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OZET

POLI(LAKTIK ASiT) KULLANILARAK
NEOVASKULARIZASYONA UYGUN IN SITU BAKTERIYEL
SELULOZ URETIMI VE KARAKTERIiZASYONU
SAFA, Neriman

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR
Agustos 2019, 86 sayfa

Bu tez c¢alismasinin amaci, 3 boyutlu (3B) yazici ile basilan damar
modelinde polilaktik asit (PLA) kalibi kullanilarak hiicre gogiine ve
neovaskiilarizasyona izin verecek sekilde in situ modifiye edilen BS membranin

yapay deri ikamesi olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesidir.

Bu kapsamda 3B yazici ile basilan PLA kalip, Gluconacetobakter xylinus
{iretim ortamma yerlestirilerek BS/PLA biyokompoziti olusturuldu. Inkiibasyon
sonrast hasat edilen BS/PLA biyokompozitinden, PLA kalip kloroform
kullanilarak uzaklastirildi. Yikama prosediiriinden sonra BS membraninda olusan
3B damar modelinde kanal yapilarinin boyutlart ve BS membranin safliginin
belirlenmesi SEM, ATR-FTIR, Micro-CT, 1s1k mikroskobu ile karakterize edildi.
Ardindan BS membranin in vitro hayvan hicre kilttri denemeleri icin HUVEC

hiicre hatt1 kullanilarak floresan 151k mikroskobu ile analizi gergeklestirildi.

Bu ¢alismada, 3B yazici ile basilan damar modelinde PLA kalip kullanilarak
yeni bir modifikasyon teknigi ile in situ Oretilen BS membranin,
neovaskiilarizasyona imkan saglayacak ozellikte ve deri ikamesi olarak kullanim

potansiyelinde oldugu gosterilmistir.

Anahtar sozcukler: Bakteriyal seltloz, polilaktik asit, deri ikamesi,
biyomalzeme, 3B yazici, neovaskiilarizasyon
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ABSTRACT

IN SITU BACTERIAL CELLULOSE PRODUCTION SUITABLE
FOR NEOVASCULARIZATION USING POLY(LACTIC ACID)
AND ITS CHARACTERIZATION

SAFA, Neriman

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin SENDEMIR
August 2019, 86 pages

The aim of this study is to determine the potential for use as an artificial
skin substitution of the BC membrane modified in situ to allow cell migration and
neovascularization using vascular structured polylactic acid (PLA) template which

printed with a 3 dimensional (3D) printer.

In this context, in situ production of BC/PLA biocomposite was formed by
PLA template and bacterial cellulose produced using Gluconacetobakter xylinus
strain. After in situ BS production, PLA was removed from the harvested BC/PLA
biocomposite using chloroform as a solvent. Characterization tests were carried
out with SEM, ATR-FTIR, Micro-CT, light microscopy and in vitro animal cell
culture experiments using HUVEC cells to determine the size in the 3D vascular
model formed in the BC membrane, and purity of the BC after washing procedure

of BC membrane.

In this study, it was shown that BC membrane produced in situ by a new
modification technique has the potential to allow neovascularization and has the
potential to be used as skin substitution using a vascular model PLA template

which printed with a 3D printer.

Keywords: Bacterial cellulose, polylactic acid, skin substitute, biomaterial,

3D printer, neovascularization.
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ONSOZ

Bu arastirmanin amaci, piyasadaki deri ikamelerinin dezavantajlarindan
biri olan neovaskiilarizasyona (damar olusturma) dikkat ¢ekerek, bir
biyopolimer olan bakteriyel selillozun (BS) neovaskilarizasyona ve migrasyona
olanak saglayacak sekilde yeni bir yaklagim ile 3 boyutlu (3B) polilaktik asit
(PLA) kalip kullanilarak ileri modifikasyonunun yapilmasidir. Caligma
konusunun belirlenmesinde ve ¢alismanin hazirlanma siirecinin her agsamasinda
bilgilerini, tecriibelerini ve degerli zamanlarini esirgemeyerek bana her firsatta
yardimci olan degerli hocalarim Saymn Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA ve
Doc. Dr. Aylin SENDEMIR e ile bana emegi gegen biitiin ekibime tesekkiirii
bir borg bilirim.

[ZMIR
06/08/2019
Neriman SAFA






XV

ICINDEKILER

Sayfa
IC KAPAK ..ottt ettt (iii)
KABUL ONAY SAYFASI ...ttt v)
ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI.....ccooviiiriieiicieceie e (vii)
()74 = TR (ix)
ABSTRACT ettt b bbbt b e (xi)
(0111510 74T (xiii)
ICINDEKILER DIZINT........cooiiviiiiiiiiieeie et (xv)
SEKILLER DIZINT ....coiuiiiiiiiiciiieieececce et (xix)
TABLOLAR DIZINT......coiiiiiiiiiicccee e (xxiii)
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI......ccccoocoiiiiiiiiicccccceecan (xxv)
L.GIRIS ettt 1
2.GENEL BILGILER .....c.cooviititiiiiicteeeeeeete et 3
2.1 DIEIT V& Y APIST cuvviiiiiiiiiiieiiiiesieaesiteeesitee e sttt e s taeesnbb e e sbe e s snbe e e snbe e s ssbeeenbbeeasneesnneens 3
2.1.2 Deri haSarlart .......c.oocveiiiiiieie s 8
2.1.3 Yara iyilesmesi ve yara iyilesmesinin biyokimyasal SUIeci .......ccccooevvviivrennnen. 9
2.1.4 Yara bakim Grinleri.......cccovviieeiiiiiieiccie e 11

2.1.5 Diinya piyasasindaki yara bakim tirtinlerinin durumu...........cccoocoveivvieiiinnnne 14



XVi

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
2.1.6 Deri ikamelerin kullanim kisitlar1 ve gelecek perspektifi........cccccvviiviiiinnnnne. 16
2.2 BaKteriyel SEIUI0Z.........ccv et 17
2.2.1 BS’nin biyomedikal kullanim alanlart...........ccccooveiiiieniiininie e 20
2.2.2 Yara iyilestirici ve deri ikamesi olarak BS ..........ccccoooiiiiiiii 21
2.2.3 BS’nin diger kullanim alanlari...........ccccoovviiiiiiiii e 23
2.3 POHIAKLIK @SIT (PLA) ..veieeecieeie ettt ettt e e enes 24
2.4 3D Printing (3B YaAZICL) cuvveiueiiiiiieiiii ittt 25
3. GEREC VE YONTEM ...oiiiiiieiiieisicieise sttt s 27
3.1 3-Boyutlu (3B) Yazicida PLA Kalibin Olusturulmasi..........ccccovevvvieiinieniinnnne 27
3.2 Mikroorganizma Aktivasyonu ve in situ BS Uretimi .........cccoceeeveevereveverenennne, 28
3.3 Mikroorganizmalarin Stoklanmasi..........cccccceeviiiiiiiiiiiiinn e 30
3.4 In situ BS/PLA Biyokompozitin Uretimi........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesese e, 30
3.5 Bakteriyel SelU10Z Hasadl.........cccoveiieieiieiecic e 31
3.6 KareKterizasyon TeSEIEIT ......ccvcveiieieee e 33
3.6.1 SEM ANAHIZI....ccooviiciiiiiic s 33
3.6.2 ATR-FTIR @NAHZI ....ovinieiiiiiieec e 34

3.6.3 Istk mikroskobu analizi..........cccceeiiiiiieiiiiiic e 35



XVii

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.6.4 MICrO-CT @NANIZI ..o 36
3.6.5 In vitro hayvan hiicre Kiltlrl denemeleri........cccooevveeeiieeve s 37
4, BULGULAR. ..ottt 43
4.1 3B PLA Kalibin Cizimi ve BaSimi.........ccccoviiiieeiiiiiie i 43
4.2 BS Uretimi A¢isindan Mikroorganizma Suslarmin Karsilastirilmast ............... 43
4.3 In Situ BS/PLA Biyokompozit Uretimin Optimizasyonu ............c.cccecevevevennnne. 43
4.4 PLA Kalibin BS Membrandan Uzaklastirilmasi ...........cccceeeeviiieeeiiiiinc v, 46
4.5 Karakterizasyon Islemlerinin SONUGIATT ..........cocoeveveveveveeeieesesiseeeeeeesesenas 49
4.5 1 SEM ANALIZIE ...oviiiiiicc e 49
4.5.2. ATR-FTIR SPEKLIUMU .....ooiviiiiiic e 52
4.5.3 Isik mikroskobu analizZi..........ccccueeeiiiiiiei i 56
4.5.4 MICIO-CT @NAIIZI ...ccvvvieciieiiiee s 57
4.5.5 In vitro hayvan hucre kKultlrl denemeleri.........c.ccoevveeiieciece e, 58
O, TARTISMA ..t 59
B. SONUGLAR. ...ttt 64

7. ONERILER.......cooiiiiieiiieisiete ettt sttt 65



KAYNAKLAR DIZINI

TESEKKUR

OZGECMIS

Xviii

ICINDEKILER (devam)



XiX

SEKILLER DiZIiNi
Sekil Sayfa
2.1: Derinin yapisinin sematik gOSTErMI. ......ccccverieiviieiieieere e 4
2.2: Dermal damarlarin sematik gOStETIMI ...ovvvvvivveeiiirieiiiee e 7
2.3: Yara iyilesme fazlarinin bir sematik gOSterimi ........ccceevvvverriivenniiresnveesnnn. 10
2.4. Normal yara iyilesmesinin agsamalarinin bir zaman ¢izelgesi..................... 11

2.5: Yara bakim {iriinli pazarinin geleneksel yara bakimindan aktif yara
bakimina Kadar EVIMI .......cccoiiieiiiiceee e 15

2.6: Gelismis yara bakim piyasasi: Lider ulusal pazarlarda geliri gésteren bir

grafik (milyar $), 2011 .....ccooviieieieece e 15
2.7: Seliilozun molekiiler yapisi (n = polimerizasyon derecesi)..........cc.ccvvernee. 18

2.8: G. xylinus tarafindan seliiloz mikrofibrillerin birlestirilmesinin
GOTUNTUSUL .. 1ottt ettt e e b e e e e e anes 19

2.9: Ege Universitesi, Biyomiihendislik Bolimi’nin Medikal Biyoteknoloji
Laboratuvarinda iiretilen BS’ye 6rnek. Solda iiretim sirasinda BS, sagda

ise yikanmig saf BS nin gorintlleri .......cocovvveeiiiiiiiiiiiie e 19

2.10: BS bazli kompozitlerin g¢esitli biyomedikal ve farmasotik

uygulamalarinin sematik bir @OSteTimi. ....cuvvvvvveiiiieiiiie i 20
2.11: Yara 0rtiisu olarak BS membran ..........ccocooeoniniiiinencseseseseens 21
2.12: Polilaktik asitin izomerik formlar1 a) PLLA, b) PDLA ve ¢) PDLLA.....25

3.1: a) SOLIDWORKS 2017 ¢izim programindaki 3B damar modeli ve b) 3B
yaziciyla PLA malzemesi kullanilarak olusturulan damar modelindeki



XX

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil Sayfa

3.2: a) Bolumimizdeki 3 boyutlu (3B) yazict b) 3B kalibin basimi yapan

nozzle ve tablanin gOTUNtUST ......ocvvvvivieiiiie i 27
3.3: Ip sistemi ile olustulmus 3B PLA Kalibl........cccoceeveveveeeeeieieeeeee e, 28
3.4: As1 kiiltiirliniin hazirlanmasi...........cccoveeiiiiiie i 29

3.5: 3B PLA kaliplarin, inokuliimii yapilan HS besin ortamina steril kosullarda

yerlestirilmesinin @OTUNTISTL ....vvvvvvvreiirieiiiie e 30

3.6: a) BS membranin alt yiizeyindeki gevsek fiber yapi steril bir spatiil ile
temizlenmasi ve b)BS/PLAbiyokompozitin HS besin ortaminda steril

kosullarda ters ¢evrildikten sonraki gOTUNTUST ...vvvevvvvveviivieiiiieiiiie i 31

3.7: 1 cm? Kkare boyutlarinda BS’den alman &rnekler SEM analizi i¢in SEM

cihazina yerlestirilmesinin gOriNtlisli ........covvvvveiiivieiiiieiiiiie e 34

3.8: a) PLA ve diger besin ortam bilesenlerinden arindirilmis saf BS membrani
ve b) BS igerisinde olusturulan ags1 gozeneklere demir tuzu aktarimi
0] 0] 22 TP PR PRT 36

3.9: MicroCT analizi icin a) 3B PLA’dan arindirilmis BS ve b) demir tozu
sollisyonu iceren BS 6rne@in gOrintliiSti .....ovveveevereereseeseerieseeseeniennens 37

3.10: HUVEC hiicrelerin flaskin yilizeyine tutunduktan sonra 1s1k
mikroskobundaki gorintlst ..........cceevverivereiiesiere e 39

4.1. G. xylinus ATCC 70078 (solda) ve G. xylinus NRRL B-759 (sagda)
suglar1 tarafindan aymi kosullar altinda iiretilen saf BS membranlarin
QOTUNTUSU vttt e et e st e s bn e et e e e bee s 43

4.2: In situ BS iiretim ortamina yerlestirilen a) beyaz ve b) siyah renkli 3B

PLA kalibin iist ylizeyini BS membrani ile kaplanmasi goriintiileri ....... 44



XXi

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil Sayfa

4.3: In situ BS/PLA biyokompozitin tretim slrecinde BS/PLA biyokompozitin

ters gevirme islemin @Orintlisti ......ocovvveviiiveeiiiieiiiie e 45

4.4: a) Uretim ortamina yerlestirilen iskele, b) Iskele kullanilarak in situ BS
MEMbTANIN GIEIMI STIECT...vvvivieirieiiesiieeiee e 45

4.5: Gevsek seliiloz nanofiberler temizlenmeden yapilan iiretim sonrasi iki

2100 ) 01 DT (150 0¥ R 46

4.6: a) BS membranin 0.5 M NaOH ile yikanmasi sonrrasi PLA kalip
uzaklastiktan sonraki par¢alanmig gortinimii b) 2 M derisimde NaOH
ile yitkama sonrasi kiigiilerek burusan BS membranlar ile normal BS

500130010 1 4 ) T 47

4.7: a) PLA kalibin asetonun igerisinde 0. dk ve b) 45. dk goriintiisii, ¢) PLA
kalibin kloroform igerisindeki 0. dk ve d) 25. dakikadaki goriintiilerit... 47

4.8: a) BS membranin kloroform igerisine konulmadan oOnceki ve b) BS

membranin 45 dk kloroform ig¢inde bekletildikten sonraki goriintiisd.. .. 48

4.9:  Optimize edilen BS yikama prosediiriinden elde edilen damar agsi

yapisina sahip BS membranin gorintlisii .........ccoevvrrveeiiieeiiieniiiens ven 48

4.10: a) BS/PLA biyokompozitin fazla nemin alinmasi igin filtre kagidi
iizerinde ve b) Optimize edilen yikama prosediiriinden sonraki BS

membranin GOTUNTUSTL ......cvvvviiirieiiiee i 49

4.11: a, b) BS membraninda olusan damar modelindeki g6zeneklerin SEM
gorantdleri, c,d) SEM analizi ile gorlntiilenen gdzeneklerin boyutlari €)
BS membranin PLA alt ve yiizeyinde birlestigi yerde olusturdugu katma



XXii

SEKILLER DiZINi (devam)

Sekil Sayfa

ve f) kloroform ile yikama sonrasi BS membranin 3B nanofibril
morfolojisini gosteren SEM gOruntuleri........cccoovevvvievieevncie e 50-51

4.12: ATR-FTIR sonuglari: a) BS ile PLA, b) BS ile BS/PLA, c) PLA ile
BS/PLA, d) BS, PLA ile BS/PLA grafikleri..........cccccoorvviiiniiiinnnnn, 53-55

4.13: BS membranina demir tuzu (FeCly) yiiklemesinden sonra 1s1k
mikroskobunda 20 um skalasindaki gorantuleri.........c.ccoevveevverienvennnnn, 56

4.14: a) Micro-CT cihazinda demir tozu igeren BS orneginden alinan bir
kesitin ve b) érneginin 3B modelinin gorintileri...........cccoovevveieivennenne. 57

4.15: BS membranin damar ags1 yapilarindaki HUVEC hiicrelerin floresan 11k
mikrobundaki a) 10x-f, b) 10x-fix, ¢) 10x-1 ve d) 10x-r gdrlntuleri......58

5.1: Statik bir bakteriyel seliloz KUltirinin KeSiti .........cccocvvivereeieiiienieienn, 61



XXiil

TABLOLAR DIZINI
Tablo Sayfa
2.1 Piyasadaki Yara Bakim UTlnleri........coeeueueveveeseeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeseens 13-14
2.2 BS UFEHICHEI ... 18
2.3 Ideal yara ortiisii malzemeleri ile BS’nin karsilastirtlmast...........coceevevevennee. 22
2.4 PLA'nin formlarimin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ..............cccoovevvinennnne 24-25

G T 0 5 T 0 11o0 B 0 4 7= 0§ 29






XXV

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece (sicaklik birimi)
nm Nanometre (uzunluk birimi)

mm Milimetre (uzunluk birimi)

cm Santimetre (uzunluk birimi)

pum Mikrometre (uzunluk birimi)

g Gram (kutle birimi)

sa saat (zaman birimi)

dk dakika (zaman birimi)

rpm Revolutions per minute (dakikadaki devir sayir)
L Litre (hacim birimi)

ml Mililitre (hacim birimi)

Ag Glimiis (element simgesi)
Kisaltmalar

2B Iki boyutlu

3B Uc boyutlu

ABD Amerika Birlesik Devletleri



XXVIi

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devam)

Simgeler Aciklama

AWC Advanced Wound Care (Gelistirilmis/Ileri Yara Bakimi)

BS Bakteriyal seltloz

Ch Kitosan

Col Kollajen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Dulbecco’nun modifiye

minimum esansiyel besi ortami1)

DNA Deokribontikleik asit

ECM Ekstraseltler matriks

FBS Fetal Bovine Serum (Fetal sigir serumu)
FTIR Foruer Transform Infrared Spektroskopy
EDTA Etilendiamin Tetraasetik Asit

Ege-MATAL  Ege Universitesi Merkezi Arastrma Test ve Analiz

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi

GIcNACc N-asetilglukozamin

HA Hyaluronik asit

HS Hestrin & Schramm siv1 besiyeri

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells (hiicre hatt1)

MicroCT Micro Computer Tranmission



XXVii

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam)

Simgeler Aciklama

PEG Polietilen glikol

PHEMA Polihidroksi etil metakrilat

PLA Polilaktik asit

PLLA Poli(-L-laktik asit)

PDLA Poli(-D-laktik asit)

PDLLA Poli(-D,-L-laktik asit)

SEM Taramali  Elektron  Mikroskobu (Scanning  Electron

Microscopy)

Vac Vaccarin Ch






1. GIRIS

Viicudun en biiylik organi olan deri, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
etkenlere kars1t korunmanin yani sira, viicuttan asir1 su kaybmin onlenmesi ve
termoregiilasyondaki rolii gibi birgok hayati islevi yerine getirir (Kanitakis, 2002;
Goodwin et al., 2011; Marks and Miller, 2018) Deride, yanik, diyabetik iilser veya
yaralanmalarin sonucunda meydana gelen hasarlar bazen yasami tehdit eden
boyutlara ulagmaktadir. Deride olusan ciddi hasarlarda, deri kendini
yenilemeyebilir ve bu nedenle ¢ogu durumda deri nakli veya yapay deri ikamesi
gerekir. Otolog deri nakli i¢in 6nemli kisitlarin olmast (Vig et al., 2017) ayrica
sentetik/yar1 sentetik deri ikamelerinde {iiretim ve bakim maliyetleri ve
neovaskiilarizasyonun desteklenmemesi bu alandaki bilimsel arastirmalarin dogal

malzemeler (izerinde yogunlagmasini saglamistir (Paul and Sharma, 2015).

