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YARA/YANIK ORTU MATERYALI OLARAK ANTIiBAKTERIYEL
OZELLIK TASIYAN GOZENEKLI POLIMERIK MEMBRANLARIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu tez calismasinda amag; bir travma ya da yanma sonucu olusan ve kendiliginden
iyilesmesi uzun siiren deri dokusu kayiplarinin doku miihendisligi yaklagimi ile daha
hizl1 ve kaliteli bir sekilde tedavisini saglamak i¢in ¢ift katmanl ipek fibroin doku
iskelelerinin tasarlanmasidir.

Doku iskelelerinde hiicrelerin yayilmasini ve ¢ogalmasini hizlandirmak i¢in, doku
iskelelerinin  birbiriyle baglantili yiiksek gozenekli yapilara sahip olmalari
istenmektedir. Bu amaca uygun olarak, liyofilizasyon yontemiyle yiiksek gozenekli
yaptya sahip ipek fibroin siingerler iiretilmistir. Elde edilen ipek fibroin doku
iskelelerine yara iyilesme siirecini hizlandirmak amaciyla heparin immobilize
edilmistir. Elde edilen ipek fibroin siingerlerin yapisal o&zellikleri SEM’de
incelenmistir. Ayrica bu siingerlerin suda sisme davranisi da incelenerek % sisme
oranlar1 hesaplanmstir.

Yara/yanik iyilesmesi siiresince bakteriyel ataklarin minimuma indirilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismada doku iskelelerine antibakteriyel 6zellik kazandirmak
i¢in antibakteriyel ajan olarak, glimiis stilfadiazin kullanilmistir. Heparin immobilize
edilmis ipek fibroin siingerlerin iizeri elektroegirme yontemi kullanilarak giimiis
stilfadiazin iceren nanofibroz ipek fibroin film tabakasiyla kaplanmistir. Boylelikle
alt katmani heparin yiiklii slinger, list katmani da giimiis stilfadiazin iceren ince
nanofibréz tabaka olmak tizere ¢ift katmanli doku iskeleleri elde edilmistir.

Bu ¢alismanin sonunda antibakteriyel 6zellik gosteren yiiksek gozenekli yapida doku
iskeleleri elde edilmistir. Uretilen ¢ift katmanli doku iskelelerinin antibakteriyel
0zelligi incelenmistir ve sonrasinda bu doku iskeleleri SEM ile karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deri doku miihendisligi, ipek fibroin, antibakteriyel yara
ortiileri.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF POROUS POLYMERIC
MEMBRANES FEATURED ANTIBACTERIAL AS A WOUND/BURN
DRESSING MATERIAL

SUMMARY

One of the major applications of tissue-engineered skin substitutes for wound healing
is to promote the healing of cutaneous wounds. In this respect, many important
clinical milestones have been reached in the past decades. However, currently
available skin substitutes for wound healing often suffer from a range of problems
including wound contraction, scar formation, and poor integration with host tissue.
Engineering skin substitutes by tissue engineering approach has relied upon the
creation of three-dimensional scaffolds as extracellular matrix (ECM) analog to
guide cell adhesion, growth, and differentiation to form skin functional and structural
tissue. The three-dimensional scaffolds can not only cover wound and give a physical
barrier against external infection as wound dressing, but also can provide support
both for dermal fibroblasts and the overlying keratinocytes for skin tissue
engineering. A successful tissue scaffold should exhibit appropriate physical and
mechanical characteristics and provide an appropriate surface chemistry and nano
and microstructures to facilitate cellular attachment, proliferation, and differentiation.

In this thesis the aim is to design a double layer silk fibroin scaffold to provide with
a treatment which requires long-term to heal the skin tissue losses. The loss of skin
can occur for many reasons, including genetic disorders, acute trauma, chronic
wounds or even surgical interventions. One of the most common reasons for major
skin loss is thermal trauma, where substantial areas of skin can be damaged, often
without the possibility of skin regeneration. Burns and scalds sometimes can result in
rapid, extensive, deep wounds which cannot be successfully treated with common
techniques, and can lead to death.

Patients with 50 per cent full-thickness wounds have only 50 per cent of undamaged
skin left which could be used for split-thickness skin harvesting. Donor sites would
add to the total wound size resulting in a wound area covering 100 per cent of the
body. An impaired epidermal barrier combined with reduced immunity of heavily
burned patients can result in bacterial sepsis which is the main complication in deep
extensive burns. Donor sites also heal with some scarring and may be very painful;
hence an additional analgesic pharmacological load is required. Moreover, depending
on the thickness of the dermis, only three to four split-thickness skin harvests are
possible from the same site and re-cropping is delayed by the time necessary for re-
epithelialization.

Xix



Situations where normal autografts cannot be used to replace damaged skin often
lead to a greater risk of mortality, prolonged hospital stay and increased expenditure
for the National Health Service. There is a substantial need for tissue-engineered skin
bioconstructs and research is active in this field. Significant progress has been made
over the years in the development and clinical use of bioengineered components of
the various skin layers. Off-the-shelf availability of such constructs, or production of
sufficient quantities of biological materials to aid rapid wound closure, are often the
only means to help patients with major skin loss.

Because of the great importance and demand for skin-replacement products, there is
a long history of material development, and many research groups worldwide have
focused on creating biomaterials for skin substitution. Skin substitute biomaterials
are commonlyreferred to by a variety of terms that can lead toconfusion. They can be
described as bioengineered skin equivalents, tissue-engineered skin, tissue-
engineered skin constructs, biological skin substitutes, bioengineered skin
substitutes, skin substitute bioconstructs, living skin replacements and, more
recently, as bioengineered alternative tissue. Although these terms differ slightly
from each other, and may not truly describe the product, they are considered to be
equal and interchangeable by the majority of investigators.

Several requirements have been required as crucial for the production of tissue
engineering scaffolds. The scaffold should possess interconnecting pores of
appropriate scale to favour tissue integration and vascularisation, and also should
have appropriate surface chemistry to favour cellular attachment, differentiation and
proliferation. Therefore, firstly silk fibroin sponges having high porous structure are
produced by the method of freeze drying to represent the dermis layer of the skin.
The produced silk fibroin sponges are immobilized with heparin to accelerate the
recovery of the wounds. The analysis of the sponges is characterized by SEM. The
surfaces of these sponges are covered with the nano fiber film layer acting as an
epidermis layer of the skin, used electrospinning technique. For decades silver-
containing antibiotics such as silver sulfadiazine (AgSD) have been applied as a
standard topical therapy for patients with partial-thickness burns and venous stasis
ulcers. In this study, silver sulfadiazine is used as an antibacterial agent to acquire
antibacterial feature of the top layer of the double layer scaffolds.

Key words: Skin Tissue Engineering, Silk Fibroin, Antibacterial Wound Dressings.

XX



1. GIRIS

Deri viicudun en genis organidir ve organizmanin yasamini siirdiirebilmesi i¢in dis
gevreye karsi bir bariyer olusturmaktadir [1]. Deri, anatomik olarak birgok farkli
tabakadan olusmaktadir. Derinin epidermis tabakasi, siirekli olarak kendini yenileyen
bir dokudur ve dis ortama kars1 bariyer 6zelligi saglamaktadir. Dermis, epidermise
bitisiktir ve deriye mekanik destek saglamaktadir [2]. Dermis ECM bilesenleri ile
fibroblastlarin hiicresel bilesenlerini igermektedir. Bu tabaka deriye esneklik
sagladigi kadar mekanik kuvvet de saglamaktadir ve lenfatik sistemi, sinirleri ve

damarlar1 desteklemektedir [3].

Deri insan viicudunun yaklasik olarak onda birini olusturmaktadir. Bu biiyiik organin
travma, hastalik, yanik veya cerrahi operasyonlar gibi durumlarda zarar gérmesi
biiylik sorunlara yol acabilmektedir. Doku miihendisligi yaklagimiyla {iretilen
materyaller akut ve kronik yaralarin iyilestirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Ancak giinlimiizde normal derinin anatomisi, fizyolojisi, biyolojik kararliligi ve

estetigine tamamen benzeyen bir model bulunmamaktadir [4].

Deri hasari; genetik bozukluklar, akut travma, kronik yaralar, cerrahi miidahaleler
gibi bircok sebepten olusabilmektedir. Biiyiik deri kaybinin en sik karsilagilan
nedenlerinden biri, derinin Onemli bdlgelerinin zarar gordiigii cogu kez deri
rejenerasyonu imkaninin olmadigi termal travmadir. Yaniklar ve haglanmalar bazen
genel tekniklerle tedavinin basarili olamadigi ve dliime yol agabilen genis ve derin

yaralarla sonuglanabilmektedir [5].

Yara Ortii materyalleri ve ilaglar1 diinyadaki medikal ve farmasdtik piyasasinin en
onemli boliimlerinden birini olugturmaktadir. Yapay deri materyalleri i¢in ¢ok sayida
potansiyel uygulama alani bulunmaktadir. Diyabetik ndropatik ilserler ve damar
yetmezligi iilserleri gibi kendiliginden iyilesemeyen yaralar bu uygulamalarin biiyiik

bir kismini olusturmaktadir [6].



1.1 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci; bir travma ya da yanma sonucu olusan deri dokusu
kayiplarinin doku miihendisligi yaklasimi ile daha hizli ve kaliteli bir sekilde
tedavisini saglamak icin polimerik doku iskeleleri tasarlamaktir. Doku iskelelerinde
hiicrelerin  yayilmasini ve ¢ogalmasii hizlandirmak igin, doku iskelelerinin
gbzenekli yapilara sahip olmalar1 istenmektedir. Bu tez kapsaminda hazirlanan doku
iskelelerinin dermisi taklit eden alt tabakasinin iiretiminde dondurarak kurutma
yontemi segilmistir. Bu yontemle yiiksek ve birbiriyle baglantili gézenekler igeren
stingerimsi yapidaki doku iskeleleri iiretilecektir. Heparin, graniil formda mast
hiicrelerinde bulunan ve birgok biiyiime faktoriinii spesifik olarak baglayabilen bir
molekiildiir. Calismalarin bu boliimiinde doku iskelelerinin dermis tabakasini temsil
eden ve fibroblast biiylimesi, damarlasma gibi fonksiyonlarin ger¢eklesecegi
stingerimsi tabakaya heparin immobilize edilecektir. Bu agsamadan sonra elde edilen
stingerlerin iizeri nano boyutta polimer fiberlerle film seklinde kaplanarak derinin
epidermis tabakasina benzer bir yap1 elde edilmesi amaglanmistir. lyilesme siiresince
bakteriyel ataklarin minimuma indirilmesi gerekmektedir. Bu amaca yonelik olarak
bircok antibakteriyel ajan ve antibiyotik Onerilmistir. Bu ¢alismada da
giimiissiilfadiazin, antibakteriyel ajan olarak kullanilacaktir. Elektroegirme yontemi
ile siingerlerin {izerinde glmiigsiilfadiazin igeren nanofibroz membran
olusturulacaktir. Calisma sonunda antibakteriyel 6zellik gosteren goézenekli doku

iskeleleri elde edilecektir.

