyonunda faydali olur. Bu sonuclar 1s1ginda gozenekli grafit/PVA
hidrojelinin, yapay kornea etegi olarak kullanilabilme potansiyeli ortaya koyulmustur
[30].

Holloway ve ark., yaptiklari bir calismada, PVA hidrojeller igine ultra
yiiksek molekiil agirlikli polietilen (UHMWPE) ve polipropilen (PP) fiber katip
giiclendirmis ve bu malzemeyi meniskiis hasarlarinin iyilestirmesinde kullanmay1
planlamiglardir. Meniskiis en ¢ok hasar alan bolgelerden biridir. Fiberle
giiclendirilmis PVA hidrojellerinin, meniskiis’teki essiz izotropik olmayan modiiler
dagilimmi kopyalayabildigi gorilmistiir. Fiber’le giiclendirme, 29 vol.%
UHMWPE’de, biyomalzemenin modiiler gerginligini 0.23 + 0.02 MPa’dan 258.1 +
40.1 MPa’a, baska hicbir ekleme olmadan basariyla arttirmistir [31].

Bichara ve ark., PVA ile iretilen biyomalzemeler kullanarak kikirdak
yapisint elde etmislerdir. Bu calismada PVA — aljinat hibrid sistemi basarili bir
sekilde canli viicuduna implante edilmistir. Ayrica insan hiicreleri eklenen yapilar
izlenmis ve yapinin hiicre artigina uygun oldugu goriilmistiir [32].

Sinha ve ark., dondurma/¢ézdiirme teknigini (kriyojel) kullanarak ti¢ boyutlu
yapida doku iskeleleri tiretmislerdir. Bu doku iskelesinin iiretim amaci, mekanik ve
biyouyumlu kikirdak yapisini taklit etmektir. Elde edilen ti¢ boyutlu doku iskelesi
PVA ve hidroksiapatit yapisindan olusmustur. Partikiil ¢apt 100 nm’den kiiciiktiir.
Yapilan ¢calismada PVA ve hidroksiapatit kombinasyonun mekanik olarak dayanikli
oldugu ve olusturulan doku iskelesinin gbzenek boyutunun uygun oldugu
belirtilmistir [33].

Vrana., PVA/biyomolekiill komposit kriyojellerini, dondurma/¢ézdiirme
teknigini takiben, farkli molekiiler yapidaki banyo islemine tabi tutmustur. Urettigi
tirtinlere, cesitli karakterizasyon testlerini uygulamistir. Nisasta, kitosan, jelatin ve
PVA kompozitlerinin damar doku miihendisligi i¢in uygunlugu konusunda

aragtirmalar yapmistir. Dondurma/¢6zdiirme sayisinin hiicre yapigsmasi iizerine etkisi,
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degredasyon oOzellikleri incelendiginde PVA/jelatin yapisinin, diger kompozit
malzemelerle karsilastirildiginda, daha sonraki caligmalar i¢in daha uygun oldugu
belirtilmistir [18].

Jiang ve ark., PVA polimerini yiiksek sicaklikta ¢ozerek ve daha sonra
dondurma/gozdiirme teknigini kullanarak kalp kapakgigi tretmislerdir. Bu yeni
caligmada, stent ve dikis halkayir kapsayan tek parga, (trikiispit kapak, hidrojel)
tamamen yapilmis, polivinil alkol kriyojel (PVA-C), gelistirilmis ve gosterilmistir
[34].

Chu ve ark., MR goriintiilemede kullanilabilen bir antropomorfik, elastik
damar phantom bir malzeme tiretmek tizere, (PVA) kriyojel tizerinde ¢alismislardir.
PVA suda ¢oziilerek hazirlanmistir ve dondurma/¢ézdiirme sayisinin goriintiileme ve
elastikiyet tizerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica gerilme direnci, boyutsal
degisiklikler dondurma/¢6zdiirme sayisinin fonksiyonu olarak incelenmistir [35].

Gonzalez ve ark., PVA ile farkli malzemeleri birlikte kullanarak, cesitli
biyomalzemeler tretmislerdir. Kikirdak kullanimi igin, hidroksiapatit eklenerek
mekanik ve sabitleme 6zellikleri gelistirilmis ve malzemenin dogal kikirdak yapisina
yaklasmasi hedeflenmistir. Yara iyilestirici {irlin i¢in ise, hidrojellere bentonit (kil)
takviyesi yapilarak boyutsal kararlilik ve antimikrobiyel aktiviteler arttirilmistir. Bu
tiriinlerle birlikte, jelin ilag salinimi karakterizasyonu ayni calismada incelenmistir
[36].

Bajpai ve ark., PVA ve jelatin polimerlerini farkli kompozisyonlarda
dondurma/¢ozdiirme teknigi ile hazirlamislardir. Hazirlanan ve kriyojel olarak
adlandirilan bu friinlerin sisme kapasiteleri farkli faktorlere gore incelenmistir.
Sicaklik, pH, kimyasal yapi gibi etkenlerin su emme kapasitesini nasil etkiledigi
incelenmistir. In vitro yapilan ¢alismalarda, PVA ve jelatin konsantrasyonu arttik¢a
biyouyumluluk artarken, dondurma/¢ézdiirme sayisinin biyouyumlulugu olumsuz
yonde etkiledigi belirtilmistir [29].

Vrana ve ark., farkli bir calismada yapay damar iiretimi icin PVA/jelatin
kriyojellerini kullanmiglardir. Damar {izerinde hiicre yapismasi, proliferasyon hizi
gibi 6zelliklerin gelistirilmesi i¢in ¢aligsmalar yapilmistir. Ayrica, bu ¢alismada ani ve
kesintili kayma gerilmesi kosullar1 ve tirbiilansli bir orbital akis PVA/jelatin

kriyojeller tizerindeki endotelizasyonunu incelemek i¢in kullanilmigtir [19].
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Poursamar ve ark., kemik doku miihendisliginde kullanilmasi amaciyla
PVA c¢ozeltisinin igerisinde hidroksiapatit sentezlemislerdir. Dondurma/cézdiirme
teknigi ile iretilen {i¢ boyutlu biyomalzemelerde, in vitro olarak osteoblast
hiicrelerinin gozenekli iskeleye niifuz etmeleri ve iiremeleri gozlemlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, nanokompozit iskelelerin; biyoaktif, potansiyel kemik doku
miihendisligi implantlar1 olabilecegi belirtilmistir [37].

Choi ve ark., farkli konsantrasyonlarda PVA/jelatin iskelelerini bir dizi
seklinde hazirlamig ve polimer konsantrasyonun doku iskelesinin mimarisine etkisini
incelemiglerdir. Deri dokusu i¢in hazirlanan potansiyel doku iskeleleri, c¢esitli
karakterizasyon testlerine tabi tutulmustur. Bu ¢alismada dondurarak kurutma
teknigi kullanilmistir ve sodyum dodesil siilfat (SDS) gozeneklendirici ajan olarak
prosese katilmistir. Ayrica dondurarak kurutma isleminden sonra, gluteraldehit ile
capraz baglanarak stabiliteleri arttirilmistir [38].

Jiang ve ark., arastirmalarinda, seffaf PVA hidrojelini bir tir yumusak
doku deformasyonunu taklit etmek i¢in incelemistir. Domuz karacigeri SEM
goriintlileride incelenerek ayni yapi taklit edilmeye calisilmistir. Bu calismada
dimetyle siilfokside ¢oziicii olarak kullanilmis ve dondurma/¢ézdiirme teknigi ile
transparan bir yapi elde edilmistir. Seffaf, hidrojel olarak tanimlanan bu fantom
malzemeler, igne ile miidahalede hassasiyet gostermistir. Ayrica 6n islem planlama
caligmalarinda, 6zellikle doku deformasyon taklit ve video kamera goriintiilerini
analiz durumlarinda, uygun yumusak doku adayi olarak belirtilmistir [15].

Wang ve ark., bu ¢alismada, PVA polimerini kullanarak, PAF denilen basit
bir yontem ile (PVA assited foam, PAF yontemi), kopiik destekli, ti¢ boyutlu
,gozenekli bir yap1 olusturmustur. Gozenek olusumu i¢in herhangi bir karmasik
kimyasal siirece veya ek isleme gerek kalmadan gozenekli yapr elde edilebilmistir.
Hidroksiapatit eklenerek iiretilen bu malzemelerin, mekanik direngleri ve gozenek
boyutlar1 incelenmistir. Elde edilen bu biyomalzemelerin, kemik doku
miihendisliginde kullanilabilecek potansiyel birer malzeme oldugunu goéstermislerdir
[39].

Ino ve ark., PVA polimerini sodyum trimetafosfat ile ¢apraz baglayarak
hidrojel elde etmislerdir. Sadece PVA kullanilarak olusturulan {iriinlerde hiicre

yapisma problemi olmast nedeniyle, farklt malzemelerle kompozit olusturma
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denemeleri daha oOnce farkli ¢alismalarda Orneklenmistir. Ancak bu c¢alismada
kompozitlerin PVA’nin yapisint etkilemesi nedeniyle, yiizey modifikasyonu
yapilarak hiicre yapigsmasi saglanmaya c¢alisilmistir. Bu g¢alismada, H,/N, plazma
beslemesinin, hiicre yapismasini ve iiremesini olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir
[40].

Ma ve ark, yapay kikirdak dokusu i¢cin PVA/PVP (poli (vinil pirolidon)
polimerlerini farkli oranda karistirarak ve dondurma/cézdiirme teknigini kullanarak
dayanikli yapilar iiretmeyi amacglamiglardir. PVP oraninin ve dondurma/¢ozdiirme
sayisinin malzemenin mekanik ve tribolojik 6zelliklerini etkiledigi gézlemlenmistir
[41].

Jain ve ark, PVA/Jelatin membranlar1 hazirlayarak, gbzde olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde, bu malzemenin antibiyotik salinimini incelemislerdir.
Ciprofloxacin yiiklenmis PVA/jelatin membranlari tavsanlar lizerinde denenmis ve
bu malzeminin sonuglarinin, g6z damlalar ile karsilastirildiginda daha az siklikta
uygulanmasini gerektiren, etkili ve gelecek vaat eden okiiler bir ilag verme sistemi
olabilecegi belirtilmistir. Siprofloksasin yliklenmis PVA/jelatin membranlarinin,
kornea ilseri konjunktivit, Kkeratit, bakteriyel tedavisi i¢in uygulanabilecegi
belirtilmistir [42].

Mansur ve ark., yaptiklar1 c¢alismada, farkli hidroliz derecesine sahip (PVA)
polimerlerini, glutaraldehid kullanarak, kimyasal ¢apraz baglama ile hazirlamiglardur.
Olusan hidrojellerin nanoyapilari, Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Sinkrotron
kiigilik ag1l1 X-151n1 sagilmasi karakterizasyonu (SAXS) ile analiz edilmistir.

Sisme orani, O6nemli Olglide kimyasal olarak PVA’nin c¢apraz baglanmasi ile
disiiriilmistiir. PVA ile iiretilmis hidrojelin, ila¢ salinim sisteminde kullanilmasi
icin, pH'a duyarl potansiyel bir aday olabilecegi belirtilmistir [43].

