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OZET

KiSIYE OZEL DOKU YAMASI OLARAK KULLANILMAK UZERE
UYARILMIS PLURIPOTENT KOK HUCRE YUKLU POLY(3-
HYDROXYBUTYRATE-CO-3-HYDROXYHEXANOATE) BAZLI
MEMBRANLARIN HAZIRLANMASI

Meryem YILDIRIM

Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Nelisa TURKOGLU

Es-Danisman: Dog. Dr. Murat DEMIRBILEK

Glniimiizde uygulama alani ve 6nemi gittikce artan biyouyumlu, giivenilir ve etkin
olan biyomalzemeler, insan viicudunda hasar goren/ kaybedilen organ veya
dokularin islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilan
malzemelerdir. Doku miihendisliginde biyomalzemelerin fiziksel, mekanik ve
biyolojik 6zellikleri, onarimi hedeflenen dokunun 6zelikleri ile uyumlu olacak
sekilde tasarlanmalidir. Hedef dokuya uygun olarak tasarlanan biyomalzemeler
uygun bozunma hizina, yeterli mekanik dayanima, hiicrelerin iiremesi ve go¢
edebilmesinin yani sira, besin/atik maddelerin diflizyonunu saglayacak gozenekli
yapiya ve hiicre tiremesi/farklilasmasini saglayacak yiizey 6zeliklerine sahip olmasi
istenen Uli¢ boyutlu yapilardir. Biyomalzeme iiretiminde kullanilan malzemeler
vicut i¢ine yerlestirildiginde istenmeyen doku tepkilerine yol agmayacak sekilde

biyouyumlu olmali ve toksik 6zelik gostermemelidir.
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Sunulan tez ¢alismasinda, doku miihendisliginde kullanilmak tizere kisiye 6zel doku
yamasi olarak kullanilmak iizere biyouyumlu ve yeterli mekanik dayanima sahip
yapida PHBHHx bazli yamalarin gelistirilmesi amaglanmistir. Sentezlenen doku
yamasinda ana iskeleti olarak Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat)
(PHBHHX) kullanilmistir.  Poli  (3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksiheksanoat)
(PHBHHX) polihidroksialkanoat (PHA) ailesine ait bir bakteriyel polyesterdir. Diger,
PHA ailesi tiyeleri ile karsilastirlldiginda, PHBHHx daha iyi mekanik 6zelliklere
sahiptir. PHBHHx biyolojik olarak parcalanabilir ve diger bakteriyel polyesterlere
gore daha dusiik kristallik degerine sahiptir. Sunulan tez calismasinda PHBHHx' in

bu 6zelliklerinden dolay1 doku yamasi olarak kullanilmasina karar verilmistir.

Yapilan tez c¢alismasinda PHBHHx/ Parafin mum blend yapida membranlar
hazirlanmistir. Hazirlanan yamalar karakterize etmek icin; yamalarin sisme profili,
biyodegradasyon profili incelenmistir. Yamalarin morfolojik 6zellikleri Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak goriintiilenmistir. Hazirlanan yamalarin
ylizey alan Yiizey Alani Ol¢iim cihazi (BET) kullanilarak belirlenmistir. PHBHHx ve
PHBHHX/ Parafin mum yamalarin termal o6zelliklerinin belirlenmesi icin
termogravimetrik analizleri yapilmistir. Mekanik dayanimi Dinamik Mekanik Analiz
cihazi (DMA) kullanilarak incelenmistir. Membranlarin kimyasal yapi analizi
Fourier Dontisiimlii Kizilotesi spektroskopi (FTIR) ile kalitatif olarak belirlenmistir.
Raman spektrofotometresi kullanilarak FTIR sonuglar1 dogrulanmistir. Hazirlanan
malzemenin fare fibroblast hiicreleri (L929 hiicre hatt1) lizerine sitotoksisiteleri
incelenmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla mitokondriyal canhlik
analizi (MTT) yapilmistir. Membranlara hiicre tutunma kapasitelerini belirlemek
icin 1, 3 ve 5 giinlik hiicre adezyon deneyleri yapilmistir. Membranlarin
antioksidan- oksidan kapasiteleri L929 hiicre hatti kullanilarak tespit edilmistir.
Doku yamasi olarak kullanilmak iizere hazirlanan malzemelerin hiicre dongiistine
etkisi degerlendirilmistir. Laboratuvarimizda onceki g¢alismalarimizda elde
ettigimiz uyarilmis pluripotent kok hiicreler (UPKH) hazirlanan doku yamalari

tizerinde kiltiire edilmis ve kisiye 6zel hale getirilmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyomalzeme, biyouyumlu, doku yamasi, PHBHHx, UPKH
(Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre)

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Preparation of PHBHHx Based Tailor -Made Tissue
Patches

Meryem YILDIRIM

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU

Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Murat DEMIRBILEK

Biocompatible, reliable and effective biomaterials are an increasing demand d to
fulfill or support the functions of damaged/lost organs for the human body. The
physical, mechanical and biological properties of biomaterials are critical for tissue
engineering applications. Biomaterials designed in accordance with the target tissue
are three-dimensional structures that are desirable to have appropriate degradation
rate, adequate mechanical strength, cell proliferation and migration, as well as the
porous structure for the diffusion of nutrients/wastes, and surface properties for
cell reproduction/differentiation. The materials obtained should be biocompatible

and non-toxic to prevent undesired reactions.

In this thesis, we aimed to develop PHBHHx based biomaterials which are porous,
non-toxic, biocompatible and have sufficient mechanical strength for use as tissue
patch to wuse in tissue engineering. Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) (PHBHHx) was used as the main skeleton of the synthesized
tissue patch. Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBHHx) is a
bacterial polyester of the polyhydroxyalkanoate (PHA) family. PHBHHx has

stronger mechanical properties among other PHA family members. Besides,
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PHBHHXx is biodegradable and has a lower crystallinity compared to other bacterial
polyesters. Thanks to these properties, PHBHHx is intended to be used as an ideal

tissue patch. In this study, PHBHHx / Paraffin wax blend membranes were prepared.

The swelling profile and biodegradation profile of the biomaterials were evaluated.
The morphological properties of the material were visualized using Scanning
Electron Microscopy (SEM). The surface area and pore structures of the
biomaterials were determined using Brunauer-Emmett- Teller (BET) surface area.
Thermogravimetric analyzes were performed to determine the thermal properties
of PHBHHx and PHBHHX / Paraffin wax membranes. The mechanical strength of the
material was evaluated using the Dynamic Mechanical Analyzer (DMA). Young
modulus and elongation at break values were compared. The chemical structure
analysis of the membranes was carried out qualitatively by FTIR
spectrophotometer. FTIR results were confirmed using Raman spectrophotometer.
In addition, cell viability of PHBHHx was determined in studies. The cytotoxicity of
the material on fibroblast cells (L929) was examined by mitochondrial viability
analysis (MTT). Cell adhesion experiments for 1, 3 and 5 days were performed. The
antioxidant-oxidant capacities of the membranes were determined using the
fibroblast cell line (L929). The induced pluripotent stem cells (IPSc) obtained from
our previous studies in our laboratory were loaded on the PHBHHx-based

membranes.

Keywords: Biomaterials, biocompatible, tissue patch, PHBHHX, IPSC (Induced
Pluripotent Stem Cell)
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

insanin kendi dogasin1 anlama ve meydana gelen sorunlara yonelik ¢6ziim getirme
arayisindaki yaklasimlardan biri olan “doku miihendisligi”, son 30 yildir lizerinde
yogun calismalarin yapildigi multidisipliner bir bilimsel alanidir. Kalic1 ve etkili
tedavi yontemleri gelistirmeyi amaglayan doku miihendisligi, yasam kalitesinin
arttirilmasini saglamada 6nemli bir rol almaktadir. Mevcut tedavi yontemlerinin
yerini alacak yenilikgi, kalic1 ve etkili ¢oziimler s6z konusu insan saghgi oldugu icin
bircok degerlendirme faktérii g6z Ontine alinarak hayata gecirilmeye
calisilmaktadir. Bu degerlendirme faktorlerinin temelinde doku miihendisligi
yaklasimlarinin ana bileseni olan biyomalzeme se¢imi yatmaktadir. Gegici olarak
hasarli bolgeyi dolduran, iizerinde bulunan hiicreler c¢ogalirken bir yandan
bozunan, doku rejenerasyonunu saglayan doku iskelelerinin liretiminde yapilan
tim calismalara ragmen biyomalzemeden kaynaklanan sorunlar bulunmaktadir.
Malzemelerin morfolojik, fiziksel, kimyasal, mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerinin
hedeflenen hasarli dokunun 6zellikleriyle uyusmasi1 gerekmektedir. Giliniimiizde
siklikla ¢alisilan dogal polimerler, sentetik polimerler, seramikler ve kompozit
biyomalzemeler bu ac¢idan eksik kalmaktadir, ¢alismalar bu o6zelliklerin hedef
dokuya uygun olarak iyilestirmeye yonelik devam etmektedir. Dokuyu taklit
edebilen biyomalzemelerin gelistirilmesi amaciyla bircok calisma yapilmaktadir.
insan viicudu kompozit bir yapida oldugu icin tek basina bir malzeme grubunun
hedef dokuyu taklit edebilmesi pek miimkiin goéziikmemektedir. Bu sorunun
¢oziimiine yonelik hedef dokuya uygun kompozit malzemeler gelistirilmeye
calisiilmaktadir. Elde edilen polimer malzemelerin 6zelliklerinin iyilestirilebilmesi
amaciyla polimerlere fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal ¢esitli modifikasyonlar da

yapilarak hedef dokuya uygun o6zellikler daha iyi hale getirilmeye ¢alisiimaktadir.



Biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilme 6zelliklerine sahip olan
Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (PHBHHx), son yillarda doku
mithendisligi uygulamalarinda tstiin 6zellikleri nedeniyle siklikla karsimiza ¢ikan
polihidrokdialkonat ailesine ait bakteriyel polyesterdir[1]. PHBHHx'in doku
mithendisligi uygulamalar1 agisindan olumsuzluk olusturacak o6zelliklerinin
iyilestirilebilmesi icin PHBHHX, ayni ya da farkli malzeme gruplari ile veya c¢esitli
fiziksel ve kimyasal yontemlerle modifiye edilmelidir. Sunulan tez c¢alismasinda
PHBHHX, daha 6nce hicbir ¢calismada tek basina biyomalzeme olarak kullanilmamis
olan ve ilk defa PHBHHx ile blend edilen Parafin mum kullanilarak PHBHHX'in
olumsuz ozelliklerinin giderilmesi amaclanmistir. Elde edilen membran tzerine
laboratuvarimizda daha onceki ¢alismalarimizdan elde ettigimiz uyarilmis
pluripotent kék hiicre yiliklenerek kisiye 0zel doku yamasi olarak kullanimi
amaclanmistir. K6k hiicreler hasarli/ kaybedilen doku veya organlarin tedavi
slirecinin hizlanmasinda etkili olacaktir. Boylece, yapilan calisma bircok kalitsal
hastalik, diyabet, kardiyolojik hastaliklar, sinir doku miihendisligi gibi biyomiihendislik

ve tip alanlarinda karsilasilan ciddi problemlere ¢6ziim olma potansiyeli tasiyacaktir.

1.2 Tezin Amaci

Onerilen ¢alismada amacimiz, doku yamasi olarak kullanilmak iizere daha iyi
ozelliklere sahip PHBHHx bazli biyomalzeme gelistirmek, karakterizasyon-
sitotoksisite calismarini yapmak ve hazirlanan membranlara UPK hiicrelerini
ylkleyerek hem kisiye 6zel hale getirmek hemde tedavi siireglerini hizlandirmaya

calismaktir.

Biyomalzeme bilimi gilinlimiizde biyik ve o©nemli adimlarin atildigi bilim
dallarindan biridir. Bu bilim dalinda insan veya hayvan biyolojik sistemlerinde, canl
doku ile uyum iginde etkilesim gdsteren yeni malzemelerin gelistirilmesi icin asir
bir caba bulunmaktadir. Biyolojik sistemlerde bulunan canli dokularin gorevlerini
yerine getirmek veya onlar1 desteklemek icin kullanilan, sentetik veya dogal
malzemeler ile yapilmis malzemeler, biyomalzemelerdir. Bu alanda ¢ok farkli hedef
dokularin onarimina yonelik farkli malzeme siiflarn kullanilarak c¢alismalar

yapilmaya devam edilmektedir. Hedef dokuya en uygun 6zellikte biyomalzemeler
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gelistirmeye amaclanmaktadir. Biyomalzemelerin gelistirilmesi icin disiplinlerarasi

calismalar yapilmaktadir.

Calismanin genel amact PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin Mum blend membranlarin
doku yamasi olarak kullanilmak tizere hazirlanmasi ve tedavi siirecini hizlandirmak
amaciyla kok hiicre ytiklenmesidir. Calismanin amaglari asagida maddeler halinde

siralanmistir:
1.PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin Mum membranlarin hazirlanmasi

2.Hazirlanan membranlarin sisme, degradasyon profilinin, morfolojik 6zelliklerinin

belirlenmesi
3.Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik dayanim 6zelliklerinin belirlenmesi

4. Hazirlanan membranlarin L1929 hiuicre hatti tzerine sitotoksisitelerinin

belirlenmesi
5.Hazirlanan membranlarin hiicre tutunma kapasitelerinin belirlenmesi

6.Hazirlanan membranlarin Antioksidan- Oksidan kapasitesi Ulzerine etkisinin

incelenmesi
7.Hazirlanan membranlarin hiicre siklusu lizerine etkisinin incelenmesi
8. Hazirlanan membranlara uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin ytiklenmesi

9.Hazirlanan membranlara wuyarilmis pluripotent kok hiicrelerin tutunma

kapasitelerinin belirlenmesi

1.3 Hipotez

Sunulan tez ¢alismasi ile birlikte PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlar
hazirlanarak, hazirlanan membranlar lizerine uyarilmis pluripotent kok hiicre
(UPKH) tutunma kapasitesi degerlendirilecektir ki, sonraki ¢calismlarada kisiye 6zel
doku yamasi olarak kullanilabilme potansiyeli degerlendilebilsin. Boylece, yapilan
tez calismasinin, yumusak doku onarimi alanlarinda karsilasilan ciddi problemlere

¢6zlim olacag diisiiniilmektedir.
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GENEL BiLGILER

2.1 Doku Miihendisligi

Kaza, kanser veya travma sonucu kaybedilen/ hasar géren organ ya da dokularin
tedavisinde transplantasyon cerrahisi basarili sonuglar veren yontemdir. Fakat her
dokunun naklinin mimkiin olmamasi, donér eksikligi, nakledilen organi viicudun
kabul etmemesi ve enfeksiyon riskinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar

bulunmaktadir[2], [3].

BiYOMALZEME

DOKU
MUHENDISLIGI

BiYOSINYAL
MOLEKULLERI

Sekil 2. 1 Doku miihendisligi elemanlar

Doku miihendisligi; kaybedilmis veya hasarli dokularin islevlerini yerine getiren,
doku veya organlarin canliliginin siirdirilebilirligini saglayan ve yeniden
modellemeyi hedefleyen multidisipliner bir uygulama alanidir[4]. Temelinde
transplantasyon cerrahisi bulunan doku miihendisligi calismalar1 hedeflenen
hiicrelerin biyopsi yoluyla hastadan alinarak, kontrollii kiltiir ortamlarinda

biyomalzemelerden olusan yapay destek materyalleri iizerinde, biyosinyal



molekiiller varliginda kiiltiire edilmesi ve sonrasinda elde edilen yapinin viicuttaki
hasarl bélgeye yerlestirilmesi sonucu doku rejenerasyonunun gerceklestirilmesi
prensibine dayanmaktadir[5], [6]. Hastanin kendisinden elde edilen hiicrelerin
kullanildig: yapay doku transplantasyonu, dogrudan gerceklesen
transplantasyonun bir ¢ok sinirlayiciligina cevap verebilmekte ve viicudun organi
kabul etmemesini ve enfeksiyon riskini engelleyebilmektedir. Bu nedenle in vitro
olarak yeni dokunun olusturulabilmesi ve vicuttaki hasarli bdélgenin
iyilestirilebilmesi dogrudan gerceklesen organ transplantasyonuna onemli bir
alternatif olusturmaktadir[3]. Doku miihendisligi kavramina dayanarak organlarin
ya da dokularin basarili bir sekilde tedavilerinin gerceklestirilebilmesi icin, anahtar
gorevi goren ¢ faktoriin bir arada disiiniilmesi gerekmektedir[2] (Sekil 2.1). Bu
faktorlerden birincisi doku olusumunu saglayacak olan hiicrelerdir (hedef dokuya
uygun hiicreler). Hiicre dis1 ortam kosullar1 hiicresel fonksiyonlar1 ve hiicrelerin
morfolojik yapilarini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle hiicre- biyomalzeme
etkilesimini saglayacak biyosinyal molekiillerin (btliyiime faktorleri, doku uyarici
molekiiller, sitokimler) kullanimi da gerekmektedir. Doku veya organlarin in vitro
ortamda yapay olarak meydana getirilmesindeki diger 6nemli faktér, hiicreler icin
hiicre dis1 matriks gorevi gorecek yapi olusturularak hiicrelerin yapismasi ve
liremesi icin yapisal destek saglayan biyomalzemelerdir (destek gorevi gorecek ve

3B biiylime ortami saglayacak)[7].

2.2 Biyomalzemeler

2.2.1 Tanim ve Tarihge

Doku miihendisliginde hasarli doku veya organlarin gorevlerini yerine getirmek
veya hasar gormis dokular1 desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik
malzemelere "biyomalzeme" denir [8], [9]. Avrupa Biyomalzeme Toplulugu
biyomalzemeleri, biyolojik sistemler ile etkilesim igerisinde olan, doku ile ara ylizey
olusturup, viicut icinde organ, doku veya diger viicut bilesimlerinin yerini alarak

tedavi etmeye, giiclendirmeye, onarmaya ve bliyiimeye tesvik eden malzemeler

olarak tanimlamislardir[10].



Bilimsel anlamda yeni bir kavram olarak karsimiza c¢ikmasina ragmen
biyomalzemelerin klinik uygulamalarda kullanimi tarihin ¢ok eski zamanlarina
dayanmaktadir. Misir mumyalarinda tespit edilen yapay goz, burun ve disler
biyomalzemelerin en eski kanitlarindan biridir. Altinin dis hekimliginde kullanimi
2000 y1l kadar eskiye uzanmaktadir. Bronz ve bakirin kemik protezi olarak
kullanimi milattan 6nceye kadar gitmektedir. Bakir iyonunun zehirleyici etkisine
ragmen 19. yuzyll ortalarina kadar yerine gececek daha uygun malzeme

bulunamadigl i¢in viicutta bu protezlerin kullanimi devam etmistir.