Son yillarda biyouyumlulugu, toksik ve alerjen olmamasi, istenen sekil,
boyut ve kalinlikta iiretilebilmesi yiiksek mekanik dayanimi, yiiksek su tutma
kapasitesi, elastikiyeti, metabolik olarak inert olmasi, saflig1 ve modifikasyonlara
uygunlugu nedeniyle bakteriyel seliloz medikal alanda kullanilan dogal bir
biyomalzemedir. Ozellikle doku kiiltiirii iskelesi, yara ortiisii, ilag tastyici
sistemleri, implantlar veya yapay deri gibi medikal uygulamalarda kullanilmasi
igin arastirmalar yirttilmektedir (Lin and Dufranse, 2014; Ullah et al., 2016;
Picheth et al., 2017).

Piyasada bulunan yara bakim Urlnleri olan deri greftleri, yara Ortlleri ve
deri ikameleri gecici ¢ozlim Onerileri sunsa da tam olarak etkili iyilesmeyi
saglayamamaktadir (Vig et al., 2017). Hastadan keratinosit hiicreleri alinarak yar1
sentetik olarak elde edilen epidermis tabakasi halen yanik tedavilerinde en etkili
ve yaygin yontem olarak kullanilsa da giliniimiizde deri dokusunun yerini alabilen

bir biyomalzeme hentiz yoktur.

Deri ikamelerinde biyouyumluluk, sitotoksisite gibi temel niteliklerin
yaninda istenen en Onemli parametre malzemenin damarlanmaya izin verecek
yapida olmasidir. Biyouyumlulugu, toksik ve alerjen olmamasi, istenen sekil,

boyut ve kalinlikta iiretilebilmesi yliksek mekanik dayanimi, yiiksek su tutma



kapasitesi, elastikiyeti, metabolik olarak inert olmasi, safligi ve modifikasyonlara
uygunlugu nedeniyle bakteriyel seliiloz, deri ikamesi olarak ideal bir malzemedir
(Klemm et al., 2001; Czaja et al., 2006). Ancak damarlanma ve hiicre gégline izin

verecek sekilde nanofiber yapisinin ayarlanmasi gerekmektedir.

Bu tez c¢alismasi ile daha Once tamamlanan BS/keratin nanokompozit dretimi
kapsaminda deri ikamesi olarak uygunlugu gosterilen bakteriyel seliilozun
(Keskin et al., 2017), 3-Boyutlu (3B) damar ags1 yap1 modelinde polilaktik asit
(PLA) kalip kullanilarak neovaskilarizasyon (damarlanma) ve hiicre goglni
destekleyecek sekilde in situ modifiye edilmesi amaglanmaktadir. BS Gretimi
sirasinda ortama yerlestirilecek 3B PLA kalibin iiretim sonras1 yapiy1 bozmayacak
sekilde uzaklastirildiginda biyomalzemenin igerisinde 3B yapida damar agsi

kanallarin olusmas1 beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri ve Yapisi

Deri, embriyonal yasamda ektoderm ve mezoderm olmak tizere iki farkli
germ tabakasindan koken alir (Som et al., 2016; Uysal vd, 2016) ve derinin
hiicreleri ve diger yapilari, gebeligin 3-6 aylar1 arasinda tamamen olusur (Wiles et
al., 2010). Deri, tiim viicudumuzu kaplayarak agiz, goz ile genital bolgelerin ig
kisminda yerini mukozal yapiya birakir. Ortalama 1.6-2 m? yiizey alanina sahip
(yaklasik 70 kg agirliga sahip) bir insanin viicut agirlhiginin yaklasik % 12-15'ini
olusturan ve yaklasik 4-5 kg agirligiyla viicudun en biiyiikk organi olan deri;
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere (0r; mikroorganizmalar) kars1 korumanin
yan1 sira, asirt su kaybimin Onlenmesi ve termoregiilasyondaki roli ile
homeostaziyi saglayarak bircok hayati islevi yerine getirir (Kanitakis, 2002;
Goodwin et al., 2011; Som et al., 2016; Vig et al, 2017; Marks and Miller, 2018).
Ayrica deri suya karsi dayanikli bir bariyer gorevi goriir, derinin en digindaki
tabakada bulunan hiicreler i¢in gerekli olan oksijeni emer, algilanma duyusunu
saglar, giines kaynakli ultraviyole (UV) radyasyonunun zararli etkilerine karsi
DNA’nin zarar gérmesini engeller ve D vitamini sentezinde dnemli bir rol oynar
(Meer, 2010; Paul and Sharma, 2015; Marks and Miller 2018). Yukarida derinin,
baz1 6nemli Ozelliklerine deginilmistir. Ancak deri, sayisiz ve ¢esitli spesifik

islevlere sahiptir (Montagna and Pharakhal, 1974).

Derinin ortalama kalinligi 2-3 mm olmakla birlikte vicudun anatomik
bolgelerine gore degiskenlik gostermektedir. Kil folikiiliin bulunmadigi ellerin
avuc ici ile ayak taban derileri 0.8-1.5 mm ile viicuttaki en kalin epidermis
tabakasina sahipken, epidermisin en ince oldugu alan yaklasik olarak 0.05 mm ile
g0z kapaklarimizdir. Dermisin kalinligina dayanan en kalin deri ise 3 mm ile sirt
bolgesinde yer alirken, goz kapaklarinda ise 0.3 mm’ye kadar incelmektedir
(Gawkrodger, 2002; Meer, 2010). Derinin kalinlig1 cinsiyete, yasa, genetik
yaptya, iklim kosullarina ve havadaki slirtinmeye gore degiskenlik

gostermektedir (Terfera and Jegtvig, 2012).
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Sekil 2.1: Derinin yapisinin sematik gosterimi (Stowall G., 2013)

2.1.1. Derinin katmanlari

Kaslari, kemikleri, baglar1 ve i¢ organlar1 koruyan ¢ok sayida katmana sahip
olan deri, esas olarak epidermis, dermis ve deri alti dokusunu olusturan
hipodermis (subkutis/ylzeyel faysa) olmak iizere ii¢ tabakadan olusmaktadir
(Bkz. Sekil 2.1) ( Kanitakis, 2002; Meer, 2010; Wiles et al., 2010; Terfera and

Jegtvig, 2012).

2.1.1.1. Epidermis: En (st katmanda bulunan bag dokudan olusmayan ve

damar yapisini icermeyen, kalinligi 0.05-1 mm arasinda degisen epidermis, bes
ana tabakadan olusmakta ve derinin en ince kismini olusturdugu i¢in “ince deri”
olarak da nitelendirilmektedir (Meer, S., 2010; Wiles et al., 2010; Terfera and
Jegtvig, 2012; GovindShukla et al., 2018). Epidermis, stratum bazal tabakasinda
bulunan keratinositlerin yiizeysel proteinleri ve glikoproteinler agi ile dermis
tabakasina baglanir. Dermal-epidermal siki baglant1 elemanlarindan dolay1 higbir
damar epidermis tabakasina gecemediginden dolayr epidermis kan damarlar

icermez. Bu katmandaki hiicrelerin beslenmesi ve atiklarimin uzaklagtirilmast,



dermisin Ust katmanlarinda bulunan kilcal kan damarlart aracigiyla difiizyonla
gerceklesmektedir (McGrath et al., 2004; Meer, 2010; Marks and Miller, 2018).

Derinin en dis tabakasi ve ana fiziksel bariyeri olan stratum korneum
tabakasi (keratinize ya da horny tabaka), organellerinin ¢ogunu kaybetmis ve
hiicre i¢i dayaniklilig1 arttirarak epidermise sertlik 6zelligini kazandiran keratin
proteninin tiretiminden sorumlu olan keratinosit ad1 verilen 25-30 kat 61U ve olgun
deri hiicrelerinden olusur (McGrath et al., 2004; Wiles et al., 2010; GovindShukla
et al., 2018; Marks and Miller, 2018). Epidermis tabakasmin % 95’lik kismini
olusturan bu hcreler, derinin Ust ylzeyinden strekli olarak dokilerek yerini
epidermisin alt katmanlarindan gelen yeni hiicreler alir. Normal bir insanda 28-30
giinden olusan bu siirece keratinizasyon dongiisii (turnover) denilmektedir (Meer,

2010; Wiles et al., 2010; Terfera and Jegtvig, 2012; GovindShukla et al., 2018)

Olii ve yassilasmis hiicrelerden olusan stratum lucidum (hyalin tabaka)
tabakasi, el ayas1 ve ayak tabani gibi kalin derilerde bulunur ve stratum korneum
ile stratum graniilozum tabakalar1 arasindaki siirtiinmeyi azaltmaya yardimci olur
ve deriyi, suya karsi bir bariyer olarak korur (Montagna and Pharakhal, 1974;
Meer, 2010; Wiles et al., 2010; Terfera and Jegtvig, 2012; Som et al., 2016).

Stratum granulosum tabakasi (graniiler tabaka)’nda bulunan hicreler,
keratin proteinini olusturmanin yani sira; derinin su gec¢irmesini ve derideki suyun

buharlagmasini onleyen malzemeler de iiretir (Chu, 2008; Terfera and Jegtvig,

2012; Marks and Miller, 2018).

Stratum spinosum (malpighian veya prickle tabaka), keratinizasyon
siirecinin basladig1 yer olup ¢oklu katmanlar halinde diizenlenmis olan bir kiibik
hiicrelerden olusur (Wiles et al., 2010; Marks and Miller, 2018). Ayrica, alerji ve
ekzamalarin gelisiminden sorumlu ve kemik iligi kokenli immiin sistem

hicrelerinden biri olan Langerhans hiicreleri de bulunmaktadir (McGrath et al.,

2004; Marks and Miller, 2018).

Stratum germinativum tabakasi (bazal tabaka), epidermis katmanin en alt
ve kalin tabakasi olan bu tabakada farklilasmamuis hiicreler (boyutlar1 10-14 nm),
tek sira halinde silindirik olup mitotik faaliyet gostermektedir (McGrath et al.,
2004; Goodwin, 2011; Yousef and Sharma, 2017; Marks and Miller, 2018).



Ayrica bu katman, derinin renk pigmentini olusturan dendritik hiicreler olan
melanosit ve derinin dokunma hissini dermisin papillar bolgesinde bulunan sinir
uclarina tagiyan merkel hucrelerini de icerir. (Montagna and Pharakhal, 1974;
Meer, 2010; Terfera and Jegtvig, 2012).

2.1.1.2. Dermis: Deriye destek ve kuvvet veren kollajen filamentleri, elastik

lifler ve ekstrafibriller matris elemanlar1 (ECM) gibi temel yapisal bilesenleri
iceren amorf bir bag dokusundan olusan dermis, vicudu stres ve dis tepkilerden
koruyan ve deriyi besleyen vaskiiler bir yap1 igeren deri katmanidir. Dermis,
ekstraselliler matriks elemanlarini, kan ve lenfatik damarlarini, sinir aglarimi
(agr1, kasinti, basing ve sicaklik gibi gesitli uyaranlari ileten serbest sinir uglari,
pacinian, meissner’s ve ruffini’s cisimcikleri) ve epidermik olarak tiiretilmis
eklerini (kil folikiilleri, tirnak, yag ve ter bezleri), fibroblast, makrofaj, histiyosit
ve mast hicrelerini icermektedir. Dermiste, ayrica bir diiz kas ¢esidi olan “arrector
pilli kas1” da bulunmaktadir (Sekil 2.1) (Wiles et al., 2010; Goodwin, 2011;
Terfera and Jegtvig, 2012; GovindShukla et al., 2018; Marks and Miller, 2018).

Dermiste hiicreler az, hiicreler arasi destek dokusu daha fazladir. Dermis,
olaganiisti su tutma kapasitesine sahip polisakkaritlerin ve protein
makromolekiillerin iiretilmesi i¢in baglandigi destekleyici bir matris ve temel
besleyici gorevi gérmektedir (Meer, 2010). Dermisin yapisinda bulunan kollajen,
elastin ve keratin gibi proteinler, dermis tabakasina fiziksel dayanim ve esneklik
saglamanin yani sira; hiicrelerin birbirlerine tutunmasini, hiicrelerin yer
degistirmesini ve hiicreler arasi iligskiyi diizenlemektedir (Gawkrodger, 2002;
James et al., 2006; Meer, 2010; Marks and Miller, 2018).

Dermis, fiziksel ve fonksiyonel olarak farkli, ancak belirgin bir simiri
olmayan iki yapisal katman olan papiller bélge ve retikiler bélgeden olusmaktadir
(Yousef and Sharma, 2017; GovindShukla et al., 2018).

Papiller bolge: Gevsek bagli bag dokusu olan “parmak izleri” olarak da

bilinen papilla, epidermise dogru uzanan ve kilcal kan damarlarinin u¢ aglarini,
sinir liflerini ve fibroblastlar1 icermektedir. Papiller katman, iizerindeki
epidermisin bazal katmaninda bulunan keratinosit hiicreleri i¢in besin maddeleri

saglamaktadir (Gawkrodger, 2002; GovindShukla et al., 2018).



Retikuler bolge: Yogun, diizensiz bag dokusundan olusan ve dermisin alt

kismin1 olusturan ve hypodermise gegis alani olan bu bdlge, daha yogun ve kalin
bir lif ag1 (kollajen, elastik ve retikiler elyaf)’na sahipken daha az sinir lifleri ve
kilcal kan damarini igermektedir (Yousef and Sharma, 2017; GovindShukla et al.,
2018;).

Dermal Damar Yapilar: ve Kutanoz Mikrosirkiilasyon

Kutan6z mikrosirkiilasyon (derideki kan dolasimi), derinin yiizeyinden 1-
1,5 mm altinda bulunan subpapillary plexus (superficial plexus) ile dermis-
subkutis arayuzeyinde bulunan retiklller plexus (lower plexus) olmak Uzere iki
onemli horizantal ag yapisi ile organize edilmektedir (Sekil 2.2). Dermisteki bu
damarlanma yapilar1 birbiriyle baglantilidir. Dermal papilla, kilcal damarlar, son
arteriyoller ve ylizeysel pleksusun veniilleri tarafindan beslenir. Dermisin
retikiiller bolgesinin pleksuslar ise daha biiyiik kan damarlarindan olusur ve
derinin ek yapilarini ¢evreleyerek daha karmasik bir yapiya sahiptir (Braverman,
2000; Goodwin et al., 2011; Schachner and Hansen, 2011; Marks and Miller,
2018).

Sekil 2.2: Dermal damarlarin sematik gosterimi (Som et al., 2016).

Vaskiiler yapilart olusturan arter, venler ve kilcallarin ana hiicreleri endotel
hiicreleridir. Yaklasik 1-2 pm kalinliga ve 10-20 pum c¢apa sahip olan endotel
hiicreleri, diiz sekilli hiicreler olup merkezi uzatilmis c¢ekirdekleri vardir

(Griendling and Alexander, 1996; Fadini and Avogaro, 2010).



Viicudun 1s1 diizenleyici kapasitesinin bir bolimiinii olustururken ayrica
hicreler icin gerekli olan besin kaynagimni ve oksijeni saglar ve hiicresel atik
iirlinlerin ve karbondioksitin uzaklastirilmasina yardimci olur (Meer, 2010; Marks
and Miller, 2018). Bunlarin yami sira kan basincini diizenlemeye ve yara
iyilesmesine yardimci olurken, bircok immunolojik olayda da goérev alir
(Schachner and Hansen, 2011). Ayrica derinin epidermis katmaninda spesifik
damar aglar1 bulunmadigi i¢in derinin Uist katmanindaki hiicrelerin besin kaynagi
ve oksijeni papiller dermisteki damarlardan difiizyonla saglanmaktadir.
Dermisteki kan damarlari, bag dokusunun ve deri ek yapilarin olugsmasina da

yardimc1 olmaktadir (Marks and Miller, 2018).

2.1.1.3. Hipodermis (Subkutis / Subkutan Doku): Deri alti gevsek bag

dokusu olarak adlandirilan hipodermis (subkutis), fibroblast, makrofaj ve adiposit
gibi hiicreler ile elastin igeren ve deriyi viicuda baglayan derinin en kalin
tabakasidir (Paul and Sharma, 2015). Viicudun ihtiya¢ duydugu enerjiyi iiretir,
viicudun i¢ organlarini dis travmalara karsi korumada tampon (hava yastig1 gibi)
ile baz1 hormonlar icin depo gorevi gorir ve viicudumuzu soguktan izole etmeye
yardimci olur (Farooqgi and O'rahilly, 2008; Wiles et al., 2010; Terfera and Jegtvig
2012; Marks and Miller, 2018).

Bu tabaka, kollajen iceren yag hiicrelerini, yag hiicrelerini igeren gevsek
keratinositleri, lenf ve sinir damarlarin1 ve deriyi besleyip hiicrelerin olusturdugu

atik Urilinleri uzaklastiran arter ve venleri igermektedir (Som et al., 2016).
2.1.2. Deri hasarlan

Deri hasar1 (yara); 1s1, soguk, elektrik, radyasyon veya kimyasal ajanlara
maruz kalarak deri ve/veya derialt1 dokularin devamliginin bozulmasi, tahrip
olmasi veya kesintiye ugramasi olarak tanimlanabilir (Altintas, 2001; Diler vd.,
2012;). Viicudun homeostazini korumak icin derinin biitlinliigli hayati onem
tagimaktadir. Deri yariklart veya yaniklari, iilserler, kemik kirilmalari, cerrahi bir
prosediiriin neden oldugu kas yirtiklari, travma (kontlizyon) veya herhangi bir
bulasici hastalik, deri biitiinligiine hasar vererek biiyiik sakatliklara yol agabilir
veya yasam kalitesini dnemli Ol¢iide bozabilir (Somboonwong et al., 2012; Paul

and Sharma, 2015; Kiya and Kubo, 2019).



2.1.3. Yara iyilesmesi ve yara iyilesmesinin biyokimyasal siireci

Dokuda olugsan hasarin, doku kaybmin veya doku biitiinliigiiniin
bozulmasinin onarilmasi, organizmanin en Onemli islevlerinden birisidir. Bu
onarict islemin amaci, hasarli organin fonksiyonunun ve doku biitlinliigliniin
saglanmasidir (Yiiceyar, 2008). Yara iyilesmesi, doku biitiinliigiini ve
homeostaziyi yeniden saglamak icin bir¢ok hiicre tipinin ve hiicre dis1 matrisinde
(ECM) bulunan bir dizi elemanin, belli bir siirede organize bir sekilde etkilesime
girmesiyle meydana gelen bir dizi dinamik biyokimyasal ve sitolojik olaylar
strecidir (Singer and Clark, 1999; Altintas, 2001; Gurtner et al., 2008).