Nie ve ark.,, bu c¢alismada, dondurarak kurutma yontemi ile, gelismis,
gozenekli, iki fazli kalsiyum fosfat (BCP)/(PVA) iskelelerini iiretmislerdir. Uretilen
doku iskelelerinin, in vitro bozunma ve biyouyumluluklar1 incelenmistir. Bozunma
analizi SBF (solution body fluid) kullanilarak farkli pH degerlerinde (yaklasik 7,18-
7,36) hazirlanmistir ve degisimin ¢ok diisiik oldugu goézlemlenmistir. Ancak

bozunmanin PVA orani arttikga azaldigi belirtilmistir. MTT deneyi sonuglart ise
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gbzenekli (BCP)/polivinil alkol (PVA) iskelelerinin hiicre biiyiimesi ve iiremesinde
olumsuz bir etki yaratmadigini1 gostermistir [44].

Martinez ve ark., bu ¢alismada dondurma/¢ézdiirme teknigi ile kriyojeller
tretmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada PV A/pektin polimer kompozitlerini kullanarak
ilag salinimini incelemislerdir. Deri iizerindeki yara ve yaniklar i¢in hazirlanan
biyomalzemenin antibiyotik salimiminin, farkli pektin konsantrasyonu ve pektinin
hidroliz derecesi ile degistigini gostermislerdir [45].

Moscato ve ark., PVA/Jelatin kompozitlerini gluteraldehid ile c¢apraz
baglayarak olusturmuslardir. Sodyum dodesil siilfatin (SDS) gézeneklendirici olarak
kullanildig1 bu ¢alismada gozenekli, ii¢ boyutlu yapilar elde edilmistir. Hazirlanan bu
iskelede hiicre yapismasi ve malzemenin morfolojisi degerlendirilmistir. Ayrica
hiicre canlihigi ve metabolik etkinlik, hiicre dis1 matriks tretimi, MTT deneyi,
sitokimya ve immunositokimya ile analiz edilmistir. Fibroblastlarin PV A/jelatin ile
olumlu etkilesim gosterdigi belirtilmistir [46].

Fray ve ark., PVA polimerini  ¢esitli  karboksilikasitlerle
dondurma/¢6zdiirme teknigini kullanarak ¢apraz baglamislardir. Yapilan calismada
farkli karboksilik asitlerin, dondurma ¢6zdiirme sayisinin ve karboksil oranlarinin,
mekanizma iizerindeki etkileri incelenmistir. Siiksinik ve glukonik asit, farkli
oranlarda kullanilmis ve optimum kikirdak yapisina yakin malzemeye ulagilmaya
calistlmistir. Uriinler katkisiz olarak aym sekilde iiretilen PVA kriyojeller ile
karsilagtirilmistir. Glukonik asit ile ¢apraz baglanan jellerin, daha saglam yapilar
olmast ile birlikte, birbirine bagli homojen yapili gozenek olusturdugu
gozlemlenmistir [47].

2.6. DOKU ISKELESI URETIM TEKNIKLERI

Doku miihendisliginde hedeflenen doku veya organa gore, farkli iiretim
teknikleri kullanilarak biyomalzemeler olusturulabilir. Geleneksel yontemler
arasinda ¢oziicii dokiimii - parcacik uzaklastirma, gaz kopiiklendirme, fiber baglama,
faz ayrimi, emiilsiyon dondurarak kurutma, dondurarak kurutma sayilabilirken;
bilgisayar destekli yontemler, serbest kati hal (Solif Free Form, SFF) yontemleri ad1

altinda incelenmektedir.
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o Coziicti dokiimii — parcactk uzaklastirma (Solvent - casting particulate

leaching)

Bu yontemde polimer uygun ¢oziicii icinde c¢ozdiriildikten sonra bu

cozeltinin i¢ine gozeneklendirmek amaciyla sodyum kloriir, seker ve parafin gibi
malzemeler eklenerek biyomalzeme elde edilir. Ilave edilen porojen adi verilen,
gozeneklendirici malzemelerin boyutlar1 kontrol edilebildiginden, bu yontemde
gbzenek boyutu kontrol edilebilir. Daha sonra bu malzeme yiizeye dokiiliir ve ¢oziicii
uzaklastirilir, bir sonraki adimda ise secilen porojen maddenin ¢oziinecegi herhangi
bir ¢oziicli eklenir ve porojen madde ortamdan uzaklastirilir. Porojen maddenin
uzaklasti1 alanlar gdzenek olarak kalir. Ornek verilecek olursa; porojen maddenin

NaCl oldugu durumda su, ¢oziicli madde olarak kullanilabilir [9,48].

o  Gaz kopiiklendirme (Gas foaming)

Bu yontemde polimer ¢ozeltisi yiiksek basingta, karbondioksite (CO,) maruz
birakilir. Daha sonra CO,; gazinin ¢Oziiniirliigli basincin atmosferik seviyeye
getirilmesi ile azaltilmistir. Boyutlar1 100 - 500 um arasinda degisen gdzenek ¢aplari

ile gaz kabarciklari; hiicrelerin gegisini saglayabilecek alanlar olusturur [2].

o Fiber baglama (Fiber Bonding)

Bu yontem, biyopargalanir bir polimer olan poli laktik-ko-glikolik asit (PGA)
ve PLLA polimerlerinin Oriilmemis ag dokularmin doku miihendisliginde
kullanilmast amaciyla gelistirilmistir. Bu dokunmamuis iskelelerinin yapisal kararlilik
eksikligi sonucunda, hiicrelerin kasilma giicleri nedeniyle bu polimer yapilar1 dnemli

derecede deformasyona ugramustir [2]. Fiber baglama iki sekilde yapilmaktadir:

Oncelikle PGA’ten olusan ve &riilmemis olan ag dokusu bir kaliba dokiiliir.
Bundan sonra, PLLA, PGA’i ¢6zemeyen bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiniir ve bu polimer
cozeltisi PGA oriilmemis ag dokusu iizerine dokiiliir. Kurutma islemiyle ¢oziicii
uzaklastirilir ve bu durumda geriye icinde PGA ag dokusunun bulundugu PLLA-
PGA kompoziti kalir. Bu yapt PGA’i erime sicakliginin dstiine kadar isitilir ve
bdylece birbirine temas etmekte bulunan PGA iplikgikleri eriyerek birbirine baglanir.

PLLA ayni ¢oziicti kullanilarak uzaklastirilir. PLLA nin ¢6ziicii kullanimi sonrasinda
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uzaklastirilmasindan sonra, PGA’ten olusan, ags1 formda, yapisal biitliinligi

korunabilen doku iskelesinin tiretimi gergeklestirilmis olur [2,9].

Ikinci durumda ise PLLA polimerinden i¢i bos tiipsel formda doku iskeleleri
uretilir.  PGA’ten olusan Oriilmemis ag dokusu teflon silindire sarildiktan sonra
donmekte olan silindire PLLA ¢dzeltisi spreylenir. Daha sonra kurutma islemi
gerceklestirilir. Bu yontem ile PGA iplikgikleri PLLA ile birbirine baglanir ve
boylece iizerinde ince PLLA katmani bulunan i¢i bos tiipsel formda PLLA-PGA

kompozit doku iskeleleri tiretilebilir [9].

o [Faz ayrimi (Phase Seperation)

Bu yontemde bir biyobozunabilir sentetik polimer erimis fenol ya da naftalin
icinde eritilir ve alkalin fosfataz gibi biyolojik agidan aktif molekiiller, ¢ozeltiye
eklenebilir. Daha sonra sicaklik, bir sivi - sivi faz ayirma iiretmek i¢in indirilir ve iki
fazl bir katt madde olusturmak i¢in sondiiriiliir. Coziicii yapis1 biyolojik olarak aktif
molekiiller ile gozenekli bir iskele vermek iizere, siiblimlestirme yolu ile

uzaklagtirilir [2].

Stv1 - s1iv1 faz ayirnminda polimer, diisiik donma noktasi sicakligina sahip ve
kolay siiblimlesebilen bir ¢oziicli i¢inde ¢oziindiiriiliir ve sonrasinda bu c¢ozelti
¢oziiciiniin donma noktasinin altina sogutulur. Donan ¢6ziici yapidan vakumlu

kurutma ile siiblimlestirilerek porlu doku iskelesi tiretilmis olur.

Kat1 - sivi faz ayiriminda ise polimer uygun coziicliide ¢oziindiirtildiikten
sonra sistem sogutulur ve ¢oziicii kristalleri olusur. Coziicli kristalleri yapidan

vakumlu kurutma yontemi ile uzaklastirildiktan sonra porlu iskeleleri iiretilmis olur
[9].

o  Emiilsivon dondurarak kurutma (Emulsion freeze-drying)

Bu proses poliglikolik asit (PGA) metilenklorid ¢6zeltisine saf su eklenmesi
ile baglatilir. Karigmayan tabakalar su-i¢inde-yag emiilsiyonu olusturmak igin
homojenize edilir, daha sonra sivi azot i¢inde sogutulur ve gozenekli bir yapi

tiretmek i¢in dondurularak kurutulur [2].
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e Dondurarak kurutma (Freeze - drying)

Bu yontem ii¢ boyutlu gézenekli doku iskelesi liretimi i¢in uygulanmaktadir.
Gozenekli iskele iiretimi i¢in uygulanan bu yontemde, polimer ¢ozeltileri uygun
sartlar altinda dondurulmakta, sonrasinda dondurarak kurutma cihazina
yerlestirilmektedir. Donmus Triinler, diisiik sicaklikta uzun siire vakumlu ortamda
birakilarak ¢oziiciiniin siiblimlesmesi saglanmaktadir. Coziiciliniin siiblimleserek
ortamdan uzaklastirilmasi sonucunda makro ve mikro goézenekli yapilar
olusturulabilmektedir. Bu yontemde gézenek boyutu dondurarak kurutma hizina
bagli olarak degisebilir. Hizli dondurma sonucunda kiiciik gozenekli yapilar
olusturulur [2,9].

e Membran laminasyonu (Membrane lamination)

Membran laminasyonu, ¢oziicii — dokiimii parcacik uzaklastirma
yontemindeki, {i¢ boyutlu doku iskelelerinin {iretilememesi probleminin iistesinden
gelinebilmesi igin gelistirilmistir. Bu iiretim yonteminde, ¢6ziicii - dokiimii/pargacik-
uzaklastirma ile lretilmis olan polimerik membranlar, polimer i¢in uygun olan
bir c¢oziiciinlin membranlarin arasina siiriilmesiyle {ist liste dizilmekte, boylece 3
boyutlu gdzenekli doku iskeleleri elde edilmektedir. Ust iiste dizilen dizilen
membranlarda gozeneklerin ayni olmasi gerekmektedir ve kullanilan polimerik
yapistiricilarin toksik olmamasi gerekmektedir.  Yapisma prosesi, gozeneklerin
birbirine baglanmasi ve homojen olmasi bu uygulamanin kilit noktalaridir [9].

e Eriyik kaliplama (Porogen leaching - melt moulding)

Uc boyutlu doku iskelelerinin iiretilememesi probleminin asilmasi icin
gelistirilen bir diger yontem 1ise eriyik kaliplama yontemidir. Coziicii-
dokiimii/parcacik - uzaklastirma yontemindeki iki boyutlu yapi bu proses ile
gelistirilmeye ¢aligilmistir. Polimer ve porojenin kati halde (¢6ziicli kullanilmadan),
karistirtlmasinin  ardindan, bu karigim istenilen geometriye sahip kaliba
dokiilmektedir. Kaliba 1s1l islem uygulanarak polimer eriyik hale getirilmektedir ve
devaminda doku iskelesi porojenin i¢inde ¢Oziinecegi ¢oziicl ile etkilestirilerek
porojen yapidan uzaklastirilmaktadir. Bu sekilde istenilen geometriye sahip, iic

boyutlu iskeleler olusturulabilmektedir [9].
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2.7. POLIMERIK JELLER

Viicudumuz sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan,
dokular ise hiicreler ve hiicre dis1 matristen (ECM) olusmaktadir. Hiicrelerin bir
araya toplanmasi ve doku yenilenmesinin ger¢eklesmesinde ECM’nin 6nemi pek ¢ok
arastirmaci tarafindan vurgulanmistir. Hiicre dig1 matris, hiicreler i¢in ii¢ boyutlu bir
mikro ¢evre olusturur. Hiicrelere fiziksel bir destek saglamasinin yani sira hiicre -
hiicre etkilesimlerini organize eder ve hiicrelerin yapismasi, gocli, ¢ogalmasi,

farklilasmasi ve matris birikimi igin gesitli biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilari
yapar [3].