19. yiizy1l ortasindan itibaren farkli malzemelerin viicut icerisinde farkli amaclar
icin kullanimina yonelik c¢esitli calismalar yapilmistir [11], [12]. Kemik implantlar:
herhangi bir kaza sonucu veya hastalik sebebi ile hasar goren ve islevini kaybeden
iskelet sisteminde basar1 gosteren ilk ¢alismadir, kemik doku miihendisligi
calismalarinin baslangici olarak kabul edilir. Bu ¢alismalar1 1950’lerde kan
damarlarinin gelistirilmesi ve 1960’larda kal¢a protezlerinin gelisimi gibi yapilan
calismalar takip etmistir. Poliiiretan, sentetik bir polimerdir ve elastik 6zelligi ile
yumusak doku miihendisliginde kullanilan cihazlarda rol oynarken, paslanmaz ¢elik
sert yapisindan dolay1 daha ¢ok kemik doku miihendisliginde kullanilmaktadir. Bu
calismalara ek olarak dis akriligi olarak da bilinen polimetilmetakrilat ilk defa
1937’de dis hekimligi calismalarinda kullanilmistir. Vinyon N olarakta poliamidden
yapilmis parastit bezleri de II. Diinya Savasi’ndan sonra damar protezi olarak
kullanilmaya baslanmistir. 1970’lerde poliglikolik asitten sentetik ve bozunabilir
yapida ameliyat ipligi olusturulmistur. Bu c¢alismalar sayesinde metal, polimer,
seramik ve kompozit olan 40’dan fazla malzeme o6zellikle son 30 yilda biyolojik
sistemin 50’den fazla cesitli b6liimlerinde onarim, destek ve tedavi edilmesinde
kullanilmistir ve gelecek ¢alismalara 6ncelik etmistir. Biyomalzemelerin kullanim
alani sadece protezlerle sinirli kalmamistir, viicut disina yerlestirilen ama viicutla
etkilesimi devam eden cihazlarda, eczacilik irilinlerinde, teshis kitlerinde ve
biyoteknolojik uygulamalarda siklikla tercih edilmekye baslanmistir [13]. Kullanim
amagclarina ve hedeflenen doku veya organa uygun olarak cesitli biyomalzemeler

uretilebilir.



2.2.2 Biyomalzemelerin Ozellikleri

Biyomalzemeler iiretildikleri malzemeler sayesinde cok genis kullanim alanina
sahiptir. Bir malzemenin viicuda yerlestirilebilmesi i¢in hedef dokuya uygun olarak
belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Viicutta kullanildiklar1 bélgeye ve kullanim
amagclarina gore degisik kosullara sahip olan ortamlara uyum saglayabilen yapiya
sahip olmalar1 gerekmektedir. Kullanilacak hedef dokuya gore viicut icerisindeki
gerilimlere karsi uygun mekanik dayanima sahip olacak sekilde tasarlanmalari
gerekmektedir. Bunun yani sira viicutta farkli amaglara yonelik kullanilan farklh
ozellikteki biyomalzemelere karsi verdigi cevaplar farklilik gosterebilmektedir.
Kullanilan bazi malzemeler viicut tarafindan kabul edilirken, ayni malzemeler farkh
ortam  kosullarinda  viicutta  enflamasyona neden  olabilmekte ve

reddedilebilmektedir [14].

In vitro doku onarimini, olusumunu, iyilestirilmesini desteklemek amaciyla
tasarlanan biyomalzemelerin sahip olmasi gereken 6zelikler temel olarak asagidaki
sekilde siralanabilmektedir:Kullanimi icin hedeflenen dokuya benzer sekilde ii¢
boyutlu yapiya sahip olmasi gerekmektedir [15]. Hedeflenen dokuya gore hiicre
liremesi ve gociinlin yaninda besinlerin/ hiicresel atiklarin difiizyonunun
saglanmasi icin yliksek gozeneklilige sahip olmasi gerekmektedir [16]. G6zenek

boyutu, onarim1 hedeflenen hasarli dokuya uygun olarak tasarlanmalidir [15].

Biyomalzemeler kullanim amacina gore (kemik, kikirdak, yumusak doku, sinir doku
vb.) hedef dokuya uygun mekanik 6zeliklerine sahip olmasi1 beklenmektedir [17].
Biyomalzeme kullanim islemi sirasinda hedef dokuya uygun mekanik dayanim
gostermeli ve sonrasinda stabilitesini kaybetmemelidir [18]. Hiicrelerin viicutta
hasarli dokuyu onarmasi ve tekrar meydana getirebilmesi icin dokuya eklendikten
sonra kullanim amacina goére biyomalzemenin viicutta bozunmasi1 gerekebilir,
kullanilacak biyomalzemenin biyobozunur olmasi [17] ve hedef dokuda
biyomalzemenin bozunma iiriinlerine ve yapidaki ¢o6ziicii kalintisina bagh olarak

enflamatuar yanitin olusmamasi gerekmektedir [3].

Biyomalzeme hiicreler i¢in toksik olmamali, kanserojen etki gostermemeli ve hiicre

yapismasini, biiylimesini, gé¢linii ve farklilasmasini desteklemelidir [15].
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Bu o6zeliklerin saglanabilmesi icin biyomalzemenin iiretiminde kullanilan
malzemeler ve biyomalzemenin tiretim teknigi 6nemlidir. Biyomalzemelerin toksik
olmamasi, kanserojen etki gostermemesi, kimyasal ag¢idan inert, stabil ve mekanik
dayaniminin yiiksek olmasi, kullanilacak malzemenin en o6nemli ve temel

ozellikleri arasinda olmalidir.

2.2.2.1 Biyomalzemelerin biyouyumlulugu

Biyouyumluluk, biyomalzeme ve pargalanma triinlerine karsi viicut dokularinin
fiziksel, kimyasal, biyolojik uyumu ve viicudun mekanik davranisina sagladigi
optimum uyumdur [19]. Biyouyumluluk, malzemenin viicuda uygun cevap
verebilme, toksik etki meydana getirmeme 0Ozelligidir. Biyomalzeme ise;
biyouyumluluk gosteren malzeme olarak tanimlanmaktadir. Biyouyumluluk, bir
biyomalzemenin mekanik dayaniminiyla birlikte en 6nemli 6zelliklerinden biridir.
Biyomalzemenin viicuda biyouyumlu olmasiyla birlikte viicutta kontrol edilebilir
bir oranda biyolojik olarak ¢6ziinebilir olmasi ve ¢6ziinme sonucu meydana gelen
par¢alanma iirtinlerinin toksik etki gostermemesi gerekmektedir [7]. Bu nedenle,
sadece malzemelerin parcalanma iriinlerinin degil artik reaksiyona girmemis
capraz baglama maddelerinin, polimerler lizerindeki reaktif gruplarin ve benzeri
sorunlarin potansiyel toksisitesinin farkinda olmak ve bu sorunlara karsi énlem
almak gerekmektedir. Doku miihendisliginde kullanilan bir¢ok malzeme
biyodegrede olabilmektedir. Biyolojik olarak parcalanabilecek sekilde tasarlanmis
biyomalzelerin, ila¢ dagitimda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, biyomalzemenin
kismen veya tamamen bu 6zellige sahip olmasi kullanildig1 dokulara goére gerekli

olmayabilmektedir [20].

Biyouyumlu bir malzeme, etrafini ¢cevreleyen dokular iizerinde enflamasyon, pihti
olusumu gibi olumsuz bir durum meydana getirmeyen malzemedir. Viicudun
kullanilan farkli malzemelere karsi verdigi tepkiler son derece fakli olabilmektedir
[21]. Biyomalzemelerden; hedef dokuya uygun mekanik dayanim gdstermesi,
biyouyumluluk, gdstermesi istenmektedir. Ayrica, alerjik reaksiyonlara neden
olmamasi, zehirli Uriinler salgillamamasi, kolay sekillendirilebilir olmasi ve

sterilizasyon islemlerinde mevcut 6zelliklerini bozulmamasi da biiyiik 6nem arz



etmektedir. Biyomalzemelerin, mekanik dayanima ve biyouyumluluga sahip
olmalar gerektiginden, kullanildiklar1 dokulara uygun 6zellikleri tasimasi agisindan
malzeme secimleri biiylik 6nem arz etmektedir [22]. Son yillarda, biyomalzeme/
doku etkilesimleri Uzerine o©onemli ¢alismalar yapilmistir ve c¢alismalar devam
etmektedir. Doku ve organlarin yeniden yapilanmasini saglayan (ECM gorevi goren)
ve viicut sivilari ile uyum gosteren biyomalzemeler gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.
Biyolojik uyumluluk, viicudun biyomalzemeyi kabul edebilirligi olarak
degerlendirildigi icin; hem biyomalzeme, hem biyomalzemenin kullanildigidoku
veya organlarin ozellikleri g6zoniunde bulundurulmalidir. Seramikler, metaller,
polimerler ve kompozit biyomalzemeler doku yamasi olarak kullanilabilmekte ve
insan  saghgina  zararli  etkileri olmayan  biyomalzemeler  olarak
gelistirilebilmektedir. Yeni biyomalzemeler klinik ¢alismalarda kullaniminda 6nce,
vicut icerisinde immiin yanita neden olup olmadiklarini degerlendirmek amaciyla
detayh biyolojik testlere tabi tutulmaktadir. i1k olarak in vitro daha sonra da in vivo
testler yapilmali, bunu takiben Kklinik denemelerle malzemenin biyolojik
givenilirligi ve performansi degerlendirilmelidir. Biyomalzemenin kullanildig:
dokudan  aliman  Orneklerin  morfolojik  incelemesi, = biyomalzemenin
biyouyumlulugunu degerlendirmemizi saglamaktadir. Hedef dokuda kullanilacak
biyomalzemeler bir¢ok testten gectikten ve biyouyumlulugu onaylandiktan sonra
viicut icerisinde hedef dokuda kullanilmaya baslanabilmektedir. Tim bu testlere
ragmen biyomalzemelerin allerjik, immiin, nonimmiin, mutajenik, kanserojenik ve
enflamatuar etkileri gozlemlenebilir. Bu yilizden, kullanilacak biyomalzemenin
yapilan her test sonuglari ¢ok 6nemlidir. Biyomalzemelerin toksik olmamasi,
kansorejen etki gostermemesi, enflamatuar tepki ortaya ¢ikarmamasi, kimyasal
acidan inert, stabil ve 6miir boyu tekrarlanabilen hareketlere karsi mekaniksel
olarak giicli olmasi, kullanilan malzemenin en 6nemli ve temel o6zellikleri

arasindadir [23], [24].

Hedef dokuya uygun sekilde gerceklesen biyolojik bozunma siireci, doku
miithendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir. Biyomalzemelerin bozunma hizi,
hiicre biliyiimesini ve hiicre canliligini etkilemektedir. Hedef dokuya biyomalzeme

amacini gerceklestirdikten sonra, viicut tarafindan tamamen pargalanabilir, emilimi



saglanabilir ya da destek gorevi goriyorsa mekanik dayanimini tamamen

koruyabilmektedir [25].

2.2.2.2 Biyomalzemelerin mekanik ozellikleri

Malzemenin  biyouyumluluk, biyoaktivite veya dokuya olan uyumu
gibi 06zelliklerinin olmasi o malzemeyi biyomalzeme olarak kabul etmek i¢in yeterli
olmamaktadir. Tim bunlarin yanm1 sira bagka 0Ozelliklerinin de bulunmasi

beklenmektedir [26].

Bir malzemenin biyomalzeme olarak kullanilabilmesinin ilk ve en 6nemli sarti
"biyouyumlu" olmasidir. Ikinci énemli sart ise mekanik ézelliginin kullanilacak
dokuya uygun olmasidir. Kullanilacak dokuya uygun olmayan biyomalzemelerin
kullanimi sirasinda veya hiicrelerin biiylimesi sirasinda ¢okme yasanabilir [24]. Bu
gibi zorluklar malzemelerin diger 6zelliklerinin uygun olmamasi durumunda da

gortlebilir [27].

Biyomalzemeler “tasarlanirken kullanilacak doku ile mekanik 6zellikleri
uyusmalidir. Ornegin: 6rnegin, kemikte nispeten sert yapida biyomalzemeler, esnek
dokularda ise yumusak yapida biyomalzemeler kullanilmahdir [20]. Daha agik
ifadeyle, kemigin elastisite modiiliinden ¢ok degil sadece bir kat fazla elastisite
(young) modiiliine sahip olan malzemeler gerilme ile karsilasirlarsa, meydana
cikacak elastik tepkime uyusma gostermez. Bu gibi malzemelerin kemik ile
kiyaslandiginda enerji emme kapasitelerinin diisiik oldugu goritilecektir. Bu ylizden
biyomalzeme ve doku arasinda bir uyum olmalidir. Bu uyum ancak ayni mekanik
degerlere sahip olmak ile miimkiin olabilir. Kullanilacak biyomalzemenin mekanik

ozelliklerinin diger fiziksel degerler icinde benzer olmasi gereklidir [23].

2.2.2.3 Biyomalzemelerin tasarim ézellikleri

Hedeflenen dokuya uygun tasarim biyomalzemelerin {liretimi sirasinda énem arz
eder. Uygun tasarimi saglanmis bir malzeme, hedef doku icin gerekli olan tiim
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri saglamis miikemmel bir malzeme olarak tarif

edilebilir. Fakat bu planlanan miikemmel malzeme bile in vivo sartlarinda
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beklenmedik hasarlara neden olabilmektedir. Bundan dolay1 tasarlanan
malzemenin yapisal 6zellikleri ve ne amagla hangi boliimde kullanilacak ise ona gore
uygun olacak bir tasarim yapmak 6nem arz eder [28]. Bu amagla kullanilacak

malzemeler doku ile en iyi uyumlu olacak sekilde tasarlanmalidir [29].

Biyomalzemeden beklenen bir diger tasarim ozelligi de biyolojik ortamda
kullanildiginda malzemenin asinmalara kars1 direngli olmasi ve ytkler karsisinda
yorulma dayaniminin yiiksek olmasidir. Bu yilizden biyosisteme uyum sz konusu
olunca asinma dayanimi ile yorulma dayanimi tasarim sirasinda iki 6nemli

parametre olarak 6n plana ¢ikmaktadir [28].

Hedef dokuya uygun olarak tasarlanan maddenin dokuda enflamasyona neden
olmamasi, toksik etki gostermemesi, kanserojen olmamasi gerektiginden

kullanilacak malzemelerin buna uygun secilmesi gerekmektedir [23], [24].

2.2.3 Doku Miihendisliginde Biyomalzemelerin Siniflandirilmasi

Biyomalzemeler; metaller, seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler olarak

gruplandirilmaktadir (Sekil 2.2).

Biyomalzemelerin
Siniflandirilmasi

Kompozit

Metaller Seramikler Polimerler
Malzemeler

Sekil 2. 2 Biyomalzemelerin Siniflandirilmasi

2.2.3.1 Polimerler
Cok sayida aymi veya farkli atomik gruplarin kimyasal baglarla baglanarak

olusturdugu uzun zincirli veya dallanmis yapida yiiksek molekiil agirlikh bilesikler,

polimerler olarak adlandirilmaktadir. Bu uzun zincirler ¢apraz baglar, Van der
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Waals baglari, hidrojen baglar1 veya kovalent bag kuvvetleriyle bir arada

tutulmaktadir [4].

Polimerik yapidaki biyomalzemeler, doku miihendisliginin temel taslarindan
biridir. Doku miuhendisliginde ¢ok ¢esitli polimerik biyomalzemeler kullanilmistir.
ilag dagitimi, mikro kaplama, mikro akiskanlar ve diger teknolojiler kullanilarak son

yillarda ¢ok fazla calisma yapilarak gelismislik gostermistir [20].

Polimerik biyomalzemelerin diger malzeme siniflarina gére avantajlari (i) tiretim
kolayligy, (ii) islenebilme kolayligy, (iii) istenen mekanik ve fiziksel 6zelliklere sahip
olma ve (iv) uygun maliyette olmasidir. Cesitli uygulamalarda kullanilan polimerler
sentetik ve dogal olarak iki kategoriye ayrilabilir. Nisasta, seliiloz, dogal kaucuk,
albiimin, jelatin, aljinat, kitosan, kollajen, fibrin, glikozaminoglikan, hyaluronik asit
ve DNA (genetik materyal) dogal polimerler grubuna girerler ve toksik etki
yaratmazlar [30]. Polilaktitler (Polilaktik asit (PLA) Poliglikolik asit (PGA)
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)), Polihidroksialkonatlar (Poli 3-hidroksibutirat
(P3HB), Poli 3-hidroksivalerat (PHBV)), Polietilen glikol (PEG), Poliamitler,
Polianhidritler ve Polikaprolakton (PCL) doku miihendisliginde siklikla kullanilan
sentetik polimerlere dérnek olarak verilebilir. Ongériilebilir, kontrol edilebilir ve
tekrarlanabilir o6zelliklerinin bulunmasi, kolay islenebilirligi, yiiksek mekanik
dayanimi, modifiye edilebilirligi sentetik polimerlerin tercih sebepleri arasinda
gosterilebilmektedir. Sentetik polimerler siklikla kullanilmasina ragmen siklikla
rastlanan dezavantaji biyouyumluluk eksikligidir ve bu nedenle bu malzemelerin
kullanimi1 genellikle meydana getirdikleri enflamatuar etkileriyle iliskilidir. Bu
sorun sentetik polimerlerin dogal polimerle karistirilarak veya ¢esitli ECM bileseni

proteinlerle yiizey modifikasyonu yapilarak kullanilmasiyla yok edilebilir [31].

Sunulan tez ¢alismasinda kisiye 6zel doku yamasi tiretiminde biyomalzeme olarak
biyouyumlu sentetik bir polimer olan Polihidroksialkonat ailesinin {iyesi olan
bakteriyel polyester PHBHHx (Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat))

kullanilmistir.
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2.2.3.2 Metaller

Biyomalzemelerin hazirlanabilecegi baska malzeme siniflar1 olmasina ragmen,
mithendisler gerekli biyomalzemeyi tasarlamak i¢in hedef dokuya uygun olarak
daha ¢cok metalleri tercih etmektedir. Metal ve metal alasimlarinin, 6zellikle islevini
kaybetmis veya kaybetmekte olan sert dokularin yerine, sahip olduklar giicli
metalik baglar ve kristal yapilar1 sayesinde biyomalzeme olarak kullanimi oldukg¢a
yaygindir. Ornegin, metalik biyomalzemeler, ortopedik uygulamalarda yapay kalca
eklemleri, yapay diz eklemleri, kemik yenilenmesi amaciyla kullanilirken, kalp-
damar cerrahisinde yapay kalp kapakgciklari, kateterler ve vana ya da yiiz-cene
cerrahisinde dis implantlar1 olarak kron, kopri ve protez tedavisinde de
kullanilmaktadir. Metallerin, teshis ve tedavi amach kullanilan cihazlarda metalik
kisimlarini olusturmak icin biyomalzeme olarak kullanimi yaygindir. Metalik
biyomalzeme olarak demir (Fe), krom (Cr), kobalt (Co) ve kobalt-bazl alasimlarinin,
nikel (Ni), titanyum (Ti) ve alasimlarinin, tantalyum (Ta), niyobyum (Nb), molibden
(Mo), tungsten (W) ve magnezyumun (Mg) belirli bir siire viicut
icerisinde kullanimi uygundur [32]. Bu malzemelerin mekaniksel o6zellikleri,
korozyon direnci, biyouyumluluk ve diisiik maliyet gibi birgok avantajlari olmasina
ragmen, viicut icerisinde kisa vadede kullanimiyla birlikte iltihaplanma; uzun
vadede kullanimiyla ise kromozomal bozukluk, toksisite, kanserojen etki,
mekaniksel dayanimin zayif olmasi nedeniyle implantin dayaniksizligi, alerjik
doku reaksiyonlarina sebep olabilecek metal iyonu salinimi1 ve kemik ile implant
arasindaki elastisite modiili uyusmazhig1 gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir

[33].