Iyilesmenin ana 6gesi hiicre iiremesidir. Ureyen hiicreler ihtiyag olan yerlere
go¢ eder. Doku biitiinliigii ve devamliligini saglayan kollajenin sentezi, yara
lyilesmesinin tiim agamalarinda kilit rol oynar. Sentezlenen kollajen lifleri, capraz

baglarla baglanir (Altintas, 2001).

Bazi evrelere ayrilarak anlasilmasi saglanabilen yara iyilesmesi, birbirini
izleyen basamaklardan ¢ok bir devamlilik i¢inde tamamlanan mekanizmalardir.
Birbirini takip eden bu mekanizmalar; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
maturasyon veya remodelling olmak iizere 4 ana asamadan (faz) meydana
gelmektedir (Sekil 2.3) (Singer and Clark, 1999; Li et al, 2007; Kiya and Kubo,
2019).

2.1.3.1. Hemostaz fazi (Vaskiiler vamt/Eksudasyon fazi): Doku

hasarindan birka¢ saniye sonra kan, yara alanina girmesiyle fibrinojen, fibrin
haline gecerek yaranin iizerini 6rtmek ic¢in pihtilasmayi saglar (Altindas, 2001;
Paul and Sharma, 2015; Bunman et al., 2017).

2.1.3.2. Inflamasyon fazi _ (Substrat/Hazirhk fazi): Inflamasyon;

organizmay1 kan kaybina karst korumak, yabanci maddelerin viicuda girmesini
Onlemek ve yarayr iyilesmeye hazir hale getirmek iizere gelisen bir dizi
reaksiyondur (Hanna and Giacopelli, 1997). Hemostaz saglandiktan sonra, kan
damarlari, beyaz kan hiicreleri, biiyiime faktorleri, enzimler, besinler ve antikorlar
gibi esansiyel hiicrelerin yarali bolgeye ulasmasina ve bdylece eksiida
seviyelerinin ylkselmesine neden olarak yara bolgesinde lokalize d6dem, agri,

kizariklik, 1s1 artis1 olmaktadir. Bu fazda inflamatuar hiicreler yara bolgesine goc
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etmekte, apoptotik hiicreleri ve bakterileri yok etmeye c¢alismaktadir.
Inflamasyonun baslarinda nétrofiller gorev alirken daha sonra yerini makrofajlar
ve T lenfositlere birakmaktadir. Bu faz 3-5 giin icinde sona ermektedir (Paul and
Sharma, 2015; Bunman et al., 2017).

1.Hemostazfazi Yara 2. Inflamasyon fazi gan pihusi
e = e =

-Epecormis

of skan

P - e emEea  Macrophages

of skin -
ibroblast
Neutrophals

Leukocyle

3. Proliferasyonfazi
Kan pihtisi
- e -‘_‘_;*_- = S

Sekil 2.3: Yara iyilesme fazlarinin bir gematik gosterimi (Bunman et al., 2017).

2.1.3.3. Proliferasyon (Cogalma — kollajen vapim) fazi: Yara

iyilesmesinin onarim fazi olan proliferatif fazda anjiyogenez ile yeni damarlarin
olusumunu indiiklenir. Yaranin neovaskiilatiiriinii ¢evreleyen fibroblast hiicreleri
kollajen, elastin, fibronektin, glikozaminogliganlar, proteoglikanlari, hyaluronik
asit (HA) ve proteazlar iireterek yara iyilesmesinde dnemli rol oynarlar. Yeniden
epitelizasyon, periferik hicrelerin boliinmesi ile ince bir epitel hiicre tabakasi
olusturur ve bu siire¢ 48-72 saatte tamamlanir. Bu asamada siirecin hizlanmasi
icin nemli bir ortam ¢ok Onemlidir. Proferilasyon fazi1 yaklasik olarak 3 haftaya

kadar siirebilmektedir (Altindas, 2001; Paul and Sharma, 2015).

2.1.3.4. Olgunlasma ve yeniden sekillenme fazi: Yara iyilesmesinin son

asamasi olan bu faz, 3. haftadan itibaren baslar ve yaklasik 6 ay kadar siirer; ancak
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bazi durumlarda 2 yila kadar devam edebilir (Sekil 2.4). Proliferasyon asamasi
sirasinda olugan kollajen liflerinin yeniden bi¢imlendirilmesi siirecini kapsar (Paul

and Sharma, 2015; Bunman et al., 2017).

‘ Pihtilasma ‘ Enflamasyon

‘ Polimorfoniikleer nétrofiller Makrofajlar ‘

‘ Fibroplazive graniilasyon dokusu olusumu H Normal doku glicii % 50'si |
Vazokonstriiksiyon ‘

Vazodilatasyon ‘ Olgunlagsma ve yeniden sekillenme ‘

‘ Anjiyogenez ‘

Epitilizasyon Eksik bazal membran ‘

Tamamlanmigbazal membran ‘

Kasilma

U 2945 10 2% 9 2345 12 7 2034561 290 2 3456 {7
dakika 60 saat U 4 gan W omema [ 1) A 120y

Sekil 2.4: Normal yara iyilesmesinin agamalarinin bir zaman gizelgesi (Haggstrom, 2014).

2.1.4. Yara bakim iiriinleri

Yara bakiminin amaci; canli dokular1 korumak, travmaya ugrayan bolgede
daha fazla doku yikimmi ve enfeksiyon gelisimini Onlemek, iyilesmeyi
hizlandirmak, yaralanmis bolgenin fonksiyonlarini arttirarak deri biitlinliiglini ve
diger organ ile sistemlerde olusabilecek komplikasyonlar1 6nlemektir. Enfeksiyon,
doku kurulugu, dokunun korumasiz kalmasi, 1s1 kaybi, eritrosit, lokosit, protein
gibi maddelerin kayb1 ve l6kositlerin derine gogii yaralarin iyilesmesini bozan
olumsuz faktorlerdir. Yara tedavisini dogru bir sekilde yapabilmesi igin yara

fizyopatolojisinin ¢ok iyi anlasilmasi gerekir (Akytz, 2008; Bunman et al., 2017).

Yara bakimi; yaranin tirii, genisligi ve o6zelligine gore degisir. Primer
tyilesen yaralarda insizyonun kuru steril bir pansumanla kapatilmasi ya da krem
ve nemlendiricilerin kullanilmasi yeterli iken; daha derin yaniklarda cerrahi
mudaheleler ve deri grefti nakli gerekebilir (Patel et al., 2008; Hussain, 2013; Paul
and Sharma, 2015). Deri greftleri, yara ortileri ve deri ikamelerinin kullanilmasi

yara tedavisinde bagvurulan alternatif yontemlerdir.

2.1.4.1. Deri greftleri

Otogreft (kisinin kendisinden alinan), izogreft (ikizler arasi), allogreft (ayni

cins, fakat farkl kisiler arasi) ve xenogreft (farkli cinsler arasi), flep (vaskularize
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greft) olmak {izere farkli tiirden deri greftleri cesitleri bulunmaktadir. Modern
plastik cerrahinin temelini olustururlar (Vig et al., 2017). Otolog dokularin
naklinde donér bolge kisitlidir. Otolog olmayanlar ise doku eksikligi
durumlarinda kullanilabilir; ancak immunolojik reaksiyon nedeniyle viicut
tarafindan reddedilmektedir ve canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in uzun siireli

immiinosupresyon gerekmektedir (Aydin, 2019).

2.1.4.2. Yara ortuleri

Ideal bir yara ortiisiiniin, sahip olmas1 gereken bazi faktdrler vardir ve
bunlarin hepsini bir arada karsilanmasi olduk¢a zordur. Nemli bir ortam, 1s1
yalitimi ve etkili bir sekilde oksijen sirkiilasyonu saglamalidir. Islak veya nemli
tedavi ortami, kuru iyilesme ortamina kiyasla daha az yara izi olusumu saglayarak
yara iyilesmesi i¢in daha umut vericidir (Junker et al., 2013). Siv1 drenajin1 ve
epitelyal gbclinii saglamali, yara eksiidalarinin emilime yardim etmeli ve bakteri
enfeksiyonlara karsi yarayr korumalidir. Uygulanmasi ve ¢ikarmasi kolay ve
agrisiz olmalidir. Alerjik reaksiyonlara neden olmadan biyolojik olarak uyumlu
olmalidir (Watson and Hodgkin, 2005; Fonder et al., 2008). Ayrica, yara
muayenesinde yliksek elastikiyet, mekanik dayanim ve seffaflik gostermelidir
(Chawla et al., 2009). Enfeksiyon hastaliklar1 ve antibiyotik direncinin artmasiyla
birlikte bir¢cok calisma, etkili yiizey dezenfeksiyonu i¢in antimikrobiyal ve diger
biyoaktif Ozellikler tasiyan antimikrobiyal yara ortiisiine ilave edilen alternatif

materyallerin gelistirilmesi lizerine odaklanmigstir (Alanis, 2005).

2.1.4.3. Deri ikameleri

Deri ikameleri yaralar1 kapatarak daha hizli iyilesmeyi tesvik eder ve cerrahi
deri greftlerini yerini alabilir. Ayrica agriy1 da ortadan kaldirmaya yardimci
olabilirler. Hiicre iceren ve icermeyen cesitleri bulunmaktadir (Paul and Sharma,
2015). ideal deri ikameleri biyouyumlu olmali, toksik olmamali, immiinojenik
olmamali, inert olmali, mekanik olarak dayanikli olmali, rezorbsiyona ve
deformasyona kars1 dayanikli olmali, antimikrobiyal aktivite gostermeli ve 1sil
direng gostermelidir (Augustine et al., 2014). Biyomalzemeler, deri ikameleri igin
kullanildiginda, bu o6zelliklere ilave olarak, biyobozunur olmasi gerekmektedir.

Biyomalzemelerin kolay kullanilabilirligi, uzun raf dmriine sahip ve biyouyumlu
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olmasi, deri ikameleri icin ideal bir mihendislik alternatifidir (Vig et al., 2017).
Giliniimiizde deri doku miihendisligi ve biyomiihendislik teknikleri kullanilarak

yapay deri ikameleri iiretimi tizerinde yogun ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Paul

and Sharma, 2015; Vig et al., 2017).

Yapay deri ikamesi, dermal ve epidermal kisimlardan olusan bir bilaminar
membrandir. Dermal kisim, normal dermis modeline ¢ok benzeyen 3B gdzenekli
lifli bir matris iken; ince bir silastik ortii ise gegici bir epiderm tabaka olarak islev
gordr. Eksize edilmis bir yaraya asilandigi zaman, hastanin kendi fibroblastlari
yapay deri ikamesine go¢ eder. Yapay lifleri bir iskele olarak kullanarak, go¢ eden
otolog fibroblastlar, yapay lifleri yavas¢a biyolojik olarak parcalarken, normal
dermisin kollajen lif diizeninde yeni bag dokusunu sentezler (Paul and Sharma,
2015).

Deri doku miihendisligi, islevini kaybeden insan dokulariin rejeneratif tip
ile islevlerini yeniden kazandiran, siirdiiren, gelistiren ve klinik olarak basariyla
uygulanabilen deri ikamelerini yaratmayi amaglayan ve 0zellikle rejeneratif tip
alaninda ¢ok hizli gelismekte olan bir arastirma alanidir. Deri doku miihendisligi
ile 3B gozenekli iskelelere hiicre eklenmesi, proliferasyonu ve doku olusumu
spesifik uygulamalar icin tasarlanabilir (Atiyeh et al., 2005; Paul and Sharma,
2015). Ciddi boyuttaki deri hasarinin onarimi igin baska bir alternatif yontem ise
biyomiihendislik iiriinii deri ikamelerinin kullanilmasidir. Biyomiihendislik deri
ikameleri otolog, allojenik, ksenografik, sentetik veya bu malzemelerin
bilesiminden tdretilebilir (Paul and Sharma, 2015). Tablo 2.1’de piyasada

bulunan yara bakim {iriinlerine detayl1 bir sekilde deginilmistir.

Tablo 2.1: Piyasadaki yara bakim trtnleri (Han and Ceilley, 2017)

Yara Bakim Uriinleri Ticari Uriinler Aciklama

Gazli Bez Curity, Vaseline Gauze, | Ucuz
Xeroform Kurumaya neden olma
Degisim sirasinda daha fazla

yaralanmalara neden olabilir

Filmler Bioclusive, Blisterfilm, | Tikayic1

Cutifilm, Flexigrid, OpSite, | Nemi tutar
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Tegaderm Sadece  eksudatif  olmayan
yaralar i¢in uygun
Hidrokolloidler Aquacel, Comfeel, | Degistirme arasindaki siirelerin
DuoDERM, Granuflex, | uzun olmast
Tegasorb Sivi tutucu

Tikayici
Enfekte yaralar i¢in uygun degil

Hidrojeller Carrasyn, Curagel, Nu-Gel, | Kuru yaralar rehidrate eder
Purilon, Restore, SAF-gel, | Kolay ¢ikarma / degistirme
XCell Asir1 hidrasyona neden olabilir
Kopikler 3M  Adhesive  Foam, | Orta derecede emici
Allevyn, Lyofoam, Tielle Yalitim (izolasyon) saglar
Aljinatlar Algisite, Kaltostat, Sorbsan, | Yuksek emici
Tegagen Hemostatik
Hidrofiberler Aquacel Hydrofiber Yiiksek emici
Doku miihendisligi deri | Alloderm, Apligraf, | Yetersiz gelen blylime
ikameleri Biobrane, Bioseed, | faktorlerini ve sitokinleri hedef
Dermagraft, Epicel, alma
EZ Derm, Hyalograft, | Pahal
Integra Omnigraft, | Enfeksiyon riski
Laserskin,

Myskin, TransCyte

Antijen 6zelligine sahip

2.1.5. Diinya piyasasindaki yara bakim iiriinlerinin durumu

Deride olugan yanik vakalari, diinya ¢apinda yilda yaklasik olarak 300.000

kisinin 6limlUne neden olmaktadir (Bunman et al., 2015). Nemli yara bakimi

tirtinleri, deri ikameleri ve yara bakim cihazlar1 yara bakim iiriinleri piyasasinin {i¢

ana gelir kaynagidir. Hidrokolloidler, kopiik pansumanlar, aljinat pansumanlar ve

hidrojel pansumanlar nemli yara iyilestirme pazarinda lider sektorlerdir. Yapay

deri replasman tedavileri, kollajen bazli iskeleler, hiicre tedavileri ve diger

biyolojik tedaviler, biyolojik Uriin pazarinin ana sektorlerdir. Jackson ve Stevens

2006’daki yayina gore, yara bakim iiriinleri pazar analizinde Sekil 2.5'te gosterilen
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aktif yara bakimi iiriinleri, ortiisen li¢ asamadan gelistigi One siirlilmiistiir (Paul

and Sharma, 2015).

Faz 1: Geleneksel Faz 2: Gelismigyara bakimi Faz 3: Aktif yara bakimi
yara bakimi

Kuru bandaj,
pansuman
ve cihazlar

Yarayi
ortme ve
korunma

Yarayi

ortme ve
koruma

Nemli
ortam
saglama

ivilesmeyi
stimiile
etme

Kuru bandaj, Nem Geli;tirilmi§ Nem Aktif ajanlar

yapistiricive ajanlar kuru bandaj, ajanlari (biyolojik, hiicre

pansumanlar pansuman miihendisligi... vb.)
ve cihazlar

Sekil 2.5: Yara bakim iiriinii pazarinin geleneksel yara bakimindan aktif yara bakimina kadar

evrimi (Paul and Sharma, 2015; Ohnstedt et al., 2019)

Visiongain 2011 yilinin tahminlerine gore, diinyanin en biiylik “Gelistirilmis
Yara Bakim (Advanced Wound Care - AWC)” pazan kiiresel pazarin 2,9 milyar
dolarlik satigla, % 45’ini temsil eden ABD olurken; 1,7 milyar dolarlik satisla, %
25,4"ini temsil eden Avrupa ikinci en biiylik AWC pazari oldu. ABD, Avrupa ve
Japonya, AWC piyasasina hakim olmakla birlikte bu pazarinin % 80,6'sin1 temsil
ederken; gelismekte olan piyasalari ile Cin ve Hindistan'm bu {i¢ iilkeye karsi
guclu rakip olmasi beklenmektedir (Sekil 2.6). AWC pazarindaki artis esas olarak
yaslanan niifus, diyabetik ve obez popiilasyonun artmasi, gelisen ekonomi ve daha

Iyi saglik tesisleri gibi etkenler belirlemektedir (Visiongain 2012).

3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Gelir ($ milyar)

Ulke/Bolge

Sekil 2.6: Gelismis yara bakim piyasasi: Lider ulusal pazarlarda geliri gosteren bir grafik
(milyar $), 2011 ( Visiongain 2012)
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2.1.6. Deri ikamelerin kullanim kisitlar1 ve gelecek perspektifi

Ticari olarak temin edilebilen deri ikamelerinin neovaskilarizasyonu
saglama yetersizligi ve zayif mekanik biitiinliigii, entegrasyon basarisizlifi ve
bagisiklik reddi gibi bazi1 kisitlamalar1 vardir. Piyasada bulunan cok az deri
ikamesi neovaskiilarizasyona imkan saglamaktadir. Mevcut deri ikameleri, sadece
fibroblast ve keratinosit hiicrelerini esas aldig: i¢in kil folikiilii ve ter bezleri gibi
farklilagsmis yapilari olusturma kabiliyetinden yoksundur. Deri ikameleri hcre
bliylimesi sorunlarinin tistesinden gelmek icin hiicre ve doku kiiltiiri
protokollerinde teknik ilerlemeler gerekmektedir. Ayrica klinik uygulamalarda
deri ikamelerinin biiyiik talebini karsilamak i¢in biiyiik 6l¢ekli tiretimi gelistirmek
gerekir. Mevcut yara bakim triinlerinin yiiksek maliyeti ve bunlarin kullanilmasi
icin 6zel uzmanlik gerektirmesi, birgok iilkede ticari satigin1 kisitlamaktadir (Paul

and Sharma, 2015; Vig et al., 2017).

Yara iyilesmesi {izerine yapilan yeni arastirmalar, malzeme biliminden
molekiiler biyolojiye kadar farkli alanlar1 kapsamaktadir. Bu c¢alismalardan
bazilar, nitrik oksit gibi yara iyilesmesinde gorev alan yeni molekiiller iizerine
yogunlagmaktadir ve bu amagla yenilik¢i malzemelerin tasarimini igeren sayisiz

yaklagim bulunmaktadir (Han and Ceilley, 2017).

Doku miihendisligi iiriinii deri ikameleri gelecekte doku yenilenmesi ve yara
tyilestirici terapotikler i¢in umut vaat etmektedir. Deri ikamelerinin raf dmriini
uzatmak ve konak dokularla daha 1iyi entegrasyonunu saglamak i¢in
vaskiilarizasyonu  saglayacak  sekilde  gelistirilmesine  ihtiyag  vardir.
Vaskiilarizasyonu artirmanin bir yolu, olgun kan damarlarin1 gelistirmek ve
gerekli mekanik stimiilasyonu saglamak i¢in biyoreaktorleri kullanmay1
gerektirmektedir. Deri ikamelerinin raf omrini uzatmak icin depolama ve
muhafaza standardizasyonu ile Uretim strecini standart hale getirmek ve Uretim
maliyetlerini azaltmak iizerinde durulmasi gereken baska bir ¢alisma konusudur

(Vig et al., 2017).