Bu amag i¢in kullanilan biyomalzemeler jel yapisinda olusturulabilmektedir.
Oda sicakliginda polimerin jellestirilmesi islemi hidrojel, sogutarak igindeki

¢ozeltinin donma islemiyle elde edilen jellesmeye ise kriyojel denmektedir. Hidrojel

ve kriyojel yapilar1 daha yakindan asagidaki basliklar altinda incelenmistir.
2.7.1. Hidrojeller

Hidrojeller yiiksek oranda su absorblama kapasitesine sahip, icerdikleri
polimer zincirlerinin kimyasal ya da fiziksel ¢apraz baglanmalari sayesinde suda
¢cozlinmeden kalabilen polimerik ags1 yapilardir. Poli(laktik asit) (PLA), poli (laktid-
ko-glikolid) (PLGA) gibi diisiik su absorblama kapasitesine sahip (agirlik¢a %5 - 10)
hidrofobik ags1 polimerden farkli olarak hidrofilik hidrojeller biyomedikal

uygulamalarda avantaj saglayacak 6zgiin fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir [10].

Genellikle jel olusumu cevre kosullarinda gergeklesir ve organik ¢oziiciilere
cok ender olarak gerek duyulmaktadir. Hidrojeller dogal ve sentetik polimerlerden
hazirlanabilirler. Tibbi uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan hidrojel, capraz-
bagl poli (hidroksi etil metakrilat) PHEMA polimeridir. Sahip oldugu su igerigi
nedeniyle, dogal dokulara biiylik bir benzerlik gosterir. Normal biyolojik
reaksiyonlarda inert’tir. Bozunmaya direnclidir, viicut tarafindan emilmez, 1siyla
steril edilebilir [10].

Hidrojellerin ayrica biyouyumlu ve biyobozunabilir olmalari, toksik etki
gostermemeleri gibi avantajlart da bulunmaktadir. Sentetik hidrojeller implante
edildikleri kaynaga ait icsel biyoaktif Ozellikleri barindirmasalar da modifiye

edilebilir yapilar1 sayesinde farkli bozunabilirlik ve fonksiyonellik kazandirilabilirler.
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Hidrojel tiretiminde dogal ve sentetik polimerler kullanilabilir. Cizelge 2.2.

hidrojel yapiminda kullanilan polimerleri gostermektedir [10].

Cizelge 2.2. Hidrojel iiretiminde sikca kullanilan sentetik ve dogal polimerler

Dogal Polimerler

Sentetik Polimerler

Kitosan

Aljinat

Fibrin

Kollajen

Jelatin
Hiyaluronik asit
Dekstran

Hidroksietil metakrilat (HEMA)
N-(2-hidroksipropil)metakrilat (HPMA)
N-vinil-2-pirolidon (NVP)

N-izopropil akrilamit (NIPAAm)

Vinil asetat (Vac)

Akrilik asit (AA)

Metakrilik asit (MAA)

Polietilen glikol akrilat (PEGA)
Polietilen glikol metakrilat (PEGMA)
Polietilen glikol diakrilat (PEGDA)

Polietilen glikol dimetilakrilat
(PEGDMA

Jelin ¢apraz baglanma derecesi, hidrojeli olusturan monomerlerin kimyasal

yapilar1 ve sicaklik, pH, iyonik gii¢ gibi ¢evresel uyaricilar hidrojelin bag yapisim

etkileyen 6nemli faktorlerdir [10].

Mekanik dayanim, bozunabilirlik ve salim molekiiliiniin difiizyonu gibi

hidrojellerin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinde bag yapisi1 (molekiiller arasindaki

baglarin kirilgan veya esnek olma durumudur) 6nemlidir.

Hidrojeller yaygin olarak:

- Doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicrelerle etkilestirilerek doku onarimi

saglamak amaciyla yapi iskelesi,[10]

- Sicaklik, pH ve konsantrasyona duyarl akilli hidrojel,[10]

- Kontrollii ya da siirdiiriilebilir salim sistemleri, [10]

- Biyosensor, kontakt lens uygulamalarinda kullanilmaktadir [10].
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2.7.2. Kriyojeller

Kriyojeller monomerik veya polimerik baglaticilarin kismen donmus
cOzeltilerinden hazirlanmis sliper makro gozenekli {ic boyutlu polimerik jel
matriksleridir. Kriyojel hazirlama isleminde baglaticilar uygun ¢oziicli igerisinde
¢oziilerek hizla dondurulurlar. Coziiciiniin dondurulma iglemi sirasinda ¢ogu ¢oziicii
aralarinda polimerik baslaticilar1 igeren donmamis sivi mikrofazlar bulunan buz
kristalleri olusur ve polimerlesme ve ¢apraz baglanma reaksiyonlar1 ger¢eklesirken
buz kristalleri etrafinda agsi bir yap1 olugsmaktadir. Polimerlesme tamamlandiktan
sonra ¢oziiclinlin uygun kosullarda ortamdan uzaklastirilmasiyla olusan bu iig¢

boyutlu makro gézenekli yap1 kriyojel olarak adlandirilmaktadir.

Kriyojellerin birbiriyle baglantili makro goézenekleri nano ve mikro
boyuttaki partikiillerin kiitle transferini saglamaktadir. Essiz g6zenek yapilari,
ozmotik, kimyasal ve mekanik kararliliklari, plazmidler, viriisler, hiicre organelleri
gibi biyolojik nanopartikiillerin kromatografik uygulamalar1 icin kriyojelleri ilgi

¢ekici matrisler yapmaktadir [26].
Kriyojel prosesini etkileyen faktorler asagidaki gibi siralanabilir:

Dondurma Prosesi: Kriyojellerin makro gozenekleri yiizlerce mikrometre

boyutunda olabilir. Gozenek boyutu kriyojenik rejime baglh olarak degisir.
Dondurma sicakligi ne kadar diisiik olursa, daha fazla kiiclik boyutlu c¢oziicii

kristalleri olusur ve boylece daha kii¢iik boyutlu gdzenekler olusur [24, 49].

Capraz Baglayici: Kriyojeller hazirlanirken kullanilan g¢apraz baglayici

miktar1 ne kadar fazla ise suda sisme orant o kadar azalir. Capraz baglayici

kullanilmadan jellesme dondurma /¢6zdiirme teknigiyle gergeklestirilebilir [24, 49].

Bu durumda, capraz baglayici kullanilmadig: i¢in doku iskelesinde kalan

capraz baglayici ajanlarin giderilmesi igin ek isleme gerek kalmamaktadir [24, 49].

Konsantrasyonun etkisi: Baslangigtaki reaksiyon karigiminin

konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise daha yogun ve kirilgan matriksler elde edilir,
baslangi¢ konsantrasyonu azaltildik¢a matriksler daha elastik ve siingerimsi bir yap1

gostermeye baslarlar [24, 49].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan materyal ve yontem ayrintilariyla birlikte

asagida sunulmustur.
3.1.1. Kriyojel Uretiminde Kullanilan Materyaller
3.1.1.1. PVA

PVA, hafif kokulu, beyaz, graniiler haldedir. Ortam sicakliginda suda ¢ok az
coziinebilirken, yiliksek sicakliktaki suda ¢dziinebilir bir polimerdir. Sulu ¢ozeltisi
notral veya hafif asidik karakterdedir. Ticari PVA yiikksek hidroliz derecesiyle
(%98,5 in lizerinde) elde edilebilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan PVA’nin, (Sigma — Aldrich, ABD) firmasindan
alinmigtir molekiiler agirligi 89,000 - 98,000 degerleri arasindadir.

3.1.1.2. Jelatin

Bu c¢alismada kullanilan Jelatin  (Merck, Almanya) mikrobiyoloji

uygulamalarinda kullanilan jelatindir.
3.1.1.3. Gluteraldehit

Gluteraldehit, (CHO-(CH,)3-CHO molekiil formiiliine sahip; alifatik
dialdehit dezenfektan, yiizey aktif madde, deterjanlarin 6nemli bilesenlerinden birini

olusturan kimyasal bir maddedir [50].

Bu c¢alismada, gluteraldehit c¢apraz baglayict olarak kullanilmistir.
Gluteraldehit, %25 (Merck, Almanya) sulu ¢ozelti formundadir.

3.2. YONTEM

Bu tez calismasinda PVA ve PVA/Jelatin’den kriyojel doku iskeleleri
iretilmis ve karakterize edilmistir. PVA temelli bu kriyojeller iki farkli yontem
kullanilarak {iretilmigtir. Bu yoOntemlerin birisi fiziksel ¢apraz baglanma olarak
tanimlanan dondurma/¢6zdiirme (Freeze/Thawing metod, FT) teknigidir [27]. Bir
digeri ise gluteraldehit (GA) kullanilarak {iretilen, kimyasal ¢apraz baglama
yontemidir. Bundan sonraki bdliimlerde dondurma/¢ézdiirme tanimlamasi ve sayisi

FT olarak belirtilmis, gluteraldehit; GA olarak kisaltilmistir.
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3.2.1. PVA ve PVA/Jelatin Kriyojellerin Dondurma/Cézdiirme (FT) Yontemi ile

Uretimi

Cizelge 3.1°de belirtilen toplam polimer miktari, agirlik/hacim ( %10 ve %S,
w/v) , konsantrasyonunda hazirlanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, tablodaki belirtilen
miktarlarin tartim1 yapildiktan sonra 5 ml distile su eklenerek otoklavda 121 °C’de 1
saat ¢ozdiirme islemi yapilmistir. Daha sonra bu cozeltiler 60 °C birka¢ saat
kanigtirilarak homojen bir yap1 elde edilmistir. Aynmi sekilde karistirma devam
ederken numunelerin 1sitilmasi durdurulmus ve oda sicakligina gelene kadar,

karistirilarak beklenmistir.

Oda sicakligina gelen numunelere sirasiyla asagidaki islemler

uygulanmstir;

Numuneler oda sicakligina gelene kadar karistirildiktan sonra, bu ¢ozeltiler
2,5 ml siringalara koyularak, donma isleminin gergeklesmesi icin kriyostatta
(WiseCircu WCR — P6 CFC 404 A, Wisd Laboratory Instrument, Almanya)
bekletilmistir. Kriyostatta bekleme siiresi 4 saat, sicaklik ise -12°C’dir. (Sekil 3.1).
Daha sonra -16°C buzluga alinarak 20 saat dondurma islemine devam edilmistir.
Bundan sonra ise oda sicakligina alinarak 3 saat ¢ozdiirme islemi uygulanmistir. Bu
islem 1 dondurma/cozdiirme (FT1) olarak tanimlanmis ve dondurma /¢ozdiirme
sayisina gore tekrar buzdolab1 ve oda sicakliginda bekletme islemi tekrarlanmistir.