Elde edilen siinger ve ¢ift katmanli doku iskelelerinin morfolojik agidan
karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile yapilacaktir. Yapisal
analiz igin siingerlerin Fourier Doniisiimli Infrared Spektroskobisi (FTIR)
spektrumlart incelenecektir. Doku iskelelerine immobilize edilen heparin miktarini
belirlemek amaciyla da Toluidine Blue yontemi kullanilacaktir. Ayrica doku
iskelelerinin antibakteriyel oOzellikleri incelenecek ve giimiis elementinin doku
iskelesi tizerindeki varlig1 ve dagilimini belirlemek i¢in Enerji Dagilimli X-Isinlari

(EDX) analizi yapilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Derinin Yapisi

Deri, anatomik olarak bir¢ok farkli tabakadan olusmaktadir (Sekil 2.1). Derinin
korunmasi, O©lii hiicrelerden olusan epidermisin en dis katmani korun ile
saglanmaktadir. 10-20 pum kalinligindaki bu tabaka, hem bilesiklerin deriden
absorpsiyonuna hem de su kaybina karsi bariyer 6zelligi saglamaktadir. Korunun
altinda korunun jenerasyonundan sorumlu 50-100 pm kalinligindaki canli epidermis
bulunmaktadir. Canli epidermis; bazal, sinir ve graniiler hiicre katmanlarindan olusan
cok kath bir epiteldir. Herbir katman; keratinositlerin farklilagsma hali, pozisyonu,
sekli ve morfolojisi ile tanimlanmaktadir. Epidermis siirekli olarak kendini yenileyen
bir dokudur. Korun yiizeyinden hiicre kayiplar1 (deri dokiilmesi) alttaki epidermis
tarafindan hiicre cogalmas1 ile dengelenmektedir. Keratinositler olgunlasma
stiresince ¢ok sayida farkli yapisal protein ve yag sentezlemektedirler. Bazal
katmandan ayrilan keratinositler farklilasmaya baglarlar ve iist katmanlara goc
boyunca birkag yap1 ve bilesim degisikligine ugrarlar. Keratinositlerin farklilagmasi
sonucu yapilarinda olusan kokli degisikliklerle baglantili olarak kimyasal ve fiziksel
acidan dayanikli pul seklinde olan ve Oli tabaka olarak bilinen koruna
dontigmektedir. 1-2 mm kalinhigindaki dermis, epidermise bitisiktir ve deriye

mekanik destek saglamaktadir [2].

Dermis vaskiilarizedir ve dokunma, sicaklik ve act hissi i¢in reseptorler igermektedir
[7]. Dermis ECM bilesenleri (kolajen, elastin ve glikozaminoglikanlar) ile olusur
fibroblastlarin hiicresel bilesenlerinden olusmaktadir. Bu tabaka deriye esneklik
sagladig1 kadar mekanik kuvvet de saglamaktadir ve lenfatik sistemi, sinirleri ve
damarlar1 desteklemektedir [3]. ECM molekiilleri, mekanik destek saglamak ve

hiicre aktivitelerini diizenlemek i¢in hiicreleri ¢cevrelemektedir [8].
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Sekil 2.1 : Derinin yapisi.
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Deri hasar1 genetik bozukluklar, akut travma, kronik yaralar, cerrahi miidahaleler

gibi birgok sebepten olusabilmektedir. Biiyilk deri kaybinin en sik karsilagilan

nedenlerinden biri, derinin 6nemli boélgelerinin zarar gordiigli ¢ogu kez deri

rejenerasyonu imkaninin olmadigi termal travmadir. Yaniklar ve haslanmalar bazen

genel tekniklerle tedavinin basarili olamadigi ve dliime yol agabilen genis ve derin

yaralarla sonuglanabilmektedir. Yara cesitleri; epidermal, yiizeysel kismi-kalinlikli,

derin kismi-kalinlikli ve yaranin derinligi ile artan tam kalinlikli yara seklinde

ayrilabilir [5]. Yara; fiziksel veya termal hasarla sonuglanan ya da medikal veya

fizyolojik durumun bir sonucu olarak olusan deride hasar olarak tanimlanabilir.

Wound Healing Society’e gére yara; normal anatomik yapimin ve fonksiyonunun

bozulmasidir [9].



Yara iyilesmesi; farkli hiicre tipleri, sitokinler ve ekstraseliilar matriks (ECM)
arasindaki etkilesimlerin kompleks serilerinden olusmaktadir [10]. insanlarda ve
daha ¢ok tiim memeli tiirlerde yara iyilesme prosesi, birbirini izleyen {i¢ asamaya
ayrilabilmektedir: inflamasyon, yeni doku olusumu ve yeniden yapilanma (Sekil
2.2). Bir asamadan digerine gecis; keratinositler, fibroblastlar ve makrofajlar i¢eren
ana hiicre yogunlugunun farklilasmasina ve olgunlagsmasina baghdir [11]. Yara
fibroblastlar1 kolajen tip I ve III, fibronektin ve proteoglikanlar dahil ECM
proteinlerini liretmektedirler. Bu ECM proteinleri dokunun tekrar modellenmesinde,

yara olusumunda ve iyilestirilmesinde gorev almaktadirlar [8].

5 10 15 20
Zaman (giin)

Sekil 2.2 : Normal yara iyilesme prosesi.

Yaralanmadan sonra gercgeklesen ilk olay trombositler tarafindan aktive edilen kan
pihtis1 olusumudur. Ilk toplanan inflamatuvar hiicreler nétrofillerdir. Nétrofiller;
aktif trombositler, endotelyal hiicreler ve buna ilaveten patojenlerin degradasyon
riinlerinden iiretilen ¢ok sayida inflamatuvar sitokinler tarafindan ilk 24 saat
siiresinCe yara bolgesinde cogalirlar. Reepitelizasyon prosesi yara olusumundan
birkag saat sonra baglar. Keratinositler yara kenarlarindan yara bolgesine gog ederler.
Aktif fibroblastlar da yara bdlgesine go¢ ederler ve makrofajlar, graniilasyon dokusu
ile birlikte olusurlar. lyilesme prosesi i¢in gerekli olan oksijen ve yap: maddelerinin
gecisini saglayan bir anjiyogenez de bu dokuda olusmaktadir. Sonrasinda bazi
fibroblastlar miyofibroblastlara doniisiirler. Bu biiziilebilir (kasilabilir) hiicreler yara

kenarlar1 ile bogluk arasinda koprii olugturmaya yararlar [11].



Yara iyilesmesinde olusan faz yapilart Sekil 2.3’te gosterilmektedir. Yaralanmadan

sonra yara yiizeyinde kan pihtilasarak kabuk olusturur. Makrofajlar 6lii dokulari

fagosite ederken yara kabugunun altinda epitel hiicreleri hizla yayilir. Yeni

damarlarin gelismesi Metabolik ihtiyacglar1 karsilamak icin yara iginde gelisen

fibroblastlara eslik eder. Kolajen sentezi ve ¢apraz baglanma, yeni gelisen damarlarin

biitiinliigli ve dayanimindan sorumludur [10]. Yara iyilesme prosesinin son asamasi

graniilasyon doku ve dermal rejenerasyonunun agamali involiisyonuna baglhidir. Bu

kombine olaylarin sonucunda zarar goérmiis doku, orijinali gibi olmasa da uzun

donem fonksiyon saglayan bir skar ile onarilacaktir [12].
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Sekil 2.3 : Yara iyilesmesinde olusan faz yapilari.



2.3 Yara Iyilesmesinde Kullamlan Malzemeler

Yaralarin tedavisinde kullanilmak {izere iiretilen malzemeler dogal ya da sentetik
polimerlerden olusabilmektedir. Yara iyilestirilmesinde kullanilan dogal polimerler;
ipek, kolajen, jelatin, hyaluronik asit (HA), seliiloz, kitin ve kitosandir. Yara
iyilestirilmesinde ~ kullanilan  sentetik  polimerler ise;  poli(vinil  alkol),
poli(kaprolakton), poli(laktat), poli(laktat-co-glikolat)’ tir [13]. Ipek béceklerinin
kozalarindan iiretilen ipek, yiizyillardir biyomateryal olarak kullanilmaktadir [14].
Kozalardan biitiin serisin ekstrakte edilerek elde edilen ipek fibroin, yara oOrtiileri

dahil bir ¢ok biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir [15].

Kolajen biyouyumlu ve biyobozunur bir dogal polimerdir ve hayvanlarin bag
dokusunda bol miktarda bulunmaktadir. Bir ¢ok calismada yara iyilesmesi ic¢in
kolajenden yararlanilmaktadir [13]. Jelatin, kolajenin hidrolize edilmis halidir.
Biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve diisiik maliyeti nedeniyle yara tedavisinde
sik¢a kullanilmaktadir [16]. Hyaluronik asit (HA), ECM’de var olan protein bazli
dogal bir polimerdir. Biyouyumlulugu ve biyobozunurlugundan dolay1 biyomedikal
uygulamalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir [14]. Fakat, HA fiberler suda kolayca
bozundugu veya ¢oziindiigi igin yara ortiilerindeki kullanimi kisithidir [18]. Seliiloz,
klinik uygulamalarda yara ortiilerinde uzun stiredir kullanilmakta olan biyobozunur
olmayan dogal bir polimerdir [19]. Selilloz veya seliiloz asetat (SA) ayrica
nanofibroz yara ortiileri gelistirilmesinde de kullanilmaktadir. Bunun sebebi ¢ok ince
fiberlerin antibakteriyel ajanlar i¢in maksimum rahathk ve miikemmel substrat
ozelligi gostermesidir [20]. Kitin, yenge¢ ve karides kabuklarindan elde edilen dogal
bir polimerdir. Kitosan ise kitinin N-deasetillenmis halidir ve biyouyumlulugu,
biyobozunurlugu ve antibakteriyal islevlerinden dolayr yara ortiileri dahil birg¢ok

biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir [21].

Dogal polimerlerin en biiylik avantajlarindan biri genelde yiiksek derecede
biyouyumlu olmalar1 ve hiicre yapismast ve yayilmasii hizlandirmalaridir. Fakat
cogu dogal polimer diisiik sertlik ve mekanik kuvvete sahiptir. Bu yiizden genelde
capraz baglanmaktadir ya da sentetik polimerlerle karistirlmaktadirlar. Genelde
sentetik polimerler dogal polimerlerden daha i1yi mekanik kuvvete sahiptir ve yeni
tirlinlerin tasarimda ve yapiminda arastirmacilara daha fazla esneklik saglamaktadir.

Fakat bu iiriinlerde sitotoksisiteyi azaltmak her zaman sorundur [19].