2.2.3.3 Seramikler

Viicudun zarar goren veya islevini yitiren organlarinin onarimi, yeniden
yapilandirilmas1 veya yerini almasi amaciyla 6zel olarak tasarlanan bir diger
malzeme grubu da seramiklerdir. Seramik, biyomalzemeleri tasarlamak icin
kullanilan baska bir malzeme sinifidir. Seramik malzemeler polikristal yapili, sert
ve Kkirilgan, korozyana karsi dayanikli, diisiik yogunluklu, elektriksel ve termal

olarak yalitkan malzemelerdir. Yiiksek sicakliklara karsi dayanikli olmas1 avantaj
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saglamasina ragmen metal ve polimer malzemelere gore daha az tercih
edilmektedir [23]. Seramikler, kas iskelet sistemi, kal¢ca protezleri, yapay dizler,
kemik greftleri, dis ve ortopedik implantlar, orbital ve orta kulak implantlari, kalp
kapakgiklar ve metal implantlarin biyouyumlulugunu artirmak icin kaplamalar
olarak kullanmilir. Seramikler biyomalzemelerin tasariminda kullanilmasina
ragmen, metallerden veya polimerlerden daha az yaygin olarak tercih edilmistir.
Baz1 durumlarda seramik malzemelerin kullanimi, kirilganlik ve zayif ¢ekme
dayanimi nedeniyle sinirlandirilmistir. Seramikler arasinda, apatitler 6nemli bir rol
tistlendi. Kalsiyum fosfat esasli biyomalzemeler, iskeletin tiim alanlarini kapsayan,

vicutta bircok farkli uygulamada kullanilir [20].

Biyoseramikler; doku ile etkilesimlerine gore biyoinert (Aliimina (Al203),
Zirkonya (Zr02), Pirolitik karbon, zirkonyum oksit (ZrO2/zirkonia) ve titanyum
oksit (Ti02)), biyoaktif (biyocam, kalsiyum fosfat (CP), hidroksiapatit (HA) ve cam
seramikler) ve biyobozunur (kalsiyum fosfat seramikler) olarak ii¢ grupta
siniflandirilabilir. Biyonert malzemeler, doku ile etkilesimi metalik bag seklinde
olup viicut yapisini muhafaza eden ve hi¢ bir doku ile immiinolojik reaksiyon
vermeyen malzemelerdir. Dokuyla biyolojik olarak etkilesime girmezler ve
bozunmazlar. Yiiksek mekanik dayanim ve korozyon direnci, diisiik siirtinme
katsayisina sahiptirler. Genellikle kal¢a ve diz implantlarinda kullanilmaktadirlar.
Biyoaktif malzemeler ise kemik ya da canli organizma yumusak dokusuyla direk
olarak kimyasal bag ile etkilesirler. Doku ile etkilesime giren biyouyumlu, yiiksek
osteointegrasyon kapasitesine sahip seramiklerdir. Biyobozunur malzemelerde
ise hetorilitik pargalanma sonucu biyolojik olarak bozunurak zamanla doku ile

yer degistirmektedir [34].

2.2.3.4 Kompozit malzemeler

Kompozitler, belirli bir amaca yonelik ayri ayr1 bilesenlerin 6zelliklerinden farkh
fiziksel 6zelliklere sahip iki veya daha fazla fiziksel ve/ veya kimyasal olarak farkli,
uygun sekilde biraraya getirilmesiyle veya dagitilmasiyla olusan malzemeleridir.
Kompozit malzemelerin avantaji, bir araya gelen malzemelerin kendi 6zelliklerini

kaybedip malzemeye yeni 6zellikler kazandirmasidir [16]. Kompozit malzemeler,
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matriks ve dolgu bilesenlerinden olusur. Bu bilesenler birbirleri icinde ¢éziinmezler.
Boylece kompozit malzeme, kendisini olusturan bilesenlerden, birinin tek basina
sahip olamadig1 0zelliklere sahiptir. Kompozit malzeme, ‘matriks’ olarak
adlandirilan bir malzeme icerisine ¢esitli giiclendirici malzemelerin katilmasiyla
hazirlanmaktadir. Matriks olarak cesitli polimerler, gliclendirici olarakta ¢cogunlukla
cam karbon ya da polimer lifler, bazen de mika ve c¢esitli toz

seramikler kullanilmaktadir [35].

2.2.4 Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (PHBHHX)

Polihidroksialkananoatlar (PHA'lar), dengesiz biiyiime kosullar altinda hiicre i¢i
karbon ve enerji depolama polimerleri olarak toprak bakterileri, mavi-yesil algler
ve baz1 genetigi degistirilmis bitkiler gibi cesitli mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen biyolojik olarak parcalanabilen, biyouyumlu, toksik olmayan termoplastik
biyolojik polyester sinifidir [25], [36]. Son zamanlarda, PHA'lar rejeneratif tip ve
doku miihendisliginde yaygin olarak uygulanmaktadir [37], [38]. PHA'lar doku
mithendisligi iskelesi, ila¢ verme sistemi, emilebilir cerrahi dikisler vb. dahil olmak
lizere bircok biyomedikal uygulamada kullanilmistir ve cesitli c¢alismalarda

kullanilmaya devam etmektedir [39].

Poli (3-hidroksibutirat) (PHB), PHA ailesinin ilk ve en kapsaml arastirilan tiyesidir
ve biyolojik olarak pargalanabilirlii nedeniyle ticari uygulamalarda biiyiik
potansiyele sahiptir [40]. Adrenokortikal hiicrelere, osteoblastlara ve epitel
hiicreler ile iyi biyouyumluluk gosterir. Bununla birlikte, yliksek kirilganligi ve

diisiik bozunmasi uygulama alanlarini sinirlandirmaktadir [25].
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Sekil 2. 3 PHBHHx kimyasal yapisi

Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (PHBHHx), polihidroksialkanoat
(PHA) familyasina ait dogal biyolojik polyester malzemedir [41]. Poli (3-
hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (PHBHHx), miikemmel biyobozunur,
biyouyumlu, elastomerik mekanik yapisi sayesinde doku miithendisligi uygulamalari
icin potansiyel bir malzemedir [37]. Diger polyhidroksialkanoat tyeleri ile
karsilastirildiginda, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar ve
kemik iligi hiicreleriyle daha iyi biyouyumluluk géstermistir [25], [42]. Uzun alkil
yan zinciri sayesinde, PHBHHx, poli (3-hidroksibutirat) (PHB) ile
karsilastirildiginda diisiik kristallilik ve genis bir isleme performansi sergiler (Sekil
2.3) [40]. Mekanik olarak performansi, PHB'den tamamen farkhdir, yani, PHBHHX,
nispeten daha yiliksek bir kopma uzamasina, diisiik gerilme mukavemetine ve
modiiliine sahip olan yumusak ve esnek bir polimerdir. Bu nedenle, bu iki polimer
hem biyolojik olarak pargalanabilirdir hem de mekanik 0zellikler agisindan
tamamlayict  potansiyellere  sahiptirler [39]. Poli (hidroksibutirat-ko-
hidroksiheksanoat) (PHBHHx) 'in PHB'ninkinden daha iyi bir esneklige sahip
oldugu belirlenmistir. Gelistirilen biyomalzemedeki PHBHHx icerigi arttik¢a hiicre
canliliginin da arttig1 gériilmustiir. Ayrica malzemede PHBHHXx igeriginin arttmasi,
malzeme yiizeyindeki gozeneklerin boyutunu azaltmis ve diiz bir ylizey haline

getirmistir [43].
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PHBHHx, uygun mekanik 6zellikleri, biyo-uyumluluk ve biyo-bozunabilirligi
sayesinde umut verici bir doku miihendisligi malzemesi olarak kullanilmaya devam
etmektedir. PHBHHx, antikanser tedavilerinde hedefleyici ila¢ tasiyic1 partikiiller
olarak kullanilmistir. Kemik- kikirdak rejenerasyonu, sinir- beyin doku onarimi,
yumusak doku- kas onarimi ve biyobozunur ila¢ tasiyicilari olarak kullanildig:

calismalar literatiirde mevcuttur [41].

2.3 Kok Hiicreler ve Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler, farklilasmamis halde bulunan, kendini yenileme 6zelligine sahip ve
baska hiicrelere doniisebilme kapasitesinde hiicrelerdir. ilk kok hiicre ¢alismalar
1960’1 yillarda hematopoietik kok hiicrenin kesfedilmesiyle baslanmistir,
sonrasinda mezenkimal kok hiicreler kesfedilerek ¢alismalar devam edilmistir.
1990’larda memeli beyninde, karaciger ve epidermis gibi farkli doku ve organlarda
kok hiicrenin varhigl tespit edilmistir [44]. Insan viicudundaki organlar,
olgunlasmis ve 0Ozellesmis hiicrelere sahip dokulardan ve 0Ozellesmis kok
hiicrelerden meydana gelmektedirler. Organa 06zgi kok hicreler doku

hemostazinin korunmasini saglayan ozellikler tasirlar.

Kok hiicreler kendini yenileme yetenegine sahip hiicrelerdir [45]. Bu hiicreler
vicuttaki bircok farkl hiicre tiriine déniisebilme yetenegi gostermektedirler. Bu
hiicreler bir¢ok dokuda onarim sistemi gorevi gorerek travma yada yaralanma

durumlarinda dokular1 yenilemek i¢in boliintip ¢ogalabilirler.

Kok hiicreler sahip olduklari sinirsiz boliinebilme, gesitli hiicrelere farklilasabilme,
doku onarimini saglama ve kolay elde edilebilmeleri gibi 6zellikler sayesinde
bilimsel c¢alismalarda biiyiik bir arastirma alani olusturmaktadir. Klinik
uygulamalarda ve rejeneratif tipta cokca tercih edilmekte ve kullanim alanini

genisletmek amaciyla ¢calismalar devam etmektedir [44].

Bir hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanmasi icin sahip olmasi gereken 6zellikler

sunlardir:
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e Farklilasma Meydana Gelmeden Cogalma Ve Kendini Yenileme

Kok hiicrelerin sahip oldugu en 6nemli 6zelliklerden birisi, farklilasma meydana
gelmeden sinirsiz olarak ¢ogalabilme ve kendini yenileme islevidir. Kok hiicreler
farklilasmadig1 donemde sayilarin1 korumak ve farklilasacagi hiicrenin onciisiinii
elde etmek icin cogalmasina kendini yenileme islevi denir [46]. Kok hiicreler sinirsiz
olarak kendilerini yenileyebilirler. Bu 6zelligi sebebiyle kanser hiicresine benzer
olsa da kok hiicrelerin yenilenmesi ile kanser hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmalari
farkhdir. Kanser, hiicrenin kendini anormal sekilde ¢ogaltma ve yenileme hastalig
olarak kabul edilirken, kok hiicrenin kendini ¢ogaltmasini ve yenilemesini btiytime
faktorleri, hiicreler arasi etkilesim, mikro cevre, ekstraselliler matriks bilesenleri

kontrol ederek sinirlandirmaktadir [47].

Kok hiicrelerin sinirsiz olarak kendini yenileme 6zellikleri embriyonik dénemin
erken safhasinda en yiiksek seviyede goriilmektedir. Kok hiicrelerin kendini
yenileme ve sinirsiz ¢ogalma 6zelligi sonraki nesillere aktarilabilmektedir. Bu
ozellik kok hiicrelerde farklilasmanin meydana gelmesiyle kaybedilmeye

baslamaktadir [48].
e Kok Hiicrelerin Boliinme Yetenegi

Kok hiicrelerde simetrik ve asimetrik olmak tlzere iki cesit hiicre boéliinmesi
meydana gelmektedir. Uzun vadede biiylimeyi saglamak, kendini yenileme
yeteneginin korumak ve sayilarini arttirmak amaciyla kok hiicreler boliinmektedir

[49].

Kok hiicrelerin simetrik béltinmesi: Hasarli bir dokunun onarilmasi gibi yeni
hiicrelere ihtiya¢ duyulan durumlarda kok hiicreler yeni hiicreler meydana
getirmek amaciyla simetrik olarak boliinmektedir. Simetrik béliinme ile birlikte
kaynak hiicreyle ayni iki hiicre yada iki es progenitor hiicre meydana gelmektedir

[50].

Kok hiicrelerin asimetrik bolunmesi: Asimetrik hiicre bolinmesi, farkl
yollara sahip iki kardes hiicre olusumuna neden olan bir b6liinmedir. K6k hiicreler
kendilerini yenilerken ayni zamanda farklilasacagi hiicrenin 6nciisiint olusturmak

icin asimetrik hiicre boliinmesi gecirirler. Asimetrik hiicre béliinmesi ile kaynak
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hiicreye 6zdes bir hiicre ve 6zelleserek farkli bir hiicreyi olusturacak onctl hiicre
meydana gelmektedir [51]. Onciil hiicre birka¢ béliinme gecirerek ve cesitli
farklllasmalara ugrayarak ozellesmis olgun hiicreyi olusturmaktadir [50]. Kok
hiicreler kendini yenilemek ve farklilasmak arasindaki dengeyi saglamak igin
asimetrik olarak boéliintir. Cevresel kosullar (pH), ortam sartlari (iyonik ortam),
hiicreler arasi iliskiler, biiytime faktorleri, sitokinler asimetrik boéliinmeyi etkileyen

ic ve dis faktorlerdir [44].
e Farkl Tip Hiicrelere Ozellesebilme (Plastisite) Ve Farklanma

Farklanma, bir kok hiicrenin hangi 6zellesmis hiicreyi olusturacag ile ilgili olan
stirectir. Farklanma siirecinde 6nce hiicre kararlanma asamasina girmektedir ve
daha sonra 6zellesecegi kok hiicreye gore transkripsiyon faktorlerinin devreye
girmesi ile hedeflenen hiicreye farklanmaktadir. Plastisite ise bir hticrenin farkl bir
doku veya organdan baska bir hiicreye doniisebilme yetenegidir [52]. In vivo ya da
in vitro kosullar altinda uygun sinyallerle uyarilmalar1 sonucu kok hiicreler baska
tip hiicrelere farklilasabilmektedir. Farklilasma hiicrenin asimetrik boéliinmesi, gen
metilasyonlarinin olmasi, epigenetik kontrol mekanizmalarindaki degisimler gibi
meydana gelen biyokimyasal olaylarin sonucunda gerceklesmektedir [46]. Kok

hiicrelerin farklilasmasinda g¢evresel kosullarinda etkisi de bulunmaktadir [52].
e Pluripotensi

Kok hiicrelerin bir canliy1 olusturan 6zellesmis hiicre tiplerinden ne kadarina
farklilagabilecegi ile ilgili sayisal degerdir. Kok hiicreleri, normal hiicrelerden
ayiran en onemli 6zelliklerdendir. Pluripotensi 6zelligi transkripsiyon faktorleri ve

epigenetik diizenleyiciler ile kok hiicrede meydana gelmektedir [53].
e Telomeraz Enzim Aktivitesine Sahip Olma

Telomeraz enzimi, DNA'da iiretilen ve kromozom uglarinda bulunan telomerlerin
boyunun ayarlanmasinda goérevli enzimdir. Somatik hiicrelerde hiicreler
yaslandik¢a telomeraz aktivitesi azalmaktadir ve hiicrenin her béliinmesinde
telomer uzunlugu kisalmaktadir. Kok hiicreler hiicre boliinmesinin meydan gelme

sirasinda telomer uzunlugunu koruyan bir mekanizmaya sahiptir. Kok hiicre ve
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kanser gibi siirekli boliinebilen hiicreler yiiksek telomeraz enzim aktivitesi ile

sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahiptir [54].
e Dokunun in Vivo Fonksiyonel Yapilanmasini Ve Devamliligini Saglama Yetenegi

Kok hiicreler hedefe yonelik boliinmeler gergeklestirerek dokularda meydana
gelen hasarin onarilmasi, doku hicrelerinin yenilenerek doku devamliliginin
saglanmas1 ve dokunun fonksiyonel o6zelliklerini tekrar kazanmasini saglayan

hiicrelerdir.
e Dokuda Sessiz Fazda Bulunurken Bir Sinyal Geldiginde Aktiflesme

Sessiz faz, kok hiicrelerin bazal aktivite gosterdigi fazdir. Yetiskin kok hiicreler
uzun siire sessiz fazda kalabilirler. Uyarici sinyallerle uyarilma gelene kadar
sessiz faz devam edebilir. Uyarici sinyallere yanit olarak hiicre dongiisiine tekrar
girerek kok hiicreler kendilerini yenilerler veya onciil hiicrelere farklilasabilirler

[55].

2.3.1 Kok Hiicrelerin Kaynaklarina Gore Siniflandirilmasi

Kok hiicreler icin cesitli kategorilerde siniflandirmalar yapilmistir. Elde edildigi
gelisim asamasina bagh olarak kaynaklarina gore embriyonik kok hiicreler ve

yetiskin kok hiicreler olarak ikiye ayrilmaktadir.

2.3.3.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Zigotun arka arkaya boliinme gecirmesiyle blastokist olusur. Blastokist embriyoyu
olusturan ic¢ hiicre kitlesi ve plasentay1 olusturan trofoektoderm olmak tizere 2

hiicre tabakasindan meydana gelir.