Dondurma/¢ozdiirme sayist bir ile ii¢ arasinda degigmektedir.

Cizelge 3.1. PVA/Jelatin konsantrasyonlarini gosteren cizelge, %10 ve %8 polimer
konsantrasyonu

%10 Polimer %38 Polimer

konsantrasyonu (W/V) | konsantrasyonu (W/V)

PVA % Jelatin % PVA % | Jelatin %
100 0 100 0
90 10 90 10
70 30 70 30
50 50 50 50
30 70 30 70
10 90 10 90
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Burada Cizelge 3.1°de belirtilen %10 ve %8 toplam polimer
konsantrasyonlarimin ~ iki  oraninda  (PVA/Jelatin, 30:70  ve 10:90)
dondurma/¢6zdiirmenin tekrarlanamadigi goriilmiistiir. Bu kompozitlerde PVA
oraninin diigiik olmasi nedeniyle sadece dondurarak baglanma saglanamadig:
gozlemlenmistir. Bu islemde, hazirlanan ¢6zeltide capraz baglanma ile kriyojel

olugmadig i¢in, ¢ozelti deiyonize su ile birlikte akmustir.

Kriyojel doku iskelelerini hazirlamak i¢in Sekil 3.1°de goriinen kriyostat
cihazt (WiseCircu WCR — P6 CFC 404 A, Wisd Laboratory Instrument, Almanya)

kullanilmistir. Bu cihaz -40°C kadar sogutma kapasitesine sahiptir.

Sekil 3.1. Kriyostat cihazi goriintiisii

3.2.2. PVA ve PVA/Jelatin Kriyojellerin Gluteraldehit ile Capraz Baglanarak

Uretimi

Cizelge 3.1°de belirtilen toplam polimer miktari, ayni sekilde agirlik/hacim (
%10 ve %8, w/v), konsantrasyonunda hazirlanmistir. Tablodaki belirtilen miktarlarin
tarttm1 yapildiktan sonra 5 ml distile su eklenerek otoklavda 121°C’de 1 saat
¢dzdiirme islemi yapilmistir. Daha sonra bu ¢dzeltiler 60°C birkag saat karistirilarak
homojen bir yap1 elde edilmistir. Aymi sekilde karistirma devam ederken

numunelerin 1sitilmast durdurulmus ve oda sicakligina gelene kadar, karistirilarak
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beklenmistir. Yiiksek sicaklikta GA eklenmesi durumunda hidrojel olusmaktadir.
Hidrojel olusumunu engellemek igin ¢6zeltinin oda sicakligina gelmesi beklenmistir.
Bu ¢ozeltilere polimer konsantrasyonunun %5°1 oraninda da GA eklenir eklenmez
2,5 ml siringalara koyularak, donma isleminin gergeklesmesi kriyostata koyulmustur.
Kriyostat sicakligi -12 °C’dir. Burada 4 saat bekletilmis daha sonra -16°C buzluga
almarak 20 saat dondurma islemine devam edilmistir. Bundan sonra ise oda
sicakligina alinarak 3 saat ¢6zdiirme islemi yapilmistir. Bu boliimde sadece bir kere

FT islemi mevcuttur.

Numuneler arasindan PVA/Jelatin, 70:30 oranina sahip doku iskelesinin ilk
gozlemler neticesinde, istenilen doku iskelesi 6zelliklerini sagladigi goriilmiistiir. Bu
doku iskelesi farkli oranlarda GA ile ¢apraz baglanarak, karakteristik ozellikleri
incelenmistir. Ayn1 sekilde, GA, toplam polimer konsantrasyonunun % 2,5 ve 15’1

degisen araliklarinda eklenmistir.

Cizelge 3.2. PVA/Jelatin (PVA/Jelatin, 70:30) kompozitinde farkli GA oranlar
tablosu, polimer konsantrasyonu % 10

%10 Polimer
konsantrasyonu (W/V) GA % 2,5 GA % 10 GA % 15

PVA % Jelatin %

PV A/Jelatin 70;30 | PVA/Jelatin 70;30 | PVVA/Jelatin 70;30

70 30 % 10, GA% 2,5 ,% 10, GA % 10 % 10, GA% 15

Biitiin islemlerden sonra hazirlanan 6rnekler 1000 ml beherlerde distile su
ile yikanmistir. Mekanik karistiricinin yardimi ve birka¢ defa degistirilen su ile

birlikte; ortamdaki baglanmamis polimerler ve GA’in giderilmesi saglanmistir.

Yikanmis olan numuneler -80°C dondurucuda bekletilmis ve daha sonra 1
tam giin siire ile liyofilizerde (FreeZone 2.5 Liter Benchtop Freeze Dry System -
7670531, Labconco, Amerika) kurutulmustur. Bu sekilde ¢6kmenin engellenmesi

hedeflenmistir.
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3.2.3. PVA/Jelatin Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu
3.2.3.1. Sisme caligmalari

Farkli yontemlerle hazirlanan kriyojeller, sisme davraniglarinin  ve
oranlariin belirlenmesi i¢in bir giin siireyle -80°C dondurucuda bekletilmis ve daha
sonra bir glin siireyle liyofilizerde kurutulmustur. Bu sekilde hazirlanmasindaki
amag, ii¢c boyutlu yapinin ¢okmesinin engellenmesidir. Biitiin 6rnekler ayn1 isleme
tabi tutulmustur ve analizler bu islemden gegen iirtinlere uygulanmistir. Bu analizde
kuru agirliklar Olcililmiis ve daha sonra ornekler distile suya konularak belirlenen
zaman degerlerinde agirlik Slglimleri yapilmistir. Yiizey iizerindeki fazla suyun
alinmasi i¢in, her tartimdan once filtre kagidi kullanilarak Orneklerin fazla suyu
alimmistir. Ornek sayis1 ii¢ adet olarak belirlenmis (n=3), sisme degerlerinin

ortalamasi hesaplanmis ve standart sapmalar1 belirlenmistir.

Esitlik 3.1’de sisme oraninin hesaplanmasi ic¢in kullanilan formiil
belirtilmistir. Mt: Sisme orani, Mi: ilk agirlbk ve Mf: son agirlik olarak

tanimlanmustir [36].
Mt (%) = [(Mf-Mi)/Mi] x 100 (3.1)
3.2.3.2. SEM ile analiz
Doku iskelelerinin morfolojisini (gézenek yapist ve boyutu, godzenek
duvarlarmin kalinliklar1 ve homojenitesi) belirlemek i¢in taramali elektron

mikroskobu (FE-SEM Zeiss/Supra55, Quanta 400F Field Emission, ABD)

kullanilmigtir. Doku iskelesi 6rneklerinin yiizeyi, elektrik iletkenligini saglayabilmek
icin, platin/karbon ile kaplanmistir ve SEM goriintiileri elde edilmistir. SEM, 5 kV da

calistirllmistir.

SEM goriintiileri, Taramali elektron mikroskobuyla 100, 1000 ve 10000

biiylitme oranlarinda elde edilmistir.
3.2.3.3. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analizi

FT-IR  analizi  PerkinElmer -  Fourier Déniisiimlii  Infrared
Spektrometre analizi (FT-IR/FIR/NIR Spectrometer Frontier - ATR, ABD). Farkli

konsantrasyonlarda iiretilen PVA ve PVA/Jelatin doku iskelelerinin kimyasal yapis1
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bu yontemle analiz edilmistir. Analizler 450 - 4000 cm™ dalga boylar1 arasinda

yapilmustir.
3.2.3.4. In vitro degradasyon ¢alismalar1

Uretilen doku iskelelerinin degredasyonu, su banyosunda (Daihan Scientific
CO. LTD., WiseBath WB-22, Kore) 37°C’ de distile su igerisinde takip edilmistir.
Doku iskeleleri tiiplere koyularak su banyosunda sabit sicaklikta bekletilmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda (4. hafta, 8. hafta, 12. hafta) 6rnekler kurutulmus ve
tekrar agirlik 6lgtimleri yapilarak doku iskelelerinin degredasyon davraniglari tespit
edilmistir. Ornek sayis1 ii¢ adet olarak belirlenmis (n=3), degradasyon sonuglarmnin

ortalamasi1 hesaplanmis ve standart sapmalar1 belirlenmistir.

Esitlik 3.2.°de belirtilen esitlikte Wi: ilk agirlik, Wf: kurutulduktan sonraki

agirlik ve DD ise degradasyon derecesi olarak tanimlanmustir [38].

DD (%)= [(Wi-Wf)/Wi] x 100 (3.2)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu bolimde, uretilen PVA ve PVA/Jelatin doku iskelelerinin analiz
sonuglar farkli bagliklar altinda incelenmektedir. Degisen konsantrasyonlarda ve iki
farkli capraz baglama yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinin sisme davranislari,
SEM analizleri, FT-IR sonuglar1 ve degradasyon degerleri karsilastirilmali olarak

yorumlanmustir.

4.1. DONDURMA/COZDURME (FT) ILE CAPRAZ BAGLAMA YONTEMI
4.1.1. Dondurma/Cdzdiirme Sayisinin Doku Iskeleleri Uzerindeki Etkisi
4.1.1.1. Sisme caligmalari

Yapilan calismada; iki farkli ¢apraz baglama yontemi kullanilarak ve
degisen PVA/Jelatin konsantrasyonlarina sahip ¢ozeltilerden kriyojeller {iretilmistir.
Belirlenen 6lgiide kesilen kuru kriyojeller (0,5 cm boyunda ve 0,9 cm ¢apinda, ii¢
adet ornek kullanilmis ve standart sapma hesaplanmistir.), belirlenen zaman
agirliklarinda tartilmig ve kriyojellerin sisme kapasiteleri Olgiilmiistiir. Su alarak
sisen kriyojellerin, hacimlerindeki degisiklikte, bu analizle gozlemlenebilmistir.
Hacim degisikligi, doku iskelesinin, implante edilen bolgede kaplayacagi alani

ongorebilmek igin 6nem teskil etmektedir [9].

Bu béliimde ayn1 konsantrasyon oraninda hazirlanan ¢ozeltiler, farkli sayida
FT prosesine tabi tutulmus ve bu durumun kriyojelin karakterizasyonu iizerindeki

etkisi incelenmistir.

Degisen PV A/Jelatin konsantrasyonunun sisme orani lizerindeki etkisi Sekil
4.1°de A, B, C ve D olarak belirtilen grafikler ile gosterilmistir. Sekil 4.1°de toplam
%10 polimer konsantrasyonu igerisinde en diisiik PVA/Jelatin konsantrasyon orani
% 50:50 olarak gosterilmektedir. Bu konsantrasyondan diisik PVA miktarinda
kriyojellesme goriilmemistir. Fiziki durumunu koruyamayan kriyojel, deiyonize su
igerisinde ¢oziilerek kaybolmustur. Bu durumun nedeni ise konsantrasyonu artan
jelatinin kimyasal ¢apraz baglayici olmadan, sadece dondurma yontemiyle jellesme

gostermemesidir.

Sadece PVA kullanilarak, (PVA/Jelatin ,%100:0, A)) iiretilen doku iskelesi
grafiginde, sisme kapasitesi 1,2 ve 3 FT degerlerinde, diger kriyojellerle
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karsilagtirildiginda en diisiik orami gostermektedir (Sekil 4.1., A). Ancak sabit
PV A/Jelatin konsantrasyonlar1 kendi i¢ine degerlendirildiginde, degisen FT sayisinin

carpici bir degisiklige neden olmadig1 da grafiklerden anlasilmaktadir.