2.4 Doku Miihendisligi

Yaralanma veya bagka tiirde hasarla sonuclanan organ ve doku kayiplari insan sagligi
igin biiyiik bir problemdir. Doku ve organ nakli bu hastalar iyilestirmek i¢in klasik
bir tedavidir, ancak bu yontem dondr azligindan dolayr kisithdir. Diger mevcut
tedaviler; cerrahi rekonstriiksiyon, ila¢ tedavisi, sentetik protez ve medikal
cihazlardan olugmaktadir ve bunlarin tedariginde kisitlamalar yoktur, ancak baska
problemler mevcuttur. Ornegin, sentetik protezler ve medikal cihazlar hasar gormiis
doku ve organin tiim fonksiyonlarni yerine getirememektedir. Bu problemler ve
kisitlamalar1  ortadan kaldirmak i¢in gOsterilen ¢abalar sonucunda yeni
biyomateryaller ve alternatif tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi gerektigi kabul
edilmistir. Hastalik veya kazalar nedeniyle islev goremez hale gelmis doku ya da
organin yerine yenisinin olusturulmasi, canli yasaminin normal bir bigimde devam
etmesi agisindan ¢ok onemlidir. Giiniimiizde doku miihendisligi yaklagimi ile doku

onarimi ya da iiretimi hedeflenmektedir [22].

Doku miihendisligi Langer ve Vacanti’nin de tanimladigi gibi “Doku fonksiyonunu
yenileyen, devam ettiren veya gelistiren biyolojik maddelerin gelistirilmesi i¢in
miihendislik ve yasam bilimlerinin prensiplerini uygulayan disiplinler arasi bir
aragtirma alanidir” [23]. Doku miihendisligi; miihendislik ve yasam bilimlerinin
prensipleri ve metodlarinin uygulamasi ile doku fonksiyonunu yenileyen, stirdiiren
ve gelistiren biyolojik yapilarin gelisimini kapsayan ve birden ¢ok bilim dalini
ilgilendiren bir alandir. Doku miihendisliginin amaci; organ nakli ve biyomateryal

implantasyonuna dayali klasik tedavilerin kisitlamalarini1 agmaktir [24].



1980 yillarinin ortalarindan itibaren doku miihendisligi; hasarli dokulari onaran,
yerine koyan ya da yeniden olusturan biyolojik yapilar1 gelistirmeyi amaclayan ilgi
cekici ve birden ¢ok bilim dalini ilgilendiren bir alan olarak ilerlemeye devam
etmektedir. Hiicreler, doku iskeleleri ve biiyiime uyarici sinyaller genellikle doku
miithendisliginin anahtar bilesenlerini olusturan ii¢lii grup olarak ifade edilmektedir
(Sekil 2.4). Bu tanima gore doku miihendisligi i¢in 4 yaklasim mevcuttur. Birinci
yaklasim yeni dokunun olusumu i¢in yalnizca biyomalzeme kullanirken, “hiicre
nakli” olarak adlandirilan ikinci yaklasim yalnizca hiicreleri kullanarak tedaviyi
gerceklestirmeyi hedeflemektedir. Uciincii yaklasim, biyomalzeme ile biyosinyal
molekiillerini kullanmaktadir. Uzerinde en ¢ok calisilan yaklasim olan dordiincii
yaklasim ise; biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerinin ii¢linii bir arada
kullanarak ~ doku  olusturmayr  hedeflemektedir. ~ Genellikle  polimerik
biyomateryallerden yapilan doku iskeleleri hiicre baglanmasi ve bunu takiben doku
geligsmesi icin yapisal destek saglamaktadir. Doku iskeleleri, hiicrelerin organize

olarak iglevsel bir dokuya doniisebilmelerinde gerekli destegi saglamaktadir [25].

HUCRELER

*kok hiicre (yetiskin, embriyonik)
*somatik hticre
*hicre kaltiirii metodu

DOKU

MUHENDISLIGI .
DOKU iSKELELERI SINYAL
s MOLEKULLER
ogal
*sentetik *proliferasyon
*vaskiilarizasyon *diferansiyasyon
#ilag salhim
Zaman Uygun ortam
Doku/Organ
Rejenerasyonu

Sekil 2.4 : Doku mithendisliginin temel bilesenleri.



Doku miihendisligi; tedavi yontemlerinin kisitlamalar1 olmadan doku ve organ kaybi
veya islev bozuklugunu onarmak i¢in alternatif bir yaklasimdir. Doku miihendisligi;
yeni doku veya organ olusturmak i¢in kii¢iik bir biyopsiden gegici ii¢ boyutlu doku
iskeleleri kullanilarak hiicrelerin ekilmesi ve yayilmasi iglemlerini kapsamaktadir.
Hastanin kendi hiicrelerinin kullanildig1 yaklagim olan otogreft tekniginin avantajlar
vardir [22]. Doku miihendisligi doku ve organlari yeniden olusturma potansiyeli olan
yeni ve ilgi cekici bir tekniktir. Bir doku iskelesi iizerine insan hiicrelerinin
baglanmasi ve ekilmesini saglamaktadir. Bu hiicreler daha sonra doku olusturmak
icin ihtiya¢ duyulan ECM bilesenleri salgilarken sonrasinda ¢ogalirlar, gé¢ ederler ve

spesifik dokulara farklilasirlar [24].

Tamirin etkili bir sonu¢ vermedigi ve yerine koymanin ise biyolojik islevlerin yerine
getirilmesinde yetersiz kaldigi durumlar i¢cin doku rejenerasyonu miimkiin olan tek
alternatif haline gelmistir. Doku rejenerasyonu, hasar gérmiis dokuyu tamamen taklit
edebilecek yeni dokunun iiretilmesiyle kaybolan yap1 ve islevlerin dokuya yeniden
kazandirilmasini amaglamaktadir. Doku miihendisliginin ¢esitli ¢cok genel tanimlar
olmasi ragmen, doku miihendisligi uygun bolgeye hiicrelerin, biyomolekiillerin
ve/veya destekleyici yapilarin iletilmesiyle viicudun kendi kendine iyilesmesini
saglamaktir. Hiicreler iizerine yapisabilecegi ve islevlerini gosterebilecegi bir
substrata ihtiya¢ duymaktadirlar. Ancak bu materyaller hiicrelerin normalde umdugu
ECM yapisini ¢ok az taklit ederler [27].

Kan hiicrelerinin disinda tamami olmasa da dokulardaki hiicrelerin ¢ogu, bu hiicreler
arasinda etkilesimi saglayan ekstraseliilar matriks (ECM) olarak adlandirilan solid bir
matrikste bulunmaktadir. ECM; dokularda bulunan hiicrelerin baglanmasi, biiylimesi,
goc etmesi ve sinyalleri yanitlamasi icin yapisal destek ve fiziksel ortam
saglamaktadir [26]. ECM; dokuya doku fonksiyonlariyla iliskili olan rijitlik ve
elastiklik gibi yapisal ve mekanik 6zellikler vermektedir. ECM; hiicre aktivitelerini
diizenlemesi i¢in hiicrelere biyoaktif sinyaller gondermektedir. ECM; biiyiime
faktorlerinin kaynagi olarak rol oynayabilmektedir ve bunlarin biyoaktifliklerini
etkin hale getirebilmektedir. ECM; sirasiyla morfojenez, homeostaz ve yara
tyilesmesi olarak adlandirilan doku dinamik prosesleri siiresince gelisimsel,
fizyolojik ve patolojik sorunlara cevaben neovaskiilarizasyonu (yeniden
damarlanma) ve yeniden yapilanmayr saglamak amaciyla fiziksel bir ortam

olusturmaktadir [25].
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Doku miihendisligi yaklagimiyla iiretilen doku iskelesi, hedef dokunun ECM’si
olmalidir. Ancak; c¢oklu fonksiyonlar, kompleks bilesim ve dogal dokulardaki
ECM’nin dinamik yapisini tam olarak taklit etmeyi zorlastirmaktadir. Bundan dolay1
doku iskelelerindeki modern goriis; dogal ECM’nin fonksiyonlarini en azindan kismi
olarak taklit etmesidir. Sonug olarak, dogal dokulardaki ECM’nin fonksiyonlarina
benzeyen ve mimari, biyolojik ve mekanik 6zellikleri ile iligkili olan doku iskeleleri

onemli rol oynamaktadir [25].

Doku miihendisligi genelde, hiicre yayilmasini ve biiylimesini destekleyen {i¢
boyutlu doku iskelelerinin fabrikasyonunu igermektedir. Doku iskeleleri konak
hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in destek saglarken, kullanilacagi organa o6zel ECM
bilesenlerini de depolamaktadir. Temel amag, viicudun beraber calisabilecegi ve
sonunda beklenen biyolojik akviteleri gergeklestirebilecegi yeni dokunun
olusturulmasidir [28]. Doku miihendisligi sayesinde biyolojik olarak islevini
kaybetmis konak dokunun, doku miihendisligi yaklasimi ile tamir edilebilmesi ve
islevini siirdiirebilmesinin saglanabilmektedir [23]. Doku iskelesi tasarimmin ana
amaci, konak hiicreleri ¢ogalip yeni bir dogal matriks sentezleyene kadar dogal ECM
ile yer degistirebilecek ideal yapimin iretilmesidir [29]. Bu yaklasimda porlu iig
boyutlu gegici doku iskeleleri, hiicre fonksiyonunu harekete gegirmede ve yeni doku
olusumunu saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir. izole edilen ve gogaltilan
hiicreler gegici doku iskelesine yapisirlar, ¢cogalirlar ve biyobozunur doku iskelesiyle
yerdegistiren kendi ekstraseliilar matrikslerini salgilarlar. Bu yaklasimda doku
iskelelerinin dizaym ve fabrikasyonu énemlidir. Ideal olarak, doku iskeleleri birgok

dizayn kriteri saglamalidir:

1) Yiizey hiicre adhezyonuna izin vermeli, hiicre biiylimesini desteklemeli ve

farklilagmis hiicre fonksiyonlarinin devamina olanak saglamalidir.

2) Doku iskeleleri biyouyumlu olmali, in vivo kosullarda polimer ve polimerin

bozunma iirlinleri inflamasyon veya toksisiteye neden olmamalidir.
3) Doku iskelesi biyobozunur olmali ve zamanla elimine edilebilmelidir.

4) Hiicre adhezyonu, ECM rejenerasyonu ve hiicre ekilmesi i¢in porozitenin

yeterli boslugu saglamak i¢in uygun 6lciilerde olmas1 gerekmektedir.

5) Materyal ii¢ boyutlu yapida tekrarli olarak iiretilebilir ve mekanik olarak
dayanimli olmalidir [22].
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Doku iskeleleri; implantasyon iizerinde doku entegrasyonunu kolaylastirmak
amactyla vaskiilarizasyon, yeni doku olusumu ve yeniden yapilanma i¢in bos hacim
saglamalidir. Doku iskeleleri; hiicre aktivitelerini diizenlemek ve hizlandirmak igin
dokularin hiicresel bilesenleriyle etkilesebilmektedir. Biyomateryaller; baglanmay1
arttirmak i¢in hiicre-adhezif ligandlar gibi biyolojik sinyaller veya hiicre morfolojisi
ve uyumunu etkilemek igin topografi gibi fiziksel sinyaller igerebilmektedir. Doku
iskelesi; rejenerasyonu hizlandiran biiyiime faktorleri gibi bliylimeyi uyarici sinyaller
tasiyabilen tasiyict bir arag¢ olarak da kullanilabilmektedir. Doku iskeleleri hasar

gormiis dokuya mekanik stabilite ve sekil kararlilig1 saglamaktadir [25].