Embriyonik kok hiicre, blastokist sathasinda sinirsiz yenilenme o6zelligindeki
hiicrelere verilen isimdir. Bu hiicreler sahip olduklan yiiksek farklilasma yetenegi
ile ektoderm, endoderm ve mezoderm kaynakl tiim hiicre tiplerine kaynak

olusturabilmekte ve cesitli doku ve organlara farklilasabilirmektedir [56].
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Sekil 2.4 Embriyonik kok hiicre eldesi

Embriyonik kok hicreler ile ilgili yapilan ilk c¢alismalar 1970°li yillara
dayanmaktadir. Kahan ve arkadaslar1 farede meydana gelen testis kanserinden
embriyo karsinoma hiicreleri elde etmislerdir [57]. Evans ve arkadaslarnt 1981
yilinda fare blastokist i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen hiicreleri in vitro ortamda
fare fibroblastlar lizerinde g¢ogaltilarak embriyonik kok hiicre elde etmislerdir
[58]. Thomson ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma ile embriyonik kok hiicrelerin
morfolojisini ve pluripotens genlerin ekspresyonunu belirlemislerdir [59].
Embriyonik kok hiicreler kiiltiir ortaminda farklilasmalarini1 engelleyen bir faktor
olmadiginda sirasiyla ekdodermal ve noral hiicre hatlarina farklilasabilirler. Kiiltiir
ortamina cesitli bliytime faktorleri ve serum ilave edildiginde hiicreler endodermal
veya mezodermal kaynakli hiicrelere de farklilagsabilmektedir [60]. Embriyonik k6k
hiicreler, gelisimden sorumludur bu nedenle embriyonik kok hiicrelerin pluripotent
ozelligi ve kendini yenilemesinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar1 anlamak,
hiicrelerin temel biyolojisi anlamay1 ve gelisim hatalariyla meydana gelen bir¢ok
farkli hastaliga yeni tedavi yoOntemleri bulunmasini saglayabilecegi

distintilmektedir [61].
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Embriyonik kok hiicrelerin elde edilmesinde giintimiizde ti¢ farkhh kaynak

kullanilmaktadir (Sekil 2.4).

e Tip bebek merkezlerinde in vitro fertilizasyon sonrasi kullanilmayan,
disiik gebelikler sonucu meydana gelen veya bilimsel arastirmalar igin
bagislanan embriyonik kok hiicreler birinci kok hiicre kaynagini
olusturmaktadir. Bu yolla elde edilen embriyonik kok hiicreler bircok etik

problemi de beraberinde getirmektedir[48], [62].

e ikinci kok hiicre kaynag ise somatik niikleer transfer metoduyla iiretilen
embriyonik kok hiicrelerdir. Bu metodda nukleusu g¢ikarilmis yumurta
hiicresine gelisim potansiyeli engellenmis somatik hiicre nukleusu
yerlestirilerek bir embriyo elde edilmektedir [63]. Farkli memelilerin
yumurta kaynagi olarak kullanilmasiyla meydana gelecek insan-hayvan
kimerik yapis1 ve bu yapidan meydana getirilecek insan embriyonik kok

hiicrelerin ne derece giivenli olabilecegi sorun teskil etmektedir.

e Uciincii kaynak ise sperm ile déllenme yapilmadan yumurta hiicrelerinden
dogrudan elde edilen embriyonik kok hiicrelerdir [48]. Giinlimiizde bu
yontem ile elde edilen embriyonik kok hiicrelerde homozigotluk sebebiyle

sorunlar meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.

2.3.3.2 Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicrenin tanimi, embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada
bulunan kok hiicreler i¢in kullanilmaktadir. Yetiskin kok hiicreler olgun dokularda
sessiz fazda bulunmaktadir fakat kok hiicre sayisini arttirmak ve onciisii oldugu
dokularda meydana gelen hasar sonucu hasarli bélgenin onarilmasi icin seyrek

olarak boliinmektedirler [64].

Hematopoietik kok hiicreler (HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH), noéral kok
hiicreler (NKH), bagirsak kok hiicreler (BKH) ve epitel kok hiicreler gliniimtizde

bilimsel arastirmalarda en ¢ok ve sik calisilan yetiskin kok hiicre tiirleridir [46].

En iyi karakterize edilmis yetiskin kok hiicreler hematopoietik kok hiicrelerdir.

Kanda bulunan bu hiicre grubu kan iiretiminden sorumludur. Kendi kendini
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yenileyebilmektedirler =~ ve  uygun  kosullarda tim kan  dokusuna
farkhlasabilmektedir [65]. Somatik dokulardaki yetiskin kok hiicreler kolaylikla
erisilebilen kok hiicre kaynagidir. Embriyonik kok hiicreye kiyasla etik kisitlama
bulundurmamasi ve dokuya spesifik olmasi nedeniyle arastirmalarda ve klinik

uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir [66].

2.3.2 Kok Hiicreler Farklilasma Kapasitesine Gore Siniflandirilmasi

Kok hiicreler fonksiyonel olarak farklilasma yetenegine gore totipotent, pluripotent,
multipotent, unipotent ve uyarilmis pluritotent olarak 5 grupta siniflandirilir (Sekil

2.5) [67].

Kok Hicrelerin
Siniflandiriimasi

Totipotent Kok Multipotent Kok Unipotent Kok Pluripotent Kok anrllm|§ ..
.. - - . Pluripotent Kok
Hicreler Hicreler Hicreler Hicreler Hiicreler

Sekil 2.5 Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

2.3.2.1 Totipotent Kok Hiicreler

Yumurtanin déllenmesinden sonra meydana gelen zigot ve zigotun boliinmesiyle
olusan tliim hiicreler totipotent hiicre olarak isimlendirilmektedir. Totipotent
hiicreler canli bir organizma viicudunda bulunan tiim hiicre tiplerine farklilagsabilme
yetenegine sahip olduklarn icin, en 6nemli kok hiicre tiplerinden biridir [68].
Totipotent hiicreler 6zellikle gen ve hiicre terapilerinde, doku miihendisliginde en
cok tercih edilen kok hiicre grubudur. Boéliinme silirecinin arastirilmasiyla
hastaligin hangi asamada meydana geldigi anlasilabilir boylece hastalikli hiicrenin
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bolinmesi ve c¢ogalmas1 engellenebilmektedir [69]. Uygun kosullar,
biiyiime faktorleri ve destek materyali saglandiginda her bir totipotent kok hiicre

sahip oldugu sinirsiz farklilasma yetenegi ile embriyoyu meydana getirebilir [46].

2.3.2.2 Multipotent Kok Hiicreler

Multipotent kok hiicreler in vitro kosullarda farklilasma yetenekleri sinirli olan
fakat ex vivo kosullarda gerekli sinyaller verildiginde ¢esitli hiicre tipine farklanan,
yenileme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler, bir¢ok hiicre tipine

farklilasabilen hiicrelerdir [70].

Kemik iligi ve plasenta multipotent kok hiicrelerini icermektedir. Multipotent kok
hiicreler, ilk olarak kemik iliginden izole edilmistir, daha sonraki calismalarda
kemik, kas, kikirdak, yag gibi bircok yetiskin dokudan elde edilmeye baslanmistir.
Kemik iliginden elde edilen hematopoetik kok hiicreler tim kan hiicresi
tiplerini meydana getirebilen ancak diger hiicreleri iiretmeyen kok hiicrelerdir

[71].

Multipotent kok hiicreler, farmakolojik calismalarda ve tipta kullanilabilen kok
hiicre kaynaklaridir. Bir¢ok arastirmada kullanilan hematopoetik (kan kok
hiicreleri) ve mezenkimal kok hiicreler multipotent kok hiicre grubuna girmektedir

[72].

2.3.2.3 Unipotent Kok Hiicreler

Unipotent kok hiicreler, yetiskin dokularda bulunan ve sadece bir hiicre tiiriine
farklilagabilen kok hiicre grubudur. Diger kok hiicre gruplarinin genis farklilasma
secenekleriyle kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik farklilagsma yetenegine sahiptir [73].
Farklilasma kapasitesinin sinirli olmasina ragmen sahip oldugu énemli 6l¢tideki
terapotik potansiyel ile hastaliklarin tedavisi ve yaralanmalarda kullanilmak {izere
yapilan ¢alismalarla gelistirilebilirler. Bununla birlikte, her kok hiicrenin sahip
oldugu kendini yenileme 06zelligi ile unipotent kok hiicreler organ nakilleri icin

saglikli ve canli doku meydana getirme amaciyla kullanilabilir [74].
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2.3.2.4 Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler, embriyo farklilasmasinin baslangic asamasinda meydana
gelen endoderm, mezoderm ve ektoderm germ tabakalarina ve bu tabakalardan
meydana gelen neredeyse tiim hiicre tiplerine farklanma yetenegine sahip olan kék

hiicre tirudir [69].

Embriyonik kok hiicreler olarakta bilinen pluripotent kok hiicreler, gelisen
embriyonun 5-6. giinlinde hiicrenin blastosist evresine gelmesiyle i¢ hiicre
kitlesinden meydana gelmektedir [56]. Sinirsiz ¢cogalma yetenegi sayesinde doku
yenilenmesi ve genis doku hasarinin tamir edilmesinde kullanilirlar. Bu 6zellikleri

bu hiicre tipinin rejeneratif tipta yaygin kullanimini saglamaktadir [48].

Pluripotent Kok Hicre)
Kaynaklari
|
| ] ] ] ]
s . . o Cok Kiiglik Embriyonik]
Embriyonik Kok Embriyonik Gamet Uyarilmis Pluripotent Embriyonik Kok Hiicre| o
Hicreler Hiicreleri K&k Hiicreler Benzeri Koloniler Benzerl(sokll-)lucreler
sels

Sekil 2.6 Pluripotent Kok Hiicre Kaynaklari

Pluripotent kok hiicreler gelismekte olan embriyodaki tiim somatik ve germ hatti
hiicrelerin koékenini olusturmaktadir. ilk pluripotent kék hiicreler Hogan ve
arkadaslar1 tarafindan 1976 yilinda teratokarsinom olarak bilinen gamet
hiicrelerinde meydana gelen bir tiir timorden izole edilerek elde edilmistir [64].
Thomson ve arkadaslarinin insan embriyonik kok hiicrelerini (hESCs) basarili bir
sekilde kiiltiire etmesi ve ¢ogaltmasinin ardindan bu hiicrelerin rejeneratif tipta
birgok iyilesme siireci zorlu hastaliklarin tedavi edilmesinde ¢alismalar yapilmaya

baslanmistir.
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Embriyonik kok hiicreler, kok hiicre tiirleri arasinda en yiiksek farklilasma
yetenegine sahip hiicrelerdir. Bu ozellikleri sayesinde rejeneratif tipta siklikla
kullanilan hiicre kaynagi olmuslardir. Ancak embriyonik kék hiicre izolasyonu
esnasinda canli blastosistlere zarar verilmesiyle ilgili etik ve dini kaygilar
arastirmalar1 kisitlamistir. Arastirmalar bu etik sorunlar1 ortadan kaldirmaya ve
alternatif kaynaklardan pluripotent kok hiicrelerin elde edilmesi yoniinde

ilerlemeye odaklanmistir (Sekil 2.6).

Yamanaka ve arkadaslar1 2006 yilinda yayinladig1 ¢alismada 4 transkripsiyon
faktorle somatik hiicrelerin embriyonik duruma yeniden programlanmasi ve
embriyonik kok hiicre elde edilmesi calismasi ile Nobel ddiiliine layik goriilmustiir.
Glinimuzde Yamanaka faktorleri adlandirilan bu 4 faktor, hiicrelerin yeniden

programlanmasi kullanilmaktadir.

2.3.2.5 Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler

Embriyolarin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler sahip
olduklar1 yiiksek farklilasma yetenegi ile hiicre bazli tedavilerle birgok
hastalifga umut olmustur fakat embriyonik kok hiicre teknolojisinde gelismeler
oldukca yavastir ve klinik denemelerin baslayabilmesi i¢in bir¢ok teknik ve etik

sorunun ortadan kaldirilmasi gerekmektedir [75].

Embriyonik kok hiicrelerle karsilasilan etik sorunlara karsi kullanilabilecek
alternatif kaynak bulabilmek amaciyla arastirmalar yapilmistir. Dollenmis
yumurtadan meydana gelen embriyonik koék hiicreler gesitli somatik hiicrelere
farklilasabilme yetenegine sahiptir fakat somatik hiicreler, diger somatik hiicre
tipalerine ayrilmamakta ve farklilasmamaktadir. Bunu agiklamak icin arastirmacilar
tarafindan iki ihtimal gozontline alinmistir. Birincisi, somatik hiicreler, gelisme
sirasinda bagka tiirdeki hiicrelere farklilasma yeteneklerini tamamen kaybedebilir
veya ikinci ihtimal olarak potansiyellerini koruyabilirler fakat bu potansiyel

gelisme sonrasinda bastirilabilir [76].

2006'da yapilan calismalar sonrasi kesfedilen indiiklenmis pluripotent kok hiicre
teknigi, yetiskin hiicre pluripotensine yonelik arastirmalarda doéniim noktasi

olmustur. Bu alanda ilk ¢alisma Yamanaka ve Takahashi tarafindan yapilmistir.
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Japon bilim adamlar yaptiklar1 ¢alismada embriyonal donemde 6nemli olan dért
transkripsiyon faktoriniin genlerini (Oct3/4, Sox2, Klf4, v-Myc) eriskin
somatik hiicrelere aktarmis, eriskin hiicreleri tekrar programlayarak embriyonik

kok hiicre benzeri fonksiyonlara sahip olan hiicreler elde etmislerdir [77].

Pluripotent hiicreler, canliyi olusturan tiim hiicre tiplerine farklilasabilme
yetenegindeki hiicrelere verilen isimdir. Uyarilmis pluripotent kék hiticre (UPKH)
olarak adlandirilan bu hiicreler embriyonik kok hiicreler gibi kendini ¢ogaltma (self
renewing), farkli dokulara degisebilme (pluripotensi) ve ili¢ embriyonik germ
tabakasina (ektoderm, endoderm ve mezoderm) farklanma yetenegine sahiptir
[78]. Pluripotent kok hiicreler temel olarak insan embriyo (embriyonik kok
hiicreler) ya da indiiklenen somatik hiicrelerden (uyarilmis pluripotent kok
hiicreler) koken alabilimektedirler. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler insan ya da
hayvan somatik hiicrelerinin genetik olarak yeniden programlanmasiyla elde edilen
kék hiicrelerdir. Etik sorun olusturmayan bu hiicreler kisiye 06zel tedavi
gelistirmede ve hastalilk modellemesi c¢alismalarinda o6nemli bir kaynak

olusturmaktadir [79].

Somatik hiicrelerin programlanarak uyarilmis pluripotent kok hiicreye
farklanmasini saglayan programlama faktorleri sahip olduklarn aktiviteye gore

secilmektedir:

Nanog protein: Nanog proteini embriyonik kok hiicrelerin, pluripotent 6zelligini
etkileyen, in vitro olarak farklilasmanin engellenmesinde 6nemli rolii olan

transkripsiyon faktoridiir.

Oct4: Embriyonik kok hiicrelerin, pluripotensi 6zelliginin korunmasini saglayan
proteindir. Oct-4 ifadesindeki artis, hiicrelerin primitif endoderm ve mezoderm

yoniinde farklanmasinda etkili olmaktadir.

Sox2: En oOnemli gorevlerinden birisi Oct4 ekspresyonunu diizenlemesidir.
Yapilan ¢alismalar Sox2 ve Oct4’iin birbirinin ifadesini etkileyerek kok hiicrelerin

pluripotent karakterinin olusturulmasinda gérev aldiklarini géstermistir.

KIf: Kif ailesi hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gelisimi ve apoptozisi olmak

tizere pek cok biyolojik aktivitenin siirdlirtilmesini saglamaktadir. KIf gen ailesi
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embriyonik kok hiicrelerin kendilerini yenileme yeteneklerinde 6nemli rol
oynamamaktadir. Ancak diger transkripsiyon faktorlerinin (Nanog, Myc, Oct4)

ekspresyonlarini diizenleyerek pluripotensi de dolayl olarak gorev alir.

Myc ailesi: V-Myc, genomda baz1 boélgelere baglanip genomun gevsemesini
saglayarak  diger transkripsiyon faktorlerinin genoma  baglanmasini
kolaylastirmaktadir. UPKH calismalarinda transfeksiyon verimliligini arttirmak
amaciyla aktarilan gen bolgeleri arasina dahil edilir. Gliiniimiize kadar yapilan
calismalarda farkli hiicre kaynaklari ve farkli kombinasyonlarda yeniden

programlama faktorleri kullanilarak UPKH ¢alismalar1 yapilmistir.

Hiicreleri yeniden programlamak ve pluripotens 6zellik kazandirmak amaciyla
transkripsiyon faktorii genlerinin hiicrelere aktarilmasi gerekmektedir. Gelisen
teknoloji ile beraber gen aktarimi yontemleri kullanilarak erigkin somatik
hiicrelerinden kok hiicre o6zelliklerine sahip uyarilmis pluripotent koék hiicre

(UPKH) elde edilebilmektedir [77].

Rejeneratif tipta, uyarilmis pluripotent kok hiicre kullaniminin énemli bir yeri
vardir. Yaralanmis veya hasar gérmiis dokularin tedavisi, uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerin laboratuvar kosullarinda tretimi ve hasarli dokuya verilmesi ile
saglanabilmektedir. Bagiscilarin azligi ve uygun doénor bulunamamasi sebebiyle
bircok hasta nakil beklerken yasamini kaybetmektedir. Giinlimiizde artan organ
nakli bekleyen hasta sayis1 karsisinda uyarilmis pluripotent kok hiicre
teknolojisinin kullanimi bir¢ok organ nakli bekleyen hastaya umut olmaktadir.
Organ nakli bekleyen hastanin viicuduna nakledilecek hiicreler, hastanin kendi
somatik hiicrelerden iiretilen onarilmis uyarilmis pluripotent kék hiicrelerden
farklilasacagindan uyum sorunu yasanmadan hastaya tam uyumlu saglikli doku
nakli gerceklestirilebilecektir [80]. Liu ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklarn
calismada insan uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden tiiretilen hepatik hiicrelerin
cesitli farklilasma asamalarda karaciger dokusunda rejeneratif potansiyelini
gostermislerdir. Suziki ve arkadaslar1 2013 yilinda uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerin hematolojik ve immiinolojik hastaliklarin tedavisinde uygulanmasi i¢in

yararli bir ara¢ olacagini ¢calismalariyla gostermislerdir.
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3

MATERYAL- METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Sarf Malzemeler

e L1929 hiicre hatt1

e DMEM-F12 besi yeri

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
e Fetal bovine serum (FBS)

e Ethanol

e Tripsin EDTA

e Tripan blue

e 75 cm?2 flask

e 25 cm?2 flask

e 96 kuyulu hiicre kiiltiir plakalar:

e 24 kuyulu hiicre kiilttr plakalari

e Nitril eldiven

e Falkon Tiip

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

e Steril pipetler tek kullanimlik - 2 ml

e Steril pipetler tek kullanimlik - 5 ml

29



o Steril pipetler tek kullanimlik - 10 ml

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar
e Total Antioxidant Status (TAS) Test Kiti
e Total Oxidant Status (TOS) Test Kiti

e (D1 Human Elisa Kit

e TP53/P53 Elisa Kit

3.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

e Taramali elektron mikroskobu (Zeiss, EVO® LS 10)

Sekil 3.1 Taramali elektron mikroskobu

e Betyiizey alani cihazi (Quantachrome, QuadraSorb SI)

Sekil 3.2 Bet yiizey alani cihazi
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e FTIR Spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum 100)

Sekil 3.3 FTIR Spektrofotometresi

e Raman Spektrofotometresi

Sekil 3.4 Raman Spektrofotometresi

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

X

&
=il -

Sekil 3.5 TG/DTA Cihazi
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e Elisareader (Thermo Scientific, Multiskan GO)

Sekil 3.6 Elisa reader

e Inverted mikroskop (Zeiss, Zen Blue2)

Sekil 3.7 inverted mikroskop

e (COzinkiibatori (Esco, CelCulture CO2 INCUBATOR)

=R

ESCO

Coaire CO, NCUBATOR

e———

Sekil 3.8 COz inkiibatori
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Calkalamali su banyosu(Memmert WNB 29)

Sekil 3.9 Calkalamali su banyosu

Flow kabin (Esco, Sentinel PLATINUM, Class II)

B eSafe

~)
1 14

Sekil 3.10 Flow kabin

e Santrifiij (Hermle, Z 206 A)

Sekil 3.11 Santrifiij
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3.2 Metod

Sunulan tez calismasinin metod kismi PHBHHx bazli malzemelerin sentezlenmesini,
malzemelerin karakterizasyon ¢alismalarini, hticre kiiltiirti calismalarini ve membranlara

kok hiicre yiiklenmesini kapsamaktadir.