Biyomuhendislik Grinu deri ikamelerinin terapétik etki mekanizmasinin
detayli olarak anlasilmasiyla daha iyi ve verimli 0rlinler gelistirilebilir.

Gilinlimiizde, bu 6zellikleri tasiyan mevcut olan birka¢ deri ikamesi vardir; ancak
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kok hicre ve biyomalzemelerin bir kombinasyonunun Grlinl olan deri ikameleri

gelecek icin umut verici bir ¢ziim olmaya devam etmektedir (Vig et al., 2017).

2.2. Bakteriyel Seltloz

Son yillarda biyouyumlu malzemeler ya da cihazlar olarak kullanilabilen
kollajen, hiyaliironan, jelatin, kitosan ve selilloz gibi dogal biyopolimerler,
medikal alanindaki yogun arastirmalarin ana odagi olmustur (Silva et al., 2010).
Biyomalzemelerin 6zellikleri, dogal dokularin 6zelliklerine benzerlik gostermesi,
dogal dokuya 6zgii karmasik ve hiyerarsik yapilar taklit eden yeni sistemler veya
tibbi cihazlar olarak kullanilan yara Ortiileri, tibbi implantlar, ila¢ dagitim
sistemleri, vaskiiler greftler ve doku miihendisligi i¢in iskele iiretimi Uzerine

aragtirmalar stirdiiriilmektedir (Reis et al., 2008; Rajwade et al., 2015).

Yeryliziinde en ¢ok iiretilen dogal polimer olan bitki selilozu (1,5 x 1012
ton/y1l) tekstilden gidaya kadar bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilabilmesine
ragmen, hemiseliiloz, lignin ve pektin maddelerini i¢cerdiginden dolay1 tibbi veya
kozmetik amagh kullanilamamaktadir (Bilgi et al., 2016). Ancak bakteriler
tarafindan sentezlenen bakteriyel selilloz (BS) veya mikrobiyal seliiloz,
biyouyumlulugu, nanofiber ag yapisi, iyi mekanik (yiiksek elastikiyet, esneklik ve
dayaniklilik) 6zellikleri, yliksek su emme kapasitesi, nispeten daha kolay iiretim
siireci, bitki seliilozu ile karsilastirildiginda kimyasal saf yapi, metabolik olarak
inert ve modifikasyonlara egimli olmasi gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir (Iguchi

et al., 2000, Klemm et al., 2001).

Seliiloz, glikopiranoz birimlerinin B-1,4 baglar1 ile baglanmasi ile olusan
dallanmamis bir polimerdir (Sekil 2.7). BS iizerinde yapilan yogun g¢alismalar,
BS’nin kimyasal agidan bitkisel seliillozla ayn1 oldugunu, ancak makromolekiiler
yapist ve Ozellikleri bakimindan farklilik tasidigini géstermistir (Vandamme et al.,
1998). Tek bir seliiloz seridi, ortalama 1,6x5,8 nm boyutunda yaklasik 46 mikro
iplikcikten olusmaktadir. Uzunlugu 1-9 pm arasinda degisen mikrobiyal
selillozun ultra ince seritleri hidrojen baglar ile saglamlastirilmis bir ag yapisi

olusturmak tizere 2.000-18.000 glikoz birimi bir araya gelir (Ross et al. 1991).
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Sekil 2.7: Seliillozun molekiiler yapisi (n = polimerizasyon derecesi) (Perotti et al., 2014).

BS, algler (Vallonia) kufler, (Saprolegnia, Dictystelinum discoideum) ve
bakteriler  (Acetobacter, Gluconacetobacter, Achromobacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Zoogloea)
tarafindan tretilmekle birlikte en fazla bilinen tiir Gluconacetobacter xylinus
(Acetobacter xylinum) susudur (Klemm et al., 2001). BS iireticilerine genel bakis
Tablo 2.2 'te sunulmustur (Jonas and Farah,1998).

Tablo 2.2: BS ureticileri (Jonas and Farah,1998)

Mikroorganizma cinsi Seliiloz Cesidi
Acetobacter Hiicre dis1 film tabakasi ya da serit
Achromobacter Serit
Aerobacter Fibril
Agrobacterium Kisa fibril
Alcaligenes Fibril
Pseudomonas Belirsiz sekil
Rhozobium Kisa fibril
Sarcina Amorf

BS’nin makroskobik morfolojisi iiretilme sartlarina baghdir. Statik
kosullarda, bakteri, oksijen ag¢isindan zengin olan sivi besiyerinin Yiizeyinde
seliilloz agin1 olusturur. Seliiloz alt iplik¢ikleri, bakteri hiicrelerinin yiizeyindeki
gozeneklerden dogrusal olarak hiicre digina salinir, mikro iplik¢ikleri olusturmak
tizere kristal yap1 kazanir ve besiyerinin derinlerine dogru uzanir (Sekil 2.8).
Calkalamali kiiltiirlerde olusan BS’ye gore statik kiiltiirde olusan BS, komsu
iplikcikleri daha az dallanmis ve birbiriyle daha az baglantilidir. Calkalamali
kiiltiirde diizensiz tanecikli, yildiz seklinde ve lifli iplikgikler besiyerine dagilmis

halde bulunur. Agsi iplikgikler 1zgara benzeri bir yapi olusturmak {izere birbirine
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baglanir ve hem diisey hem de paralel dogrultuda uzanir (Yamanaka et al., 1989;

Yoshinaga et al., 1997; Iguchi et al., 2000).

Alt elementer fibril

Selilozll

Seliilozl

AYAYAYAY.

Sitoplazmik membran

LPS zarfi

B Selilozsentezi [ Seliilozmikrofibril

Seliilozdis Proto /alt
. . ™ .
bileseni elementer fibril

Sekil 2.8: G. xylinus tarafindan seliiloz mikrofibrillerin birlestirilmesinin bir goriintisii (Iguchi et
al., 2000; Mohite and Patil, 2014)

BS, genel olarak suda ¢dziinmeyen, esnek, gerilme direnci yiksek, elastik
bir polimerdir ve ags1 bir yapiya sahip olan polimerin kristalize 6zelligi yiiksektir.

BS yiksek diizeyde su igerir ve bu nedenle jelatnimsi bir gériiniime sahiptir (Sekil

2.9).
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Sekil 2.9: Ege Universitesi, Biyomiihendislik Bolimii’nin Medikal Biyoteknoloji

Vil

Laboratuvarinda iiretilen BS’ye 6rnek. Solda iiretim sirasinda BS, sagda ise yikanmis saf BS nin

gorintileri
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2.2.1. BS’nin biyomedikal kullanim alanlari

Son yillarda, biyomedikal alanindaki uygulamalar i¢in ¢esitli BS bazl
biyomalzemeler tasarlanmistir (Sekil 2.10). 2000 yilindan bu yana bilimsel yaymn
sayisinda olaganiistii bir artis oldugu gibi, BS’nin biyomedikal alandaki
yayimlanan bilimsel makalelere yapilan atiflarin sayisinda da ciddi bir artig
olmustur. Cok sayida nitelikli bilimsel arastirma makalesi, BS’nin potansiyel
uygulama alanlarin1 vurgulamistir (Klemm et al., 2011; Fu et al., 2012; Jorfi and
Foster,2015; Rajwade et al., 2015; de Oliveira Barud et al., 2016).

Antimikrobiyal Kék hiicre
yara ortiisl tedavisi
Yapay damar
grefti

Enzimve hiicre

immobilizasyonu

Kemik doku
rejenerasyonu

Baglantive

tendon ikameleri

llag tagryici sistem
ve enantiyomer

ayrimi

Vertebral disk

ikamesi
Transdermal
flaster
Hemodiyaliz

Dis kékii kanal
BS Bazli Kompozitlerin,
Biyomedikal ve

tedavisi
doku ik i eas .
orufamest Farmasotik Alanindaki
Kikirdak doku UVEUIamalal'l
miihendisligi
Meniskus
implant:

Yapay kornea
Anti-viral film

Sekil 2.10: BS bazli kompozitlerin gesitli biyomedikal ve farmasétik uygulamalariin

Yapay
endokraniyum
(dura mater)

sematik bir gosterimi (Ullah et al., 2016).

Bakteriyel seliiloz tasidigi 6zellikleri sayesinde yapay deri, kan damari,
uretra cihazi, yara ortii malzemesi olarak kullanimi vb. gibi yapilan ¢aligmalarda
biyomedikal alanda genis bir yelpazede ideal bir biyomalzeme olarak uygulama
alan1 bulmustur (Yamanaka et al., 1989; Iguchi et al., 2000; Klemm et al., 2001:
Czaja et al., 2006; Keskin et al., 2017).

BS, sahip oldugu bir¢ok essiz 6zelliklerinin yan1 sira nano boyutta gézenek

cap1 nedeniyle hiicre gociinii kisitlamasi ve biyobozunur olmamasi gibi
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dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ancak, BS’ye, selillaz (Hu and Catchmark,
2011) ve GIcNAc (N-asetilglukozamin) (Yadav et al., 2010) eklenerek
biyobozunurlugunun ayarlanabildigi yara oOrtiileri i¢in yapilan caligmalarla

kanitlanmistir (Ullah et al., 2016).

2.2.2. Yara iyilestirici ve deri ikamesi olarak BS

BS agst nanofiber ve gozenekli yapisi sayesinde miikemmel emicilik
ozelligi sagladigindan, eksiidalar1 yara dokularindan tamamen uzaklagtirma
potansiyeline sahiptir. BS’nin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmamasi ve yara
enfeksiyonunu dnleyememesi nedeniyle, BS bazli antimikrobiyal biyomalzemeler,
genellikle antimikrobiyal ajanlar ve BS nin nano agsi1 yapisi lizerinde fiziksel veya
kimyasal yaklagimlar kullanilarak elde edilmistir. Béylece antibiyotiklerin veya
diger ilaglar1 igceren BS, dis enfeksiyonlara karsi etkin bir bariyer olusturan ideal
bir yara Ortiisiiniin 6zelliklerini saglayabilen bir biyopolimer adayidir (Sekil 2.11)

(Czaja et al., 2006, Muangman et al., 2011; Gayathry and Gopalaswamy, 2014).

BS, giinlimiiziin yeniliklerinden olan nanoteknolojinin de ilgi odagi haline
gelmistir. Giimiis (Ag) nanopargaciklarinin antibakteriyel, antifungal ve antiviral
Ozellikleri sayesinde Ag nanopartikulleri iceren BS, yara tedavisinde oldukca
etkili oldugu yapilan bircok caligma ile ispatlanmistir Ag ile gelistirilen BS hibrit
sistemler, 6zellikle normal ve kronik deri yaralar1 ve iilserleri i¢in biyomedikal
alanda genis capli kullanim potansiyeline sahip olabilmektedir (Rai et al., 2009;
de Oliveira Barud et al., 2011; Yang et al., 2012; Wu et al., 2014).

Sekil 2.11: Yara 0rtiist olarak BS membran (Czaja et al., 2007).
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Biyouyumluluklar1 ile hiicre adezyonu ve proliferasyon kabiliyetleri
sayesinde BS ve kompozitleri, yara Ortiisiiniin yani1 sira deri dokusunun
yenilenmesini de tesvik edebilen yapay deri ikamesi olarak kullanim potansiyeli
de tasimaktadir (Keshk, 2014; Qiu and Netravali, 2014). Sicak ve nemli bir ortam,
hizli ve etkili iyilesmeyi tesvik etmektedir. BS, yaranin iyilesmesi i¢in yaral
bolgeye nemli bir ortam saglamaktadir. BS nin ideal bir yara ortiisii i¢in sagladigi
Ozellikler ile  modifiye edilmesi gereken  kriterleri, Tablo 2.3’de

degerlendirilmistir.

Tablo 2.3: Ideal yara ortiisii malzemeleri ile BS’nin karsilastiriimasi
(Sulaeva et al., 2015). (Ozellikleri saglayan (+), dzellikleri saglamayan (-) ile
belirtildi)

ideal Yara Ortiisii Ozellikleri | BS’nin Karakteristik Ozellikleri

Nemli ortam +

Eksiida fazlaliginin emilmesi -

Elverisli gaz alig-verisi +
Isil izolasyon +
Enfeksiyona kars1 koruma +

Anti-bakteriyal akvite gdsterme -

Biyouyumlu +
Toksik olmayan +
Mekanik kararlilik +

Deriye diisiik tutunma gosterme -

Diisiik maliyet +

Giliniimiizde, BS membranlarinin ana ticari kullanimi, epitelizasyonu
arttirmak i¢in hiicre dis1 matrisi (ECM) taklit eden Bionext®, Membracell® ve
Xcell® gibi ¢esitli ticari yara Ortiileri bulunmaktadir (Kwak et al., 2015). BS
membranlari ile yapilan yara tedavisi i¢in geleneksel gazli bez ile Tegaderm®,
Cuprophan® veya Xeroform™ gibi sentetik malzemelere gore daha iyi sonuglar

elde edilmistir (Lin and Dufresne, 2014). Ayrica, BS membranlarinin nekrotik
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kalintilarin uzaklastirilmasini kolaylastirdigi da yapilan ¢aligmalarla kanitlanmigtir

(Czaja et al., 2006).

Biyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin benzersiz kombinasyonu ile
aljinat, Kitin ve tdrevleri, kitosan ve tlrevleri, hem endustriyel hem de tibbi
alanlarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte ticari uygulamalari, yara iyilesmesi
icin gelismekte olan bir aragtirma alani olup son yillarda olduk¢a yayginlagmistir
(Paul and Sharma, 2015). BS membrani, farkli malzemeler ile BS bazl
kompozitler hazirlayarak, deri dokusu onarimi i¢in en uygun malzemeyi

tasarlayacak sekilde modifikasyonlar yapilabilir (Ullah et al., 2016).

Histolojik incelemeler sonucunda BS-Ch (Ch: Kitosan) (Lin et al., 2013),
BS-PHEMA (PHEMA: Polihidroksi etil metakrilat) (Figueiredo et al., 2013), BS-
PEG (PEG: Polietilen glikol) (zZhijiang and Guang, 2011), BS-Col (Col: Kollajen)
(Wanna et al., 2013) BS-Vac (Vac: Vaccarin) (Qiu et al., 2016), kompozitleri, saf
BS membranina gore biyolojik olarak daha aktif, daha iyi hiicre tutunmasini ve
epitelizasyonunu saglamasi ve iyi mekanik ozelliklere sahip olmasi sayesinde
doku rejenerasyon ig¢in uygun kompozit adaylar1 oldugu gosterilmistir. Bu
kompozitler, yara Ortlisii malzemesi ile doku miihendisligi iskelesi gibi
biyomedikal uygulamalarda iyi bir kullanim potansiyeline sahiptir (Ullah et al.,
2016).

Hem in situ hem de post modifikasyon yaklasimlari ile basarili bir sekilde
uretilen BS-Keratin nanokompozitler, hiicre kiiltliri ¢alismalart ile dermal
fibroblastlarin iyi bir hiicre tutunma profili sagladigin1 ve keratinositlerin, BS/
keratin nanokompozitlerinin yiizeyinde orijinal epitel morfolojisini korudugunu
gostermistir. Bu ¢alisma ile yara iyilesmesinde ve ileri deri doku miihendisliginde

potansiyel uygulamalara sahip oldugu agikc¢a gdsterilmistir (Keskin et al., 2017).
2.2.3. BS’nin diger kullanim alanlari

BS, tekstil sanayinde suni deri ve diger tekstil iirlinlerinde adsorban olarak,
kagit sektoriinde birinci kalite kagit iiretiminde, kozmetik sanayinde ise kremlerin,
toniklerin, tirnak cilalarinin emilimini kolaylastirmada kullanilmaktadir. (de
Oliveira Barud et al., 2016; Picheth et al., 2017; Fernandes et al., 2019). BS gida

sanayinde ise Ozellikle diisiik kalorili tath, cips, c¢erez ve sekerlemelerin
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iiretiminde; dolgunluk verici olarak tath, dondurma ve salata soslarinin
bilesiminde, ayrica sosis ve etlerin kaplanmasinda gilivenilir ve genis bir kullanim

potansiyeline sahiptir (Kaya 2007; Akoglu et al., 2009).
2.3. Polilaktik asit (PLA)

Dogrusal bir alifatik polyester olan polilaktik asit (PLA) veya polilaktit,
seker kamigi veya misir nisastasi gibi yenilenebilir kaynaklardan tiretilen
laktozun (veya siit sekeri) fermentasyonu sonucunda elde edilen laktik asit
monomerlerinden olugsmaktadir. Bundan dolayi, PLA insan viicudunda kullanim
icin toksik olmayan cevre dostu bir iiriindiir (Farah et al., 2016). PLA'nin
ayrigmasi hidroliz, ardindan bakteriler yoluyla biyolojik pargalanma ile

gerceklesir (Silverajah et al., 2012).

Diger alifatik polyesterlerle karsilastirildiginda PLA, kolay islenebilirlik,
yiiksek mekanik mukavemet, biyouyumluluk, biyobozunurluk, diisiik toksisite,
seffaflik ve 3B baskida kullanabilme imkan1 gibi miikemmel 6zelliklere sahiptir
(Tablo 2.4) (Qi et al., 2017; Senatov et al, 2016). PLA kolayca islenerek ortopedik
uygulamalarda kullanilmak tizere vidalar, pinler ve plakalar iretilebilir (Wuisman
et al., 2006).

Tablo 2.4: PLA'nin formlarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Xiao et al.,
2012).

Ozellikler PDLA PLLA PDLLA

Cozanarluk Hepsi benzen, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran
(THF), dioksan vb. icinde ¢0zinirken; etanol,

metanol ve alifatik hidrokarbonlarda ¢6ziinmez.

Kristal yap1 Kristal Yari-kristal Amorf
Erime sicakligi (Tm) /°C ~180 ~180 Degisken
Camsi gegis sicaklig (Tq) /°C 50-60 55-60 Degisken

Is1l ayrisma sicakligi / °C ~200 ~200 185-200
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Kopma uzamasi (%) 20-30 20-30 Degisken
Kopma/kirtlma mukavemeti /| 4,0-5,0 4,0-5,0 Degisken
(9/d)

37°C’deki normal tuzlu | 4-6 ay 4-6 ay 2-3 ay
cozeltideki yar1 dmrii

Doku miihendisligi i¢in alternatif bir aday olan PLA; biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve termal plastisite nedeniyle kemik doku miihendisliginde tercih
edilmektedir (Venkatesan et al., 2014). Doku miihendisligindeki {i¢ boyutlu (3B)
doku iskeleleri arasinda en ¢ok kullanilan biyobozunur sentetik polimerler,
doymus poli-a-hidroksi esterlerdir (Rezwan et al., 2006). Bu esterlerden biri olan
polilaktik asit, poli(-D-laktik asid) (PDLA), poli(-L-laktik asid) (PLLA) ve poli(-
D, L-laktik asit) (PDLLA)’in rasemik karisimi olmak iizere iic formda
bulunmaktadir (Sekil 2.12) (Ahmed and Varshney, 2011).

o] o] a
HyC HyCy, HaC
(o} (o} o
o o o
CH, CH, #CH,
O o o
(a) (b) ()

Sekil 2.12: Polilaktik asitin izomerik formlar1 a) PLLA, b) PDLA ve c) PDLLA (Ahmed
and Varshney, 2011).