Doku iskelesi yapiminda kullanilacak olan matriks materyalinin bazi temel
Ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bunlardan en Onemlileri, kati faz
biyouyumluluk ve hiicre biiyliimesini ve adezyonunu destekleyeci 6zellik
gostermeleridir [32]. Biyouyumluluk, yiizey ve yap1 biyouyumlulugu olmak iizere
ikiye ayrilabilir, bu da materyal se¢cimi ve doku iskelesinin yapis1 ile
belirlenmektedir. Yiizey biyouyumlulugu, materyalin ylizey kimyasi ile ilgilidir.
Yapisal biyouyumluluk ise, doku iskelesinin fiziksel morfolojisinden etkilenmektedir
[29]. Zamanla hiicreler kendi dogal ECM’lerini iirettiklerinden, sentetik matriks
viicuttan uzaklastirilabilecek toksik olmayan kompozitlere bozunmalidir. Bozunma
tirtinlerinin de toksik 6zellik gdstermemesi de kullanilacak materyalde aranan baslica
ozelliklerden biridir. Doku iskelesinin yapist hiicresel bazi gereksinimleri
karsilayacak sekilde tasarlanmalidir. Yiksek go6zeneklilik hiicre ekilmesi ve
bliylimesi i¢in gereklidir. Ayrica gozenekler, hiicrelerin i¢ce dogru yayilmasina,
vaskiilerizasyona ve besin diflizyonuna izin vermesi ig¢in birbiriyle baglantili
olmalidir. Bunun yanisira kullanilacak materyalden istenilen bir diger o6zellik de,
implatasyon sirasinda ve in vivo kosullarda direngli olabilmesi i¢in mekanik

stabiliteye sahip olmasidir [32].
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Doku iskelelerinin iiretiminde 6nemli olan bir¢ok kosul tanimlanmistir. Doku
iskelesi; doku entegrasyonu ve vaskiilerizasyonunu saglamak i¢in uygun boyutlarda
birbirine bagli porlara sahip olmali, dokunun zamanla doku iskelesinin yerine
gecebilmesi i¢in biyobozunurlugu kontrol edilebilen materyalden yapilmali, hiicre
baglanmasi, farklilasmasi ve ¢ogalmasini saglamak i¢in uygun yiizey kimyasina
sahip olmali, implantasyon ve islemede istenen kosullar1 saglamasi agisindan yeterli
mekanik Ozellige sahip olmalidir, olumsuz bir yanita neden olmamali, ¢esitli
sekillerde ve boyutlarda kolayca iiretilebilmelidir [24]. Ideal bir doku iskelesi
mekanik olarak stabil olmalidir ve ayn1 zamanda implant edildigi bolgede biyolojik
islevini gergeklestirebilmelidir [30]. Mekanik stabilite, biyomateryal segimine ve

doku iskelesinin dizaynina baglidir [31].

Polimer materyaller; biyobozunurlugu ve islenebilirligi  kolay kontrol
edilebildiginden dolayr doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Sentetik polimerler ve dogal polimerler olmak {izere iki ¢esit
polimer materyal vardir [22]. Sentetik ve dogal polimerler ilgi ¢ekici bir alternatiftir
ve doku cogalmasi uygulamalart i¢in kullanilan ¢ok amagli materyallerdir [24].
Cizelge 2.1’de doku miihendisliginde kullanilan dogal ve sentetik polimerler
verilmistir. Baglica biyobozunur sentetik polimerler; polyester, polianhidrit,
poliortoester, polikaprolakton, polikarbonat ve polifumarattir. Poli(glikolik asit)
(PGA), poli(laktik asit) (PLA), ve bunlarin kopolimerleri olan poli[laktik-ko-
(glikolik asit)] (PLGA) gibi polyesterler doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan
polimerlerdir. Bu polimerler Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan klinik

uygulamalar i¢in onayli polimerlerdir [22].

Cizelge 2.1 : Doku miihendisliginde sik¢a kullanilan materyaller.

Dogal polimerler Sentetik polimerler
Ipek Poli(anhidritler)
Jelatin Poli(ortoesterler)
Fibrin Poli(e-kaprolakton)
Poli(hidroksibiitarat) Poli(propilen fumarat)
Kolajen (ECM bileseni) Polyesterler; PLA ve PGA

Polisakkaritler; hiyaliironik asit, kitosan,
nisasta, aljinat
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2.5 Deri Doku Miihendisligi

Deri birgok farkli hiicre tipinden olusmaktadir. Keratinositler epidermisteki en genel
hiicre tipidir ve ylizey bariyer katmani olusturmaktadir. Melanositler epidermisin alt
katmanlarinda bulunur ve deriye rengini verir. Fibroblastlar daha alttaki dermal
tabakayr olustururarak dayanim ve esneklik saglarlar. Doku miihendisligi
yaklagimiyla iiretilen deri; laboratuvar ortaminda deri hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ile
olusturulur ve bariyer fonksiyonunu geri kazandirmak (yanik dokularda) veya yara
tyilesmesini baslatmak (kronik iyilesemeyen iilserlerde) i¢in kullanilir. Ayrica yara
iyilesmesini hizlandirmak, ylizeysel yaniklarda aciyr azaltmak ve iyilesmenin
yetersiz kaldigi durumlarda da kullanilmaktadir. Doku miihendisligi yaklasimiyla
iiretilen materyallerin gelisimindeki en 6nemli {i¢ faktor: hastanin giivenligi, klinik
etkinlik ile kullanim kolayligidir. Laboratuvar ortaminda yetistirilmis her hiicre
materyali virlis ya da bakteriyel enfeksiyon bulastirma riski tagimaktadir ve bazi
yardimci materyaller (s1gir kolajeni ve murin besleyici hiicreler gibi) de hastalik riski
tasimaktadir. Sekil 2.5’te  doku miihendisligi yaklasimiyla iiretilen yap1
gosterilmektedir. Doku miihendisligi yaklagimiyla iiretilen materyallerin hastanin
yararina olduguna dair kesin bir kanita ithtiya¢ vardir. Bu materyallerin iyilestirmede
etkili ve normal derinin fiziksel 6zelliklerine sahip olmas1 gerekli karakteristiklerdir.
Etkin bir iyilesme saglayabilmek i¢in, doku miihendisligi yaklasimiyla iretilen
Uriinler yara yatagina iyi bir sekilde baglanmali, yeni damarlar tarafindan
desteklenmeli, immiin sistem tarafindan reddedilmemeli ve bir hastanin yasami
stiresince kendiliginden iyilesmeyi saglamalidir. Sonug olarak, materyaller kullanima

uygun olmalidir aksi takdirde klinik alimlarda basarisiz olacaktir [33].
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Sekil 2.5 : Doku miihendisligi yaklasimiyla tiretilen yapi.
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Derinin bariyer islevi yara, yanik veya kronik iilserler nedeniyle yitirildiginde,
hastalar bakteriyel enfeksiyon riskiyle karsilagabilmektedir. Deri kaybinin genis
oldugu yara veya vyaniklarda bakteriyel enfeksiyon oOliimciil olabilmektedir.
Epidermal tabakanin tamamen zarar gérdiigli fakat dermisin bir kismini kaldig1 kismi
kalinliktaki yaniklarda, dermal kalintilar1 hizli bir sekilde dermisin disina go¢ ederek
yeni bir epitelyum olustururlar. Fakat, eger epidermis ve dermisin tamami zarar
gormiisse bu biiylik bir problemdir. Bu tiirdeki tam kalinlikli deri kayiplar1 cerrahi
miidahale olmadan iyilesememektedir. Eger yara veya yanik genisligi ¢ok biiyiik
degilse, viicudun baska bolgesinden kismi-kalinlikta deri grefti (epidermal tabakanin
hepsi ve dermal tabakanin bir kismi) alinarak, bu deri grefti yarali bolgenin
kapatilmasinda kullanilmaktadir. Deri greftinin alindigi bélge dermisin i¢inden
yukariya go¢ eden ve yayilan keratinositlerle iyilesmektedir. Fakat eger yara veya

yanik c¢ok biiyiik ise, bu klasik tedaviler yetersiz kalmaktadir [7].

Giiniimiizde saglik alaninda en Onemli ve maliyetli problem doku ve organ
kayiplaridir. Hastalarin hayatin1 kurtarmak ic¢in doku/organ nakli yapilmaktadir.
Otogreft tekniginde, doku veya organ ayni hastanin viicudundan alinirken, allograft
tekniginde baska bir kisiden veya kadavradan alinir. Cok siirli durumlar igin,
hastalar transplantasyon edilecek uygun otogrefte sahiptir. Allogreftler i¢in doku ve
organ talebi tedarigin ¢ok lizerindedir ayrica immiin sistem yabanci doku veya
organlar1 reddetmektedir. Bu nedenle, doku ve organ olusturmay1 amaclayan doku
miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimina 6nemli derecede ihtiya¢ vardir. Doku
miihendisligi yaklagiminda hiicreler biyobozunur matriks veya doku iskelesi {izerine
ekilmektedir. Matriks/doku iskelesi hedef dokuya yeterli iic boyutlu yapiyr
saglamaktadir. Hiicreler ¢ogalip baskalastiginda ve ECM iirettiklerinde, matriks/doku
iskelesi degrede olur ve bu prosesler fonksiyonel dokularin olusumuyla
sonuclanabilmektedir. Rejeneratif tip yaklasimi, doku miihendisligi ile ayni

prensipleri igerir fakat daha ¢ok kok hiicrelerin kullanimi tizerinde durmaktadir [35].
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Otogreft ve allogreft tekniklerinin kisitlamalar1 ve yara ortiilerine olan biiyiik
ihtiyagtan dolay1 doku miihendisligi yaklasimiyla tiretilen deri, hasar gérmiis deriyi
onarmak icin klinisyenlere yeni alternatifler sunmaktadir. Doku miihendisligi
yaklasimiyla tiretilen bu deri greftini ilk kez Rheinwald ve Green deriden izole
ettikleri keratinositleri kiiltiirleyerek iki ya da {i¢ hiicre katmani kalinliginda kiiciik
tabakalar haline getirerek belgelemiglerdir. Kiiltiirlenmis deri hiicrelerinin kendini
yenileme yetenegini hastaya omiir boyu kazandirdigi ispatlanmistir. Ancak kiiciik
tabakalar halindeki keratinositleri yerlestirmek problemlidir. Tabakalar kirilgandir ve
yeni bir epitelyum olusturmada aktif rol oynayan keratinositlerin bir¢cogu
farklilagsmaktadirlar. Bu nedenle, Genzyme firmasi bu teknolojiyle yasayan epitelyal
tabakalar iireterek 1987’den bu yana EpiCel® adi altinda piyasaya siirmektedir. Bu
tabakalar, derin kismi kalinlikli ve tam kalinlikli yaniklarda gegici kullanimlar i¢in
dizayn edilmistir. Clinkii kiiltiirlenmis keratinositler tam kalinlikli deri kayiplarini,
iyi damarlagabilen dermal yara yatagi olmadan iyilestirmede yetersizdir. Gelistirilmis
doku bilimlerinde, dermal fibroblastlar yiiklenmis ve keratinosit tabakasiyla
kaplanmis Apligraf® ve Dermagraft® gibi bir doku iskelesi dizayn edilmistir. Bazi
yeni goriisler biiyilk yaniklarin tedavisinde hiicresiz (hiicre i¢ermeyen) dermal
materyaller dizayni yoniindeydi. Integra®; sigir kolajeni ile glikozaminoglikan
iceren dermal bir materyaldir ve gegici bir epidermal katmani saglamasi agisindan bu
materyalin st yiizeyi silikon membran ile kaplanir. Bu friinler dizayn ve
kompozisyona bagh olarak gegici yara Ortiisii veya deri yerine gecen kalic1 materyal

olarak kullanilabilmektedir [34].