3.2.1 PHBHHx Bazli Membranlarin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda parafin mum iceren PHBHHx bazli membranlar
hazirlanmistir PHBHHX membranin hazirlanmasi i¢in kloroform icerisinde %5 (w/v)
PHBHHx (Kaneka, Japonya) ¢oziilecektir. Homojenizasyonu saglamak i¢in 300 rpm’de
manyetik karistiricida bir gece bekletilecektir ve hazirlanan karisim cam petrilere

dokulecektir. Ceker ocakta ti¢ giin stre ile bekletilerek kurumasi saglanacaktir.

PHBHHx/ Paraffin wax membranlarin hazirlanmasi i¢in kloroform icerisinde % 5 (w/v)
PHBHHx ve % 0,5, %1, %3 ve %5 (w/v) paraffin mum ¢6ziilmiistiir. Homojenizasyonu
saglamak icin 300 rpm’de manyetik karistiricida bir gece bekletilecektir ve hazirlanan
karisim cam petrilere dokiilecektir. Ceker ocakta tli¢ glin siire ile bekletilerek kurumasi

saglanacaktir.

3.2.2 Membranlarin Karakterizasyonu

3.2.2.1 Yiizey morfoloji analizi

Taramali elektron mikroskobunda (SEM) hazirlanan membranlar1 goriintiillemek icin
elektronlar kullanilmaktadir. Elektron kullanimi1 sayesinde SEM en gigli 1s1k
mikroskobundan 250 kat daha fazla biiylitme oranina sahip olmaktadir. SEM 0Ornege
yuksek enerjili demet elektronlar1 yollayarak numune yilizeyindeki atomlarinin dis
yoriinge elektronlar1 ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik enerjili Auger
elektronlar: ve ylizey elektronlar1 ya da yiiksek enerjili demet elektronlarindan enerjisi
diislip ylizeyde toplanan ikincil elektronlar olarak adlandirilan elektronlarin olusumuna
neden olmaktadir. ikincil elektronlar numune haznesinde bulunan sintilatérde

toplanarak ikincil elektronlar goriintii sinyaline cevrilmektedir. Ikincil elektronlar
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numune yiizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinlikten geldigi icin numunenin yiiksek

¢cozlnirlige sahip topografik goriintiisiiniin elde edilmesini saglamaktadir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 SEM calisma prensibi

PHBHHx ve PHBHHx/ Paraffin mum membranin yiizey morfoloji analizi SEM (Zeiss,
EVO® LS 10) ile yapilmistir (Sekil 3.1). Membranlara 75 saniye boyunca 10 mA akim
altinda 1kV potansiyel uygulanip ‘Spotter coater’ cihazi kullanilarak altin kaplanmasi
saglanmistir. Yiiksek basing kosullar1 altinda ikincil elektron saptayan dedektor
kullanilarak yiizey analizi yapilmistir. ikincil elektron kaynag olarak LaBs flaman
kullanilmistir. 1000x ve 5000x biiyiitme oranlari arasinda ¢alisilmistir. SEM kullanilarak

membranlarin yiizey morfolojileri ve gozenek yapilar1 degerlendirilmistir [81].
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3.2.2.2 Su temas ag¢is1 (WCA) 6l¢iimii ve Serbest Yiizey Enerjisi

Hazirlanan membranlarin hidrofobisitesi su temas agisi 6l¢timti ile degerlendirilmistir. Su
temasi acisi, bir malzeme yiizeyinin hidrofobikliginin bir 6l¢lisidiir. Hidrofobik
malzemeler tipik olarak> 70 ° temas agisina sahiptir ve hidrofilik malzemeler tipik olarak
<70° temas acisina sahiptir [82]. Su temas agisinin 6l¢iilmesi, bir biyomateryal ytlizeyin
hidrofilikligini incelemek icin kullanilan standart bir yontemdir ve bir biyomalzemenin
hiicre yapismasi ve biiylimesi tizerindeki olasi etkisini degerlendirmede yardimci olabilir.
Yiizey hidrofilisitesi, temas acisinin suyla 6lctilmesiyle belirlenmistir.[83] PHBHHx ve
PHBHHx/ Parafin Mum blend membranlarin su temas agisi, durgun damla (sessile drop)

yontemi ile oda kosullarinda 6l¢tilmiistiir.

Ylzey enerjisi dogrudan deneysel bir 6l¢iimle belirlenmesi miimkiin olmayip ancak temas
acisl, 1slanma 1s1s1 vb. veriler kullanilarak dolayl yoldan bazi hesaplamalarla belirlenir.
Temas acgilarindan elde edilen veriler cihaz tarafindan Fowkes-geometrik ortalama
yaklasimi kullanilarak otomatik olarak (m]/ m?) olarak hesaplanmistir. Fowkes
tarafindan onerilen geometrik ortalama yaklasiminda, kat1 ylizey enerjisi iki bilesen
halinde incelenmistir. Bu bilesenler, dispersive (y) ve polar (y) enerji bilesenleridir.
Fowkes tarafindan onerilen, kati yiizey enerjilerinin hesabinda kullanilan denklem,

Young esitliginden tliretilmistir.
3.2.2.3 Yiizey alan1 analizi

BET analiz yontemi 1938 yilinda Brunauer, Emmett ve Teller tarafindan gelistirilmistir.
1960 yilinda ise Haul ve diimbgen tarafindan gelistirilen cihazla beraber bugiin kullanilan
metod ortaya ¢cikmistir. Metod gaz basincindan yararlanarak kati maddelerin yiizey
alaninin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Numunenin gaz basincina ugratildigi ve numunenin
gozenekli yapisi tarafindan gaz absorbe edildikten sonraki gaz basinci P olarak
adlandirilmaktadir. Numuneye uygulanan gazin ilk basina ise PO olarak

adlandilmaktadir. P/PO0 kullanilarak kati numunenin yiizey alani hesaplanmaktadir.

PHBHHx ve PHBHHx/ Paraffin mum membranin yiizey alani BET yiizey alani
cihazi(Quantachrome, QuadraSorb SI) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.2).
Membranlar1 BET analizine hazirlamak amaciyla 75 °C’ de 18 saat boyunca degas islemine

maruz birakilmistir. Membranlar ytliksek saflikta azot kullanilarak yiizeylerinin azotu
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fiziksel olarak absorblamasi 6l¢iilmiistiir. Analiz 191 dakika boyunca devam etmistir. P/

Podegerinin 0,05 - 0,3 oldugu aralikta analiz yapilmistir [84].
3.2.2.4 Termogravimetrik analiz

Termogravimetrik (TG) Olglimler bir malzemenin zamanla i1sitilmasi ve 1sinmayla
beraber gelen kiitle kaybinin 6lciilmesine dayali bir ydntemdir. Malzemenin
1sinmayla meydana gelen kiitle kaybi, maddenin dekompozisyon (bozulma) sicakligin
gostermektedir [85]. Termal olarak kararli olmayan malzemeler tretim prosesi
sirasinda uygulanan 1s1l islemler ya da uzun-siireli depolama sonrasinda degredasyona

ugrayabilir ve malzemenin mekanik 6zelliklerini etkileyebilir [86].

Diferansiyel termal analiz (DTA) maddeye enerji verilerek maddenin sicaklik artisinin
gozlenmesine dayanan bir metoddur. Verilmekte olan enerji miktarina gore
malzemenin sicakligl takip edilmekle beraber madde 1s1 almaya devam ederken sicaklik
degisimi gostermiyor ise membranin hal degisim sicakligl ve enerjisi de bu yontem ile

hesaplanabilmektedir [87].

TG/DTA cihazi ayni anda bir numunenin hem termogravimetrik (TG) hem de diferansiyel
termal analizinin (DTA) yapilabildigi bir cihazdir. Iki analizin sonuglar1 aym grafik

lizerinde gosterilerek membranlarin TG/DTA sonuglarina ulasilmaktadir [88].

PHBHHx ve PHBHHx/ Paraffin mum membranin termal 6zellikleri termogravimetrik
(TG)/ diferansiyel termal analizinin (DTA) Olglimler ile belirlenmistir (SII
Nanotechnology, SII6000 Exstar TG/DTA 6300) (Sekil 3.5). Aliminyum penlere
yerlestirilen malzemeler dinamik bir hava ve azot atmosferi altinda, 10 °C/ dk 1sitma
hizlarin9da 1stilmis ve kiitle kaybi takip edilmistir. Analiz 25°C-1000°C araliginda 90

dakika stirmiistir.
3.2.2.5 Dinamik Mekanik Analiz

Doku miihendisliginde kullanilmak tizere hazirlanan membranlar in vivo ya da klinik
calismalarda kullanilma sirasinda gesitli kuvvetlere maruz kalirlar. Bu nedenle mekanik
acidan maruz kaldiklari kuvvetlere karsi dayanikli olmalar1 gerekmektedir. Ayni zamanda

manipiilasyonun kolaylastirilmasi i¢in optimum dayanim degerlerinin de belirlenmesi
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gerekmektedir. Bu nedenle doku miihendisliginde kullanilacak membranin iiretimi

sirasinda malzemelerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir [89].

Doku miihendisligi uygulamalarinda doku iskelelerinin mekanik 6zelikleri onarimi
hedeflenen doku olusumu icin uygun destegi saglamasi gerekmektedir. Doku
mihendisliginde kullanim amacina gore (kemik, kikirdak doku vb) hedef dokunun
mekanik 6zeliklerine benzer 6zeliklere sahip olmasi gerekmektedir [17]. Ayrica hedef
dokuya eklenme sirasinda yeterince dayanikli olmasi ve sonrasinda mekanik

dayanikliligini kaybetmemesi gerekmektedir [18].
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Sekil 3.13 DMA calisma prensibi

Membranlarin mekanik ozellikleri cekme- uzama egrisi cizilerek belirlenmistir (Sekil
3.13). Buamagla 1cm eninde 3 cm uzunlugunda membranlar kullanilmistir. Gripler arasi
mesafe 10 mm, preload degeri 0.01N , cekme hiz1 10 mm/ dk olacak sekilde analiz
yapilmistir. Test sonucunda elde edilen verilerle young’s modulus ve elongation at break
degeri belirlenmistir. Dinamik Mekanik Analizi (Devotrans- GPUG/R) tension modunda

30° C sicaklikta 6l¢tim yapildi. Tiim 6l¢timler her 6rnek grubu i¢cin 3 kez tekrarlanmistir.
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3.2.2.6 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

FT-IR spektroskopisi, matematiksel Fourier doénlsim yontemi ile 1518in infrared
yogunluguna karsi dalga sayisini 6l¢gen kimyasal analitik yontemdir (Sekil 3.14). FT-IR
spektroskopisi; infrared 1s1k kaynagi, 1s1n boliicli ve dedektérden meydana gelmektedir.
Isik kaynagindan ¢ikan 1sin, 15in boliicii ve sabit-hareketli aynalardan olusan
interferometreden gecerek ikiye ayrilmaktadir ve aynalar yardimiyla tekrar isin
boliiciiye gelen 1smin bir kismi numuneden gecerek absorplanmaktadir. Absorplanma
sonrasi numuneden ¢ikip dedektore ulasan 1sin, numune tarafindan absorplanan kismin
belirlenmesi amaciyla referans olarak kullanilan bir lazer 1sinmyla karsilastirilmaktadir
ve sonu¢ olarak elde edilen interferograma bilgisayar araciigiyla Fourier doniisimi

uygulanarak numuneye ait FT-IR spektrumu elde edilir [90].

Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm! ile 10 cm™! arasindadir ve
yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm-1), orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR;
400~4000 cm1) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm-1) olmak iizere ii¢ ana
bolgeden meydana gelmektedir. Kizilotesi bolgede kimyasal olarak belirgin ve
tekrarlanabilir biyokimyasal parmak izlerini olusturan organik bilesenlerin
tanimlanmasini saglayan MIR bélgesinde 3600- 1200 cm-! araligina ‘fonksiyonel gruplar
bolgesi’, 1200-700 cm™! araligl ise ‘parmak izi bolgesi’ olarak isimlendirilmektedir.
Boylece bu bolgede meydana gelen bantlar ile protein, ntikleik asit gibi makromolekiiller

ve hiicre duvarina ait bilesenler tespit edilebilemektedir [91].
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Sekil 3.14 Fourier Dontsimli Kizilotesi (FTIR) sematik gosterimi

1200-700 cm-! araligindaki parmak izi bolgesi molekiillere ait kii¢iik yapilar1 ve yapida
meydana gelen kiiciik degisiklikleri tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Yapida
meydana gelen kiiciik degisiklikler, bu bolgede goriilen absorpsiyon piklerinin biiytik
oranda yer degistirmesine neden oldugu icin bu bolgede iki 151k dizisinin ¢akismasi, bu iki
151k dizisinin ayni maddeye ait oldugunu gosterir. Tekli organik baglarin biiytik bir kismi
bu boélgede absorpsiyon bantlarini olusturmaktadir. Parmak izi bélgesinin olduk¢a dar
olmasi ve enerjilerinin birbirine ¢ok yakin olmasindan sebebiyle bu bolgedeki titresim
frekanslari birbirini oldukca fazla etkilemektedir. Bu etkilesimler nedeniyle maddelerin
151k dizilerinde goriilen absorpsiyon bantlar1 kompozit bantlar oldugu icin sadece tek bir
bag frekansindan kaynaklanan absorpsiyon bandi degildir. Isik dizisinin en karmasik
kismi olmasina ragmen FT-IR analizinde kullanilan malzemeye ait karakteristik bilgi
yine bu bolgeden saglanir. MIR bdélgesi ile birlikte infrared bélgenin tamamina bakilarak
FT-IR’da membranlarin bag yapisi hakkinda detayl bilgi saglanabilmekte, ayrica madde
miktarlariyla orantili olarak kizil 6tesi 151k dizisindeki bantlarin yogunlugu degistigi icin

kantitatif analiz de yapilabilmektedir [92].
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3.2.2.7 Raman Spektrofotometresi

Doku iskelelerinin yiizey kimyasinin incelenmesi i¢cin raman spektroskopisi (Renishaw
InVia, United Kingdom) analizi yapilmistir. 532 nm lazer kullanilarak 500- 3000 nm
tarama araliginda analiz gerceklestirilmistir. Titresim spektroskopisi, maddenin infrared
1sinlarin1 absorplamasi veya isinlarin sagilmasi tizerine kurulmus bir spektroskopi
dalidir. Homontikleer molekiiller (N2, 02 ve Cl2 gibi) hari¢ biitliin molekiiller infrared
1sinlarin1 absorplar ve infrared spektrumu verirken homontikleer molekiiller ve

simetrik baglar Raman’da pik verirler (Sekil 3.15) [93].
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Sekil 3.15 Raman spektrofotometresi

Molekiiller, tizerine aktarilan elektromanyetik enerjiyi absorplar. Bu arada molekiiller
arasi bagin gerilmesi sonucu atomlar birbirine yaklasabilir veya uzaklasabilir. Atom sayisi
ikiden fazla ise baglar arasindaki ac1 da farkli olmaktadir. Molekiildeki baglar, acilar ve
kiitleler (atomlar) farkli oldugu i¢in her birinin titresim enerjileri de farklidir. Raman, FT-
IR yonteminin tamamlayicisi olabilmektedir ve IR 'de gozlenmeyen zayif titresimler
Raman spektroskopisinde gozlenir. Ayrica analiz edilecek malzeme agisindan sinirlama

olmayisi, UV, goriiniir ve yakin IR i1sinlarinin kullanilabilmesi, optik olarak 6lgtim
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kolayliginin olmasi, sulu ortamda rahatlikla ¢alisilabilmesi gibi IR’ ye gore avantajlari

bulunmaktadir [94].
3.2.2.8 Sisme analizi

PHBHHx ve PHBHHx/Paraffin mum membranlarin su ¢ekme performanslarinin
belirlenmesi i¢in sisme testi yapilmistir. Kuru agirliklari tartilan membranlar distile su
icerisinde bekletilmistir. 1, 24 ve 48. saatlerde membranlarin islak agirliklar: 6l¢tilmiistir.

Membranlarin su ¢cekme ytizdeleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Denklem 3.1 Su tutma yiizdelerinin hesaplanmasi
% Sisme =( Wf-Wo /WXo) x 100

WHI: son, 1slak agirlik, Wo baslangig, kuru agirhk.
3.2.29 Biyodegredasyon analizi

Biyodegredasyon analizi i¢in lizozim iceren PBS ¢6zeltisi kullanilmistir. PBS ¢6zeltisi icine
1,5 pg/ ml olacak sekilde lizozim enzimi eklenmistir. PHBHHx ve PHBHHx/ Paraffin mum
membranin boyutlart1 10 mm X 10 mm olacak sekilde kiiciik pargalara ayrilmistir.
Membranlarin kuru agirliklar 6l¢iildi ve sterilizasyon i¢in %70 etanol icerisinde UV
altinda 1 saat bekletilmistir. Ardindan PBS c¢ozeltisi ile etanol uzaklastirlmistir.
Hazirlanan membranlar, 1,5 pg/ mL olarak hazirlanan lizozim iceren PBS ¢ozeltisini
icerisine birakilmistir. Ornekler hafif mekanik hareket altinda 37 °C’de bir ay boyunca
lizozim ¢ozeltisine maruz birakilmistir. Orneklerin kuru agirhiklar 7, 14, 21 ve 28.
giinlerde ol¢iilmiistir. Lizozim ¢ozeltisi 6l¢limiin yapildig1 giinlerde tazelenmistir. Kiitle

kayb1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Denklem 3.2 Kiitle kaybinin hesaplanmasi
% Degradasyon (Kiitle Kayb1) = (Wf-Wo / Wo) x 100

Wf: son, 1slak agirlik, Wo: baslangig, 1slak agirlik.
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3.2.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Belirli bir hiicrenin bir organ veya dokudan izole edilerek in vitro ortamda, uygun sartlara
adapte edilip cogaltilmasina hiicre kiiltiirii denilmektedir (Sekil 3.16). Canl tiirlerinin
farkli dokularindan elde edilen dokular pargalanarak hiicreler agiga ¢ikarilir ve igerisinde
temel aminoasitler, mineraller ve proteinler bulunan 6zel besiyerlerinde, steril sartlarda,
37 9C’de yiizeylere tutunarak iiremesi saglanir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda amag, izole
edilen hiicrelerde canlihlk devamini saglayarak hiicreleri ¢ogaltmak ve ¢esitli

arastirmalarda kullanabilmektir.