2.4. 3D Printing (3B Yazic)

Uc boyutlu (3B) yazic, Ui¢ boyutlu bir nesneyi Gretmek icgin plastik, metal,
seramik, toz, sivt veya canli hiicreleri iceren malzemelerin tabakalar halinde
kaynastirilmasi veya biriktirilmesi yoluyla yapilan bir tiretim teknigidir (Ventola,
2014; Schubert et al., 2014). Bu siire¢ ayn1 zamanda, katki maddesi iiretimi (AM),
hizli prototipleme (RP) veya kati serbest form teknolojisi (SFF) olarak da
adlandirilir (Gross et al., 2014). Charles Hull’un icat ettigi ve stereolitografi (STL)
olarak tanimladig1 cihaz, tarihteki ilk 3B yazici olarak kabul gormektedir

(Ventola, 2014; Schubert et al., 2014).
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[k baslarda 3B yazici, 6ncelikle miihendislikte prototipleri olusturmak igin
kullanilmistir. Ancak son zamanlarda, bazi arastirma makalelerine gore 3B
yazicinin kullanim alani olarak tibbi uygulamalar 6nemli bir ivme kazanmistir ve
saglik hizmetlerinde devrim yaratmasi1 Ongoriilmektedir. 3B yazici ile tibbi
kullanimlari, hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, kok hiicre c¢aligmalari, doku ve organ
iiretimi, kisiye 6zel protez, implant ve anatomik modellerin olusturulmasi ve ilag
dozaj formlar, teslimi ve kesfi ile ilgili farmasotik arastirmalar da dahil olmak
tizere genis bir yelpazede arastirmalar yitllmektedir (Ventola, 2014; Schubert et
al., 2014).

Bu tez caligmasinda, piyasadaki deri ikamelerin dezavantajlarindan biri olan
neovaskilarizasyona  (damar  olusturma)  dikkat  ¢ekerek, = BS’nin
neovaskiilarizasyona ve migrasyona olanak saglayacak sekilde yeni bir yaklagim

ile 3B PLA kalip kullanilarak ileri modifikasyonunun yapilmasi arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. 3-Boyutlu (3B) Yazicida PLA Kalibin Olusturulmasi

SOLIDWORKS 2017 (DS-Dassault Systems) ¢izim programi ile agsi
yapidaki damar modeli ¢izimi yapildi (Sekil 3.1a) 3B PLA (1.75 mm PLA+ 3D
Filament White, Melting Temparature: 205-220°C, Shenzhen Esun Industrial Co.,
Ltd.) damar ags1 yapist boyutlart 4 cm uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde ve 0.4

mm kalinliginda olacak sekilde basilmak iizere programlandi (Sekil 3.1a).

Sekil 3.1: a) SOLIDWORKS 2017 ¢izim programindaki 3B damar modeli ve b) 3B
yaziciyla PLA malzemesi kullanilarak olusturulan damar modelindeki kalip

Calismada polilaktik asidin L enantiyomerini i¢ceren PLA (PLLA) kullanildi.
Optikce saf PLLA kristal yapida, sert, kirllgan bir madde olup ortalama mol
kiitlesi ve kristalin boyutuna bagli olarak 175-185°C sicaklik araliginda
eriyebilmektedir (Xiao et al., 2012).

Sekil 3.2: a) Bolimimuzdeki 3 boyutlu (3B) yazici b) 3B kalibin basimi yapan nozzle ve

tablanin goriintiisii
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Ege Universitesi, Biyomiihendislik Bolimi’nin Biyomalzemeler ve 3B
Biyoaraylzler laboratuvarinda bulunan 3B yazicimin (Sekil 3.2) sicaklig
215°C’ye c¢ikartilarak PLA’nin erimesi saglanarak basima hazir hale getirildi.

PLA malzemesinden damar modelinde 3B kalip olusturuldu (Sekil 3.1b).

3B PLA kaliplari, iki ucuna dikis ipi baglanarak cam bir petriye konuldu
(Sekil 3.3) ve 121°C’de 15 dk boyunca otoklav (Hirayama, Japonya) ile steril
edildikten sonra c¢alismanin sonraki ¢alismalarda kullanilmak (zere oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Sekil 3.3: Ip sistemi ile olustulmus 3B PLA kalib1

3.2. Mikroorganizma Aktivasyonu ve In Situ BS Uretimi

HS besin ortamini olusturan gerekli malzemeler, glukoz (Merck KGaA,
Fransa), bakteriyal pepton (Lab M, MC024, UK), maya 0zitl - yeast ekstrakt
(Merck KGaA, Almanya), sitrik asit - CsHsO7 (Merck KGaA, Almanya) ve
disodyum hidrojen fosfat - Na,HPO4 (Merck KGaA, Almanya) temin edildi ve
Tablo 3.1°deki gosterilen miktarlarda olacak sekilde hazirlandi. HS besin
ortaminin pH’1 5-5,5 olacak sekilde tampon ¢ozeltiler (0,1 M HCI - 0,1 M NaOH)
kullanilarak pH metre cihazi (HANNA Instruments HI-2211 pH/ORP Meter,

Romanya) ile ayarlandi.
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Tablo 3.1: HS besin ortam1 (Hestrin ve Schramm, 1954)

Bilesen Miktar
Glukoz 20 gr
Yeast extract (Maya 6ziti) 5gr
Bakteriyolojik pepton 5gr
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 2,7gr
Sitrik asit (CeHgO7.H20) 1,15 gr
Destile su 1000 ml

Mikroorganizma aktivasyonu icin 121°C’de ve 15 dk otoklavda steril
edilmis gerekli malzemeler sonra % 70’lik etil alkol (BIOTEKNO, Tiirkiye) ile
yuzeyleri steril edildi ve Class Il laminar hava akish kabine (NUAIRE NU-425-
400E Biological Safety Cabinet) alindiktan sonra 15 dk boyunca UV ile steril
edildi.

Sekil 3.4: Asi1 kiiltiiriiniin hazirlanmasi

250 ml’lik erlenlere (ISOLAB, Almanya) 50 ml (5:1 oran1) HS besin ortami
hazirlandi. Stoktan (-20°C) ¢ikartilan G. Xxylinus suslari, aktiflestirme igin HS
besin ortamina 100 pl ekim yapildi. Daha sonra c¢alkalamali inkiibatorde
(ZHICHENG Incubator Shaker), 30°C’de ve 150 rpm ¢alkalama hizinda 24-36
saat inkiibe edilerek as1 kiiltiirii hazirlandi (Sekil 3.4).
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3.3. Mikroorganizlarin Stoklanmasi

Aktiflestirilen mikroorganizma kiiltiiriinden alinan pelletler % 50 gliserol
olacak sekilde steril kriyo tiiplere (Greiner bio-one) alindi. Kriyo tiipler sonraki

calismalar i¢in -20°C’de muhafaza edildi.
3.4. In Situ BS/PLA Biyokompozitin Uretimi

As1 kiltiirl steril HS ortamina inokiile edildi ve ardindan Onceden steril
edilen PLA kaliplar, Class II laminar hava akishh kabinde in situ BS (retim
ortamina aseptik kosullarda yerlestirildi (Sekil 3.5). 30°C’de statik kiiltiirde 3-4
giin, 3B PLA’nin iist ylizeyinde BS iiretimi gergeklestirildi.

Sekil 3.5: 3B PLA kaliplarin, inokullimii yapilan HS besin ortamina steril kosullarda

yerlestirilmesinin goruntdsu

3-4. giiniin sonunda BS membran1 aseptik kosullarda laminar kabinde ters
cevirilerek 3B PLA kalibin diger yiizeyinde BS membranin olugmasi i¢in 3-4 gln
tekrar statik kiiltiir kosullarinda etiivde (Memmert Incubator IN450) inkiibe edildi.
Ancak bu islem sirasinda BS membranin alt yiizeyindeki gevsek fiber yapi
(anaerobik seliiloz) steril bir spatiil ile temizlendikten sonra ters ¢evirme islemi

gerceklestirildi (Sekil 3.6).



Sekil 3.6: a) BS membranin alt yiizeyindeki gevsek fiber yapi steril bir spatiil ile temizlenmasi ve
b) BS/PLA biyokompozitin HS besin ortaminda steril kosullarda ters ¢evrildikten sonraki
goruntasu

3.5. Bakteriyal Seliiloz Hasad1

Bakteriyel seliilozun besin ortami atiklarindan ve mikrobiyal hiicre
kalintilarindan uzaklastirilmasi i¢in temizlenmesi gerekmektedir. Hasat sirasinda
BS igerdigi safsizliklar nedeniyle sarimsi bir renktedir. BS i¢in yaygin olarak
kullanilan saflagtirma yontemi 0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) alkali ¢ozeltisi ile
60-90 C arasinda 20 dk — 4 saatte kadar kaynatma, % 5’lik asetik asit ile
notralizasyon ig¢in 30 sn kadar daldirma ve destile su ile kaynatarak durulama

prensibine dayanmaktadir (Keskin et al., 2017).

PLLA, benzen, kloroform, aseton, dioksan gibi ¢oztculer icerisinde ¢ozunir

ve bir hidroliz yoklugunda bile ester baginin basit hidrolizi ile bozunur (Xiao et
al., 2012).

Calismada 3B PLA’dan yapilmis kalibin, BS’den uzaklastirilmast igin
uygun bir ¢dzgen se¢imi yapilarak yikama islemi i¢in bazi optimizasyon

caligmalar1 yapildi.

PLA/BS biyokompozitin yikama optimizasyonu ic¢in;

0,1M,05M,1M,1,5Mve2M NaOH (Merck KGaA),
Kloroform (Sigma-Aldrich),
Aseton (VWR BDH® Chemicals)
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ile ayr1 ayr1 denemeler yapildi. Uygun olan ¢ézgen secimi belirlendikten sonra,
PLA’nin BS membranindan tamamen uzaklastirilmasi i¢in optimizasyon

caligmalar1 yapildi.

BS membranin NaOH ile yikama sonucunda elde edilen olumsuz
sonucglarindan dolayi, yikama islemi igin aseton ve kloroform gibi ¢dzgenlerin
(Bkz. Tablo 2.4) kullanilmasi i¢in denemeler yapildi. Bunun i¢cin PLA kalibin
aseton ve kloroform igerisindeki ¢6ziinme durumlarini test etmek icin bu iki
cozgen ile deneme setleri kuruldu. Kloroform ve asetonunun BS membranin 3B
nanofibril yapilar tizerindeki zararl etkileri bilinmedigi i¢in saf BS membrandan
alinan 5x5 cm? boyutlardaki kare pargalar sirasiyla aseton ve kloroform igerisinde
30-45 dk bekletildi ve mekanik dayanimlar elle test edildi. Kloroform ve aseton
ile yapilan denemelerin sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda kloroform ile

yikama prosediiriinlin kullanilmasina karar verildi.

Uretilen PLA/BS membran 6rneklerinin fazla nemi filtre kagidi ile almarak
bir gece boyunca ceker ocak igerisinde agzi kapali bir kapta bulunan kloroform
icerisinde bekletildi. Bdylece BS membranindaki PLA kalib1 yumasayarak seliiloz
nanofiber yapilar1 bozmadan uzaklagsmasi i¢in hazirlandi. Daha sonra manyetik
karistirictya  (DAIHAN Scientific, Kore) alinarak 30-45°C’de PLA kalibin
tamamen kaybolmasina kadar kloroform ile isleme tabi tutuldu. Ardindan BS
membranlar kloroform igerisinden alindi ve bir filtre kagidi ile fazla kloroform
uzaklastirilarak destile su ile durulandi. Bu islemden sonra yukarida belirtilen BS
yikama islemi uyguland:. Iki kere 0,1 M NaOH ile 45 dk ile ytkama ardindan %
5’lik asetik asit ile birka¢ saniye bekletip ardindan destile su ile BS membranlari

notralize olana kadar kaynatma ve duruluma islemi uygulandi.

Yikama islemi ile seliiloz fibrilleri tamamen hiicresel artiklarindan ve
icerdigi PLA kaliptan arindirilmasi gerceklestirildi. BS nin saflastirma isleminden
sonra pH’1 6l¢iildii ve pH 7-7,4°1 gosterdigi degerde destile su ile yikama iglemi
durduruldu ve 121°C’de 15 dk boyunca otoklavandi. Steril edilen damar yapisi

igeren BS Ornekleri bir sonraki ¢alismalar i¢in +4°C’de muhafaza edildi.
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3.6. Karakterizasyon Testleri

PLA kullanilarak modifiye edilmis BS 6rneklerin incelenmesi i¢in Taramali
Elektron Mikroskopisi (Scanning Electron Microskopy — SEM), Zayiflatilmis
Toplam Yansima — Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (Fourier
Transform Infrared Spektroskopy — ATR-FTIR), Bilgisayarli Mikro Tomografi
(Micro-Computed Tomography — Micro-CT), 1s1k mikroskobu ve in vitro hayvan

hlcre kultura denemeleri yapildi.
3.6.1. SEM analizi

Taramali elektron mikroskobunun calisma prensibi, alan emisyonlu (FEG)
tabancadan ortaya ¢ikan elektron demetinin incelenen 6rnegin yiizeyi ile yaptigi
fiziksel etkilesimlerin sonucunda ortaya c¢ikan sinyallerin toplanmasi ve
incelenmesi temeline dayanmaktadir. Elekron demeti ile numunenin ylzeyi

taranarak numunenin gorintulerin tretmesi saglanmaktadir.

BS Orneginin morfolojik ve damar yapisinin goriintiillenmesi i¢cin SEM
analizi, Ege Universitesi Merkezi Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi (Ege-MATAL)’de bulunan goriintiilleme laboratuvarinda
bulunan ETD (SE), T1 (In-Column BSE) - T2 (In-Column SE), geri ¢agrilabilen
BSE, EBIC, STEM, LVD, EDS dedektorlerine, Schottky FEG tabancasina ve 340
mm numune odasi i¢ ¢apina sahip ve yliksek ve diisiikk vakum altinda ¢alisabilen

SEM (Thermo Scientific Apreo S) cihazi ile gergeklestirildi.

BS orneklerin SEM analizi icin hazirlanmasi:

Daha onceden steril edilmis +4°C’de muhafaza edilen BS o6rneklerinden
bazilar1 Class Il laminar akish kabininde aseptik kosullarda disposal
petrilere yerlestirildi.

Uzerine bir miktar steril destile su ilave edildikten sonra bir gece boyunca
-20°C’ye kaldirildi.

-20°C’den alinan petri igindeki BS ornekleri, ¢oziinme gergeklesmeden
liyafilizatore konulmadan 6nce petrinin Gzeri aliminyum folyo ile tamamen

kapland1 ve bir enjeksiyon ucu ile aliiminyum folyoda delikler olusturuldu.
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Daha sonra ornekler liyofilizator (dry-freeze; LABCONCO, USA) cihazina
yerlestirildi

Liyafilizator cihazinda ornekler -50°C’de 0,042 mbar vakum altinda 16-18
saat boyunca tutuldu.

Ardindan SEM analizinin yapilacagi zamana kadar BS oOrnekleri nem

almamasi i¢in desikatore alindi.
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Sekil 3.7: 1 cm? kare boyutlarinda BS’den alinan 6rnekler SEM analizi icin SEM cihazina
yerlestirilmesinin goriintiisii
SEM analizinden 6nce hazirlanan BS 6rnekleri kare geometrisine sahip 1
cm? boyutlarinda kesilerek 12 nm altin ile yiiksek vakum cihazinda yarim saat
bekletildi. Bu islemden sonrada SEM cihazi ile 10.0 mm (WD: ¢alisma mesafesi),
7.50 kV (HV: hava hatt1), 100-100.000x biyutmelerde 5, 10, 20, 100, 200 ve 500

pm ile 1 mm 6lgekte BS 6rnekleri incelendi ve fotograflandi.

3.6.2. ATR-FITR analizi

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) cihazi, Elmas
kristal-ATR (Zayiflatilmig Toplam Yansima) modiilii sayesinde kati, sivi ve toz
halindeki  ¢esitli ~ malzemelerin  kimyasal  yapilarin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. ATR-FTIR cihazi molekiillerdeki baglarin titresim frekanslarinm
Olcerek ilgili fonksiyonel gruplarin taninmasini saglayarak numelerinin benzerlik

ve farkliliklarinin karsilastiriimasinda kullanilmaktadir.
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ATR-FTIR analizi yapmak icin Ege-MATAL’daki, DTGS dedektort ve
lazer diyota sahip, Spectrum 10 yazilimma gére calisan ve 4000-600 cm™
spektrum araliginda ¢alisma prensibine sahip ATR-FTIR (Perkin Elmer Spectrum

Two) cihazi kullanildi.

Orneklerin ATR-FTIR analizi icin hazirlanmasi:

Saf olarak {iretilen BS ve 3B PLA kalip igeren iiretimden elde edilen BS

ornekleri olmak tizere iki farkli 6rnek hazirlanda.

Daha onceden +4°C’ye kaldirilan BS Ornekleri laminar akisli kabinde

petrilere konuldu ve Gzerine bir miktar steril destile su ilave edildi.

Petriler kapaklar1 kapatilarak bir gece boyunca donmasi i¢in -20°C’ye
kaldirildi.

-20°C’den aliman bu ornekler ¢éziinme gerceklesmeden liyafilizator (dry-

freeze) cihazina yerlestirilmek tizere hazirlandi.

Liyafilizator cihazinda ornekler -50°C’de 0,042 mbar vakum altinda 16-18

saat kadar tutuldu.

Saf PLA, saf BS ve 3B PLA’dan arindirilmis BS 6rneklerinden alindan
kesitler, ATR-FTIR cihazina sirasiyla yerlestirildi ve 4000-600 cm™
spektrumda okumalar alinarak PerkinElmer Spectrum WVersion 10.5.4

programu ile grafikler elde edildi.
3.6.3. Isik mikroskobu analizi

Bu yontemin amaci, BS membranlar igerisinde olusan ags1 damar yapisinin
hazirlanan demir tuzu iceren agarli soliisyon ile doldurulduktan sonra 1s1k

mikroskobu altinda goriilebilir hale getirmektedir.

2 gr demir klorlr (FeCly), 1,5-2 gr (solisyonun % 15-20) agar (Fluka,
05039, ispanya) ve 10 ml destile su ile bir soliisyon hazirlands.

Hazirlanan soliisyon mikroenjenksiyon (Set Medikal, Almanya) yardimiyla
+4°C’de muhafaza edilmis BS membranin igerisindeki agst damar

gozeneklerine aktarildi (Sekil 3.8)
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Sekil 3.8: a) PLA ve diger besin ortam bilegenlerinden arindirtlmis saf BS membrani ve b) BS

igerisinde olusturulan ags1 gdzeneklere demir tuzu aktarimi sonrasi

Hazirlanan preparat 151k mikroskobuna (OLYMPUS) yerlestirilerek gozlem
yapild1 ve fotograflandi.