Deri yerine kullanilan dermo-epidermal veya kompozit materyaller; epidermal ve
dermal katmanlarin bulundugu normal derinin histolojik yapisimi taklit etmeyi
amaglamaktadir. Bu benzerlik ayn1 zamanda normal deriyle bazi fonksiyonel
benzerlik de saglamaktadir. Bu materyaller epidermal ve dermal materyallerle
kiyaslandiginda en gelismis ve komplike iirlinler olmanin yanisira doku tamirinde
kullanilan en pahali biyolojik yapilardir. Bu biyomateryaller; biyolojik olarak aktif
yara Ortiileridir ve yara iyilegsmesini baslatip diizenlerken konak hiicre igin biiylime
faktorleri, sitokinler ve ECM de saglamaktadirlar. Derinin yerine kullanilan tiriinlerin
bir¢cok farkli siniflandirmasit mevcuttur ve bu siniflandirma asagida belirtildigi gibi

Ozetlenebilir:
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(1) Anatomik yapiya gore:
- Dermo-epidermal (kompozit),
- Epidermal,
- Dermal.
(ii) Ortiiniin kullanim siiresine gore:
- Kalici,
- Yari-kalic,
- Gegicl.
(iii) Biyomateryalin tiiriine gore:
- Biyolojik: otolog, allojenik, ksenogenik,
- Sentetik: biyobozunur, biyobozunur olmayan.
(iv) Hiicresel bilesene gore:
- Hiicreli (hiicre igeren),
- Hiicresiz (hiicre icermeyen) [5].

Klinik uygulamalarin ticarilestirilebilmesi i¢in, giivenilir hiicre kaynagi ve
izolasyonu yontemleri doku miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlarinda yeterli
miktarda hiicre saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Rheinwald ve Green ilk
olarak; derinin kiiglik bir biyopsisinden epidermal keratinositlerin izolasyon ve
kiiltiirtinii ve de tek hiicreden koloniler olusumunu bildirdiler, sonrasinda epidermal
bliylime faktorii (EGF) varliginda hiicre biiylimesinin daha etkin bir sekilde
olustugunu buldular. Rheinwald ve Green’in bu c¢alismasi, deri yerine kullanilan
materyaller icin yeterli keratinosit (biiyiik Olgeklerde) elde edilmesi metodunu

sunmustur [35].

Cizelge 2.2 : Doku miihendisliginde kullanilan biyomateryallerin ticari isimleri.

Epidermal Ortiiler Dermal Ortiiler Epidermal/Dermal
Ortiiler
Epicel Integra Apligraf (Graftskin)
Epidex Alloderm Orecel
TransCyte
Dermagraft
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Yanmik ve deri iilserleri tedavisi i¢in deri doku miihendisliginde kullanilan
biyomateryaller Cizelge 2.2°de verilmistir. Doku miihendisligi yaklasimiyla tiretilen
materyaller; kiiltiirlenmis epitelyal otogreftler (Epicel®), hiicre icermeyen dermal
materyaller (Integra®, Alloderm®), hiicre niifuslu yara ortiileri (TransCyte®), hiicre
iceren dermal materyaller (Dermagraft®) ve deri yerine gecen ¢ift tabakali
materyaller (Apligraf®, Orcel®) seklinde piyasada bulunmaktadir. Bu iiriinler tedavi
edici tip alanina yeni bir ilerleme getirmistir ve yaniklar, kronik deri {ilserleri ve
diger dermatolojik durumlarin tedavisinde de biiyiikk bir umut vermektedir. Bu
materyallerin en 6nemli fonksiyonu; sivi kaybi ve mikrobiyal kontaminasyona karsi
bir bariyer olusturmasidir. Genis ve derin yaralarda; kalic1 bir yara kapanmasi igin
genellikle otolog hiicrelere ihtiyag duyulmaktadir. Deri yerine kullanilan otolog deri,
kalici yara kapanmasinda basarili olmaktadir. Epicel; kiiltiirlenmis epidermal
otogreftlerden elde edilen bir iiriindiir. Epitelyal otogreftlerin en biiyiik dezavantaji;
mekanik olarak stabil olmamasidir. Integra; otogreft tekniginin yetersiz kaldigi
durumlarda ve genis ¢apli yaniklarin tedavisinde sik¢a kullanilan bir iriindiir.
Rekonstriiktif cerrahide Integra kullaniminin dezavantajlari; iki operasyon
gerektirmesi ve silikon tabaka altinda olusabilecek enfeksiyon riskidir. Buna karsgin
Integra’nin avantajlari; biiyilkk miktarlarda bulunabilirligi, teknigin kolayligi ve
giivenilirligi ve de kozmetik goriiniisii ile esnekligidir. Alloderm; dermal dokunun
yeniden yapilandirilmasinda matriks gorevi géren Integra’ya benzer bir iriindiir.
TransCyte; transparan oldugu icin yara yatagini goriintiileme avantaji sunmaktadir.
Dermagraft; TransCyte gibi yenidogan insan fibroblastlarindan hazirlanir fakat bu
tiriinlerde  hiicrelerin  yasayabilmesini  siirdiirmesi  agisindan  fibroblastlar
dondurularak muhafaza edilir. Dermagraft; tam kalinlikli yaralarin (ayak tlserleri)
tedavisinde kullanilan bir {iriindiir. Apligraf; bir dermis ve bir epidermisten olusan
cift katmanli canli yapilardir. Ozellikle diyabetik ayak {ilserlerinin tedavisinde yara
lyilesmesini hizlandirmada ve yaranin kapanmasi i¢in gereken siirenin azalmasinda
etkilidir. OrCel; Apligraf ile benzer yapida olup kismi kalinlikli yaralar i¢in dizayn
edilmistir [34].
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Keratinositler ve daha 6nemlisi kok hiicreler icin hiicrelerin ¢ogalmasi ve uygun bir
bicimde farklilasmasi gerekmektedir; bunu basarmak igin biyolojik biiylime
faktorleri kullanilmaktadir. Biiylime faktorleri kolajen sentezini hizlandirir; yarada
epitelizasyonu arttirir; hiicre proliferasyonunu arttirarak neovaskiilarizasyonu
hizlandirir. Trombosit kaynakli yara iyilestirme faktoriiniin (PDWHF) hastalara
topikal olarak uygulanmasi sonucunda, kronik ve kendiliginden iyilesmesi zor olan
yaralarin daha kisa siirede iyilestigi gOriilmiistiir. Biiyiime faktorleri, ¢ok az
miktarlarda dahi hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Deneyler trombosit
kaynakli biiyiime faktoriiniin (PDGF) normal iyilesme prosesini hizlandirdigini ve
yara iyilesmesi icin gerekli genleri diizenledigini gostermistir. Hiicre ¢ogalmasini ve
farklilasmasini uyarmak i¢in diger bir yaklasim; in vitro hiicre kiiltiirli biyoreaktdrleri
ile biyokimyasal ve mekanik sinyaller yollayarak doku gelisimini diizenlemektir.
Biyoreaktorler baglica ii¢ bilesenden olusmaktadir: farklilagmis hiicre fenotipini ifade
eden ve ECM iireten metabolik olarak aktif hiicreler, hiicre baglanmasi ve doku
biiylimesi i¢in {i¢ boyutlu yapisal destek saglayan polimerik doku iskeleleri, hiicre-
polimer kompleksinin dokuda gelisebildigi in vivo kosullar1 taklit eden bir ortam.
Doku iskelesi materyali se¢imi de 6nemli bir rol oynamaktadir. Biyolojik tiirevli
dogal makromolekiillere; tip I kolajen, glikozaminoglikan ve kitosan 6rnek olarak
verilebilir. En sik kullanilan sentetik polimerler de laktid, glikolid ve e-kaprolakton
kaynakli alifatik polyesterlerdir. Doku iskelesi materyali olarak hidrojellerin
kullanim1 doku miihendisligindeki bir diger gelismedir. Hidrojeller gesitli dogal
makromolekiiller kullanilarak yapilmaktadir: agaroz, aljinat, kitosan, kolajen,
hiyaliironik asit, fibrin. Bu hidrojeller yiiksek su igerigine sahiptir ve bir¢ok dokuda
ECM’e yapisal benzerlik gostermektedir [35].
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Dogal polimerlerde diisiik mekanik kuvvet, biiziilme, kullanim zorlugu, immunolojik
olarak red riski gibi bir ¢ok problem bulunmaktadir. Sentetik polimer ya da dogal
polimerlerle birlikte sentetik polimer kullanimi, daha yiiksek mekanik 6zellikler ve
fabrikasyondaki esneklik nedeniyle daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir. Birgok
sentetik polimer deri doku miihendisligi materyallerinde kullanilmaktadir. Fakat,
sentetik polimerler kisitli biyolojik sinyallerinden dolayr genelde diisiik hiicre
yapismasi ve yayilmasi gosterdikleri igin klinik basarilart kisithidir. Bir ya da iki
farkl1 polimerin kombinasyonu, iki materyallerinde avantaj ve dezavantajlari
dengelendiginde deri rejenerasyonu i¢in uygun doku iskeleleri liretilmesi igin

gereklidir [3].