Ayrica PVA konsantrasyonu azaldik¢a artan dondurma ¢dézdiirme sayisi ile
birlikte su tutma kapasitesinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu durumun muhtemel nedeni
ise, PVA-PVA bag sayisinin azalmasi buna bagli olarak, kristallesmenin azalmasi ve
sisme kapasitesinin artmasidir [29]. Bu duruma ek olarak Liu ve ark., yaptiklar1 bir
calismada Grafit/PVA hidrojelleri liretmis ve kristalin yapilarin1 incelemislerdir.
Sadece PVA kullanilarak iiretilen hidrojellerin, XRD sonuglarma gore; 20 = 20°
degerinde agikc¢a, olusan pik goriilmektedir. Ortorombik kristal yapisini gosteren bu
deger, Grafit/PVA kompozitinde diigmiistiir. Bu durum, grafit ile PVA arasindaki

olusan hidrojen baglarin1 géstermektedir [30].

Bajpai ve ark., yaptiklari ¢alismada {i¢ ve dokuz arasinda degisen FT
denemeleri yapmis ve bunun sisme kapasitesi iizerindeki etkisini incelemislerdir.
PVA/Jelatin kriyojellerinin; sisme kapasitesinin, artan FT ile birlikte azaldig
goriilmiistiir. Ayrica PVA ve Jelatin arasindaki O=H gruplar1 hidrojen baglari, jelatin
varliginda artarken, PVA-PVA arasinda olusan CH; baglarinin kayboldugu
gozlemlenmistir Bu duruma paralel olarak, PVA/Jelatin arasindaki kriyojellesme

sonucunda daha biiyiik gdzenekli yapilar olusmus ve sisme orani artig gostermistir.
[29].
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Z 100 T w200 B . . :
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o 30 60 80 120 150 180 210 240 270 o
o 30 B0 S0 120 150 180 210 240 270
Zaman (Dk) Zaman (DK)

Sekil 4.1. Farkli sayida ve konsantrasyonda FT uygulanarak hazirlanmis, doku
iskelelerinin sigme orani karsilagtirmast A) PVA/Jelatin, 100:0, B) PVA/Jelatin
,90:10, C) PVA/Jelatin, 70:30, D) PVA/Jelatin, 50:50, %10 toplam polimer
konsantrasyonu
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4.1.1.2. SEM ile analiz

Bu tez kapsaminda, SEM analizleri i¢in kullanilan tiim doku iskeleleri,
yikama isleminden sonra, ilk dnce -80°C’de bir giin siireyle dondurulmus ve daha

sonra bir giin siireyle liyofilizerde kurutulmustur.

Sabit konsantrasyonda, farkli sayida FT uygulanan doku iskelelerinin SEM
goriintiileri Sekil 4.2.”de gosterilmektedir. PVA/Jelatin, 100:0 ve PVA/Jelatin, 90:10
oranlarinda hazirlanan doku iskelelerinin morfolojik yapilarindaki degisikligin,
azalan PVA konsantrasyonu ile birlikte artan gdzenek yapis1 yoniinde oldugu Sekil

4.2 ve Sekil 4.3’de ki goriintiilerle dogrulanmaktadir.

Sekil 4.2. Farkli sayida FT uygulanan doku iskelelerinin SEM goriintiileri,
PVA/Jelatin, 100:0, %10 polimer konsantrasyonu, sirastyla A ): FT 1, B): FT 2 ve
C): FT 3 (x1000)

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 karsilastirildiginda jelatin bulunmayan doku
iskelelerindeki gozeneksiz yap1 dikkat ¢ekmektedir. Jelatin varliginda, PV A/Jelatin
molekiilleri arasinda capraz baglanma neticesinde gozenekli bir yapir olustugu

gozlemlenmistir.

Sekil 4.3. Farkli sayida FT uygulanan doku iskelelerinin SEM gdriintiileri,
PVA/Jelatin, 90:10, %10 polimer konsantrasyonu, sirasiyla A ): FT 1, B): FT 2 ve
C): FT 3 (x1000)

Benzer bir calismada Lozinsky ve ark., farkli konsantrasyonlarda PVA

cozeltilerini  dondurma/¢ézdiirme teknigi ile c¢apraz baglamislardir. SEM
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goriintiilerinde, artan PVA orani ile birlikte gdzeneklerin kiiciildiigii ve gdzenek

duvarlarinin kalinlastigi belirtilmistir [49].
4.1.1.3. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analizi

PVA/Jelatin doku iskelelerine farkli sayida FT uygulandiktan sonra, doku
iskelesinin kimyasal yapisinda meydana gelen degisimlerin belirlenebilmesi igin
FTIR analizi yapilmistir. Farkli sayida FT islemi uygulanan PVA/Jelatin doku

iskelelerine ait spektrumlar Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli sayida FT uygulanarak hazirlanmis, doku iskelesinin (PVA/Jelatin,
100:0) FTIR spektrumu, %210 polimer konsantrasyonu

Sonuglar incelendiginde, PV A/Jelatin (100:0) konsantrasyonunda hazirlanan
doku iskelesinde 3200 ve 3550 cm™ dalga boylarinda pik olusumu goriilmektedir. Bu
pik intermolekiiler ve intramolekiiler O-H gruplar1 arasindaki hidrojen baglarini

dogrulamaktadir [29, 43].

Spektrumda sirastyla 1141 cm™ ve 1085 cm™ dalga boylarinda gézlemlenen
pikler ise, PVA molekiilleri arasindaki C-O (crystallinity) ve C-O-C arasindaki
karakteristik pikleri gostermektedir [29, 44].

38



Ceylan, S. 2014. Polivinil Alkol (PVA) Temelli Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretilmesi Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

99.7- PVA-Gelatin,100:0, %10, FT1 ’N!f
A ————— AT Y PR —
™ - JS— MJ\. W )

e E 2158 Bhem 1853.10em1 \ /
%01 N\ ' / G -/
3 / M ;
it N # \ / xf‘ Y N ]
o \ AN e | | s
96.5 \\! / d"‘:.w J
%60 S S 200, 18emt .

9 7.
100.%

o PUA-Gelatin90:10, %10, FT1 i
100 e b d il

| A~
~ S N~ /| N \ / y
- ——— f / / Ao,
L 5 Y N\ Ve 1998.08em4 \ \ i / IRy T
e 90 N y \ /./ \ ] \[’ 4\\ | 91787 | 804 §5em ot
905 " i \T/ 84t 320m1 K al: | s
o L 310 19emt ol e
95 il oo
973
1005
~ -

9.0 ¥ N e / /
-2 - 282 1Temt 1991 Ben AV A
%5 ~ < 7 & i \ / \ /

S~ il \/ H,L A |/
0 T [amen sl
N s sl Ly o

9171
e PVAGERINSO SO SI0FL _/\AYT--MM -

% i - iy / /
gj \\\\ /,,,/-"’ 3 d-"' \ //\/\\ J ”1.

gl 3203034 o H.,v:,,.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
em-1

100 J
i ... PVA-Gelatin,70:30, %10 FT1 N — -
%5 . i) \M""’Vr'“’\“”—“ \ yd l S \ / i ™ o

T

ST

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonda hazirlanmis, doku iskelelerinin FTIR spektrumlari
A) PVA/Jelatin, 100:0, B) PVAl/Jelatin, 90:10, C) PVA /Jelatin, 70:30, D)
PVA/Jelatin, 50:50 ,%10 polimer konsantrasyonu

Liu ve ark., yaptiklari caligmada PVA ve Jelatin kompozitlerini FT teknigi ile
iiretmis ve kimyasal analizinde, sadece PVA (Sekil 4.4) polimerinin bulundugu
spektrumda 1658 cm™ dalga boyundaki pikin, jelatin varhginda derinlestigini
belirtmislerdir [51]. Bu egilim, ayn1 sekilde, Sekil 4.5°de belirtilen spektrumda da
goriilmektedir. Bu sonug, PVA/Jelatin kriyojellerinde, Jelatin bulundugunu
gostermektedir. Artan jelatin miktart ile birlikte, su absorblama miktar1 artmis ve

pikin derinlemesine sebep olmustur [51].
4.1.1.4. In vitro degradasyon ¢alismalari

Bu boliimde kriyojellerin  degradasyon davraniglart incelenmistir. Su
banyosunda 37°C’ de distile su igerisinde takip edilen tiim 6rnekler belirlenen zaman
araliklarinda yikanmig, bir giin siireyle -80°C’de bekletilmis ve liyofilizerde

kurutulmustur. Kurutulan 6rneklerin tartimlari yapilmis ve tekrar su eklenmistir.

Sekil 4.6 degisen PVA/Jelatin oraninin ve FT sayisinin degradasyon orant
tizerindeki etkisi goriilmektedir. PVA/Jelatin (100:0) ve PVA/Jelatin (50:50)
kriyojellerinde degradasyon oranlart sirasiyla %8 ve %50 olarak goriinmektedir.

Artan jelatin orani ile birlikte, degradasyon oraninin artmasi beklenen bir durumdur.
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Jelatinin suda ¢dziinebilen yapisi, ¢6ziinme oraninin arttirarak, degradasyon profilini

pozitif yonde etkilemistir.

Bu duruma ek olarak, PVA insan viicudu igerisinde enzimlerle parcalanamaz,
viicudumuzda PVA polimerini pargalayan enzim bulunmamaktadir. PVA hidrolitik
pargalanma ile degrade olmaz. Degradasyon tamamen fiziksel erozyon ve kriyojelin
¢oziinmesi ile gerceklesir [18]. Jelatin orani arttikca degradasyon oraninin arttigi
(Sekil 4.6) goriilmektedir. Jelatinin hidrolitik parcalanmaya ugramasi nedeniyle,

artan jelatin miktarinin artmasi ile birlikte degradasyon orani artmistir [31].

FT sayisiin arttirilmasi ile birlikte PVA/Jelatin doku iskelelerinin daha siki
veya sert bir yapiya donlistiigii daha onceki ¢alismalarda da belirtilmistir [18, 29].
Ancak bu durumun degradasyon {izerindeki etkisinin fazla oldugu séylenemez (Sekil

4.6).

a) SABITKONSANTRASYONDA FTDEGISIMI b} SABITKONSANTRASYONDA FT DEGISIMI
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12 » I [
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Sekil 4.6. Farkl1 sayida FT uygulanarak hazirlanmis, doku iskelelerinin degradasyon
orani karsilastirmasi a) PVA/Jelatin, 100:0, b) PVA/Jelatin, 90:10, c) PVA/Jelatin,
70:30, d) PVA/Jelatin, 50:50, %10 polimer konsantrasyonu

PVA oranmn artmas: ile birlikte sigme oraninin azaldigini, gézenek yapisinin
kiigtildiigtinii (Sekil 4.1) daha once belirtmistik. Bu duruma paralel olarak, PVA

orani yiiksek kriyojellerin, stabilitesi artmakta ve degradasyon orani diismektedir.