3.6.4. Mikro-CT analizi

Micro-CT analizi, malzemenin 3B yapisina zarar vermeden, X-isinlari
kullanilarak malzemenin kesitlerinden aldig1 goriintiilerle 3B model olusturma
prensibine dayanmaktadir. Kompozit, polimer, biyolojik materyal vb. gibi
malzemelerin igerisindeki bosluklu yapmin incelenmesi ve bir materyalin
icerisindeki 4 farkli maddeye kadar mikron diizeyindeki géruntileme islemleri in

vitro kosullarda saglanabilmektedir.

BS 6rneginin morfolojik ve damar yapisinin goriintiilenmesi i¢in Micro-CT
analizi, Ege Universitesi’nin Merkezi Test ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi (Ege-MATAL)’de bulunan goriintiileme laboratuarinda 500
nm/<2 um (Nom./10% MTF) ¢ozlndrlikte gorinti alan, Micro-CT (SCANCO
MEDICAL pCT 50) cihaz ile gergeklestirildi.

BS membranin Micro-CT analizi icin hazirlanmasi:

<300 um boyutlardaki demir tozu (Ege NanoteK, Turkiye) ve solliisyonun %
15-20’i agar (05039, Fluka, Ispanya) icerecek sekilde bir sollisyon

hazirlandi.
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Optimizasyonu yapilan yikama islemi ile 3B PLA kaliptan ve diger ortam
atiklarindan arindirilmis steril destile su icerisinde tutulan +4°C’deki BS
Ornegin damar ags1 yapisi olusan gozenekli alanlara (Sekil 3.8a), hazirlanan
agarli demir tozu solisyonu mikroenjeksiyonla (Set Medikal, Almanya)
yiikleme yapildi (Sekil 3.8b).

Hazirlanan ornek, Micro-CT analizine kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.9: MicroCT analizi icin a) 3B PLA’dan arindirilmis BS ve b) demir tozu solisyonu

iceren BS 6rnegin goriintiisii

3.6.5. In vitro hayvan hticre kilttirti denemeleri

Ags1 damar yapisi icerecek sekilde in situ liretimi yapilan BS drneklerinin in
vitro hayvan hiicre kulturi denemeleri Ege Universitesi’nin Biyomuhendislik
Bolumi’nin Biyomalzemeler ve 3B Biyoarayizler Laboratuvarinda yapildi. In
vitro hayvan hicre kultiri denemeleri icin HUVEC (Human Umblical Vein
Endothelial Cell- Insan gébek kordonu veni endotel hiicresi) hiicre hatt1 ile

hayvan hiicre kiiltiirii tekniklerine uygun bir sekilde gergeklestirildi.

3.6.5.1. Stoklanmis HUVEC hiicrelerin cozdiiriilmesi

Besi ortami1 olarak DMEM-High Glucose (Serox, Almanya), %10 Fotal sigir
serumu (FBS) (Cefgrogen Biotecth, Almanya), % 1 L-Glutamin (Biochrom,
Almanya), % 0,1 gentamisin (Biochrom, Almanya) hazirlandi.

-196°C’daki s1v1 azot tankinin (Termo Scientific Locator JR Plus) igerisinde

stoklanmig olan kriyo tiipteki dondurma vasatinin (% 90 FBS - % 10
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DMSO) igerisinde bulunan HUVEC hucreleri, 37°C’ye ayarlanan su
banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdruldi.

Kriyo tiip igerisindeki HUVEC hiicreleri hazirlanan besi ortamiyla birlikte
santrifiij tiipiine almarak +4°C’deki sogutmali santrifiijde (Eppendorf
Centrifuge 5810 R) 1000 rpm’de 5 dk santriftjlendi.

Santrifiijden sonra, laminar akish kabinde santrifiij tlplndeki Ustte kalan
s1vi kisim uzaklastirildi. Santrifiij tiipiin dibine hafif birka¢ vurus yapilarak
dipte kalan hiicre pelleti yiizeyden kaldirildi ve iizerine besi ortami
eklenerek slispanse edildi.

Stispanse hiicre ortami, T-75 flaska (Greiner bio-one) alinarak 37°C’deki %
5’lik CO: igeren inklbatorde (Termo Scientific, Forma STERI-CYCLE)

inkiibasyona birakildi.

3.6.5.2. HUVEC hiicrelerin pasajlanmasi

HUVEC hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasayabilmeleri, ¢cogalabilmeleri ve
islevlerini koruyabilmeleri icin pasajlanmaya ihtiyaclar1 vardir. Bundan dolay:
Inkiibasyona birakilan HUVEC hiicreleri 2-3 giin sonra pasajlanma islemi

gerceklestirilir.

+4°C’den ¢ikarilan Ca*? ve Mg*? icermeyen PBS (8.0 g NaCl, 0.2 g KClI,
1.41 g NaxHPO4, 1000 ml destile su), sicakligi 37°C’de olana kadar
37°C’deki su banyosunda birakildi ve daha sonra PBS ve diger
malzemelerin yiizeyi % 70’lik alkol ile steril edilip laminar akigh kabine
alind1.

Inkiibasyondan alinan HUVEC hiicreleri, Ca*? ve Mg*? icermeyen PBS ile
yikanda.

PBS ile yikamadan sonra hiicrelerin (zerine % 0,05’lik tripsin-EDTA
(Sigma-Aldrich) eklenerek 37°C’deki % 5’lik COz iceren inkubatorde 3-4
dk bekletildi.

Hiicreler inkiibatorden c¢ikarildiktan sonra 1s1tk mikroskobu altinda
hiicrelerin tiim ylizeyden kalktig1 gozlendikten sonra laminar akisli kabine
alind1.

Hicrelerin Uzerine 4-5 ml serumlu besi ortamina eklendi ve flasktaki

serumlu besin ortamiyla birlikte hiicreler santrifiij tiiptine alindu.
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Hiicreler, +4°C’deki sogutmali santrifiijj cihazinda 1000 rpm’de 5 dk
santriflj edildi ve Ust siv1 kism1 uzaklastirildi.

Santrifuj tlpundn dibinde kalan hicre pelletine hafifce vurulurak yiizeyden
kaldirild1 ve lizerine taze besi ortami eklendi.

Hiicre siispansiyonu 1:2 oraninda olacak sekilde iki tane 175T flaska
alinarak 37°C’deki % 5’lik CO; iceren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Hcrelerin durumunu kontrol etmek igin 1-2 giin sonra 151k mikroskobu

altinda gozlem yapild1 (Sekil 3.9).

Sekil 3.10: HUVEC hiicrelerin flaskin yilizeyine tutunduktan sonra 151k mikroskobundaki

gorantasu

3.6.5.3. HUVEC hiicrelerin dondurularak stoklanmasi

Mikroskopta hiicre sayimi yapilip yeterli hiicre miktar1 elde edildigine karar

verildikten sonraki ¢alismalar igin hiicreler dondurularak stoklanir.

Dondurma islemi i¢in gerekli besin ortami ve diger kimyasallar 37°C’deki
su banyosunda bekletildi ve diger gerecler % 70’lik etil alkol ile yiizey
sterilizasyonu yapildiktan sonra UV 15181 altinda laminar akish kabinde
steril edilmeye birakildi.

HUVEC hiicrelerini igeren flastaki besin ortami uzaklastirildi ve hicreler
37°C’deki su banyosundan alman Ca*? ve Mg* icermeyen fosfat tuz

soliisyonu (PBS) ile yikama islemi gerceklestirildi.
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Bu islemden sonra PBS uzaklastirildi ve flaskta bulunan biitiin hiicrelerin
yiizeyini kaplayacak sekilde % 0,05 tripsin-EDTA (etilendiamin tetraasetik
asit) solisyonu eklendi ve 3-4 dakika 37°C’deki % 5’lik CO. igeren
inklibatorde bekletildi.

Inkiitabdrden ¢ikarilan hiicrelerin mikroskop altinda yiizeyden kalktig1
g6zlemlendikten sonra, daha 6nceden hazirlanmis olan %10 FBS, % 1 L-
glutamin ve % 0,1 gentamisin iceren DMEM-high glukoz besin ortami
hiicrelerin ortamina eklendi ve hiicreler besin ortami ile birlikte santrifiij
tiipline alindu.

+4°C’deki sogutmali santrifiij cihazinda 1000 rpm’de 5 dk santrifij
edildikten sonra iist kisimdaki sivi uzaklastirildi ve hiicreler daha 6nceden
hazirlanmis olan % 90 FBS- % 10 DMSO ile stispanse hale getirildi.

Son olarak 1:3 seyrelteme oraninda 1 ml HUVEC hiicresi i¢eren ortam kriyo

tlp icerisinde -196°C’deki s1v1 azot tankinda stokland.

3.6.5.4. BS ornekleri ile in vitro hiicre kuilttirii denemeleri

Daha oOnceden steril edilmis, +4°C’de muhafaza edilen ve damar
modelindeki ags1 gozenek yapist modifikasyonu yapilmis BS Orneklerinin

HUVEC hiicreleri ile in vitro hayvan hiicre kiiltiirii denemeleri gergeklestirildi.

Izlenen prokol su sekildedir:

BS membranlart DMEM-high glukoz i¢eren sartlanma ortamina yerlestirilip
37°C’deki % 5’lik CO; igeren inkubatdrde 2-3 saat bekletildi.

37°C’deki % 5’lik CO> igeren etuvde inkube edilen HUVEC hdcrelerini
iceren flastaki besin ortami uzaklastirildi ve hicreler 37°C’deki su
banyosundan alman Ca*? ve Mg*? icermeyen fosfat tuz soliisyonu (PBS) ile
yikama islemi gergeklestirildi.

PBS ile yikamadan sonra hiicrelerin iizerine % 0,05’lik tripsin-EDTA
eklenerek 37°C’deki % 5’lik CO> iceren inkiibatorde 3-4 dk bekletildi.
Hiicreler inkiibatérden c¢ikarildiktan sonra 151tk mikroskobu altinda
hiicrelerin tiim yiizeyden kalktig1r gbzlendikten sonra laminar akisli kabine

alindi.
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Hicrelerin Uzerine 4-5 ml serumlu besi ortamina eklendi ve flasktaki
serumlu besin ortamiyla birlikte hiicreler santrifiij tiipiine alind.

Hiicreler, +4°C’deki sogutmali santrifiij cihazinda 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve {ist s1v1 kism1 uzaklastirildi.

Santrifuj tipinun dibinde kalan hiicre pelleti hafifce vurulurak yitzeyden
kaldirild1 ve {izerine taze besi ortami eklendi.

2 ml ependorf tiipe 900 ul HUVEC hiicresi besi ortami ve tizerine 100 ul
Tripan Blue boyasi eklenerek pipet ile homojenize edildi.

Hemasitometri (IsoLab) sayim i¢in lam ve lameli alkol ile temizlendi.
Eppendorfta hazirlanan hiicre iceren tripan blue soliisyonundan 50 pl,
hemasitometrenin lam ile lameli arasindan yavasca aktarildi ve sayim icin
151k mikroskobun tablasina yerlestirildi.

10X objektif kullanilarak hemasitometrenin 8 karesindeki canli hiicre
saymmi yapildi ve mililitredeki canli hiicre sayisini belirlemek i¢in agagidaki
formiil kullanilarak hesaplama yapildi.

Savyilan hiicre miktar1 X diliisyon oran1 X 10* _ Canl1 hiicre yogunlugu

8 (hiicre sayis1/ ml)

Ortam sartlanmasina birakilan BS membranlar1 laminar kabine alind1 ve BS
membranin damar ags1 yapilarma 10° hiicre/ml olacak sekilde mikro
enjektérle HUVEC verildi.

BS membranimin damar agsi yapisinda bulunan hiicrelerin, floresan 1sik
mikroskobu altinda o&lii/canli boyama kiti ile analizinin yapilmasi igin
37°C’deki % 5’lik COz igeren inkibatdrde 2 giin inkiibasyona birakildi.

Bovya stok soliisyonlarin hazirlanmasi

-20°C’de ve karanlikta tutulan boyama kitin bilesenleri (Calcein AM ve
EthD-1) oda sicakligina getirildi ve santrifiij edildi.
4 uM’lik EthD-1 soliisyonu hazirlamank igin 2 mM’lik EthD-1 stok

soliisyonundan 20 pl, 10 ml PBS icine konuldu ve vortekslendi.
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Hazirlanan bu soliisyona 4 mM’lik Calcein AM stok soliisyonundan 5pl
konuldu ve karisim vortekslendi. Boylece 2 uM’lik Calcein AM igeren 4
pM’lik EthD-1 soliisyonu elde edildi.

BS orneklerine Live/Dead boyama protokoliin uygulanmasi

37°C’deki %5’lik CO2 iceren inkibatorde 2 giin inkiibasyona birakilan
HUVEC hcreleri iceren BS membranin tizerindeki besin ortami PBS ile
uzaklastirildi.

Daha onceden hazirlanan L/D boya stok soliisyonu insiilin ignesi ile
HUVEC hcrelerin yuzeyini kaplayacak sekilde BS membranin damar agsi
yapilarina enjekte edildi.

Hazirlanan 6rnek oda sicakliginda 30-45 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra BS membranlarin {izeri bir miktar PBS ile yikand.

BS membranin damar agsi1 yapilarindaki HUVEC hiicrelerin 6lii/canlt
boyama kiti ile analizi igin floresan 11k mikroskobu (Vert. Al ZEISS AX10,
Almanya) altinda gozlem yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. 3B PLA Kalibin Cizimi ve Basimi

SOLIDWORKS 2017 (DS-Dassault Systems) ¢izim programi kullanilarak
cizilen belirlenen damar modelindeki yapi, 3B yazici ile 3B PLA kalib1 olarak
basarili sekilde basildi.

4.2. BS Uretimi Acisindan Mikroorganizma Suslariin Karsilastirilmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda G. xylinus ATCC 70078 ile G. xylinus NRRL
B-759 suslart kullanildi. Ayn1 kosullar altinda G. xylinus NRRL B-759 susunun
tirettigi BS membrani G. xylinus ATCC 70078 susunun lirettigi BS membranindan
daha kalin oldugu gozlemlendi (Sekil 4.1). i¢ine 3B PLA kalibin BS buradan
sonraki c¢alismalarda G. xylinus NRRL B-759 susunun kullanilmasina karar

verildi.

Sekil 4.1: G. xylinus ATCC 70078 (solda) ve G. xylinus NRRL B-759 (sagda) suslar1

tarafindan ayni kosullar altinda iiretilen saf BS membranlarin goriintiisii

4.3. In Situ BS/PLA Biyokompozit Uretimin Optimizasyonu

G. xylinus aerobik bir bakteri oldugu igin statik iiretim kosullarinda
oksijenin daha cok oldugu besiyerinin sivi-hava yiizeyine yakin bolgede
bulunmakta ve iiretilen seliiloz nanofibrilleri de siv1 yiizeyin hava ile temas ettigi

bolgede yer almaktadir (de Oliveira Barud et al., 2016). Bu nedenle PLA kalibin
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HS besin ortaminin hava ile temas ettigi sivi-hava arayiizey alaninda kalacak
sekilde yerlestirilmesi i¢in denemeler yapildi. PLA kalip BS ortamina
birakildiginda dibe ¢6ktiigii icin kalibin her iki ucu iple baglanarak tiretim kabinin
disindan yiiksekliginin ayarlanabilmesi ve kalibin dibe ¢6kmesi engellendi.

In situ BS/PLA biyokompozit Uretimi i¢in PLA kalip BS ortamina aseptik
kosullarda yerlestirildikten 3-4 giin sonra BS membranin PLA kalibin {ist yilizeyini
kaplayacak sekilde tiretildigi gézlemlendi (Sekil 4.2a,b).

Sekil 4.2: In situ BS iiretim ortamina yerlestirilen a) beyaz ve b) siyah renkli 3B PLA

kalibin iist yiizeyini BS membrani ile kaplanmasi goriintiileri

Uretilen BS membranmn PLA kalibin iizerini kapladigi 7-9 gin sonra
inkiibasyon sonlandirildi. Uretim sonucunda BS membranin nanofibrillerinin,

PLA kalibin iist yiizeyini kaplamada yeterince etkin olmadigi g6zlemlendi.

3B PLA kalibin iki yiizeyinin seliloz nanofibril yapilariyla tamamen
kaplanmas1 igin in situ BS/PLA biyokompozitin Gretiminin 3-4 glnden sonra
aseptik kosullarda BS/PLA biyokompozitin ters ¢evirme islemi gerceklestirildi.
Bu islem sirasinda PLA kalibin bagli oldugu ip sisteminin kesildigi ve kesilmedigi
deneme calismalar1 yapildi. Ip sisteminin kesildigi BS/PLA biyokompozitin dibe
battig1 gozlemlenirken ipin bagh oldugu {iiretimlerde BS/PLA biyokompozitin

yuzeyde konumunu korudugu goézlemlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: In situ BS/PLA biyokompozitin tiretim siirecinde BS/PLA biyokompozitin ters

¢evirme iglemin goriintiisii

BS/PLA biyokompozitin Uretim slrecinde ters ¢evirme isleminden sonra
uretime devam edilirken BS membranin sivi-hava arayiizeyinde olmasi igin
yiiksekligi ip sistemi ile ayarlanmasina ragmen {iretilen BS ¢ok esnek oldugundan
tim membranin sivi-hava arayiizeyinde yerlesmesi diizgiin bir sekilde
gerceklesmediginden elde edilen son tiriiniin homojen olmadigr ve katmanlar
icerdigi belirlendi. Bu asamada tiretilen BS membrani alttan destekleyecek ve
tiretim kabina (beher 250 ml) yerlestirilecek 6 cm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda
3B yazici ile olusturulmus bir iskele yerlestirildi. Bu sekilde yapilan iiretimlerde
iskelenin BS membranini1 dlizgun bir sekilde sivi-hava yiizeyinde tuttugu tretilen
BS membranin homojen ve kompakt bir yapisi oldugu yapilan denemeler

sonucunda gozlemlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: a) Uretim ortamina yerlestirilen iskele, b) Iskele kullamlarak in situ BS

membranin tiretim sreci
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Uretim sirasinda 3-4. giinden sonra BS membranin aseptik kosullarda ters
cevrilmesi islemi asamasinda membranin sivi yiizeye bakan kismindaki gevsek
seliilloz nanofiberlerinin bir spatiil yardimi ile temizlenmesi durumunda bu
ylizeyde olusan BS membranin PLA kalibi tam olarak kaplanmadigi ve bu

yiizeyde olusan membranin liretim sonrast ayrildigi gozlemlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Gevsek seliiloz nanofiberler temizlenmeden yapilan tiretim sonrasi iki katmanl

iretim

4.4. PLA Kalibin BS Membrandan Uzaklastirilmasi

BS membranin iiretim sonrasi hiicre ve besin artiklarindan temizlenmesi icin
yikama iglemi 0,1 M NaOH kaynatma ve ardindan nétralize olana kadar destile su
ile duruluma islemine dayanmaktadir (Bilgi et al., 2016; Keskin et al., 2017).
Ancak bu tez ¢aligmasi kapsaminda in situ BS membranin ayrica iiretim sirasinda
igine yerlestirilen 3B PLA kaliptan da temizlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
NaOH’in belli derigsimleri, kloroform ve aseton igeren yikama islemleri

gergeklestirildi.