2.6 Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Dogal olan bir¢ok doku iskeleleri doku miihendisligi uygulamalarinda biyomateryal
olarak kullanilmaktadir. ECM bunlardan biridir. ECM, hiicre islevini kontrol eden
olduk¢a kompleks bir biyomateryaldir ve ECM’nin 6zel islevlerini taklit edebilmek
icin dogal ve sentetik doku iskeleleri dizayn edilmektedir. Aljinat, proteinler,
kolajen, jelatin, fibrinler, albumin, gluten, elastin, fibroin, hyarulonik asit, seliiloz,
nisasta, kitosan, pektin (pektinik asit), galaktan, kurdlan, gellan, levan, emulsan,
dekstran, pullulan, heparin, ipek, kondroitin 6-siilfat, polihidroksialkonoatlar doku
miihendisliginde kullanilan dogal polimerlerdir. Bu dogal polimerlere gosterilen ilgi,
biyouyumluluklarindan, bolluklarindan, ticari olarak uygunluklarindan ve tretim

kolayliklarindan gelmektedir [36].
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Dogal polimerler pahaliliklarindan, alindiklar1  yerlere gore degiskenlik
gostermelerinden ve istenmeyen hastaliklar ve bilinmeyen virilislerden ¢apraz
kontaminsayona duyarli olmalarindan dolay1 sikintilidir. Aksine, sentetik polimerik
biyomateryallerin fizyokimyasal 0&zellikleri kolayca kontrol edilebilmekte ve
immunojenite  gostermemektedirler. Ayrica ¢esitli tekniklerle isleme tabi
tutulabilirler ve siirekli olarak biiyiik miktarlarda tedarik edilebilirler. Doku
iskelelerinin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerinin insan viicudunda istenilen yerde
ayarlanabilmesi igin, sentetik proses sirasinda molekiiler yap1 ve molekiiler agirlik
kolayca ayarlanmaktadir. Sentetik polimerler genel sekilde iki gruba ayrilmaktadir:
biyobozunur sentetik polimerler ve biyobozunur olmayan sentetik polimerler.
Poli(vinilalkol) (PVA), poli(N- izopropilakrilamid) ve poli(hidroksimetakrilat) bazi
biyobozunur olmayan sentetik polimerlerdir. Poliglikolat (PGA), polilaktat (PLA),
onun kopolimeri poli(laktat-ko-glikolat) (PLGA) gibi poli(-hidroksi esterler),
polifosfozen, polianhidrit, poli (propilen fumarat), poli(siyanoakrilat), poli(e-
kaprolakton) (PCL), polidioksan (PDO), ve biyobozunur poliiiretanlar sentetik
biyobozunur polimerlere o6rnektir. Bu iki tip sentetik polimerlerden, sentetik
biyobozunur polimerler, doku iskeleleri tiiretiminde kullanilmak igin tercih
edilmektedir c¢iinkii, yabanci doku cevabini minimize ederler ve dogal dokunun
tamamen olusmasini saglarlar. Yani mekanik ve biyokimyasal destek i¢in gegici bir

yap1 saglamaktadirlar [36].
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2.7 ipegin Yapisi ve Doku Miihendisligi Uygulamalar1

Ipekboceginden iiretilen ipek lifleri giinlik hayatta yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde binlerce yildir 6nemli bir yere sahipken,
biyomateryal olarak sadece gegtigimiz on yil boyunca taninmakta ve
gelistirilmektedir. Biyouyumlu olmasinin yanisira toksik ve immunojenik olmayan
ipek fibroininin bu ozellikleri ipek gibi proteinlerin biyomedikal amagh
kullanilmasina imkan tanimaktadir. Ipek fibroini bugiine dek cogunlukla yara
tyilesmesinde kullanilan materyaller, basariyla uygulanan yapay kan damarlari,
ameliyat iplikleri ve onarim materyalleri olarak kullamlmustir. Ipek fiberler ve
proteinler i¢in gelistirilen yeni isleme teknikleri bu molekiillerin biyomedikal alanda
kullanimini yayginlastirmistir. Ipek matrisinin 6zellikleri; enzimlerin aktivitesi ve
stabilitesini dogrudan etkileyen kimya ve egirme isleminin kombinasyonuyla kontrol
edilir. Sicaklik, tel cekme hizi, zaman gibi egirme sartlar1 ve ipekbdceginin spesifik
tirli biyomateryalin 6zelliklerini  degistirmektedir. Buna ek olarak; iyon
konsantrasyonu, iyon tiirii ve ¢ozelti pH’1 gibi kimyasal yap1 da ipek fibroinin
mekanik 6zelliklerini etkilemektedir [37]. Biyomateryal olarak ipek fibroin;
miikemmel biyouyumluluk, wuyarlanabilir biyobozunurluk ve 1iyi oksijen/su

gecirgenligi gibi 6zelliklere sahiptir [38].

Ipek fibroin; keratin ve kollajen gibi fibril proteinlerden olusmaktadir. Ipek liflerinin
¢ok molekiillii yapisinin elementleri 90-170 nm ¢apinda sarmal sekilde paketlenmis
nanofibriller igeren 6.5*10° nm boyutlu makrofibrillerdir. Nanofibriller, ipege
dayanim arttirict 6zellik kazandirmada 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Dogal ipek
fibroinin makro zincirinin uzunlugu 150 nm ve ¢ap1 0.45 nm olmak iizere molekiil
agirhgr 370000 Daltona kadar ulasabilmektedir. Bombyx mori ipekbdceginden
tiretilen ipek lifleri; fibroin ve serisin olmak iizere baslica iki protein icermektedir.
Buna ek olarak, az miktarda diger aminoasitlerin gruplari ile yag, vaks, boya ve

mineral tuzlar gibi ¢esitli empiiriteleri de igermektedirler [39].
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Kozanm tiiriine baglh olarak; fibroin igerigi agirlikca % 66.5-73.5 ve serisin de %
26.5-33.5 olabilmektedir. Kimyasal kompozisyon olarak ise, Bombyx mori lifleri
fibroinin ¢ok molekiillii yapisinin degisik bolgeleri arasinda orani ¢esitlilik gosteren
en az 16 aminoasit grubundan meydana gelmektedir. Bombyx mori fibroininin
aminoasit bilesimi Cizelge 2.3’te gosterilmektedir. Molekiil agirligi 350000-370000
Da olan polimerin sert kismi g¢ogunlukla yiiksek derecede diizenli hidrofobik
makromolekiillerden olugsmaktadir ve yaklasik 25000 Da molekiil agirhigindaki daha
gevsek yapidaki yumusak kismimin ana bilesenleri polar aminoasit gruplaridir.
Glisin, alanin, serin ve tirosin kombine gruplarmin mol orant % 90’dir ve bu

gruplarin dizilimi asagidaki genel formiille gosterilmektedir [39]:
-Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala-Ala-Gly—[-Ser-Gly—(Ala-Gly),~]g-Tyr-

Sekil 2.6 : Glisin, alanin, serin ve tirosin gruplarmindizilisinin genel formiilii.

Cizelge 2.3 : Bombyx mori ipek fibroininin aminoasit bilesimi.

Kompozisyon, mol (%)

Aminoasit Toplam Sert Yumusak

Kisimlar Kisimlar
Glisin 42.9 49.4 10.0
Alanin 30.0 29.8 16.9
Serin 12.2 11.3 7.9
Tirosin 4.8 4.6 3.4
Valin 2.5 2.0 7.4
Aspartik asit 1.9 0.65 15.4
Glutamik asit 1.4 0.70 8.4
Treonin 0.92 0.45 2.8
Fenilalanin 0.67 0.39 2.7
Metionin 0.37 - 0.37
Izolesin 0.64 0.14 7.3
Lesin 0.55 0.09 7.2
Prolin 0.45 0.31 3.0
Arginin 0.51 0.18 3.8
Histidin 0.19 0.09 1.6
Lisin 0.38 0.06 1.5
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Fibroin makromolekiillerinin yan gruplari; apolar hidrofobik alifatik hidrokarbon
(alanin, 16sin, izolesin, valin, prolin) ve aromatik (fenilalanin) yan gruplari, polar
hidrofilik hidroksil i¢eren serin, treonin ve tirosin gruplari, aspartik asit ve glutamik
asitin karboksil gruplari, lisinin amino gruplar1 ve arginin guanidin gruplaridir.
Fibroinin ikincil yapist gesitli etkilesimlerle stabilize edilmektedir. Hidrojen baglari,
peptit makrozincirinin fonksiyonel gruplari ve makromolekiillerin yan kisimlari
arasinda olusmaktadir. Ipek fibroininin makromolekiillerinin yan gruplart Sekil

2.7’de gosterilmektedir [39]:

\ / /
\ / /

C=0, CHj 0= H

—-H—\'/ ' —CHy( e —\("H—( o CH,)—-CH —c’e CH ol —(CH,) j\'—);I-l--
N\ X 7 \ (Cr-CHrCy e \ TR
H H O~ H
Peptide Ser Thr Gly. Asp Ty Lys
H H .
I 3 _H
/‘\\ /,‘\\ / '\
~(C H_‘»;(“' ® H. —C H—<)
P e ,/
~H H-~.
Arg His

Sekil 2.7 : Fibroin makromolekiillerinin yan gruplari.
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Dogal ipek fibroininin ikincil yapisi {i¢ temel c¢esite ayrilmaktadir: kristalin
kisimlarda, a-heliks ve B-diizlemsel tabaka yapilart (sirasiyla ipek I ve ipek II) ile
amorf kisimlarda gelisiglizel dagilmis molekiillerin diizensiz konformasyonu
bulunmaktadir. Ipekbdceginin salgilarindan sentezlenen sivi ipek, hacimce % 26’lik
makromolekiillerinin kiire konformasyonuna ya da a-heliks yapisina sahip fibroinin
sulu cozeltisidir. Dogal Bombyx mori liflerindeki fibroin; p-diizlemsel tabaka
formunda % 56+5 ve a-heliks formunda ise % 13+5 oraninda makromolekiiller
icermektedir. Bu nedenle, polimerin yiiksek derecede diizenli (kristalin) bdlgelerinin
oran1 % 60-70’e kadar ulasmaktadir. Ipek fibroini ikincil protein yapisindadir. ikincil
yapidaki proteinler igin; gelisigiizel sarmal, o-heliks ve B-konformasyonu olmak
tizere Ui¢ degisik yapi tanimlanmaktadir. Sekil 2.8 ve Sekil 2.9 ipek fibroinin a-heliks
ve B-diizlemsel tabaka yapilarin1 gostermektedir. a-heliks yapisi, hidrojen baglar
tarafindan olusturulur. B-konformasyonunda, makromolekiiller bir katli tabaka veya
katman olusturacak bigcimde birbirine paralel veya antiparalel sekilde
baglanmaktadir. Ipek fibroinin antiparalel p-diizlemsel tabakalar yiiz yiize ve arka
arkaya seklinde paketlenmektedir: glisin gruplarinin ¢ift katmani (diizlemlerarasi
aralif1 3.5 °A) -alanin/serin gruplarinin ¢ift katmani (diizlemlerarasi aralig1 5.7 °A)-
glisin gruplarmin cift katmani, vs. Makromolekiillerin hidrofobik kisimlar1 i¢in bu

yapt en avantajli durumdadir [39].

QO Alanine
o Glycine

Sekil 2.8 : Fibroin makromolekiillerinin a-heliks yapisi.
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Sekil 2.9 : Fibroinin f-konformasyonu (B-diizlemsel tabaka).

Ipek fibroinin aminoasit bilesimi baslica glisin, alanin ve serinden olusmaktadur.
Hacimli ve polar aminoasit yan zincirleri amorf bolgeleri olustururken, bu ti¢ temel
aminoasit ipek fibroinin kristalin bolgelerini olusturmaktadir. Ipegin polimorflari;
ipek 1, ipek Il ve ipek Il olarak bilinmektedir (Sekil 2.10). Ipek II’'nin molekiiler
konformasyonu antiparalel p-konformasyonudur [40]. Ipek fibroinin diizensiz
formdan B-konformasyonuna doniisiimii; polar ¢oziiciilere daldirma, 1sitma gibi
islemlerle saglanabilmektedir. Bu doniisiim ipek fibroini biyomateryal olarak daha
etkin kilmaktadir. Clinkii; ipek fibroinin B-diizlemsel tabaka yapisi suda kararlidir ve
daha iyi mekanik ozelliklere sahiptir [41]. Ipek fibroinin yapisal kararliligi ve
mekanik 6zelliklerini gelistirmek i¢in kimyasal muamele siklikla tercih edilmektedir.
Ancak kimyasal muameleden sonra ipek fibroini igerdigi yiiksek B-diizlemsel tabaka
ve kristalizasyondan dolay1 kirilgan bir materyal haline gelmektedir [42].
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Sekil 2.10 : Ipek fibroinin o-heliks ve B-konformasyonu.