Hiicre kiltiiriinde kullanilan hiicre hatlar1 primer, sekonder ve devamli hiicre hatlar
olmak tizere lice ayrilmaktadir. Primer hiicre hatlari, doku ya da organdan enzimatik ya
da mekanik yollarla izole edilen ilk hiicrelerdir. Elde edilen hiicreler icerisinde besiyeri
bulunan siselere inokiile edilir ve sise ylzeyine yapisarak hicreler ¢ogalmaya
baslamaktadir. Bu hiicrelerde metabolik aktivite olduk¢a yavas olmaktadir ve maksimum
8-9 pasaj kadar hiicre tliretimi olabilmektedir. Ayrica dogrudan taze dokudan alindiklar:

icin kontaminasyon riskinin en ytliksek oldugu hiicre hattidir.

Hiicrelerin uygun
sartlarda besiyeri
igerisine alinarak
kiiltiire edilmesi

DI »={ > o

Primer Hiicre Hatti

Doku ve organlarin
Sakrifikasyon enzimatik/mekanik

yolla parcalanmasi LA R R ER]

Sekonder ve Kalici Hiicre Hatlari

Sekil 3.16 Hiicre Kiiltiirti Calismalari

Sekonder hiicre hatlari, primer hiicre kiiltiiriinden elde edilip 50 ila 100 pasaj kadar

cogaltilabilen ancak belli bir pasaj sayisindan sonra lireme yetenegini kaybeden hiicre
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hatlaridir. Bu hiicre hatlar1 genellikle fibroblastoid hiicre tiplerinden meydana

gelmektedir.

Devaml hiicre hatlar1 ise béliinme yetenegini kaybetmeyen, sonsuz bdliinebilme
yetenegine sahip hiicreler hatlaridir. Genellikle timo6r dokusundan veya kimyasal olarak
transformasyona ugramis hiicrelerden elde deilerek kiiltiire edilirler ve bu nedenle
normal hiicrelere ait genotip ve fenotip Ozelliklerini gostermezler. Normal hiicre
kiltiriniin en az elli alt kiltiirii yapildiktan sonra devamli hiicre Kkiltlri hatlari

olusturulabilmektedir [95].
L929 Fare Fibroblast Hiicre Hatt1

Ana L susu, 1948 yilinda 100 giinliik erkek C3H fare areolar ve yag dokusundan tiiretilen
L929 fare fibroblast hiicre hatt1 (Sekil 3.17), ana susun 95. alt kiiltiir liretiminden
olusturulmustur. Yumusak doku kiiltiirii olan bu hiicreler, fibroblast olarak giiniimtizde
In vitro ¢galismalarda en ¢ok kullanilan hiicre hatti modelidir. Sunulan tezde yapilan hiicre

kultiri ¢alismalar: L929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak yapilmistir.

Sekil 3.17 L929 Fare Fibroblast Hiicre Hatt1

Sentezlenen PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranin hiicre kiiltiirii ¢alismalari
sitotoksisite, oksidan- antioksidant kapasite ¢alismalari, hiicre adezyon ¢alismalar1 ve
membranin hiicre siklusuna etkisinin incelenmesi olmak ilizere 4 ¢alisma bashigina

ayrilmistir.
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3.2.3.1 Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite ¢alismalarinin amaci test edilecek malzemenin kullanilan hiicre hatlari i¢in
toksik bir etki gosterip gostermedigini belirlemektir. Giintimiizde kullanilmakta olan
bir¢ok sitotoksisite testleri bulunmaktadir. Ornegin; MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum  bromir), XTT  (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilide), INT (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolyum  klorit), Notral red (3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin

hidrokloriir) [96], [97].

MTT en ¢ok kullanilan sitotoksisite testlerinden bir olup c¢esitli hiicre hatlarinda
gecerliligi test edilmistir. Ayrica ISO (10993.5) standartlari icinde bulunmaktadir. MTT
(3- [4,5-dimetiltiyazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir), suda ¢oziliniir bir
tetrazolyum tuzu olup, mitokondri icerisinde sukinat dehidrojenaz ile tetrazolyum
halkasinin ayrilmasiyla ¢éziinmez bir mor formazana dontstiriilmektedir. Formazan
uriind, hiicre zarlar icin gecirimsizdir ve bu nedenle saghkl hiicrelerde birikmektedir.
Biriken formazan iriinleri uygun solventte ¢ozdirildiikten sonra optik yogun eliza
reader yardimiyla belirlenmektedir. Formazan iirtinlerin optik yogunlugu hiicre canllik

oranin gdsteren bir ara¢ olarak kullanilmaktadir [98].

L929 hiicre hatt1 kullanilarak yapilacak sitotoksisite analizi i¢in hiicreler %10 FBS, %1 L-
glutamin iceren DMEM F-12 besi yerinde; 37 °C’de, %5 CO:2 atmosferinde Kkiiltiire
edilmistir. Sitotoksisite calismalar1 aseptik ortamda yiriitilmektedir. Membranlarin
sterilizasyonu %70 etanol igerisinde 1 saat UV 151k altinda bekletilerek yapilmistir. Daha
sonra membranlardan etanolii uzaklastirmak icin PBS ile yikanmistir. Hazirlanan
membranlarin sitotoksisitesi direkt test ile belirlenmistir. L929 hiicre hatt1 37 °C’'de, %5
CO2 atmosferinde 24 saat inkiibe edildikten sonra lizerine membranlar eklenerek 37
oC'de, %5 CO:2 atmosferinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan
ekstrakt atilmis ve kuyucuklara 50 pL. MTT c¢ozeltisi (25mg/mL, PBS ile) iceren 500puL
taze vasat pipetlenmistir. 4 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki vasat atilarak
kuyucuklara 100pL. DMSO ¢ozeltisi (distile su icerinde %10 DMSO) ilave edilmistir. DMSO
ile ¢ozillen formazan kristallerinin optik yogunlugu 570 nm’de absorbansina bakilarak

hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir.
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3.2.3.2 Hiicre Adezyon Calismalari

Hiicre yapisma ¢alismalart membranlara hiicrelerin yapisma kapasitelerinin belirlenmesi
ve hiicrelerin membranlar tizerindeki proliferasyonunun tespiti i¢in yapilmaktadir. L929
hiicre hatt1 % 10 FBS, % 1 L-glutamin iceren DMEM F-12 besiyerinde ; 37 °C’de, %5
atmosferinde Kkiiltiire edilmistir. 1cm uzunlugunda ve 1 cm genisliginde Kkesilen
membranlar lizerine inkiibe edilen L929 hiicreleri 500 hiicre/ membran
konsantrasyonunda 24 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Membranlar 37 °C’de, % 5
atmosferinde inkiibe edilmistir. Hiicre ekiminden 1, 3 ve 5. giin sonra membranlara
yapisan ve Kkiiltiire olan hiicrelerin konsantrasyonunu belirlemek icin amaciyla plate
lizerinden membranlar alinarak baska bir 24 kuyucuklu plaklara alinmistir. Kuyucuklara
50 pL MTT c¢ozeltisi (25mg/mL, PBS ile) iceren 500uL taze vasat pipetlenmistir. 4 saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki vasat atilarak kuyucuklara 100uL. DMSO ¢ozeltisi
(distile su icerinde %10 DMSO) ilave edilmistir. DMSO ile ¢6ziilen formazan kristallerinin

optik yogunlugu 570 nm’de absorbansina bakilarak hiicre canhliklar: degerlendirilmistir.

3.2.3.3 Antioksidan Kapasite Calismalari

Oksidan molekiillerin iiretimi sonucundan oksidatif stres meydana gelir. Oksidan
molekiiller genel olarak rektif oksijen liriinleri [99] ve reaktif azot turiinleridir (NOS).
Oksidan irtinleri inaktive etmek i¢in bir anti-oksidan sistem mevcuttur. Oksidanlar bu
sisteme ustiinlik sagladiginda lipid ve proteinlerde oksidayon gorilir. Bu durum
norodejeneratif [100], kardiyovaskuler [101], kanser [102], inflamasyon [103] veya
yaslanma [6] gibi bircok problemi beraberinde getir. ROS’larin inflamasyon siirecinde
l6kositlerin ve makrofajlarin fonksiyonlarinin regiilasyonunda gorev aldig1 gorilmustir
[104]. Biyomalzeme veya degradasyon lrtinleri immun sistem hiicrelerince oksidanlarin
salimina neden olabilir. Bu durum kronik enfeksiyona, biyomalzeme kaybina veya
implante edilen bolgede fonksiyon kaybina neden olabilir [99]. Bununla birlikte yara
iyilesmesinde inflamasyon olmazsa olmazdir. Biyomalzeme viicut etkilesiminde
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge olmalidir. Bir biyomalzemenin
karakterizasyonunda bu denge de irdelenmelidir. implantasyon sonrasi inflamasyon
meydana gelir. Makrofajlar inflamasyonda lokositlerden sonra operasyon bdlgesinde

toplanir. Makrofajlar inflamasyon boélgesinde patojenlerin, ksenobiyotik materyallerin,
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apoptorik hiicrelerin eliminasyonunda etkin rol oynarlar. Makrofajlar sitokin, kemokinler
araciligl ile inflamasyonu siddetlendirebilir (M1 fenotip makrofaj) veya baskilayabilir
(M2 fenotip makrofaj). Saldiklar1 sitokin ve kemokinler vasitasiyla rejenerasyonda
etkildirler. Oksidatif stres tUriinleri makrofajlarin polarizasyonunda etkilidir. Metalik
nanopartikiillerin ROS’lara sebep oldugu bilinmektedir [105]. Hsiao-Hua Chang ve
arkadaslar1 2-Hydroxy-ethyl methacrylate’'nin dis gingival epitel hitcrelerinde ROS
seviyesini artirdigini belirtmistir.[106] Wei-Wu Jiang ve arkadaslar1 farelerde poly-L-
glycolic acid (PLLA) degradasyon trtinlerinin fagositik aktiviteyi artirdig ve siiperoksit

dismutaz aktivitesini artirdigini bulmustur [107].

L929 hiicre hatti kullanilarak olusturulacak stres modelinde oksidant- antioksidant
performansi belirlenmesi i¢cin L929 hiicreleri % 10 FBS, %1 L-glutamin iceren DMEM F-
12 besi yerinde; 37 °C’'de, %5 CO2 atmosferinde kiiltiire edilmistir. Inkiibe edilen L929
hiicre hatti1 24 kuyulu plakaya 100.000 hiicre/ mL olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat
hiicreler inkiibe edilmistir. 10 mm x 5 mm olacak sekilde membranlar L929 hiicrelerinin
ekili oldugu kuyulara konularak 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. PHBHHx ve PHBHHx/
Parafin mum membranlar ile inkiibe edildikten membranlar ile inkiibe edilen
membranlar -80 °C’ de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda vasatlar toplanarak 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis L929 hiicreleri TAS (Rel assay,
Total Antioxidant Status Kit) kiti ve TOS ( Relassay Total Oksidant Status Kit) Kkiti
kullanarak membranlarin oksidan ve antioksidant performansi firmanin 6nerdigi metod

ile hesaplanmistir.

3.2.3.4 Membranin hiicre siklusuna etkisinin incelenmesi

Normal doku hiicrelerinde biiytime ve gelisme, bliyiimeyi tesvik edici ve biiyiimeyi inhibe
edici yolaklarin arasindaki dengeye baghdir. Biyomalzemeler veya degradasyon triinleri
biiylimeyi tesvik edici veya inhibe edici yolaklar1 uygun olmayan sekilde aktive
etmemelidir. Biyomalzemelerin hiicre déngiisiine etkisinin incelenmesi, biyomalzeme
kaynakli inflamasyonun, kanserojen veya proliferatif etkinin belirlenmesinde 6nemlidir.
Hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M evrelerinden olusur. Evreler arasi kisitlayici, kontrol
noktalar vardir. Hiicrede bir evresinden digerine gecisi, evreye gore konsantrasyonlari

degisen siklin proteinleri, siklin-bagimh kinaz kompleksinin (CDK) olusumu ve bu
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komplekslerin fosforilasyonu ile denetler [108]. Dort farkh siklin vardir; G1, G1/S, S ve M.
G1 siklinler (siklin D); ge¢ G1'de 6zel CDK’lara (Cdk2,Cdk4 ve Cdk6) baglanarak kisitlama
noktasindan gegisi saglar. G1/S siklinler (Siklin E); G1 sonunda daha ge¢ sentezlenir ve
CDKZ2’ye baglanarak Gl'den S fazina gecisi ve DNA sentezine karar verilmesi i¢in
gereklidir. S Siklinler (Siklin A); CDK2’ye S fazinda baglanarak replikasyonun baslamas,
hiicrenin S fazinda ilerlemesi i¢in gereklidir. M-Siklinler (Siklin B); G2’den M evresine

gecis icin CDK1’e baglanarak mitoz olaylarini baslatir [109].

Hiicre G1 sinirlama noktasini gecerse geri dontisimsiz S fazina gecer ve DNA replike olur.
D tipi siklinler, spesifik CDK ve retinoblastoma (Rb) proteini hiicrenin G1-S gecisini
kontrol ederler. D tipi siklinler farkli uyaranlar sonucunda aktive olurlar ve CDK4/CDK6
ile birleserek aktif siklin-CDK kompleksini olusturur. Siklin - CDK4 ve siklin - CDK6
kompleksleri Rb proteinlerini fosforile ederek onu inaktive eder. Inaktif Rb, aktifken
kendisine bagl olan transkripsiyon uzama faktorii-2 (E2F)’yi serbest birakir. E2F de,
G1/S gecisi ve S evresine giris icin gerekli siklin A, E ve CDK1, myb, dihidrofolat rediiktaz,
timidin kinaz gibi genlerin ifade edilmesini saglar. E2F, diger dongii diizenleyiciler gibi

DNA sentezi, DNA onarimi ve apoptozis olaylarinda rol oynamaktadir [110].

Hiicre dongiisiiniin diger 6énemli bir diizenleyicisi, tiimor baskilayan p53 genidir. p53
normal hiicrelerde ¢ok diisiik konsantrasyondadir ve oldukea karasizdir. Radyasyon, UV,
151, diisiik oksijen gibi stres kosullarinda serin kinazlar olan ATM ( Ataxia Telengiectasia
Mutant kinaz ) ve ATR (Ataxia Telegiectasia mutant) aktive olur. Aktive olan serin
kinazlar p53’l fosforilleyerek kararh hale getirir ve hiicrede birikmesini saglar. Kararh
hale gelen p53, p21CIP proteininin sentezlenmesini uyarir. p21CIP G1-CDK kompleksine
baglanarak onlar1 inaktive eder. Hiicre dongiisii durur. DNA onarimi veya apoptozis
olaylar1 baglatilir [111]. p53 G1-S gecisinde gorev alir. p21CIP ayni zamanda G2-M
gecisinde gorev alan CB-CDK1'i bloke eder ve hiicreyi G2 fazinda tutar. G2 fazinda DNA

hasari olursa p53, G2 fazinda topoizomeraz II'yi bloke eder.

Stres kosullar1 altinda ATM kinazlar Chk2'yi fosforilleyerek aktive eder. Chk2 bir protein
kinazdir. Aktive olmus Chk2, Cdc25A'nin pargalanmasini hizlandirir. Cdc25A’nin
konsantrasyonundaki azalma hiicreyi S fazinda tutar.

Mdm?2 proteinine p53’ln asir1 birikimini engelleyen bir geri bildirim gibi ¢alisir. Mdm?2
proteini p53’e diisiik diizeyde baglanir. Olusan kompleks ubikiitinler tarafindan
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proteozomal olarak pargalanir. Boylelikle p53’tin asir1 birikimi engellenmis olur. ATM
veya ATR kinazlarin fosforillenmesi p53- Mdm2 kompleksini bozar ve p53’iin aktive

olmasini saglar.

CDK inhibitérii (CDKI) ailesinden biri olan Cip/Kip ailesi, ¢ogunlukla siklin/CDK
komplekslerine baglanarak etki gosterir. Ornegin p21, CDK2 ile etkilesir (p21, p27 ve p57
bu ailedendir) [112]. CDKI ailesinin bir baska tiyesi ise INK4/ARF’dir. INK4 yalnizca CDK4
ve CDKG6 ile etkilesir ve bunlarin siklin D ile birlesmelerini engeller (p15, p16, p18 ve p19
bu ailedendir). ARF ise p53’iin regilatorii olan Mdm?2 aktivitesini inhibe ederek p53
seviyesini arttirir (pl14 bu ailedendir). Tim CDKI molekiilleri, hiicrede fazla
sentezlendiklerinde ve CDK molekiillerini etkisizlestirdiklerinde hiicre dongiisiini G1
evresinde durdururlar. G1 diizenleyicilerinden siklin D1, CDK4 ve p16, over kanser
gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Miktar1 artan siklin D1, Rb proteinini fosforilasyonla
inaktive etmek icin CDK4 ve CDKG6 ile birlesir. Siklin D1’in ifade edilmesinin, bazi hiicre
tiplerinde hiicre-hiicre dokunmasinin ortadan kalkmasiyla azaldigi ve bu dongi
diizenleme etkisinin integrinler ve fokal adezyon kinazlar araciligiyla gerceklestigi

gosterilmistir [113].