40



Ceylan, S. 2014. Polivinil Alkol (PVA) Temelli Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretilmesi Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

4.2. GLUTERALDEHIT (GA) ILE CAPRAZ BAGLAMA YONTEMI
4.2.1. PVA/Jelatin Konsantrasyon Degisiminin Doku Iskeleleri Uzerindeki Etkisi
4.2.1.1. Sisme calismalar1

Burada Sekil 4.7 goriildiigii gibi PVA/Jelatin, 50:50 konsantrasyonu ile
tiretilen doku iskelesi, en yliksek sisme oranina sahiptir. PVA orani arttik¢a, su tutma
kapasitesinin azaldig1 gozlemlenmistir. Ayrica bu sonuglarin 1s18inda, %50 PVA
konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu goriilmektedir. Soyle ki, su alma
kapasitesi, yiiksekten diisiik degere dogru, esit konsantrasyon degerinden itibaren, %
50 PVA, %30 PVA ve en son %10 PVA olarak siralanmaktadir. Burada Jelatin-
gluteraldehit bag oraninin artmast nedeniyle su tutma kapasitesinin azaldigi
gozlemlenmektedir. Bu doku iskelelerinde, ¢ok fazla hacim degisikligi
gozlemlenmezken, en yiiksek gbézenek ¢apr PVA/Jelatin,10: 90, %10, GA %5 doku

iskelesinde goriilmiistiir.

Choi ve ark., yaptiklar bir calismada, GA kullanarak, dondurarak kurutma
yontemi ile, degisen PVA/Jelatin konsantrasyonlarinda doku iskeleleri liretmis ve
artan jelatin miktar1 ile birlikte gozenek boyutlarinin arttigini  belirtilmislerdir.
Ayrica gozeneklerin birbiri ile baglantisinin olugmasina ek olarak, godzeneklerin

homojenitesinin arttig1 belirtilmistir [38].

Bu c¢alismada en yiiksek sisme kapasitesi, %973 oranmi ile PVA/Jelatin,
50:50 konsantrasyon degerinde goriiliirken; en diisiik sisme kapasitesi PVA/Jelatin,
100:0 ve PVA/Jelatin, 10:90 oranlarinda hazirlanan polimer karigimlarinda
goriilmustiir. Bu duruma ek olarak dengeye gelme noktasinda ise; PV A/Jelatin, 50:50
konsantrasyonundaki doku iskelesinin otuzuncu dakikada dengeye geldigi

gbzlemlenmistir.
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PVA / JELATIN KONSANTRASYON DEGISIMi
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Sekil 4.7. Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayict kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PVA/Jelatin doku iskelelerinin sisme orani
karsilastirmasi, % 10 polimer konsantrasyonu

Kriyojeller PVA ve Jelatinin hidrofilik yapisi nedeniyle sisme 06zelligi
gostermislerdir. Litaratiirde PVA ve PVA/Jelatin kriyojelleri dondurma/¢ozdiirme
prosesi ile iiretilmistir [18, 29]. Ayn1 anda GA capraz baglayici ekleyerek dondurma

prosesine literatiirde rastlanmamustir.
4.2.1.2. SEM analizleri

Farkli konsantrasyonda PVA/Jelatin polimerleri ile sabit miktarda
gluteraldehitin ¢apraz baglayici olarak kullanildigi bu boliimde, doku iskelelerinin

morfolojik degerlendirmesi i¢in SEM analizi yapilmistir.

Doku iskelelerinde, PVA konsantrasyon oran1 azaldikca, gbézenek
boyutlarinin biyiidiigii agikca fark edilmektedir. PVA/Jelatin oran1 100:0 ve 90:10
olarak belirlenen kriyojellerde, gozenek duvarlari kalin olmakla birlikte; gézenek
boyutlarmin da kiiciik oldugu gézlemlenmistir. Bu durumun bir sonucu olarak, bu
doku iskelelerinin sisme oranlarinin da diisiik oldugu bir oOnceki bdolimde

goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayict kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PVA/Jelatin doku iskelelerinin SEM gdriintiileri
(A,B,C,D x10000; E,F x1000), A) PVA/Jelatin, 100:0, B) PVA/Jelatin, 90:10, C)
PVA/Jelatin, 70:30, D) PVA/Jelatin, 50:50, E) PVA/Jelatin, 30:70, F) PVA/Jelatin,
10:90, %10 polimer konsantrasyonu
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Cizelge 4.1. Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayici kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PV A/Jelatin doku iskelelerinin gdzenek boyutlart

Doku Iskelesi Gozenek Boyutu (um)
PVA/Jelatin,100 :0, %10 ,GA %5 3,71 £1,28
PVA/Jelatin,90 :10, %10 ,GA %5 4,06 1,57
PVA/Jelatin,70 :30, %10 ,GA %5 5,11 +1,83
PVA/Jelatin,50 :50, %10 ,GA %5 7,55 £1,12
PVA/Jelatin,30 :70, %10 ,GA %5 38,41 £9,69
PVA/Jelatin,10 :90, %10 ,GA %5 4575 £11,14

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kriyojellerin, énce -80°C’de dondurulan
daha sonra liyofilizerde kurutulduktan sonra ¢ekilen SEM goriintiileri, Sekil 4.8’de
ve Cizelge 4.1’de belirtilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki doku iskelelerinde,

gozenek boyutlar yaklasik olarak 3,7 - 45,75 um arasinda degismektedir.
4.2.1.3. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analizi

Bu boliimde, GA ile ¢apraz baglanan PVA ve PVA/Jelatin doku iskelelerinin
FTIR spektrumlari Sekil 4.9°da gosterilmistir. PVA ve GA arasindaki baglar sirasiyla
O-H, C=0 ve C-O-C olarak siralanirken, bu baglar1 isaret eden pikler sirasiyla 3200-
3500 cm™, 1735 - 1750 cm™,1085 - 1150 cm™ dalga boylarinda gozlemlenmektedir
[43].
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Sekil 4.9. Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayict kullanilarak, farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan PVA/Jelatin doku iskelelerinin FTIR spektrumlari, %
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yapilarini gosteren pikler spektrumlarda sirasiyla 1141 ecm™ ve 1085 cm™ dalga
boylarinda gozlemlenmektedir [24, 39]. Bu piklerin Sekil 4.9°da, azalan PVA miktari
ile birlikte kayboldugu gortinmektedir (Sekil 4.9, PVA/Jelatin 10:90). Ancak PVA ile
GA arasindaki C-O-C baglarn sirastyla PVA/Jelatin, 90:10, 70:30, 50:50

konsantrasyonlarinda goriilmektedir.
4.2.1.4. In vitro degradasyon ¢alismalari

PVA ve jelatin polimerleri gluteraldehit ile reaksiyona girerek capraz bag
olustururlar. Jelatin tarafinda gluteraldehit, bitisik lizin kalintilarinin her € -NH;
fonksiyonel grubu ile reaksiyona girerken, PVA tarafinda ise iki komsu hidroksil

grubu ile reaksiyona girerek asetal kopriiler olusturur [52].
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Sekil 4.10.  Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayict kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PVA/Jelatin doku iskelelerinin degradasyon orani
karsilastirmasi, %10 polimer konsantrasyonu

Sekil 4.10°da PVA/Jelatin (10:90) olan doku iskelesinin %76 degeriyle en
yiiksek degradasyon oranina sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum, jelatinin,
PVA’ya gore daha amorf bir yapida olmasi ile agiklanabilir. Jelatin orani arttikca,
bagka bir deyisle PVA oran1 azaldik¢a degradasyon orani diismistiir. Jelatinin
hidrolitik par¢alanmaya ugramasi nedeniyle, jelatin orani arttik¢a degradasyon orani

artmustir [38].

Buna ek olarak PVA’iin kristalinitesinin yiiksek olmasi nedeniyle, su tutma

kapasitesi diisiik ve hidrolizi yavastir [29].

Burada dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta ise en biiyiik gozenek ¢apina
sahip doku iskelesi PVA/Jelatin (10:90) kriyojelidir. Ancak sisme orani diger
kriyojellerle kiyaslandiginda %287 oraniyla en diisiik seviyededir (Sekil 4.7). Bu
durum kriyojellerin sadece biiyiik ¢apli gbzeneklerine su aldigini gostermektedir,
hacimsel degisiklik minumum seviyededir. Biiyiik gozenekler ise degradasyonu

arttirmistir.
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Sekil 4.11. Sabit miktarda (%5) GA c¢apraz baglayict kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PVA/Jelatin doku iskelelerinin goriintiileri (a)
PVA/Jelatin, 100:0, b) PVA/Jelatin, 90:10, ¢) PVA/Jelatin, 70:30, d) PVA/Jelatin,
50:50, ) PVA/Jelatin, 30:70, f) PVA/Jelatin, 10:90, %10 polimer konsantrasyonu

PVA ve Jelatin konsantrasyonunun degisimi ile birlikte, doku
iskelelerindeki fiziksel degisim Sekil 4.11°de acik¢a goriilmektedir. PV A/Jelatin,
100:0 ve PVA/Jelatin, 90:10 konsantrasyonlarindaki doku iskeleleri, ¢okmiis ve yassi
bir gorlintiiye sahipken, sirastyla PVA/Jelatin, 70:30, 50:50, 30:70 ve 10:70 sahip

doku iskeleleri, iginde iiretildikleri siringanin silindirik yapilarini korumaktadir.
4.2.2. GA Konsantrasyon Degisiminin Doku iskeleleri Uzerindeki Etkisi
4.2.2.1. Sisme ¢aligmalart

Yapilan gozlemlerde PVA/Jelatin oran1 70:30 olarak hazirlanan kriyojelin,
gozeneklerinin biiyiik oldugu ve su tutma kapasitesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu durum fizerine, farkli oranlarda GA eklenerek degisim gozlemlenmistir. Sekil
4.12°de goriildiigl gibi, su tutma kapasitesi GA orani ile ters orantilidir. Bu duruma
bagli olarak GA orani arttikca polimerler arasindaki bag sayis1 artiyor ve su tutma
kapasitesi azaliyor sonucuna varilabilir [27]. Ancak denge noktasina ulasildiginda ,
%15 GA oraninda hazirlanan kriyojelin su tutma kapasitesinin, %2,5 GA oraninda
hazirlanan doku iskelesinin su tutma kapasitesine esit oldugu gozlemlenmistir.
Dengeye gelme siireleri karsilastirildiginda ise, tiimiiniin, altmisincit dakikada
dengeye geldigi goriinmektedir. Toksik bir madde olan gluteraldehitin artmis olmasi,
doku iskelelerinin sisme orani iizerinde ¢ok biyiik bir degisiklige neden olmamustir.
Bu duruma istinaden, nihai amacin, bu doku iskelelerinin viicuda implante edilmesi
olmast sebebiyle, bu doku iskelesi c¢esidinde, fazla GA kullaniminin, doku

miithendisligi beklentilerini arttirmadigi i¢in, faydali olmayacagi goriilmiistiir.
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Sekil 4.12. Farkli oranda GA kullanilarak hazirlanan PVA/Jelatin, 70:30 doku
iskelelerinin sisme orani karsilastirmasti, %10 Polimer konsantrasyonu

Kriyojellerin karakteristik 0zelliklerinden biri, bu doku iskelelerine
bastirilarak su ¢ikisi saglandiktan sonra, tekrar suyun igine birakildiklarinda
sismeleridir. Bu islemin tekrarlanmasi, kriyojelin yapisinin bozulmasina neden
olmaz. Bu yap1, PVA/Jelatin, 70:30 doku iskelesinde, degisen GA oranina istinaden
tiim kriyojellerde goriilmiistiir.

4.2.2.2. SEM ile analiz

Farkli oranlarda GA eklenerek iiretilen PV A/Jelatin, 70:30 doku iskelesinin
SEM goriintiileri Sekil 4.13°de goriilmektedir.