Etkili hiicre uyumlulugu ile islenebilirligi; deri, kemik, kan damari, ligament ve sinir
doku rejenerasyonunda kullanilan doku iskeleleri igin ipek fibroinini popiiler bir
baslangic materyali yapmaktadir. Ideal bir doku iskelesi; immunojen ve toksik
degildir. Ayrica biyouyumludur ve hiicre yapigsmasi, ¢ogalmasi ile farklilagsmasini
desteklemektedir. Ozellikle bu materyal, in vivo kosullarda biyobozunur olmali ve
bozunma firlinleri de toksik olmamali ve viicuttan kolaylikla atilabilmelidir. Doku
miithendisliginde kullanilan doku iskeleleri, doku biiyiime hizina uygun bir oranda
bozunmalidir. Son yillarda doku miihendisliginde biyomateryal uygulamalar1 igin
bozunmanin 6nemine bagli olarak, ipek fibroin materyallerinin bozunma davranisi
tizerinde calisilmaktadir. Bozunma hizi ve derecesi, doku iskelesinin 6zelliklerine
bagli olarak bir seri faktore, proses kosullarina, implantasyon bolgesinin kimyasal ve
biyokimyasal ¢evresine bagli olarak biiyiik oranda degiskenlik gosterebilmektedir.
Bu sonuglar, ipek fibroin biyomateryallerinin biyobozunur oldugunu ve bozunma

davraniglarinin ayarlanabildigini ispatlamaktadir [40].
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2.8 Doku Iskelesi Fabrikasyon Teknikleri

Polimerik doku iskelelerinin; yiiksek porozite ve ylizey alani, yapisal kuvvet ve ii¢
boyutlu sekiller gibi onemli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Doku iskelesi
fabrikasyon teknigi ile bu 6zellikler dogrudan iligkilidir. Doku iskelesi fabrikasyon
teknikleri, doku miihendisligi gereksinimlerini karsilayabilecek doku iskeleleri
tiretmek icin tasarlanmigtir. Doku iskelesinin gorevi; doku iskelesi igerisine ekilmis
hiicrelerin biiylimesini ve ¢ogalmasini saglamaktir. Bu nedenle doku iskelesi; hiicre
yapismasi, yayillmasi ve bazi durumlarda hiicre gocli icin uygun substrati
saglamalidir. Bu gereksinimler doku iskelesi Ttretimi i¢in uygun materyalin

secilmesiyle karsilanabilir fakat iiretim teknigi de bu 6zellikleri etkilemektedir [43].

Kullanilan fabrikasyon teknigi polimerin biyouyumlulugunu olumsuz etkilememeli,
doku rejenerasyonunda Onemli yer tutan kontrol edilebilir porozite ve gbzenek
boyutlu doku iskeleleri iiretimine izin vermelidir. Yiiksek poroziteye sahip doku
iskelesi hiicrelerin ekilmesi ya da materyal icerisinde yayilmasi icin istenilen bir
ozelliktir. Gozenek boyutu ise, doku biiylimesi ve hiicre yapismasinda dnemli rol
oynamaktadir. Biiylik yilizey alani, doku islevinin restorasyonu i¢in yararli olan
yiikksek sayida hiicrenin kiiltiirlenebilmesi igin gerekmektedir. Doku iskelesi
tretiminde kullanilan polimerin 6zellikleri ve doku iskelesinin porozitesi mekanik
ozellikleri etkileyen ana Ozellikler olmasina ragmen, iiretim yontemi de etkili
olabilmektedir. Uretim prosesi polimerin molekiil agirhiginda azalmaya yol
acabilmektedir, bu da mekanik 6zellikleri olumsuz etkilemektedir. Gelistirilen tiretim
teknikleri polimerin 1sitilmasin1 ya da uygun bir organik ¢dziiclide ¢oziilmesini
icermektedir. Dogal ve sentetik doku iskelesi materyalleri iiretmek igin gesitli

teknikler gelistirilmistir [43].
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2.8.1 Coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma

Coziici dokiim-partikiil uzaklastirma tekniginde; polimer ¢ozeltisi ile suda
coOziilebilen partikiiller bir kaliba  dokiilir (Sekil 2.11). Coziiciiniin
buharlastirilmasindan sonra partikiiller suda ¢ozilindiiriilerek uzaklastirilir ve boylece
gozenekli yapida bir doku iskelesi elde edilmis olur. Bu prosesin uygulanmasi
kolaydir, ancak bu yontemle sadece ince membranlar veya ¢ok ince ii¢ boyutlu
modeller iretilebilmektedir. Daha kalin doku iskeleleri iiretiminde, polimer
matriksinden c¢oziilebilen partikiilleri tamamen uzaklastirmak cok zordur. Ince
tabakalarin st iiste konuldugu modifiye edilmis bir metodla partikiil uzaklastirma
problemi asilmaktadir, fakat ince por6z tabakalarin katmanlastirilmast zaman alicidir
ve ¢ok az sayida birbiriyle baglantili gozenekler elde edilmektedir. Ayrica bu
yontemde c¢oziiciilerin (bazilart toksiktir) kullanilmasi sonucunda olusabilecek
¢coziicii kalintilarinin doku iskelesi iizerinde hiicre baglanmasi ve cogalmasini
engellemesi de diger bir dezavantajdir. Son ¢aligsmalar, bu teknikte diisiik toksisitede
coziiclilerin kullanilabilecegini ve kalintilarin uygulamada kabul edilebilir bir

seviyeye azaltilabilecigini gostermistir [44].
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Sekil 2.11 : Coziicli dokiim-partikiil uzaklagtirma yontemi.
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2.8.2 Gaz kopiiklendirme

Bircok fabrikasyon teknigi organik solventler ve yiiksek sicakliklar gerektirmektedir.
Bunun bir sonucu olarak proses sonrasi kalinti olusabilmekte ve bu da hiicreler ile
dokulara zarar verebilmektedir. Bu solvent kalintilart ayrica doku iskelesine
yiiklenmis biyolojik olarak aktif molekiillerin de dogal yapisinin bozulmasia yol
acabilmektedir. Gaz kopiirme teknigi organik solventler ve yiiksek sicakliklar
gerektirmemektedir. Bu teknikte gézenekli doku iskelesi tiretimi i¢in yiiksek basingta
karbondioksit gazi kullanilmaktadir. Doku iskelelerinin porozitesi ve gozenekli
yapist polimer i¢inde ¢ozliinmiis gaz miktari ile dogrudan iliskilidir. Bu proseste;
polimer yiiksek basingta (800 psi) karbondioksit gazina tabi tutulmaktadir. Bu sartlar
altinda, ¢6ziinmiis karbondioksit kararsiz hale gelmektedir ve polimerden farkli bir
faz yapist olusturmaktadir. Karbondioksit molekiilleri serbest enerjiyi minimize
etmek igin biraraya gelerek gézenekli yapiyr olustururlar. Bu gozenekler; polimerin

hacminde 6nemli bir genisleme ile yogunlugunda azalmaya neden olurlar [45].

2.8.3 Faz ayrilmasi

Faz ayrilmasi tekniginde; polimer ¢ozeltisini iki faza ayiran sicaklik degisiminden
yararlanilir ve boylece biri diisiik digeri yiiksek polimer konsantrasyonuna sahip iki
ayrt faz olusur. Polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziiniir ve elde edilen ¢ozeltiye
biyolojik olarak aktif molekiiller disperse edilir (Sekil 2.12). Bu ¢ozelti likit-likit faz
ayrimi1 gerceklesene kadar kontrollii olarak sogutulur ve ardindan iki kat1 faz
olusmast i¢in su ile muamele edilir. Katilasan ¢oziicli siiblimasyonla
uzaklastirildiktan sonra biyoaktif molekiiller igeren porlu doku iskeleleri elde edilmis
olur. Faz ayrilmasi tekniginin avantaji; kontrol edilebilir por morfolojisine sahip ii¢
boyutlu doku iskeleleri dizayninda diger fabrikasyon teknikleriyle kolaylikla
kombine edilebilmesidir. Ayrica bu teknik doku miihendisligi uygulamalari igin
nanofibréz doku iskeleleri yapiminda hizli prototipleme teknigiyle de kombine

edilebilmektedir [45].
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Sekil 2.12 : Faz ayrilmas1 yontemi.
2.8.4 Elektroegirme

Elektroegirme tekniginde nanometreden mikrometreye kadar polimer fiber tiretmek
icin elektrostatik giicten yararlanilir. Bu proses; biri polimer ¢dzeltisine digeri
toplayiciya yerlestirilmek iizere iki elektrot arasinda olusan elektrik alani ile kontrol
edilmektedir (Sekil 2.13). Elektroegirme, dogal ya da sentetik polimerler kullanilarak
2 nm’den mikrometre boyutlarina kadar ¢esitli ¢aplarda polimer fiberleri iiretmek
icin elektriksel giicten yararlanan elektrostatik fiber olusumu i¢in yaygin sekilde
kullanilan bir teknolojidir. Normal fiberlerden daha kiigiik caplara ve daha yiiksek
ylizey alanina sahip elektroegrilmis fiberler, cesitli alanlarda basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Ipek fibroin, kolajen, kitosan, jelatin gibi 200’den fazla polimer

elektroegirme yonteminde kullanilabilmektedir [45].
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Sekil 2.13 : Elektroegirme yontemi.
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Elektroegirme yontemi, polimer c¢ozelti veya eriyiklerinden fiberler iiretmek icin
elektrostatik kuvvetlerin kullanildig1 essiz bir yaklasimdir. Bu teknik ile iiretilen
fiberler geleneksel egirme prosesleri ile liretilen fiberlerden daha ince ¢apa ve daha
bliyiik yiizey alanina sahiptir. Bu proseste ana prensip giiglii ¢ift tarafli elektriksel
kuvvetin, yiiklii polimer sivisinin daha zayif olan yiizey gerilimini yenmesidir.
Elektroegirme islemi oda sicakliginda atmosfer sartlarinda yapilmaktadir. Temel
olarak elektroegirme sistemi; yliksek voltaj giicii saglayicisi, siringa ve topraklanmis
toplama plakasi olmak iizere lic ana bilesenden olusmaktadir. Elektroegirme
isleminden Once polimer uygun bir ¢oziiciide tamamen ¢oziildiikten sonra polimer
cozeltisi olusur. Daha sonra polimer ¢ozeltisi elektroegirme prosesi i¢in siringaya
cekilir. Fakat bazi polimerlerden kotii ve zararli kokular yayilabilir, bu nedenle
proses havalandirma sistemi olan yerlerde gergeklestirilmelidir. Elektroegirme
prosesinde, yiizey geriliminden dolay1 siringanin ucunda tutunan polimer ¢ozeltisine
elektrik alan uygulanir ve elektrik alandan dolayi sivinin yiizeyinde bir elektrik yiik
indiiklenir. Elektrik alan kritik degere ulastiginda itici elektriksel giicler yiizey
gerilimini yener ve ¢dzelti siringanin ucundan ¢ikar. Siringanin ucundan toplayiciya
giden siire zarfinda polimer ¢ozeltisindeki ¢oziicii buharlagir ve boylece toplama

plakasinda polimer fiberler birikir [46].