L929 hiicre hatt1 kullanilarak olusturulacak stress modelinde CD1 ve p53/ TP53 kantitatif
degerlerinin tespiti igin L929 hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren DMEM F-12 besi
yerinde; 37 °C’de, % 5 CO2 atmosferinde kiiltiire edilmistir. Inkiibe edilen L929 hiicre hatt1
24 kuyulu plakaya 100.000 hiicre/ mL olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat hiicreler inkiibe
edilmistir. 10 mm x 5 mm olacak sekilde membranlar L929 hiicrelerinin ekili oldugu
kuyulara konularak 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin
mum membranlar ile inkiibe edildikten membranlar ile inkiibe edilen membranlar -80 °C’
de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda vasatlar toplanarak 5000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis L929 hiicreleri Human Cyclin D1 ELISA Kit ve
Human p53/Tumor Protein ELISA Kit kullanilarak membranlarin performansi firmanin
onerdigi metod ile hesaplanmis ve ¢ikan degerler sayesinde membranlarin hiicre

siklusuna etkisi degerlendirilmistir.
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3.2.3.5 Membrana UPK Hiicrelerin Yiiklenmesi

Calismanin bu boéliimiinde, laboratuvarimizda 6nceden elde edilen UPK hiicrelerinin
membrana yiiklenmesi ve ¢ogalma oranlarinin incelemesini hedeflenmistir. PHBHHx
bazli membranlara UPK hiicrelerinin yiiklenmesi ve in vitro hiicre proliferasyon
degerlendirmesi MTT yontemi kullanilarak yapilacaktir. Bu ¢alisma i¢cin UPK hiicreleri
%10 fetal bovine serum ve %1 antibiyotik iceren (Dulbecco’s modified Eagle’s)
mediumda 10 ng / ml bazik fibroblast biiytime faktori, 13 GlutaMAX, 0.1 mM esansiyel
olmayan amino asitler ve 100 mM b-merkaptoetanol icerecek ve %10 Fetal Bovin Serumu
(FBS), 100 ug/mL streptomisin, 100 U/ mL penisilin ve 2 mM L-Glutamik asit igeren
RPMI-1640 besiyeri icinde Kkiiltiire edilecektir. Hiicreler, steril kosullar altinda 37°C’de,
%5 CO2 ihtiva eden etiivlerde konflue oluncaya kadar kiltiire edilmistir. Hiicre
proliferasyon ¢alismasi icin PHBHHx bazli biyobozunur membranlar 1 cm ¢apinda daire
seklinde kesilmis, 24 kuyucuklu plaklara yerlestirilecektir. Membranlarin sterilizasyonu
icin plaklar 2 saat siire ile UV 151k altinda bekletilecektir. Membranlarin tizerine 100 pl
hacimde yaklasik 500 UPK hiicre ekilecektir. Membranlar 2 saat siire boyunca hiicreler
ile inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki besiyeri 500 pl'ye tamamlanacaktir.
Hiicrelerin ekiminden sonra 1, 3 ve 5. glinlerde membranlarin tizerine steril PBS ile
yikanmis ve MTT ¢ozeltisi iceren taze besi yeri (1:9) pipetlenmistir. 24 kuyucuklu plaklar
MTT boyasi ile 4 saat siire ile etiivde inkiibe edilecek, DMSO eklenerek formazon
kristalleri ¢oziildiikten sonra 24 kuyucuklu plaklardan 96 kuyucuklu plaklara
pipetlenmistir ve 570 nm’ de optik yogunluklar elisa okuyucusu kullanilarak canlilig

tespit edilecektir.
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SONUC VE ONERILER

4.1 Membranlarin Hazirlanmasi

PHBHHx membranin hazirlanmasi i¢in kloroform icerisinde %5 (w/v) PHBHHx (Kaneka,
Japonya) coziilmiistiir. Homojenizasyonu saglanan c¢ozelti cam petrilere dokulerek

kloroformun uzaklastirilmasi icin ¢eker ocakta ti¢ giin stre ile bekletilmistir.

PHBHHx/ Paraffin wax blend membranin hazirlanmasi i¢in kloroform igerisinde % 5
(w/v) PHBHHx ve % 0,5, %1,%3 ve %5 (w/v) paraffin wax ¢oziilmistiir.
Homojenizasyonu saglanan ¢ozelti cam petrilere doktlerek kloroformun uzaklastirilmasi

icin ceker ocakta tli¢ glin siire ile bekletilmistir.

%0,5 parafin mum iceren PHBHHx membran homojen bir yap1 ve biitiinliik saglamistir ve
calismalar bu konsantrasyondaki membranlar ile devam etmistir ve karakterizasyon
calismalarinda kullanilmistir (Sekil 4.1 ). Hazirlanan membranlarin strerilizasyonunun
saglanmasi amaciyla % 70 etanol igerisinde uv altinda bir saat bekletilmistir. Bekleme

stiresinin ardindan membranlar PBS ile yikanarak etanol uzaklastirilmistir.

AS{ bl El F' [l Bl Rt El ’ ' y
vttt 2 bttt ool

Sekil 4.1 A) 5% (w/v) PHBHHx, B) 5% (w/v) PHBHHx/ 0.5% (w/v) Parafin Mum
membran goruntiileri
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PHBHHX ve PHBHHx/ Parafin mum blend membranlardan kloroform uzaklastirilarak
kurumasi saglanmistir. Fakat %1, %3 ve %5 parafin mum iceren membranlarda
homojenizasyonun saglanamadigi, biitlin bir yapinin elde edilemedigi tespit edilmistir

(Sekil 4.2).

Sekil 4.2 A) 5% (w/v) PHBHHx/ 1% (w/v) Parafin mum, B) 5% (w/v) PHBHHx/ 3%
(w/v) Parafin mum, C) 5% (w/v) PHBHHx/ 5% (w/v) Parafin mum membran
gorintiileri

4.2 Membranlarin Karakterizasyon Calismalari
Doku yamasi olarak kullanilmak tizere hazirlanan PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum
membranlarin karakterizasyonu icin ylizey morfoloji analizi (SEM) , serbest ylizey

enerjisi Olciimii, su temas acisinin Ol¢limi (WCA) , ylizey alani analizi (BET),

termogravimetrik analizi (TG/ DTA), dinamik mekanik analizi (DMA), FTIR
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spektrofotometresi, Raman spektrofotometresi, sisme ve biyodegredasyon analizleri

yapilmistir.

4.2.1 Yiizey Morfoloji Analizi

Yapilan bir arastirmaya gore farkli malzemelerden yapilan doku yamalarinin farkh
gozenek caplar1 hiicre canliligini etkilemektedir. Bu iki degisken birbirinden bagimsiz
olarak hiticre canliligina etki etmektedir [114]. G6zenek capi ile hiicre canlilif arasinda
belirli bir korelasyon bulunmamaktadir. G6zenek capi ile su tutma kapasitesi arasinda

belirli bir korelasyon gorilmektedir [115].

Membranlar 75 saniye boyunca altin ile kaplanmistir. SEM kullanilarak membranlarin
ylzey morfolojileri 1000x- 5000x biiylitme oranlarinda incelenmistir (Sekil 4.3). Diisiik
kristalliteye sahip PHBHHx diizenli ve kismen piiriizsiiz bir ylizeye sahip, hiicre eklenmesi
ve biiylimesini miimkiin kilan yapiya sahiptir ve bu yapisi sayesinde biyouyumluluk
ozelligini arttirmaktadir [38], [43]. PHBHHx ytlzeyinin baz kisimlarinda bulunan kiiciik
bosluklar kloroform ¢o6ziiclisiiniin buharlasmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir
[116]. Fakat yapilan ¢alismalar sonucunda PHBHHX' in diisiik kristallenme derecesi
yuziinden kloroformun uzaklastirilmasi sirasinda polimerin kristallendigini ve bu yiizden
ylizeyde kiiclik bosluklar olustugu tespit edilmistir. Ayni ¢alisma kloroformun ne kadar
yavas uzaklastirilirsa kiiglik bosluklarin olusumunun o kadar azaltilabilecegini
belirtmistir [117]. Literatiirdeki ¢alismalarda PHBHHx miktar1 membranda arttik¢a

membran daha diiz yap1 aldig1 goriilmustiir [43].

EHT = 5,00k Signal A = SE1 Date :18 Feb 2018 — EHT= 6.00kV Signal A= SE1 Dte :18 Feb 2019 ZEISS)
WD = 10.0 mm Photo No. = 216 Tima 134627 H WD =100 mm Photo No. = 222 Time :13.58:44

Sekil 4.3 A) PHBHHx ve B) PHBHHx/ Paraffin Mum doku yamalarinin SEM goriintiileri
(1000x)
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PHBHHX/ Parafin mum membranin yiizeyinde ¢ikintilar goriilmiistiir. Parafin mum
eklenmesi PHBHHx'in kismen diz yapisim1 puriizlii hale getirmistir. Membranlarin

gozenek ¢ap1 agisindan homojen bir dagilim bulunmadigi goriilmiistir.

Yiizey puruzliligi, hidrofiliklik ve yiizey enerjisi iceren bir biyomateryalin ytlizey
ozellikleri hiicre yapismasinda, yayllmasinda ve ¢ogalmasinda énemli rol oynar. Yiizey
puriizliliigii hiicresel tepkileri etkileyebilir. Onceki bir calisma, hiicre yapismas,
cogalmasi, farklilasmasi ve ayrilma kuvvetinin ytlizey morfolojisine duyarli oldugunu
gostermistir. Calismalar ayrica hidrofobik ylizeyin, malzeme yiizeyine hiicre yapismasini
arttirabilecegini gostermistir, 6rnegin, blok kopolimerlerin artan hidrofobik poli
(dimetilsiloksan) alan1 nedeniyle yapisan hicrelerin sayisinin artmis oldugunu
gostermistir. Hidrofilik maddeler, proteinlerin zayif geri donlisiimsiiz adsorpsiyonunu
indiiklerken, hidrofobik maddeler, proteinlerin geri doniisiimsiiz adsorpsiyonunu tesvik

eder [118].

4.2.2 Serbest Yiuzey Enerjisi ve Su temas ac¢is1 (WCA) dl¢iimii

Biyomalzemelerin yiizeylerinin hidrofilik veya hidrofobik ozellikleri yiizeylerinin su
temasi ac¢ilarinin 6lciimiyle ve serbest yiizey enerjileri ile belirlenebilmektedir. Su temas
acisl, bir malzeme ytizeyinin hidrofobikliginin bir dl¢listidur. Serbest ylizey enerjisi ise,
polar ve polar olmayan bilesenlerin toplamidir. Biyomalzemenin ylizey 6zelligi, ylizeye
adsorbe edilen proteinlerin miktarini, tiiriinii ve konformasyonunu belirleyebilir ve

membranlara hiicre baglanmasini ve proliferasyonunu etkileyebilmektedir [119].

Tablo 4.1 PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlarin su temas agilari

Doku Yamasi Su Temas Agisi (°)
PHBHHx 77,77
PHBHHx/ Parafin Mum 80,94
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Membranlarin Wu'ya gére ve OWRK/Fowkes’e gore serbest ylizey enerjisi ve distile suya
karsi temas acisi degeri verilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Serbest ylizey enerjisi
sonuglar1 incelendiginde parafin mumun PHBHHx membranlarin Wu'ya goére ve
OWRK/Fowkes’e gore serbest yiizey enerjisini azalttigl gorulmiistiir. Wu'ya gore ve
OWRK/Fowkes’e gore dispers etkilesimlerin azaldigi, polar etkilesimlerin de azaldigi
gorilmistiir. Parafin mum ilavesi membranlara daha hidrofobik 6zellik kazandirdig icin
temas agisini artirmistir. Alkali kosullar altinda blend edilmis PHBHHx membranin, blend
edilmemis PHBHHx ile karsilastirlldiginda azalan polar bilesene sahip oldugu

gosterilmistir.

Tablo 4.2 Hazirlanan membranlarin serbest yiizey enerjileri

Serbest Yiizey Enerjisi

Wu OWRK/Fowkes

Doku Yamasi

ytot yd Yp ytot vd Yp
[mN/m] | [mN/m] | [mN/m] } [mN/m] | [mN/m] | [mN/m]

PHBHHx 41,85 36,12 574 39.12 36,29 2.84
PHBHTAXJHTaraﬁn 39,37 34,74 4,63 36,55 34,32 2,22

Daha 6nceki ¢alismalarda hazirlanan PHBHHx filminin hidrofobik 6zellikleri nedeniyle

diger PHA’ lara gore daha yiiksek su temas a¢isina sahip oldugu belirlenmistir [120].

4.2.3 Yiizey Alan1 Analizi

Yiizey alaninin belirlenmesi icin yapilan Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizinin
sonuclarina gore; PHBHHx membranin yiizey alani 38,79 m2/g ve PHBHHx/ Parafin mum
membranin yiizey alant 81,108 m?2/g oldugu tespit (Sekil 4.4) edilmistir. Elden edilen bu
sonuglara gore parafin mum kullaniminin PHBHHx membranda ytizey alanini arttirdigi

gozlemlenmistir. PHBHHx membrana parafin mum eklenmesiyle yiizey alan1 %209,09
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arttirdig: tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda parafin mum iceren PHBHHx 6rnekleri

olmadig tespit edilmistir.

Yiizey Alani
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Sekil 4.4 Membranlarin ytlizey alanlari

Hazirlanan membranin istenilen yiizey alanina, protein adsorpsiyon kapasitesine ve
uygun bir mekanik mukavemete sahip olan dogal ECM'nin fiziksel yapisini taklit etmesi
ile ilgilidir [121]. PHBHHX'in farkli kimyasallarla muamele edilmesiyle membranlarin
yluzey alami arttirilabilir oldugu yapilan calismalarda tespit edilmistir [83], [122].
PHBHHx membran ile yapilan farkli ¢calismalar hiicrelerin tutunmasi ve hiicrelerin bol

miktarda ECM sentezledigini géstermistir [25].
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4.2.4 Termogravimetrik Analiz

Hazirlanan PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin Mum blend membranlarin termal

bozunma davranislarinin belirlenmesi i¢in termogravimetrik analizi yapilmistir.

PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlarin kiitle kaybinin tek basamakta
gerceklestigi gorilmistir. PHBHHx doku yamasinin literatiirdeki c¢alismalara
benzer sekilde 224 °C’de kiitle kayb1 (%1) baslamistir. Sicaklik 281 °C’ye geldiginde
membranin kiitle kaybinin % 99,64 oldugu tespit edilmistir [117]. Literatiirdeki
calismalarda PHBHHx membranin %5 kiitle kaybinin meydana geldigi sicaklik 229.1
oldugu tespit edilmistir [83] (Sekil 4.5). PHBHHx/ Parafin mum doku yamasinin
214 °C’de kiitle kayb1 (%1) baslamistir. Sicaklik 276 °C’ye geldiginde membranin
kiitle kaybinin %99,54 oldugu tespit edilmistir. iki doku yamasimin kiitle kaybi
birlikte incelendiginde parafin mumun PHBHHx membrana eklenmesiyle termal

dayaniminin azaldig1 goriilmustiir.
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Sekil 4.5 Membranlarin sicakliga bagh kiitle kaybi
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4.2.5 Dinamik Mekanik Analiz

Doku yamalarinin, in vivo ya da klinik ¢alismalarda hedef dokuya eklenmesi
sonrasinda cesitli kuvvetlere dayaniminin dokuya uygun olarak yeterli seviyede
olmas1 gerekmektedir. Ayni zamanda manipiilasyonun kolaylastirilmasi i¢in
kullanilacak membranlarin optimum dayanim degerlerinin de bilinmesi
gerekmektedir. Bu nedenle doku yamasi tretimi sirasinda malzemelerin mekanik

ozelliklerinin tespit edilmesi kullanimi agisindan 6nemlidir [123].

Literatirdeki calismalara bakildiginda yapida PHBHHx varliginin artmasiyla
malzemenin esnekliginin arttig1 gorilmustiir. PHBHHx, diisiik kristallenme derecesi
nedeniyle PHB'ye kiyasla olduk¢a diisiik bir gerilme stresine ve elastikiyet
modiiliine sahiptir, bu, PHBHHx'in PHB'den daha yumusak oldugu anlamina gelir
[39], [43]. PHBHHx'in diger PHA’ lardan daha iyi mekanik 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Cekme kuvvetlerine karsi daha iyi mukavemet gosterdigi tespit

edilmistir [124].

Tablo 4.3 Mekanik Test Sonuglarinin degerlendirilmesi

Kopma Uzamasi Elastisisite Modulii
Doku Yamasi ek E
(%) (N/mm?)
PHBHHx 22,46333 £ 2,476 142,8973333 + 10,564
PHBHHx/ Paraffin Mum || 30,03833 + 7,228 0,827333333 £ 0,159

Mekanik test sonucunda PHBHHx doku yamasinin kopma uzamasi % 22,463
(standart hata= * 2,476) iken parafin mum eklenmesiyle bu deger % 30,038 e
(standart hata= * 7,228) c¢iktig1 belirlenmistir. PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum
blend membranlar mekanik dayanimi Kkarsilastirildiginda parafin mumun

PHBHHx'in membranin kopma uzamasi ytizdesini %7,6 artirdig1 tespit edilmistir.
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Parafin mumun kopma sirasinda dayanimi artirdig1 tespit edilmistir. Elastisite
modiilii degerleri karsilastirildiginda PHBHHx doku yamasinin modili 142,89
N/mm2 (standart hata= + 10,564) iken parafin mum eklenmesiyle bu deger 0,827
N/mm2 (standart hata= + 0,159) olarak hesaplanmistir. Parafin mum kullanimi
PHBHHx membranin elastisisite moduliinii azaltmistir. Elastisisite modiilu gerilme

durumlarinda meydana gelen sekil degisiklikleri hakkinda bilgi vermektedir.

4.2.6 Fourier Doniistimlii Kizilétesi (FTIR) Spektroskopisi

Spektrum incelendiginde PHBHHXx e ait karakteristik pikler goriilmektedir. Bunlar
sirasiyla; 2921 cm! ve 2867 cm-! dalga sayisinda alifatik C-H gerilmesi, 1721 cm™’
de C=0 gerilmesi, 1600 cm1‘ de simetrik COO- gerilmesi, 1413 cm-! ‘de asimetrik
COO- gerilmesi, 1230 cm! ‘de C-0-C bag gerilmesi, 1162 cm ve 1470 cmV’ de CH2
gruplarina ait egilme ve gerilmeyi gostermektedir [125], [126].

—— PHEHH» Paraffin Mum
—— PHBHHx

T (%)

I ' I ' I ' I '
4000 3000 2000 1000 0
cm-1

Sekil 4.6 Membranlara ait Fourier Dontlistimlii Kizilotesi (FTIR) spektrumu
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4.2.7 Raman Spektroskopisi

FTIR spektroskopisini dogrulamak amaciyla yapilan Raman spektroskopisi
sonuglart incelendiginde PHBHHx" in Kkarakteristik pikleri goriilmektedir.
PHBHHx'in parafin mum ile blend edilmesi sonucunda bag yapilarinda
deformasyonlar ve gerilmeler meydana geldigi Raman spektroskopisinde daha iyi
tespit edilmistir. Raman spektroskopisinde FTIR'da belirlenemeyen bag yapilariyla
karsilasilmistir [127][128].