4 B30Il Squr-

Sekil 4.13. Farkli oranda GA kullanilarak hazirlanan PV A/Jelatin, 70:30 doku
iskelelerinin SEM goriintiileri, (A : %2,5 GA, B : %5 GA, C : %10 GA ve D : %15
GA), %10 polimer konsantrasyonu

SEM fotograflarinda, tiim doku iskelelerinin gézenekli bir morfolojiye sahip
oldugu agik¢a goriilmektedir. Ancak %15 GA oranina sahip doku iskelesinin daha

kalin gozenekleri bulunmaktadir. Bu doku iskelesinin kalin duvarlari olmasina
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ragmen, sisme kapasitesinin diger doku iskeleleri ile ayni seviyede oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13). Bu durum, kriyojellerin daha biiyiik

gozeneklere sahip olmasi ile agiklanabilir.

Cizelge 4.2 Farkli oranda GA kullanilarak hazirlanan PV A/Jelatin, 70:30 doku
iskelelerinin gézenek boyutlari

Doku Iskelesi Gozenek Boyutu(pm)

PVA/Jelatin,70 :30, %10 ,GA % 2,5 7,89 £1,74

PVA/Jelatin,70 :30, %10 ,GA % 5 5,11+1,83

PVA/Jelatin,70 :30, %10 ,GA % 10 5,92 +1,03

PVA/Jelatin,70 :30, %10 ,GA % 15 7,65 £1,91

Kriyojellerin standart sapmalarla birlikte gozenek capini gosteren Cizelge
4.2’de, artan GA oranmin gozenek boyutuna biliyiik bir etkisinin olmadigi
goriilmektedir. Toksik bir capraz baglayici olan gluteraldehitin oraninin arttirilmasi

ile gozenek cap1 degigsmezken, gézenek duvarlari kalinlagmigtir.
4.2.2.3. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analizi

PVA/Jelatin, 70:30 konsantrasyonunda, farkli GA oranlarinda hazirlanan
doku iskelelerinin FTIR analizlerinde PVA-GA arasindaki molekiiller ve molekiiller
arast hidrojen baglarim gosteren (O-H) 3200-3500 cm™ dalga boylari
gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

2840 - 3000 cm™ dalga boylarmdaki titresim ise PVA molekiiliindeki alkil
gruplarindan uzanan C-H baglarini isaret etmektedir [43].
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Sekil 4.14. Farkli oranda GA kullanilarak hazirlanan PVA/Jelatin, 70:30 doku
iskelelerinin SEM gorintiileri ( C-2,5: %2,5 GA, C-5: %5 GA, C-10: %10 GA ve C-
15: %15 GA), %10 polimer konsantrasyonu

4.2.2.3. In vitro degradasyon ¢aligsmalari

Degradasyon ¢alismalarinda, sabit konsantrasyonda degisen gluteraldehit
etkisi Sekil 4.15°de gosterilmistir.

SABIT KONSANTRASYONDA GA ETKISI

60

0 PVA-Jelatin, 70 :30, %10, GA % 10
R 40 / o—PVA-Jelatin, 70 :30, %10, GA % 2,5
230 .
g —@—PVA-Jelatin, 70 :30, %10, GA % 5
> 20
< —¢=PVA-Jelatin, 70 :30, %10 , GA % 15
& 10
<

0 T T 1
0 12

4 8
Zaman (Hafta)

Sekil 4.15. Farkli oranda GA kullanilarak hazirlanan PVA/Jelatin, 70:30 doku
iskelelerinin degradasyon orani karsilastirmas: ( C-2,5: %2,5 GA, C-5: %5 GA, C-10
: %10 GA ve C-15: %15 GA), %10 polimer konsantrasyonu

Gluteraldehit ile capraz baglanan PVA ve jelatin polimerlerinin olusturdugu
kriyojellerin degradasyon profili farklilik gostermektedir. GA orani arttikca
degradasyon orami artmistir. Bu sonug, artan gluteraldehit orani ile birlikte
GA/Jelatin bag oraninin artmast ve PVA/PVA bag yapisinin (kristallanitesinin)
azalmasi ile agiklanabilir. Ayrica sisme oram1 ve SEM ozellikleri, degradasyon
egilimini dogrulamaktadir. Artan gbézenek capi1 ve sisme orant ile birlikte

malzemenin stabilitesi azalmistir.

50



Ceylan, S. 2014. Polivinil Alkol (PVA) Temelli Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretilmesi Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

4.2.3. GA ve FT Capraz Baglayic1 Yénteminin Doku Iskeleleri Uzerindeki Etkisinin

Karsilagtirmasi
4.2.3.1. Sisme calismalari

Bu boliimde, tez kapsaminda kullanilan farkli iki ¢apraz baglama yontemi
karsilastirilmistir. Tiim konsantrasyonlarda, gluteraldehit ile ¢apraz baglamanin daha
yilksek su tutma kapasitesine sebep oldugu goriilmektedir. GA kullanilarak
olusturulan kriyojellerin su tutma kapasitesinin, FT yontemi ile olusturulan
kriyojellerle karsilastirildiginda iki katina varan bir fark oldugu Sekil 4.16’da da
goriilmektedir. Biliylik gézenek olusumu ve GA’in etkisi ile polimerler arasindaki

homojen baglanma, yiiksek sisme oraninin muhtemel sebepleridir.

D) SABIT KONSANTRASYONDA FT/GA ETKisi ] SABIT KONSANTRASYONCA FT/GA ETKISI
500
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g ° T T
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£
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Sekil 4.16. Farkli capraz baglama teknigi ile hazirlanan PVA/Jelatin, doku
iskelelerinin sisme oran1 karsilastirmasi, %10 polimer konsantrasyonu

Bu duruma ek olarak iki farkli ¢apraz baglam yonteminde de yiiksek sisme
oraninin, azalan PVA miktart ile ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. GA yOntemi ile iiretilen,
PV A/Jelatin, 50:50 daha biiyiik gozeneklere ve daha ince duvarlara sahiptir. Bu
durum, kriyojelin sisme kapasitesini de arttirmistir (Sekil 4.16).

4.2.3.2. SEM ile analiz

Doku iskelesi morfolojik yapilari, iiretim yontemi, capraz baglayict ve

polimer ¢esidi, sicaklik gibi birgok fonksiyondan etkilenmektedir [47, 53].
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Hiicrelerin go¢ili, besin ve oksijenin diflizyonu i¢in, doku iskelelerinin
gbzenek boyutlart ve homojenitesi ¢ok onemlidir. Kiigliik gézeneklere sahip doku

iskelelerinde hiicre gegisleri zorlasirken, homojen gozenek yapisi degradasyon hizi

ve oranini olumlu yonde etKiler.

1pm Edl = 500 kv Sgnal A=SE2 Dae :*4 Ap1 2012 ZEISS 1y EHI = £L0KV Signel A= SE2 Datw .14 Aor 2014 ZEISS
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Sekil 4.17. Farkli ¢apraz baglama teknigi ile hazirlanan PVA/Jelatin, doku
iskelelerinin SEM goriintiileri (A) PVA/Jelatin, 100:0, GA %5 ve B) PVA/Jelatin,
100:0, FT3, C) PVA/Jelatin, 50:50, GA %5 ve D) PVA/Jelatin, 50:50, FT3), %10
polimer konsantrasyonu

SEM goriintiilerinde GA ve FT yontemi ile iiretilen doku iskelelerinin,
gozenek boyutlart ve duvar kalinliklar1 goriilmektedir. GA ile ¢apraz baglanan ve
Jelatin igeren doku iskelesinin (D), biiyiik ve homojen olarak olusmus gézenekli bir
yaptya sahip oldugunu gérmek miimkiindiir. Bu yapi, sisme oranlarindaki degerleri
de dogrulamaktadir (Sekil 4.17). Biiyiik gozenekli ve ince duvarli yapilara sahip

doku iskelelerinin sisme oran1 yiiksektir [53].

Literatiirde ayn1 anda dondurma ve GA ekleme yontemi ile iiretilen, PVA ve
PVA/Jelatin doku iskelelerine rastlanmamistir. Ancak FT sayisinin doku iskeleleri

lizerine etkisi bir¢ok calismada gosterilmistir. Bu calismada ise bu iki yontemle
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birbirinden ¢ok farkli doku iskeleleri iiretilebilmistir. PV A/Jelatin
konsantrasyonunun optimum degerde segilmesini takiben, GA ile birlikte biiyiik

gozenekli saglam yapilar liretilebilmistir.
4.2.3.3. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analizi

Iki farkli ¢apraz baglama yontemi (GA, FT) sonucunda ortaya cikan bag

yapilart Sekil 4.18°de iki farkli konsantrasyon i¢in incelenmistir.

PVA-Gelatin, 100 :0, %10 ,GA %5 |

NPT e U \ -7

) S -~ — e -_\". ~\ A SWAN
_— . AN e ) f\/ I A ‘T/ e s

!J,.u.
Ty PVA-Gelatin,100 :0, %10, FT1
= - 1000510, FTL b ” o
90 - el v R a s
%.5) h — oot | ~ l\ : ﬂ‘ f \‘IL J

1o PVA-Gelatin,50:30, %10 ,GA %5 |

o —_ I ) A~ o

& . PVA-Gelatin,50 :50, %10, FT1

o8] - . R

2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Sekil 4.18. Farkli ¢apraz baglama teknigi ile hazirlanan PVA/Jelatin, doku
iskelelerinin FTIR spektrumlar1 (PVA/Jelatin, 100:0 ve PVA/Jelatin, 50:50), %10
polimer konsantrasyonu

bagl

PVA/Jelatin, 100:0 olarak belirtilen doku iskelesi spektrumunda GA ile
anan iki doku iskelesinde de hidroksil gruplar1 arasindaki (O-H) bagin daha

genis bir alan1 kapladig goriilmektedir.
4.2.3.4. In vitro degradasyon c¢alismalari

Dondurma/¢ézdiirme fiziksel ¢apraz baglama yontemi ve gluteradehit ile
capraz baglamanin degradasyon davranist tiizerindeki etkisi Sekil 4.19°da

gosterilmistir.
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SABIT KONSANTRASYONDA FT/GA ETKISI

60
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12 _g—pVA-Jelatin,70 :30, %10 FT1

Zaman (Hafta)

Sekil 4.19. Farkli ¢apraz baglama teknigi ile hazirlanan PVA/Jelatin, doku
iskelelerinin FTIR spektrumlari (PVA/Jelatin, 100:0 ve PVA/Jelatin, 50:50), %10
polimer konsantrasyonu

Fiziksel capraz baglama yontemi ile (zayif hidrojen baglari) iiretilen
kriyojeller tersinir 6zellige sahiptir [49]. Ancak gluteraldehit kullanilarak kimyasal
reaksiyon ile ¢apraz baglama yontemi ile olusturulan yapilar ise, yeni ozelliklere
sahip kriyojellerdir. Burada ayni1 konsantrasyonda farkli iki ¢apraz baglama yontemi
(GA, FT) Kkarsilastirildiginda; gluteraldehit kullanilarak ftretilen kriyojellerin,

degradasyon oraninin daha diisiik oldugu goriinmektedir.