Ik asamada literatiirde de yer alan BS yikama isleminde kullanilan NaOH
farkli derigimleri (0,1, 0,5, 1, 1,5 ve 2 M) kullanildi. Ancak bu denemlerde BS
membranindan PLA malzemesinin pargalanarak uzaklastigi i¢in olusan damar
modelindeki gozenekli yapiya zarar verdigi gozlemlendi. 2M derisimdeki NaOH
ile yikkamada ise BS membranin nanofibril yapilarinin bozuldugu membranin

yikama islemi sonrasi boyutunun oldukga kii¢iildiigii belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: a) BS membranin 0,5 M NaOH ile yikanmasi sonrrasi PLA kalip uzaklagtiktan
sonraki pargalanmig gériiniimii b) 2 M derisimde NaOH ile yikama sonrasi kiigiilerek burusan BS

membranlar ile normal BS membrani

PLA kalibin aseton ve kloroform igerisindeki ¢oziinme durumlarini test
etmek i¢in bu iki ¢cozgen ile yapilan denemelerde asetonun igindeki PLA kalibi

kloroform igindekine gore daha yavas ¢oziindiigii gézlemlendi (Sekil 4.7)

Sekil 4.7: a) PLA kalibin asetonun igerisinde 0. dk ve b) 45. dk géruntiisi, ¢) PLA kalibin
kloroform igerisindeki 0. dk ve d) 25. dakikadaki goruntuleri
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Kloroform ve aseton c¢ozgenlerin iginde bekletilen BS membranlarin
morfolojik yapisinda ve mekanik dayaniminda belirgin bir zarar olusmadigi
gozlemlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: a) BS membranin kloroform igerisine konulmadan 6nceki ve b) BS membranin 45 dk

kloroform iginde bekletildikten sonraki géruntisu

Ilk asamada kloroform ardindan NaOH kullanilarak uygulanan yikama
prosediirii ile BS membraninin makro yapisina ve goriiniimiine zarar vermeden
hem hiicresel ve besin artiklarinin hem de PLA kalibinin uzaklastirilmasi basarili

sekilde gergeklestirildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9: Optimize edilen BS yikama prosediiriinden elde edilen damar ags1 yapisina sahip

BS membranin goriintiisii
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Bu tez caligmas: siirecinde damar ags1 modelinde beyaz ve siyah renginde
farkli iki ayr1 3B PLA kalibi ile denemeler gergeklestirildi. Siyah rengindeki PLA
malzemesinin yikama silirecinde aymi sartlar altinda etkili bir sekilde

uzaklastirilamadigi gézlemlendi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10: a) Siyah PLA kalib1 kullanilarak BS/PLA biyokompozitin fazla nemin alinmasi
icin filtre kagidi iizerinde ve b) Optimize edilen yikama prosediiriinden sonraki BS membranin

gorantasu

4.5. Karakterizasyon Islemlerinin Sonuclari

Bu tez kapsaminda hedeflen damar agst modelindeki gozenek
modifikasyonu igin optimize edilen in situ BS ve yikama prosediirii sonucunda

elde edilen BS membranlarin karakterizasyon testlerin bulgulari elde edildi.

45.1. SEM analizi

PLA kalibin BS membranindan kloroform ve ardindan NaOH ve destile
kaynatma islemine dayanan On yikama prosediiriinden sonra BS membraninda
olusan damar modelindeki kanallarin boyutlar1 0.4-2 mm arasinda degistigi
yapilan SEM analizi gosterildi (Sekil 4.11a,b,c ve d). BS membranin 3B PLA
ciktiktan sonra alt ve iist yiizeyinin birlesimi SEM gorintileri ile gosterilmistir
(Sekil 4.11e).

Ayrica SEM analizi ile BS membranin 3B nanofibrilleri de incelendi.
Kloroform ile BS membranin yikama prosediiriiniin, BS’nin 3B nanofibrillerine

zarar vermedigi alinan goriintiilerle gosterilmistir (Sekil 4.11f).
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Sekil 4.11: a, b) BS membraninda olusan damar modelindeki gézeneklerin SEM
gorintileri, ¢,d) SEM analizi ile goriintilenen gdzeneklerin boyutlari, €) BS membranin PLA alt
ve yiizeyinde birlestigi yerde olusturdugu katman ve f) kloroform ile yikama sonrast BS

membranin 3B nanofibril morfolojisini gosteren SEM goruntisi

4.5.2. ATR-FTIR spektrumu

Saf PLA malzemesinin 4000-600 cm™ bolgesindeki ATR-FTIR spektrumu
grafiginde dalga sayis1 pikleri: —C = O egilme (1748.38 cm™), —CH3 bending
(1453.62 cm™), -C — O — C gerilme (1181.30 cm™) , -C — O- gerilme (1081,63
cm™), -OH egilme (1043.71 cm™) ve amorf ve kristal fazlara atfedilen —C —

gerilme (sirasiyla 870.65, 755.73 ve 700.13 cm™) olarak okunmustur.

Saf BS membranmi i¢in ATR-FTIR spektrumu dalga saysi pikleri —OH
gerilme (3344.13 cm™), -C-C, C-OH halka (sirasiyla 1056.04, 1033.81 cm™) ve
3B PLA kalip kullanilarak modifiye edilen BS membranin ATR-FTIR spectrumu
dalga says1 pikleri ise —OH gerilme (3344.28 cm™), -C-C, C-OH halkalar
(sirastyla 1055.53, 1031.83 cm™) seklinde okunmustur.

Yapilan ATR-FTIR analizi sonucunda saf BS membrani ile PLA arasindaki
korellasyon 0,233936 (Sekil 4.12a), PLA ile 3B PLA kalip kullanilarak tiretilen
BS membrani arasindaki korellasyon 0,249728 (Sekil 4.12b) ve saf BS membrani
ile 3B PLA kalip kullanilarak iiretilen BS membrani arasindaki korellasyon
0,983566 (Sekil 4.12¢) oldugu goriilmiistiir. Ayrica li¢ malzemenin kimyasal bag
yapilar1 bir arada eslestiren ATR-FTIR spektrumu grafigi ile malzemelerin

benzerlik oranlarin1 gostermektedir (Sekil 4.12d).
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Sekil 4.12: ATR-FTIR sonuglart: a) BS ile PLA, b) BS ile BS/PLA, c) PLA ile BS/PLA, d) BS, PLA ile BS/PLA grafikleri



4.5.3. Isik mikroskobu analizi

Demir tuzu (FeCly) ile hazirlanan ¢ozelti, olusturulan damar modelinde
kanallara aktarildiktan sonra Ornekler 151k mikroskobuna (OLYMPUS)
yerlestirilerek 10X objektif ile gozlem yapildi ve fotograflandi (Sekil 4.13). Demir
tuzu BS igerisinde olusan kanallarin daha belirgin bir sekilde gozlenmesini

sagladu.

Sekil 4.13: a,b ve ¢) BS membranina demir tuzu (FeCly) yiiklemesinden sonra 1s1k

mikroskobunda 20 pum skalasindaki géruntileri
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45.4. Micro-CT analizi

Bu analiz igin 3B PLA kalip kullanilarak damar ags1 yap1 modifikasyonu
yapilan BS membraninda olusan kanal yapilarina demir tozu (<300um) yuklendi.
Mikro-CT cihazina yerlestirilen ve demir tozu iceren BS membranin gériintiilerini
elde etmek icin 6rnegin 360°’lik rotasyonuyla X-Ray isinlarina 14.3 dakikalik
maruz kalma siresi ile gerceklestirildi. Micro-CT analizi ile 6rnekten alinan 2B
kesit goruntuleri (TIFF) (Sekil 4.14a) olusturuldu. Elde edilen 2B kesit goriintiileri
UCT Evaluation Programi (V6.5, Scanco Medical, Isvigre) ile islenerek 6rnegin
3B analizleri gerceklestirildi (Sekil 4.14b). Ayrica, micro-CT analizi sonucunda

hazirlanan BS 6rnegin kalinligi 2.04 mm olarak olculd.

Sekil 4.14: a) Micro-CT cihazinda demir tozu igeren BS 6rneginden alinan bir kesitin ve b)

orneginin 3B modelinin goriintuleri
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4.5.5. In vitro hayvan htcre kaltiri denemeleri

Floresan 151k mikroskobunda 10X objektif ile incelenen BS membranin
damar modelindeki kanallarinda FITC ile isaretli (yesil) HUVEC hcrelerin (canli
hlicreler) orani (Sekil 4-15a) EtBr ile isaretli 6li hiicrelerin oranindan (kirmizi)
(Sekil 4-15b) ¢ok daha fazla oldugu gozlemlendi (Sekil 4-15c).

Isik mikroskobu altinda BS membraninda olusan damar modelindeki

kanallarin boyutlari, HUVEC hiicrelerin olusan kanal yapilarina gocine,

tutunmasina ve c¢ogalmasina saglayacak sekilde yeterince biiylik oldugu

gOzlemlendi (Sekil 4-15d).

Sekil 4.15: BS membranin damar ags1 yapilarindaki HUVEC hicrelerin floresan 11k
mikrobundaki a) 10X-FITC (green), b) 10X-red, c) 10X-fix ve d) 10X-1s1k mikroskobu gorintileri
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5. TARTISMA

Yara bakim Urunleri, dis enfeksiyonlara karsi bir bariyer olusturarak yaray1
korumali, yara bolgesinde nemli ve sicak bir ortam saglamali, eksiidayr emme
kabiliyeti gostermeli ve yara iyilesmesinden sonra kolaylikla uzaklastirilabilme
gibi Ozellikleri tagimalidir. Geleneksel deri dokusu onarim malzemelerinin en
onemli dezavantajlar1 deriye siki sekilde yapismasi ve degisim sirasinda deride
ciddi travmalara neden olmasidir (Lin and Dufresne, 2014; Paul and Sharma,
2015). Piyasada bulunan mevcut aktif yara bakim drlinlerinin ¢ogu
neovaskularizasyonu saglayamadiklar i¢in yara iyilesmesinde ¢ok etkin ¢6ziim
yaratamamaktadir. Ancak piyasada bulunan bazi aktif yara bakim {iriinleri
neovaskiilarizasyonu saglamakla birlikte maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmasindan

dolay1 kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Paul and Sharma, 2015).

Bir dehidro-termal islemle capraz baglanmis liyofilize kollajen siinger
tabakasindan olusan TeruDermis™ (Olympus Terumo Biomaterials Corp.) deri
ikamesinin, yapilan in vivo c¢alismalar ile anjiyogenezi gelistirmeye yonelik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Ancak bu f{iriiniin dezavantaji, raf
omriintin kisa olmasidir (Soejima et al., 2006). Rekonstruktif doku matrisinden
olugan Strattice™ (LifeCell Corp.) deri ikamesi ise hizli revaskiilarizasyon ve
hiicre ¢ogalmasini saglamasi gibi avantajlara sahip olmasina ragmen aselliiler bir
yapida olmasi bu iiriiniin en biiyiik dezavantajlarindan biridir (Paul and Sharma,

2015).

Onemli biyolojik 6zellikleri gdz oniine alindiginda, yara bakimu iirtinleri
icin BS bazl iirtinlere olan ilgi giderek artmaktadir (Lin and Dufresne, 2014). BS
bazli yara Ortiileri ve deri ikameleri, yapilan arastirmalarda in vivo ve histolojik
incelemelerin sonucunda ticari deri ikamelerine gore daha hizli yeni doku
rejenerasyonunu ve yara bdolgesinde belirgin kapiller olusumunu destekledigi
gosterilmistir (Fu et al., 2012; Fu et al., 2013).

Bu tez calismasi ile literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda piyasada
bulunan deri ikamelerinin dezavantajlarindan biri olan neovaskiilarizasyona

dikkat ¢ekerek BS biyomalzemesinin yeni modifikasyon teknigiyle hiicre gogiine
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ve neovasiilarizasyona imkan saglayacak yeni deri ikamesi olma potansiyeli

saglayabilmesi hedeflendi.

Bu kapsamda 3B damar modelinde iiretilen PLA kalib1 kullanilarak damar
olusumu igin gerekli kanallar1 iceren in situ BS dretimi gergeklestirilmistir.

Modifiye BS membran iiretimi i¢in farkli yontem ve teknikler denenmistir.

Ilk asamada PLA kalibi olusturulmustur. Bunun igin farkli PLA ¢esitleri
incelenmis, istenilen kalinlik ve sekilde olabilecek sekilde birgok 6n Gretim
denemesi yapilmistir. Ardindan iki farkli bakteri susu (G. xylinus ATCC 70078 ve
G. xylinus NRRL B-759) kullanilarak tiretim yapilmis ve ayni sartlar altinda bu
mikroorganizmalarin irettigi BS membranlarin farkli oldugu yapilan denemeler
sonucunda gozlemlenmistir. G. xylinus NRRL B-759 susunun firettigi BS
membran1 daha kalin ve hizli bir sekilde iiretilmektedir. Icerisine PLA kalib1
yerlestirilecegi igin ilerleyen calismalara NRRL B-759 susu ile devam edilmesine
karar verilmistir. Ancak bu tez kapsaminda hedeflenen damar ags1 yapisina sahip

BS membranin iiretimi i¢in iki mikroorganizma ile de olumlu sonuglar alinmastir.

3B yazici ile tiretilen PLA damar modelinin, BS iiretimi sirasinda (in Situ)
membranin igerisine gdmiilmesi i¢in yapilan ilk denemelerde PLA’nin alt yiizeye
bakan kisminin BS ile kaplanmadigi gézlendi. Bunun {izerine iki agamali tiretim
yapilmasina karar verildi. BS membrani igerisine bir yiizeyden goémiilen PLA
kalibinin tamamen BS ile kaplanmasi icin Gretimin 3-4. glniinden sonra aseptik
kosullarda Uretilen BS membran ters cevrildi. Bu sekilde mikroorganizmanin 3B
nanofibril seliiloz tiretimini PLA’nin agikta kalan yilizeyinde iiretmeye devam
ederek istenilen biyokompozit malzemenin elde edilmesi hedeflendi. Aerobik bir
bakteri olan G. xylinus tarafindan statik kiiltirde BS {iretimi sivi-hava
arayiizeyinde gerceklesmektedir (Hornung et al., 2006). Bu nedenle damar
modelinde bosluklar i¢eren in situ BS membran tretiminde PLA kalibin sivi-hava
arayuzeyinde kalmasi i¢in ip ile kontrol igslemi yapilmig ve ip sisteminin tim
membrani sivi yiizeyinde diizgiin sekilde tutmada yeterli gelmedigi gozlenmistir.
Bunun Gzerine yine 3B yazici ile olusturulan bir PLA iskele, Gretimin ikinci
asamasinda yani ters ¢evirme islemi sirasinda besiyeri ortamina aseptik kosullarda
yerlestirilerek tiretilen BS membraninin tiim yiizeyi alt taraftan desteklenerek

iiretime devam edilmistir.
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Ancak nihai {iriin iki katmanli olmus ve ters ¢evrilme sonrasi sivi yiizeye
bakan kisimda iiretilen BS katmani daha 6nce iiretilen katmanla kompakt bir yap1
olusturmamistir. Elde edilen iiriin kolaylikla iki tabakaya ayrilmistir. Bakteriyel
seliilloz HS ortamin yiizeyinde sik1 3B nanofibrillerin olusturdugu aerobik seliiloz
ve ortamin igerisinde gevsek ve dagmik fibril yapisinda bulunan anaerobik

seliilozu olusturmaktadir (Sekil 5.1) (Hornung et al., 2006).
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Sekil 5.1: Statik bir bakteriyel seluloz kiltirinin kesiti (Hornung et al., 2006)

Bu sonuglar iizerine ilk asamada iiretilen membranin sivi yiizeye bakan
kismi1 hava ylizeyine g¢evrilmeden once goreceli oksijence az bolgede iiretilen
gevsek yapidaki BS nanofibrillerin temizlenmesi islemi gerceklestirilmistir.
Ciinkii anaerobik seliilozun varligi istenilen BS/PLA biyokompozit malzemenin
olusumunu engellemekteydi. Bu soruna yonelik, ters ¢evirme asamasinda olusan
aerobik selillozdan, anaerobik seliilozu ayirmasi islemi gerceklestirildi. Ciinkii
anaerobik seliiloz, ikinci asamada firetilen aerobik seliiloz ile siki baglanmamakta
ve faz olusturarak iki ayr1 BS membran tabakasinin olugsmasina neden olmaktadir.
Klasik tek asamali BS membran iiretimi sonrast membranin sivi yiizeyinde yer
alan bu gevsek sellloz fibrilleri iceren kisim yikama islemi ile uzaklastirildiginda
nihai {irlin homojen olmaktadir. Ancak uyguladigimiz bu yontemde PLA kalibin
tamamen kaplanmasi amaciyla ters ¢evirme islemi sonrasi bahsi gegen gevsek
nanofibrillerin yapidan uzaklastirilmalar1 gerekti. Bu nedenle gevsek fibril
yapisindaki anaerobik seliiloz tabakasi temizlendikten sonra ters gevirme iglemi

yapildi ve 3B PLA kalibin iki yiizeyi de basarili bir sekilde BS membran ile
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kaplandigr hem makro goriinimde hem de SEM goriintiileriyle gozlendi. BS
membran igerisine bir kalip yerlestirilerek kanal yapisina sahip in situ
modifikasyon iglemi ilk defa bu ¢alisma ile gerceklestirildi. Bu amag i¢in 3B kalip
kullanilan, iki agsamali, ters cevirme islemi igeren bir yontem de bu calisma

kapsaminda gelistirildi.

In situ BS iiretim sonrast olusan BS/PLA biyokompozit malzemeden 3B
damar modelindeki PLA’’nin uzaklastirilmasi i¢in NaOH (0.1, 0.5, 1, 1.5 ve 2. M
derisimleri) kloroform ve aseton ile uygun ¢ézgen se¢imi denemeleri ve ardindan
yikama optimizasyonun gergeklestirilmesi i¢in denemeler yapildi. Bu denemeler
sonucunda PLA’nin BS membrandan uzaklastirilmasinda literature bilgisi

dahilinde en uygun ¢6zgen (Xiao et al., 2012) olarak kloroform secildi.

Bu tez ¢alismasinda iki farkli renkte (beyaz ve siyah) PLA malzemesi ile
denemeler yapildi. Elde edilen veriler 1s1ginda beyaz olan PLA malzemesi
kloroform ile BS membraninda etkili bir sekilde uzaklasirken; siyah olan PLA
malzemesi BS membraninda siyah pigment kalintilar1 olusturdugu gézlemlendi.
Ayrica kloroform ile yikama siiresi de daha uzun tutulmaya ¢alisildi. Sonug olarak
BS membranin morfolojik yapisina zarar verdigi de tespit edildi ve ilerleyen

caligmalarda beyaz PLA kullanild1.