Tablo 4.4 Piklere karsilik gelen bag yapilari

Pikler (cm1) || Kimyasal Bag

2921 Alifatik C-H gerilmesi

1721 C=0 gerilmesi

1600 Simetrik COO- gerilmesi

1460 CHz gruplarina ait egilme ve gerilme
1413 Asimetrik COO- gerilmesi

1230 C-0-C bag gerilmesi

PHBHHx'in 2921 cm! ve 2867 cm! dalga sayisinda alifatik C-H gerilmesi, 1721 cm-
I’ de C=0 gerilmesi, 1600 cm1‘ de simetrik COO- gerilmesi, 1413 cm-! ‘de asimetrik
COO- gerilmesi, 1230 cm! ‘de C-O-C bag gerilmesi, 1162 cm-1 ve 1470 cm!’ de CH2
gruplarina ait egilme ve gerilmeyi gostermektedir. 830 cm’ de goriilen pik epoksi

gruplarinin halka deformasyonlarini1 gostermektedir [127](Tablo 4.4).

Parafin mum ile blend edilmis membranda 1063 cm’ de C-C bag gerilmesi,
1418cm ' de CH3 deformasyonunun meydana geldigi tespit edilmistir. 1296- 1441

cm!’ de gortilen pik CHz deformasyonunun arttigini gostermektedir [129]. 2850 ve
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2890 cm'l'deki pikler, sirasiyla simetrik ve asimetrik CHz bag gerilmesini
gostermektedir. Simetrik ve asimetrik CHs gerilmesi sirasiyla 2931 ve 2959 cm-1'de

piklerin gorilmesini saglamaktadir [130](Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Membranlara ait Raman spektrumu

4.2.8 Sisme Analizi

Doku yamalarinin yapilarina su alabilmeleri, gozeneklilik ve gozeneklerin icsel
baglantili olusu hakkinda bilgi veren bir 6zeliktir [123]. Doku yamalarinin sulu
ortamlardaki degisimlerinin tespiti, doku iskelelerinin uygulama alanlari
belirlenirken 6nemli olmaktadir. Hazirlanan malzemenin su alim kapasitesinin

belirlenmesi degradasyon 6zeliklerinin bilinmesi icinde énemli olmaktadir [131].

PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlarin su tutma kapasitelerini
degerlendirmek amaciyla su igerisinde bekletilmistir. Deney alti1 tekrarli olacak
sekilde yapilmistir. Kuru agirliklar: 6l¢iilen membranlar su igerisinde bekletilerek

1, 24 ve 48. saatlerde tekrar olciilmiistiir. Yapilan o6l¢limler sonucunda
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membranlarin su tutma kapasiteleri degerlendirilmistir (Sekil 4.8). PHBHHx
membran 1. saatte %2 (standart hata = + 0,00008) oraninda su tutmustur. Bu oran
24.saatte %9’a(standart hata = + 0,00035) cikmistir 48. saatte (standart hata = +

0,00035) herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir.

Su Tutma Kapasitesi

115
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o
@ 100 l
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>

95
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B PHBHHx [OPHBHHXx/ Parafin Mum
Zaman (Saat)

Sekil 4.8 Membranlarinin su tutma kapasitelerinin degerlendirilmesi

Parafin mum ile blend edilmis PHBHHx membran ise parafin mumun hidrofobik
ozelligi nedeniyle PHBHHx membranin su tutma oranini disirmiistiir. 1. saatte
(standart hata = * 0,000146) herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. 24.
saatte % 4 (standart hata = + 0,00008) oraninda, 48. saatte %6 (standart hata = *

0,000146) oraninda kiitlesinde artis goriilmustiir.

4.2.9 Biyodegredasyon Analizi

Bir biyomalzemenin biyo-bozunmasinin doku formunun saghkli bir sekilde
olusabilmesi icin ¢ok 6nemlidir. Biyodegradasyon calismalari, 28 giin boyunca
lizozim iceren PBS ¢ozeltisi (1.5 pg/ ml) ile muamele edilen doku yamalarinda kiitle
kayb1 olmadig1 gorilmiistiir (Sekil 4.9). Literatiirde, lipaz iceren PBS ¢ozeltisi (0.1
g/ L) ile muamele edilen PHBHHx membranlarinin 30. Giinde % 4'likk bir kiitle
kaybina meydana geldigi goriilmiistiir [132]. Yapilan bir calisma da PDLLA ile farkh

konsantrasyonlarda blend edilen PHBHHx'in biyobozunma oraninin azalttigi
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gorilmiistiir [40]. Baska bir calismada PLA membrana PHBHHx eklenmesiyle
biyobozunmay: azalttigl tespit edilmistir [39]. Hem kristallik hem de ylizey
morfolojisi, PHBHHx'in bozulmasinda 6nemli roller oynar. PHA'nin hidroliz
oraninin, hidrolize maruz kalan polimerin ytizey alanina bagl oldugu bulunmustur.
Hidroliz, yiizeyde ve polimer lizerindeKi fiziksel lezyonlarda basladi ve malzemenin
ic kismina ilerledi. PHB filmlerin biyobozunmasi ylizey erozyon mekanizmalariyla
ilerler. PHB filmleri, deniz mikroplarinin baglandigi ylizeyde homojen olmayan bir
sekilde ¢oziinerek, géozenek olusumuna neden oldu. Yiizey morfolojisi, su, enzim
molekiilleri veya bakteriler ve polimer zincirleri arasindaki temas yoluyla

bozulmayi etkiledi [132] .
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Sekil 4.9 Membranlarin bozunma oranlarinin degerlendirilmesi

4.3 Hicre Kiiltir Calismalan

Hiicre kultirti c¢alismalarinda membranlarun sitotoksisiteleri, hiicre tutunma
kapasiteleri, antioksidant kapasiteleri ve hiicre siklusuna etkileri incelenmistir.
Doku yamasi olarak sentezlenen PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlarun
hiicre canliligina olan etkisini belirlemek i¢in fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak
(L929) mitokondriyal aktivite testi (MTT) yapilmistir. Membranlarin hiicreleri
tutma ve hiicreler tizerindeki proliferasyon etkisine bakmak icin adezyon deneyleri

yapilmistir. PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum membranlarin antioksidant-
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oksidan kapasitelerini degerlendirmek amaciyla in vitro oksidatif strese maruz
birakilmis hiicreler ile antioksidant- oksidan kapasite modellemesi yapilmistir.
Membranlarin hiicre siklusuna etkisini incelemek amaciyla hiicrelerin CD1 ve

p53/Tp53 aktivitesine bakilmistir.

4.3.1 Sitotoksisite Calismalari

L929 hiicre hatt1 tizerinde yapilan MTT testi sonug¢larina (Sekil 4.10) gore; PHBHHx
membranda hiicre canliligr % 119,87 (standart hata= * 4,53 ), PHBHHx/ Parafin
mum membranda ise hiicre canlilig1 % 115,44 (standart hata = + 2,68) olarak tespit
edilmistir. PHBHHx membranda hiicre canliligi parafin mum bulunan membrana
gore % 4,43 daha fazla oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki calismalar PHBHHx bazh
kompozit malzemeler ile farkl hiicre hatlar1 arasinda iyi biyouyumluluk oldugu

gorulmustir [25].

MTT (L929 Hiicre Hatti)
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Sekil 4.10 PHBHHx ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
lizerinde in vitro sitotoksisiteleri
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4.3.2 Hiicre Adezyon Calismalari

L929 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan hiicre tutunma c¢alismalari membranlara
hiicrelerin yapisma kapasitelerinin belirlenmesi ve hiicrelerin membranlar
tizerindeki proliferasyonunun tespiti i¢in yapilmistir. 1cm uzunlugunda ve 1 cm
genisliginde kesilen membranlar iizerine inkiibe edilen L929 hiicreleri 500 hiicre/
membran konsantrasyonunda 24 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Membranlar 37

oC'de, % 5 atmosferinde inkiibe edilmistir. 1, 3 ve 5. giinlerde MTT testi yapilarak

membranlarin hiicre tutma kapasiteleri degerlendirilmistir.

Sekil 4.11 PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin Mum Hiicre Tutunma Goritintiileri

Membranlara hiicre ekildikten 24 saat sonra mikroskopta cekilen goriintiileri
verilmistir (Sekil 4.11). Yapilan MTT sonuglarina (Sekil 4.12) goére; PHBHHx
membranda hiicre canlihig1 % 157,21 (standart hata = + 4,99), PHBHHx/ Parafin
mum membranda ise hiicre canlilig1 % 153,25 (standart hata = + 3,96) olarak tespit
edilmistir. PHBHHx membranda hiicre canliligl parafin mum bulunan membrana

gore % 3,96 daha fazla oldugu belirlenmistir.
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MTT (L929 Hiicre Hatti)
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Sekil 4.12 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
lizerinde 1. glinde tutunma kapasitelerinin degerlendirilmesi

Membranlara L929 hiicrelerinin ekilmesinin 3. giiniinde yapilan MTT sonuglarina
(Sekil 4.13) gore; PHBHHx membranda hiicre canliigr % 375,5 (standart hata =
+5,56), PHBHHx/ Parafin mum membranda ise % 313,33 (standart hata = + 6,98)

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.13 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
lizerinde 3. glinde tutunma kapasitelerinin degerlendirilmesi
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Membranlara L929 hiicrelerinin ekilmesinin 5. giiniinde yapilan MTT sonugclarina
(Sekil 4.14) gore; PHBHHx membranda hiicre canliliglt % 348,49 (standart hata = +
4,98), PHBHHx/ Parafin mum membranda ise % 340,11 (standart hata = * 5,68)

olarak tespit edilmistir.

Bu calisma, PHBHHx tuzerinde yetistirilen L929 hicrelerinin hizli ¢ogalmasini
aciklamaktadir. PHBHHx'in hiicre proliferasyonunu arttirdigi daha 6nce yapilan
calismalarda da gorilmiistiir. Proliferasyon arttirmasina yonelik iki mekanizma
distiniilmektedir: PHBHHx bozunma trtnleri dogrudan hiicreyle etkilesime girer
veya PHBHHx hiicre icinde sinyal iletim yoluna bagh reseptori aktive eder. Bu
olasiliklar degerlendirilmis ve PHBHHX'in uzun zincirli yapisinin hiicrenin 6limiini
durdugu ve bu sayede proliferasyonu artirdig1 tespit edilmistir.[133] Farkli hiicre
hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda (fibroblast[116], [122], osteoblast[42],
[134], chondrocyte[124], kemik iligi hiicreleri[25], [37]) membrandaki PHBHHx

varliginin hiicre tutunmasini ve proliferasyonu arttirdigi gérilmustiir.
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Sekil 4.14 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
lizerinde 5. glinde tutunma kapasitelerinin degerlendirilmesi
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4.3.3 Antioksidan Kapasite Calismalari

L929 hiicre hatti kullanilarak olusturulan stres modelinde oksidant- antioksidant
performansi belirlenmesi icin inkiibe edilen L929 hiicre hatt1 24 kuyulu plakaya
100.000 hiicre/ mL olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat hiicreler inkiibe edilmistir.
10 mm x 5 mm olacak sekilde membranlar L929 hiicrelerinin ekili oldugu kuyulara
konularak 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. PHBHHx ve PHBHHx/ Parafin mum
membranlar ile inkiibe edildikten membranlar ile inkiibe edilen membranlar -80 °C’
de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda vasatlar toplanarak 5000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis L929 hiicreleri TAS (Rel assay, Total
Antioxidant Status Kit) kiti ve TOS ( Relassay Total Oksidant Status Kit) Kiti
kullanarak membranlarin oksidan ve antioksidant performansi firmanin 6nerdigi

metod ile hesaplamalar yapilmistir.
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Sekil 4.15 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
tizerinde Total Antioksidan Kapasitelerinin degerlendirilmesi

PHBHX membranlar iizerinde kiltlire edilen hiicrelerin total antioksidan
seviyesinde, kontrol grubuna gore, istatistiksel acidan anlamli olmayan artis
gorilmiistiir (P>0.05) Bununla birlikte parafin mum eklenmis PHBHX membran
grubu ile kontrol grubu arasinda total antioksidan seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis belirlenmistir (P<0.05). Parafin mum eklenmis membranin
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PHBHHx membrana gore total antioksidan seviyesinde istatiksel olarak anlaml bir

artis gorulmistir(P<0.05) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
tizerinde Total Oksidan Kapasitelerinin degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda PHBHHX membranlarin hiicrelerde total
oksidan seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdigr gorilmiustiir.
Bununla birlikte parafin mum eklemenin total oksidan seviyesini disirdugi
gorilmiistiir (P<0.05). Parafin mum eklenmis membranin PHBHHx membrana gore
total oksidan seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (P<0.05)

( Sekil 4.16).

4.3.4 Membranin Hiicre Siklusuna EtKisinin incelenmesi

L929 hiicre hatti kullanilarak olusturulacak stres modelinde CD1 ve p53/ TP53
kantitatif degerlerinin tespiti icin L929 hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren
DMEM F-12 besi yerinde; 37 °C’de, % 5 CO2 atmosferinde 24 kuyucuklu plakada 10
mm x 5 mm seklinde membranlar ile 72 saat inkiibe edilmistir. PHBHHx ve
PHBHHx/ Parafin mum membranlar ile inkiibe edilen hiicreler -80 °C’ de 1 saat
bekletilmistir. 1 saatin sonunda vasatlar toplanarak 5000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Strese ugratilmis L929 hiicreleri Human Cyclin D1 ELISA Kit ve
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Human p53/Tumor Protein ELISA Kit kullanilarak membranlarin performansi
firmanin 6nerdigi metod ile hesaplanmis ve ¢ikan degerler sayesinde membranlarin

hiicre siklusuna etkisi degerlendirilmistir.

PHBHX membranlar iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin siklin D1 seviyesinde,
kontrol grubuna gore, istatistiksel acidan anlamli olmayan artis goérulmiistir
(P>0.05) Bununla birlikte parafin mum eklenmis PHBHX membran grubunun siklin
D1 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis belirlenmistir (P>0.05)
(Sekil 4.17) . Elde edilen membranlar siklin D1 seviyesini artirdigl yapilan deneyde

tespit edilmistir.

Human Cyclin D1 ELISA Kit
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Sekil 4.17 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
tizerinde CD1 aktivitesine etKisi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda PHBHHX membranlarin hiicrelerde p53/TP53
seviyesini istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde arttirdigr gérulmiistir
(P>0.05). Bununla birlikte parafin mum eklemenin kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli olmayan bir sekilde p53/TP53 seviyesini diisiirdiigii gérulmiistir

(P>0.05) ( Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 PHBHHX ve PHBHHx/ Paraffin Mum membranlarin L929 hiicre hatti
tizerinde p53/ TP53 aktivitesine etkisi

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda PHBHHx'in yapisinda bulunan hidroksi
biitiratin(HB) hiticre donglstinii uyararak degil, o6zellikle yiiksek hiicre
yogunlugunda hiicre 6liimiinii baskilayarak hiicre blyiimesini destekledigi tespit
edilmistir. Bu ¢alisma HB monomerini iceren polimerlerin hiicre biiylimesinin
desteklemesini saglar ve PHBHHx'in doku miihendisliginde kullanimi i¢in uygun,

elverisli 6zelliklerinden biridir [133].

4.3.5 Membrana UPK Hiicrelerin Yiiklenmesi

Laboratuvarimizda énceden elde edilen UPK hiicrelerinin membrana yiiklenmesi ve
cogalma oranlarinin incelemesini hedeflenen ¢alismanin bu béliimiinde canliliklarn
ve proliferasyon degerlendirilmesi MTT yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu
calisma icin UPK hicreleri %10 fetal bovine serum ve %1 antibiyotik iceren
(Dulbecco’s modified Eagle’s) mediumda 10 ng/ ml bazik fibroblast biiylime faktord,
13 GlutaMAX, 0.1 mM esansiyel olmayan amino asitler ve 100 mM b-merkaptoetanol
iceren ve %10 Fetal Bovin Serumu (FBS), 100 ug/mL streptomisin, 100 U/ mL
penisilin ve 2 mM L-Glutamik asit iceren RPMI-1640 besiyeri icinde kiltiire
edilmistir. Hiicreler, steril kosullar altinda 37°C’de, %5 CO2 ihtiva eden etiivlerde
konflue oluncaya kadar kiiltiire edilmistir. Hiicre proliferasyon c¢alismasi igin

PHBHHx bazli biyobozunur membranlar 1 cm ¢apinda daire seklinde kesilmis, 24
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kuyucuklu plaklara yerlestirilmistir. Membranlarin sterilizasyonu i¢in plaklar % 70
etanol icerisinde 2 saat siire ile UV 1sik altinda bekletilmistir ve etanoli
uzaklastirmak icin PBS ile yikama yapilmistir. Membranlarin tzerine 100 pl
hacimde yaklasik 500 UPK hiicre ekilerek 2 saat slire boyunca hiicreler ile inkiibe
edildikten sonra kuyucuklardaki besiyeri 500 pl’'ye tamamlanmistir. Hiicrelerin
ekiminden sonra 1. ve 5. giinlerde membranlarin tizerine steril PBS ile yikanmis ve
MTT c¢ozeltisi iceren taze besi yeri (1:9) pipetlenmistir. 24 kuyucuklu plaklar MTT
boyas1 ile 4 saat siire ile etiivde inkiibe edilerek, DMSO eklenerek formazon
kristalleri ¢ozildiikten sonra 24 kuyucuklu plaklardan 96 kuyucuklu plaklara
pipetlenmistir ve 570 nm’ de optik yogunluklar1 elisa okuyucusu kullanilarak

canlilig1 tespit edilmistir.

Sekil 4.19 Transfekte edilen L929 Fibroblast hiicrelerinin faz kontrast ve floresan
mikroskop goriintiileri

Transfekte edilen L929 Fibroblast hiicrelerinin goruntiileri Sekil 4.19°da verilmistir.
Membranlara eklendikten sonra yapilan canliik ve tutunma deneyleri
calismalarinda PHBHHx membrandaki hiicre canlilig1 % 162 (standart hata =+ 5,71)
olarak belirlenmistir.( Sekil 4.20) Parafin mum bulunan membranda ise hiicre

canlilig1 % 127 (standart hata = + 5,42) oldugu gorilmiustr.
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Sekil 4.20 Membranlara tranfekte edilmis L929 hiicrelerin tutunma
kapasitelerinin degerlendirilmesi

PHBHHXx ile ilgili literatiir verileri, PHBHHx'in diger hiicre tipleri ve dokular gibi
mezenkimal kok hiicrelerle de iyi biyouyumluluga sahip oldugunu gostermektedir.
Mezenkimal kok hiicrelerin PHBHHx tzerindeki biiyiimesini ve farklilasmasina

bakilan ¢alismada PHBHHX' in iyi afiniteye sahip oldugu bildirilmistir [135].
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