Burada dikkat edilmesi gereken nokta, tim GA ile baglanan PVA/Jelatin
kriyojellerinde sisme orani yiiksek olmasina ragmen, degradasyon orani daha
diisiiktiir. Bu durum sisme oranlarinin gosterildigi Sekil 4.16 ile agiklanabilir. GA ile
olusturulan kriyojeller, FT ile olusturulan kriyojellere gore daha saglam bag yapilar

ile baglanmiglardir.
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4.3. DEGISEN POLIMER KONSANTRASYONUNUN DOKU ISKELELERI
UZERINDEKI ETKiSi

Bu bolimde 4.1 ve 4.2°de iretilen tiim kriyojeller (degisen
konsantrasyonlarda), toplam %8 polimer konsantrasyonunda da iiretilmistir. Toplam
polimer konsantrasyonunun kriyojelin sisme orani, degradasyon egilimi ve gézenek
boyutu tizerindeki etkisi incelenmistir.

Cizelge 4.3. %10 toplam polimer konsantrasyon degerinde sisme ve degradasyon
orant

% 10 polimer konsantrasyonu

Doku Iskelesi Sisme Orani Degradasyon Orani(8.hafta)
PVA/Jelatin, 100:0, % 10, FT 1 | 225,50 + 36,88 3,70 £ 0,28
PVA/Jelatin, 90:10, % 10, FT 1 | 256,20 + 28,46 14,90 +2.41
PVA/Jelatin, 70:30, % 10, FT 1 | 437,22 + 19,57 36,34+ 6,17
PVA/Jelatin, 50:50, % 10, FT 1 | 345,81 +10,51 47,79 £1,11

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de yapilan kargilagtirmada %8 toplam polimer

konsantrasyonunda sisme oraninin daha yiiksek oldugu gortinmektedir. Bu durumun

aciklamasi1 azalan polimer konsantrasyonuna bagli, ¢apraz baglanma oraninin

diismesidir. Capraz baglanma orani azaldikga, sisme orani artar.

Cizelge 4.4 %8 toplam polimer konsantrasyon degerinde sisme ve derivasyon orani

% 8 polimer konsantrasyonu

Doku Iskelesi Sisme Orani Degradasyon Orani (8.hafta)
PVA/Jelatin, 100:0, % 8, FT 1 28524 +15,01 10,02 + 1,53
PVA/Jelatin, 90:10, % 8, FT 1 430,15 +£53,09 28,1 £1,94
PVA/Jelatin, 70:30, % 8, FT 1 379,32 +4,81 41,7 £7,45
PVA/Jelatin, 50:50, % 8, FT 1 560,18 +7.21 64,58 +2,79
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Degradasyon orani karsilastirmasinda ise, %8 polimer oranina sahip tiim
doku iskelelerinin daha yiiksek oranda degrade oldugu goriilmiistiir. FT ¢apraz
baglama yontemi ile hazirlanan bu doku iskelelerinin, artan sisme oram ile birlikte

stabilitelerini korumalar1 zorlagmustir.

Ayni sekilde GA ile ¢apraz baglama, yontemi ile iiretilen %10 ve %8 toplam
konsantrasyonuna sahip kriyojellerin karakterizasyonu da karsilagtirmali olarak
Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6 de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. %10 toplam polimer konsantrasyon degerinde sisme ve degradasyon
orani

% 10 polimer konsantrasyonu

Doku Iskelesi Sisme Orani Degradasyon Orant
PVA/Jelatin, 100:0, % 10, GA %5 | 281,41+ 27,14 11,59 + 4,81
PVA/Jelatin, 90:10, % 10, GA %5 | 338,07 + 14,08 10,87 +7,85
PVA/Jelatin, 70:30, % 10, GA %5 | 577,01 + 32,08 26,48+ 2,37
PVA/Jelatin, 50:50, % 10, GA %5 | 973,20 + 68,65 39,07 £3,16
PVA/Jelatin, 30:70, % 10, GA %5 | 565,64 + 73,86 33,50 + 15,84
PVA/Jelatin, 10:90, % 10, GA %5 | 287,17 + 48,65 76,40 + 13,85

GA ile capraz baglamada birkac kriyojelde ayni egilim goriilmemektedir.
Soyle ki ; %8 polimer konsantrasyonunda en yiiksek sisme oran1 PVA/Jelatin, 30:
70, %8, GA %5 kriyojelinde goriiliirken, %10 polimer konsantrasyonunda en yiiksek
sisme oran1 PVA/Jelatin, 50:50, %10, GA %5 kriyojelinde goriilmistiir. Bu durum
deney sirasindaki tartim farkliligi nedeniyle de ortaya ¢ikmis olabilir. Ancak dikkat
edilmesi gereken diger bir nokta ise, PVA/Jelatin, 10:90, GA %5 kriyojelinin, iki

polimer konsantrasyonunda da en diisiik sisme oranina sahip olmasidir.
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Cizelge 4.6. %10 toplam polimer konsantrasyon degerinde sisme ve degradasyon
orani

% 8 polimer konsantrasyonu

Doku Iskelesi Sigme Orani Degradasyon Orani
PVA/Jelatin, 100:0, %8, GA %5 401,41 +35,96 23,12 £2,12
PVA/Jelatin, 90:10, %8, GA %5 529,54 +77,19 2891 +£2,31
PVA/Jelatin, 70:30, %8, GA %5 674,56 + 26,47 42,08 +12,67
PVA/Jelatin, 50:50, %8, GA %5 745,48 + 136,23 41,83 £19,93
PVA/Jelatin, 30:70, %8, GA %5 1016,99 + 58,79 31,09 £ 5,47
PVA/Jelatin, 10:90, %8,GA %5 338,52 £50,21 44,92 + 41,84

Sekil 4.20°de azalan polimer konsantrasyonunun PVA/Jelatin doku
iskelelerinin morfolojisinde ve yarattigi etkiler tartisilmistir. Azalan polimer
konsantrasyonu ile birlikte, sisme degerlerinin artmasi ve degradasyon degerlerinin
yiikselmesi, artan su tutma orani ile agiklanabilir. Ayn1 sekilde PVA’lin azalmasi ile

birlikte degradasyon orani artmistir.

Ayn sekilde SEM fotograflarini incelersek; azalan polimer konsantrasyonu
ile birlikte, kriyojellerin gézenek duvarlarinin inceldigini gorebiliriz. Fraya ve ark.,
yaptiklar1 bir ¢calismada PVA konsantrasyonunun, doku iskelelerinin morfolojisini

etkiledigini belirtmislerdir [47].
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Sekil 4.20. GA ile c¢apraz baglama teknigi ile hazirlanan PVA/Jelatin, doku
iskelelerinin SEM goriintiileri, A) PVA/Jelatin, 90:10, GA %5, B) PVA/Jelatin,
90:10, GA %5, %10 polimer konsantrasyonu C) PVA/Jelatin, 30:70, GA %5, D)
PVA/Jelatin, 30:70, GA %5 %8 polimer konsantrasyonu (A,B x10000 ve C,D
x1000)

Karakterizasyon caligmalar1, farkli polimer bilesimlerine sahip PVA/Jelatin
doku iskelelerinin sisme, gdzenek yapisi ve degradasyon profillerinin farkli oldugunu
ortaya koymustur. Yapilan degerlendirmeler sonrasinda, iki capraz baglama
yonteminde de PVA/Jelatin 70:30, 50:50, 30:70 ve 10:90 (FT ve GA) bilesimine
sahip doku iskelelerinin, doku miihendisligi c¢alismalarina daha uygun oldugu

sonucuna varilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, iki farkli yontemle iiretilen doku iskelelerinin doku

miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilirliginin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

yapilmis ve elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

FT ve GA ile ¢apraz baglama teknigi ile PVA temelli, 3 boyutlu doku
iskeleleri tiretilmistir.

Degisen toplam polimer konsantrasyonunda ve PVA ve PVA/Jelatin
kompozit kriyojelleri iretilmis, tretilen kriyojellerin karakterizasyonu
yapilmis ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in uygulanabilirligi
degerlendirilmistir.

Belirlenen konsantrasyonlara, FT ile ¢apraz baglama yonteminde, bir ile {i¢
arasinda FT uygulanmistir. Bu uygulamanin gézenek capi, sisme degeri ve
degradasyon orani {izerinde dikkate deger bir farklilik olusturmadigi
gorilmistir.

FT ile ¢apraz baglama yonteminde artan jelatin miktar ile birlikte, sisme ve
degradasyon orani artmistir. G6zenek ¢ap1 artmis ve yikama sonrast silindirik
yap1 korunmustur.

Gozenek cap1 3,71 + 1,28 - 45,75 + 11,14 um arasinda degisen (PVA/Jelatin,
100:0, %10, GA %5 ve PVA/Jelatin, 10:90, %10 polimer konsantrayonu, GA
%?5) doku iskeleleri tliretilmistir. Sisme oran1 degerleri ise sirasiyla; %281,41
ve %287,17 olarak bulunmustur.

SEM goriintiileri ve analizleri, PVA miktar1 arttikca gozenek ¢apinin
kiigtildiglinii gostermistir. En kiiciik gbzenek ¢ap1 3,71 + 1,28 pm degeriyle
PVA/Jelatin, 100:0, %10 polimer konsantrasyonu ile iiretilen kriyojelde
gorilmiistiir.

Jelatin polimerinin varliginda gergeklestirilen FT-IR, SEM, sisme ve
degradasyon deneylerine ait sonuglar, doku iskelelerinin jelatin varliginda
farklilastigin1 ve PVA-Jelatin, PVA-Jelatin-GA bag yapilarinin olustugunu
gostermektedir.

En yiiksek sisme degeri, %973,20 + 68,65 oraniyla, %10 toplam polimer
konsantrasyonunda PVA/Jelatin, 50:50, GA %5 doku iskelesinde
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goriilmiistiir. Ancak bu doku iskelesinin ortalama goézenek c¢api 7,55 pm
olarak Ol¢lilmiistiir. Bu durum, doku iskelesinin hidrofilik yapist ve buna ek
olarak gozeneklerine aldig1 su ile agiklanabilir.

e Burada tiim GA ile baglanan PVA/Jelatin kriyojellerinde sisme orani yiiksek
olmasma ragmen, degradasyon orami daha disiiktiir. GA ile olusturulan
kriyojeller, FT ile olusturulan kriyojellere gore daha saglam bag yapilar ile
baglanmislardir.

e PVA/Jelatin 70:30 bilesimindeki doku iskelesine degisen oranlarda GA
eklenerek, degisim gézlemlenmistir. Artan GA oraninin; gozenek ¢api, sisme
ve degradasyon degerlerinde ¢ok biliylik bir etki yaratmazken, gozenek
duvarlarim kalinlastirmistir.

e Degisen toplam polimer konsantrasyonunun (%10 ve %8) doku iskeleleri
tizerindeki etkisi incelenmis ve azalan polimer konsantrasyonu ile birlikte
sisme ve degradasyon oraninin arttigi goézlemlenmistir.

e Karakterizasyon ¢alismalari, farkli polimer Kkonsantrasyonlarma sahip
PVA/Jelatin doku iskelelerinin sisme, gozenek yapisi ve degradasyon
profillerinin farkli oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar 1siginda, iki
capraz baglama yonteminde de PVA/Jelatin 70:30, 50:50, 30:70 ve 10:90
(FT ve GA) bilesimine sahip doku iskelelerinin, homojen yapilar1 ve hiicre/
besin gecisini saglayabilecek gbdzenek yapisi nedeniyle, doku miihendisligi
calismalarina daha uygun oldugu sonucuna varilmistir. Bundan sonraki
calisma, bu doku iskelelerinin hiicre deneyleri ve in vivo ¢alismalart olarak

diizenlenebilir.
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