Kloroform kullanilarak BS yikama islemi ile 3B damar modelindeki PLA
kalibin, BS membranindan basarili bir sekilde uzaklastigit ATR-FTIR spektrumu
sonuglariyla gosterilmistir. Ayrica bu calismada grafigi cikarilan 4000-600
cmbolgesindeki PLA malzemesinin ATR-FTIR spektrumu ile Auta ve ark, (2017)
ve BS membranin ATR-FTIR spektrumu Rocca-Smith ve ark, (2017)’de yaptigi
calismalardaki ATR-FTIR spektrumu benzer titresim bantlarini gosterdi.

Uretilen BS membranlarin igerisinde hiicre gogiine izin veren ve hedeflenen
boyutlarda damar kanallarinin olustugu SEM goriintiileri ile kanitlanmistir. SEM
gorantuleri sonucunda 0.4-2 mm boyutlarinda kanal yapilar1 olustugu
g6zlemlendi. PLA kalibin uzaklagsmasiyla elde edilen kanallar hiicre gogiine ve
neovaskiilarizasyona izin verecek biiyiikliikte oldugu elde edilen mikro ve makro

gorantuler ile gosterilmistir.
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Yayimmlanan bilimsel arastimalarda Micro-CT analizi, daha cok dental
kullanim alanlarinda dis ve doku miihendisligi calismalarinda ise kemik
dokusunun 3B boyutlu modelini olusturmak igin tercih edilmektedir. Ciinkii
Micro-CT analizi ile sert doku malzemelerin poroziteleri incelenmektedir. Bu
calisgmada BS membranda olusturulan kanal bosluklarina demir tozu aktarilarak
BS membraninda olusturulan damar modalindeki agsi yapinin gosterilmesi
hedeflendi. Bu islem i¢in demir tozunun secilmesinin sebebi iki malzeme arasinda
rezlilasyon farkindan dolayr modifikasyonu yapilan BS membraninda damar agsi
yapilarinin 3B goriintiisiinii en iyi sekilde gostermeye caligmaktir. Bu amag ile
yapilan modifikasyonla BS membraninda olusan kanal yapilarina demir tozu
yuklenerek Micro-CT analizi ile Ornekten alinan 2B kesitler ve 0&rnegin
olusturulan 3B modeli sonucunda BS membranindaki kanal yapilarindaki demir

tozu basaril bir sekilde gdsterilmistir.

In vitro hiicre kiiltiirii denemeleri ile BS membraninda olusan damar
yapinin, endotel hiicrelerin gogli ve neovaskiilarizasyona uygun boyutlarda olup
olmadigi test edildi. In vitro hayvan hucre kiltiri denemeleri icin HUVEC
hicrelerinin secilmesinin nedeni cesitli biyomalzemelerle etkilesimlerinde endotel
hicre biyolojisi ve fizyolojisinin incelenmesi ve modellenmesi i¢in en yaygin
kullanilan endotel hiicre hattidir (Heng et al., 2011). Bu tez kapsaminda yapilan in
vitro hayvan hiicre kiiltiirii denemeleri sonucunda BS Ornegin floresan 1s1k
mikroskobunda analizi gerceklestirildi ve BS membraninda olusan damar agsi
yapilarinda bu hiicrelerin gogiine, tutunmasina ve ¢ogalmasina olanak saglayacak
biiyiiklikkte oldugu gozlemlendi. Live/Death boyama ile boyanan HUVEC
hiicrelerin canlilik oranin olduk¢a yliksek oldugu gozlemlendi ve bu da elde
edilen malzemenin kloroform ve diger BS’nin in situ ortam artiklarindan iyi bir

sekilde arindigini gostermektedir.

Bu tez c¢aligmasinda {iretilen BS membranin karakterizasyon testleri
sonucunda BS membraninda 3B damar modelinde kanal yapilar1 hiicre gociline ve
neovaskiilarizasyona olanak saglayacak boyutlarda oldugu kanitlanmustir. Elde
edilen sonuglar, BS membranin piyasadaki deri ikamelerinin dezavantajlarindan
biri olan neovaskiilarizasyonu saglayarak ticari bir deri ikamesi olma potansiyelini

sagladigin1 gostermektedir.



64

6. SONUCLAR

Bakteriyel seliilloz nanofibril ag yapisi ile essiz mekanik ve fiziksel
ozellikleri, yiiksek biyouyumlulugu, saf olarak iiretilmesi ve statik kiiltiirde tabaka
seklinde, istenilen biiylikliik ve kalinlikta {iretilebiliyor olmasinin yaninda,
hidrojel 6zelligi ve yiiksek cekme dayanimi ile deri ikamesinden beklenen hemen

tiim ozellikleri tasimaktadir (Czaja et al., 2006; Ullah et al., 2014).

Giliniimilizde yanik tedavilerinde kullanilan ticari sentetik ve yar1 sentetik
deri ikamelerinin ¢ogunun en biiylik dezavantajlarindan biri yara iyilegsmesinin en
onemli basamaklarindan olan neovaskiilarizasyonu desteklememesidir. Ayrica, bu
iirlinler maliyet, patojen tasima riski ve alerjik reaksiyon olasiliklar1 nedeniyle de
cesitli kisitlar igermektedir (Paul and Sharma, 2015; Vig et al., 2017). Bu tez
kapsaminda sunulan deri ikamesi adayi olan ve uygun damar yapisi igerecek
sekilde modifikasyonu yapilan BS membranin neovaskiilarizasyona izin vermesi,
biyouyumlulugu ve patojen tasima riski igermemesi nedeniyle ticarilestirilme

potansiyeli tasiyan bir {iriin olmas1 ongoriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda yeni bir modifikasyon teknigi yaklasimi ile 3B yazici
ile basilan damar yapist benzesik PLA kalip kullanilarak damar modelinde

bosluklar iceren BS membranin in situ tiretimi gergeklestirildi.

In situ BS/PLA biyokompozit malzemeden 3B PLA kalibin uzaklastirilmasi
icin kloroform ¢o6zgeni kullanilarak BS yikama prosederii i¢in yeni yontem

gelistirildi.

Yapilan yeni modifikasyon teknigiyle BS membraninda olusturulan damar
ags1 yapisinin, hiicre gOclne ve neovaskiilarizasyona imkan saglayabilecek
boyutlarda oldugu 1sik mikroskobu, SEM ve Micro-CT goéruntuleri ile
gosterilmistir. Ayrica ATR-FTIR sonuglari ile 3B PLA kalibin, BS membranindan
etkili bir sekilde uzaklastirildig: da tespit edilmistir.

Yapay deri ikamesi adayr olabilecek BS membranin ileri yara bakim
caligmalar1  i¢in  yapilan bilimsel arastirmalarda, neovaskiilarizasyonu
desteklemeyen mevcut deri ikamelerinin dezavantajinin iistesinden gelinmesinde

umit verici sonuclar oldugu diistiniilmektedir.
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7. ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan SOLIDWORKS 2017 (DS-Dassault
Systems) ¢izim programi ve el yapimi 3B yazici ile 3B damar modelinde PLA
kalibin ¢izimi ve basimi gergeklestirildi. Ancak daha ileri bir teknoloji ile dermal
vaskdler sistemin simulasyonu yapilarak daha karmasik agsi damar modelleri

olusturulabilir.

In situ modifiye BS membran iiretiminde kullanilan iplerin PLA kaliba
baglandigr noktalar {iretilen membranin igerisinde kaldigindan ¢ikarilmasi
membran biitiinliigline en dis kenarlardan zarar vereceginden c¢ikarilmadi. G0z
ard1 edilecek boyutlarda olmasina ragmen bu yontemle elde edilen BS membranin
deri ikamesi olarak kullanabilecegi durumlarda herhangi bir komplikasyona yol
acmamasl i¢in biyobozunur iplerin kullanilmasi tercih edilebilir. Ayrica PLA
kalibin sivi-hava araylzeyinde dogru konumlanmasi in situ BS Uretiminin

kompakt bir yapida olmasi i¢in 6nem arzetmektedir.

Bu tez calismasinda kullanilan PLA malzemesinin kalitesi ve c¢esidi
optimizasyonu yapilan yikama prosediiriinii etkileyeceginden, uygun PLA

malzemesinin se¢imi 6nemli bir parametreyi olugturmaktadir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam siliresince benden hi¢bir zaman
yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen, tiim i¢tenlikligiyle degerli bilgilerini ve
deneyimlerini paylasan, c¢alisma konumun belirlenmesinde ve bu tezin
olusmasinda biiylik emegi gecen, calisma tarzi ve diizenliligi sayesinde tez
caligmami yonlendirmemde ve yiirlitmemde tiim katkilarindan dolay1 degerli
danmismanlarim Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA’ya ve Dog. Dr. Aylin
SENDEMIR e en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismasi siiresince 6n denemeler i¢in gerekli olan 3B PLA kalibin
temin edilmesinde emegi gecen Alpcan ARIC ve Baris GULICLI’ye ve hem tez
calismamda kullandigim 3B PLA kalibin basilmasi1 hem de in vitro hicre kiltari
denemelerimde emegi gecen Ozgiin Selim GERMIYAN’a tesekkiirii bir borg
bilirim. Tez c¢aligmalarimin baslangicinda bana destek olan ve laboratuvar
teknikleri konusunda bilgi ve deneyiminden faydalandigim Zalike KESKIN
ERDOGAN’a tesekkiir ederim.

Bu c¢alisma kapsaminda orneklerin analizi igin gerekli olan desteklerini
sunan Ege-MATAL calisanlarina ve &zellikle Aras. Gor. Dr. Pinar SOZER
BAHADIR ve Aras. Gor. Dr. Ece BAYIR’a, ayrica liyofilizasyon islemi i¢in
Biyomiihendislik Boliimii’ndeki diger laboratuvar calisanlarina destekleri igin

tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans c¢aligmamin tez dénemi, TUBITAK 2210/C Oncelikli
Alanlara Yonelik Yurt i¢i Yiiksek Lisans Burs Programi tarafindan desteklendigi
icin TUBITAK ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiksek lisans egitimimde Erasmus+ Traineeship Programi aracigiyla
Dublin City University’de yaptiZim staj silirecinde bana emekleri gecen
danismanim Dr. Damien KING’e, ikinci danigmanlarim olan Albina NIRUPA
JULIUS ve Thomas GLENNON’a ve laboratuvar arkadaslarim George
MIHAILESCU, Glen REILLY, Philip EARLY, Micheal MURRAY, Antoine
ROLAND, Héléne COGNEAU ve Killian HEALY ye en igten tesekkiirlerimi

sunarim.
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Yiiksek lisans egitim siirecimde bana desteklerini esirgemeyen ve
laboratuvar calismalarim siirecinde her seyi daha zevkli hale getiren degerli
arkadaslarim Hajir Badawi Mohammed AHMED, Nefise UNLUER, Gizem
ARGUNSAH ve Ebru KAVRUK ile laboratuvar ekibimdeki diger arkadaslarima

verdigi katkilardan dolayi tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen annem,
babam ve kardeslerim Murat, Ahmet ve Aysegil SAFA’ya ve her zaman bir
kardesten daha yakin olan ¢ok degerli arkadasim Aylin OZLER KILIC’a sonsuz

sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ve egitim hayatim boyunca bana emegi gecen basta biitlin degerli
ogretmenlerim ve hayati her zaman daha giizel ve anlamli kilan biitiin degerli

arkadaslarima sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

06/08/2019

Neriman SAFA
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OZGECMIS

NERIMAN SAFA

Meslek: Biyomuhendis

e-mail: neriman.safa@agmail.com

Egitim Bilgileri

2016-Devam ediyor, Yiksek lisans; Ege Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitlsi, Biyomihendislik ABD.

2010-2016, Lisans; Ege Universitesi, Mithendislik Fakultesi, Biyomuhendislik
Bolumu (Mezuniyet Derecesi (M.D.): 3,12/4,0)

2005-2009, Lise; Igdir Atatiirk Lisesi (M.D.: 92,05/100)

1997-2005, flkégretim; Halfeli 75. Y1l IMKB 1.0.0. (M.D.: 97/100)

is Deneyimleri

Ortaokul ve lise diizeyindeki 6grencilere 6zel ders o6gretmenligi (Matematik,
Geometri, Fizik, Kimya, Biyoloji, Ingilizce, Tiirkge) (Kasim 2017 — Devam
ediyor, Part-time is)

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, Lisans 1. Sinif Temel Laboratuvar
Dersi, Ogrenci Asistanlig1 (Subat-Haziran/Bahar Dénemi 2016, 2017, 2018 ve
2019)

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, Lisans 3. Simf Biyomiihendislik
Lab-1 Dersi, Ogrenci Asistanligi (Eyliil 2018 — Ocak 2019)

Ege Universitesi, Dis Iliskiler ve Avrupa Birligi Sube Miidiirliigii- Erasmus
Ofisi, Stajyer Ogrenci (1 Kasim 2015 - 15 Haziran 2016, Part-time is)

Ege Universitesi, Biyomuhendislik Béliimu, Bilgisayar Laboratuvari, Stajyer
Ogrenci (1 Kasim-15 Haziran 2013-2014 ve 2014-2015, Part-time is)

Stajlar

Dublin City University, School of Physics Science, Microfluidics Platforms for
Animal Cell Culture — Erasmus+ Traineeship Program — Dublin, Ireland (04
July - 30 September 2017)


mailto:neriman.safa@gmail.com
http://eu.ege.edu.tr/
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Ege Universitesi, Biyomihendislik Bolimi, Bitki Molekiler Genetik
Laboratuvari, Izmir (40 is giinii) — (Yaz donemi 2015)

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Organik Molekiillerin Ayirma ve
Saflastirilma Laboratuvari, Izmir (40 is giinii) — (Eylill 2014 - Ocak 2015)

Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Laboratuvari, Izmir, Zorunlu
Lisans Staji — (8 Temmuz — 8 Agustos 2014)

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Biyoyakit Proses Laboratuvari,

Izmir (40 is giinii) — (Agustos - Kasim 2012)

Projeler ve Burslar

TUBITAK 2209A Universite Ogrencileri Yurt I¢i Arastirma Projesi (2018-
2019) Proje konusu: Aloe vera Ozii Igeren Bakteriyel Seliiloz Esasli Dogal Cilt
Maskesi Uretimi, Proje vyiiriitiiciisii: Gizem AKTURK, Proje ortaklari: Nur
Deniz BINGUL, Neriman SAFA, Danisman: Prof. Dr. E. Esin HAMES
TUBITAK 2210-C: Oncelikli Alanlar Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi
(Mart 2018 — Subat 2019)

Ulusal ve Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan Bildiriler

Aloe vera Ozii Iceren Bakteriyel Seliiloz Esasli Dogal Cilt Maskesi Uretimi,
Yazarlar: Gizem AKTURK, Nur Deniz BINGUL, Neriman SAFA, E. Esin
HAMES, 7. Biyomiihendislik Kongresi, Ege Universitesi, Izmir/Tiirkiye
(Poster birincilik 6dilt); 16. Biyomiihendislik Gunleri, Ege Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii, Izmir/Tiirkiye (Poster ikincilik 6diilii) (03-04 Mayis
2019; 15 Mayis 2019)

In situ Bacterial Cellulose Production Suitable for Neovascularization Using 3-
D Printed Polylactic Acid Template, Writers: Neriman SAFA, E. Esin
HAMES, Aylin SENDEMIR, International Symposium on 3D Printing in
Medicine, Ankara University, Ankara/Turkey, (16-17 November 2018)

In situ Bacterial Cellulose Production and Characterization for Cell Migration
and Neovascularization, Yazarlar: Neriman SAFA, D. Deniz ILMENOZ, E.
Esin HAMES, 5. Biyomalzeme Giinleri Sempozyumu, Yildiz Teknik
Universitesi, Istanbul/Tiirkiye, (22-23 Ekim 2018)
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Seminerler — Sempozyumlar

7. Ulusal Biyomiihendislik Kongresi, Ege Universitesi, Biyomiihendislik
Béliimii, Izmir, (Poster sunumu), (04-05 Mayis 2019)

International Symposium on 3D Printing in Medicine, Ankara/Turkey (Poster
presented), (16-17 Kasim 2018)

5. Biyomalzeme Giinleri Sempozyumu, Istanbul/Tiirkiye (Poster sunumu), (22-
23 Ekim 2018)

Kanser Biyolojisi ve Genetigi Sempozyumu, Izmir/Tiirkiye (Mart 2013)

Ege Bilisim Zirvesi, Izmir/Tiirkiye (Aralik 2012)

Geleneksel 4. Kok Hiicre Sempozyumu, Izmir/Tiirkiye (Nisan 2012)

Ulusal Calculus Calistay1, izmir/Tiirkiye (Kasim 2011)

Doku Miihendisligi Sempozyumu, izmir/Tiirkiye (11 Nisan 2011)

Kurs ve Sertikalar

Ingilizce Kursu, B1 Seviyesi Kuru, International House, Izmir/Tiirkiye (Mart,
Mayis 2019)

Akan Hiicre Olger Egitimi, Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii,
[zmir/Tiirkiye ( 2019)

Lisansiistii Ogrencileri Oryantasyon Programi, E.U. EBILTEM-TTO; E.U. Fen
Bilimleri Enstitiisii ve E.U. Miihendislik Fakiiltesi Dekanlig, Izmir/Tiirkiye
(Ekim 2016)

Resim Kursu (Karakalem Calismasi), Bornova Halk Egitim Merkezi, Izmir
(Kasim 2015 - Nisan 2016)

Ehliyet B Sinifi Siiriicii Belgesi, Mevlana Siiriicii Kursu, izmir (Ekim-Kasim

2013)
Odiuller

Poster birinciligi ve ikinciligi; Poster konusu: Aloe vera Ozii Iceren Bakteriyel
Seliiloz Esasli Dogal Cilt Maskesi Uretimi, Yazarlar: Gizem AKTURK, Nur
Deniz BINGUL, Neriman SAFA, E. Esin HAMES, (May1s 2019)

T.C. Kiiltiir ve Turizm Bakani Tarafindan Il Genelinde Okullar Arasinda En
Cok Kitap Okuyan Ogrenciler Odiilii, 1gdir/Tiirkiye (Kasim 2009)
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Dil Becerileri

Tirkge: C2 duzeyi
Ingilizce: B2 diizeyi
Korece: Al diizeyi

Bilgisayar Becerileri

Microsoft Office Word, Excel, Power Point (Iyi decede)
Mat-Lab (Baslangig seviyesi)

Organizasyon Becerileri

Ege Universitesi, Bilim ve Teknoloji Kuliibii: Uye, Izmir/Tiirkiye (2010
yilindan beri)

Eyiip Belediyesi Festivalinde Kisa Film Gosterimi, “Gilinebakan” Filminde
Ingilizce Cevirmen (Kisa Film), Istanbul, Eyiip/Tiirkiye (16 Eylul 2018)

Ege Universitesi, Avrupa Birligi ve Dis Iliskiler, Avrupa'dan Gelen Ogrencileri
Karsilama Organizasyonu Uyesi, Izmir/Tiirkiye (04 Mart 2016)

Ege Universitesi, 15. Biyomiihendislik Giinleri, Organizasyon Komitesi Uyesi,
Izmir/Tiirkiye (08 — 09 Mayis 2015)

Kizilay i¢in Kan Bagis1 Calismasinda Goniillii Eleman, E.U. Biyomiihendislik
Boliimii, Topluma Hizmet Dersi Sosyal Sorumluluk Projesi, izmir/Tiirkiye

(Subat — Haziran 2012)
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