2.8.5 Eriyik kaliplama

Eriyik kaliplama prosesinde; polimer (PLGA) tozlart ile belirli ¢aplarda jelatin
mikrosferleri teflon kaliba alinir ve bu karisim polimerin camsi gegis sicakligi (Tg)
tizerinde bir sicakliga 1sitilir. Bu asamada polimer partikiillerinin biraraya gelmesi
saglanir. Daha sonra bu karigim kaliptan alinarak suya daldirilir ve bu islemde jelatin
mikrosferlerin ¢oziilmesi saglanarak gozenekli polimer doku iskelesi elde edilmis

olur. Bu teknikle tiretilen doku iskeleleri kalibin seklini almaktadir [45].

Eriyik kaliplama ii¢ boyutlu doku iskeleri iiretmek icin alternatif bir metottur.
Porozite; kullanilan jelatinin miktari degistirilerek kontrol edilebilmektedir. Doku
iskelesinin gozenek boyutu farkli ¢aplarda mikrosferler kullanilarak poroziteden
bagimsiz olarak degistirilebilmektedir. Sonug olarak, bu teknikte organik ¢oziiciiler

kullanilmadig1 ve diisiik sicakliklarda gerceklestirildigi i¢in potansiyele sahiptir [43].
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2.8.6 Dondurarak kurutma (Liyofilizasyon)

Stiblimasyon prensibine dayali olan dondurarak kurutma tekniginde; oOncelikle
istenilen konsantrasyonda bir ¢6zelti hazirlamak {izere polimer uygun bir ¢6ziiciide
¢ozilir. Elde edilen polimer ¢ozeltisi, gézenekli matrisleri saglamak i¢in oncelikle
dondurulur. Dispersiyon yada ¢6zeltinin donmast buz kristallerinin dokular arasinda
toplanmasiyla sonuglanir. Daha sonra buz kristalleri dondurarak kurutma ile yok
edilir. Liyofilizasyon ile yiiksek vakum altinda ¢06ziicliniin uzaklastirilmasiyla
birbiriyle baglantili yiiksek gbézenekli bir yap1 elde edilmektedir. Gézenek boyutu;
dondurma orani ve pH ile kontrol edilmektedir [43]. Gézenek boyutunun dondurma
hiz1 ve pH ile kontrol edilebildigi bu teknikte hizli bir dondurma ile daha kiiciik
gozenekler saglanabilmektedir. Homojen, ii¢ boyutlu ve goézenekli bir yapi
olusturmak i¢in tek yonlii kontrollii katilagsma yapilmaktadir. Bu teknigin en 6nemli
avantaj1; tanecik uzaklastirma islemi ile yiiksek sicaklik gerektirmemesidir. Kiiciik

gbzenek boyutu ve uzun proses siiresi ise bu teknikteki dezavantajlardir [45].

2.8.7 Kat1 serbest form fabrikasyonu

Kat1 serbest form fabrikasyonu (SFF); bilgisayar destekli (CAD), bilgisayarli
tomografi (CT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi bilgisayar
verilerinden yola c¢ikarak direkt olarak fabrikasyonunu miimkiin kilan gelismis bir
teknolojidir. Bu teknolojiyle elde edilen dijital bilgi daha sonra modeli bir katmanlar
serisi olarak tanimlayan spesifik bir kesitsel formata doniistiiriiliir. Sonra bu dosya,
katmanli tliretim stratejisi ile dizayn edilmis {ic boyutlu maddeleri insa eden SFF
makinesinde tamamlanir. Herbir katman spesifik bir seviyede modelin kesitsel
seklini yansitir. SFF; klasik iiretim metodlarinin erisemedigi hassas geometrilerde
malzemelerin lretilmesine olanak saglar. SFF; o6zellikle doku iskelelerinin
fabrikasyonunda kullanimi giderek artan bir teknolojidir. Ciinkii SFF teknolojisiyle,
yapay vaskiiler sistem gibi rol oynayabilecek hassas i¢ mimariye (gézenek boyutu ve
sekli, birbirleriyle baglantili gozenekler, geometri ve oryantasyon) sahip doku
iskeleleri tiretebilmektedir [44].
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Doku iskelesi iiretiminde uygulanan SFF teknigi; direkt SFF ve indirekt SFF olmak
tizere iki sekilde yapilabilmektedir. Direkt SFF tekniginde malzemeden direk olarak
yap1 iskelesi inga edilirken; indirekt SFF tekniginde sentetik veya dogal olan
biyomateryalin dokiilecegi bir kalip insa edilir. Olgiilebilirlik, yeniden iiretilebilirlik
ve uygulanabilirlik agisindan direk SFF teknigi daha ¢ok tercih edilmektedir ve
neredeyse tamamen otomatik bir islemdir. Indirekt SFF teknigi ise daha genis bir
malzeme yelpazesine uygulanabilmektedir, ama genellikle daha ¢ok proses gerektirir
ve ticari talepleri karsilamada daha yetersiz kalabilir [46]. Doku iskelelerinin
fabrikasyonunda kullanilan direkt SFF teknigi pratik bir tekniktir. indirekt SFF
tekniginde, oncelikle doku iskelesi dizaynina uygun negatif bir kalip iretilir. Daha
sonra biyomateryal veya kompozit malzeme kaliba dokilir. Biyomateryal
katilagtiktan sonra (dondurma prosesi) doku iskelesini elde etmek {izere negatif kalip
yok edilir (Sekil 2.14). Her SFF teknigi malzemenin viskozite, erime noktasi ve
¢ozlinebilirlik gibi ozellikleri igin gerekli kosullara sahiptir. Prensip olarak, SFF

tekniklerinin insan dokusunun yapisini taklit etme potansiyeli vardir [44].

W- Negatif kalip

—> we— r—

dizayni
Negatif kalip fabrikasyon prosesi

-

":‘L \‘ o~
: : Dondurma Polimer
Kaliban yok eddmesi cozeltisi dokiimii

)

Sekil 2.14 : Kat1 serbest form fabrikasyonu (indirekt SFF).
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2.9 Antibakteriyel Yara Ortiileri

Yara oOrtiilerinde antibiyotik ve diger antibakteriyellerin kullanilmasinin amact,
ozellikle diyabetik ayak iilserleri ve siddetli travma sonucu direncin diismesine bagli
olarak enfeksiyon olusma siklig1 yiiksek olan cerrahi ya da kaza yaralar igin
enfeksiyonlara karst savagsmak ve yarayr enfeksiyondan korumaktir. Lokal yara
bolgelerine antibiyotik iletimi bir ¢cok nedenden 6tiirli daha c¢ok tercih edilmektedir.
Yeterli sistemik etkiyi saglamak igin gerekli olan antibiyotik dozlar1 toksik
reaksiyonlara neden olmaktadir. Yara bolgesine antibiyotik iletimi i¢in Ortiilerin
kullaniminin  amaci; yara iyilesmesi prosesi sirasinda bakteriyel direng
saglayabilmektedir. Yara ortiilerinde daha diisiikk dozda antibiyotik kullanim1 ayrica
sistemik toksisite riskini de azaltmaktadir. Sonu¢ olarak, yara Ortiilerinden lokal
iletim sayesinde, diyabetik ayak {lserlerindeki diisiik kan sirkiilasyonundan

kaynaklanan etkisiz sistemik antibiyotik tedavisi problemi asilabilmektedir [47].

2.9.1 Giimiis siilfadiazin

Yiizyillardir  giimiis  iceren  bilesiklerin  tedavi  edici  6zelliklerinden
yararlanilmaktadir. 19. ylizyilda giimiis bilesiklerinin tetanos ve romatizmada
kullanim1 yaygindi ve daha modern antibiyotiklerin kullanildigi 20. yiizyilin
baslarina kadar soguk alginligi ve bel soguklugu tedavisinde kullanilmaktaydi. II.
Diinya Savasi zamaninda, terapotik (tedavi edici) giimiise olan ilgi azaldi. Daha
sonralar1 yaniklarin tedavisinde iyilestirici olarak kullanilmak {izere giimiis nitrat
ongoriilmistiir. Glimiis nitrattan daha 1yi bir ilag profili tanimlamak tizere birbirini
takip eden arastirmalar sonucunda 1968 yilinda Fox referans bir makale ile giimiis
stilfadiazin (AgSD) kullanim1 ve formiilasyonunu aciklamistir. Bunu takiben giimiis
stilfadiazin kismi kalinlikli yaniklarda enfeksiyonu onleyen ya da tedavi eden ve yara

iyilegsmesini hizlandiran standart bir iyilestirici olarak kabul gormiistiir [48].
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Glimis siilfadiazin uzun yillardir kismi kalinlikli yaniklarin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. Giinliik yara temizleme prosesinde aci1 ve agri temel problemdir.
Steril bir ortamda daha az siklikta yara Ortiisii degisimi ile kismi kalinlikli
yara/yaniklar1 gegici Ortiilerle kapama reepitelizasyonu kolaylastirir ve bu uygulama
aci, agr1 ve yara iyilesmesi goz onilinde tutuldugunda giinliik temizlik uygulamasina
tistiin gelmektedir. Glimiis siilfadiazin yiiklii yara oOrtiileri, enfeksiyonu azaltmakta ve
yara bolgesinde antimikrobiyal aktivite gostermektedir [49]. Yapilan in vitro testler,
giimiis siilfadiazinin diger glimiis siilfonamidli ilaglara kiyasla yara iyilesmesinde
daha etkili oldugunu kanitlamigtir. Giimiis siilfadiazinin bu etkinligini,glimiis nitrat
ya da diger giimiis tuzlarindan farkli olarak giimiis siilfadiazinin DNA ile giicli

baglar olusturmasi agiklayabilir. Bu tiriinler bakteriyel direng gostermektedir [50].

Yara/yanik tedavisinde amag; yara bolgesinde enfeksiyon gelisimini engelleyerek en
kisa siirede en iyi fonksiyonel ve kozmetik sonuclart elde etmektir. Uygulanan
topikal ajanlar yara iyilesmesini hizlandirmakta ve ayni zamanda bakteriyel
kontaminasyona engel olmaktadir. Giimiis siilfadiazinin %]1°lik merhemleri (AgSD)
diinyada halen en sik kullanilan topikal ajanlardir [51]. Giimis iyonlar1 bir ¢ok
mikroorganizmanin solunum membraninda iyon transport sistemini bozarak etkili
olmaktadir [52]. Guimiis siilfadiazinin bakteriyel kontaminasyona engel oldugu,
epitelizasyonu hizlandirdigi ve yara kontraksiyonunu geciktirdigi bilinmektedir [53].
Glimiis igeren merhemlerin yaninda glimiis igeren yara/yanik Ortii materyalleri de
bulunmaktadir. Bu yara ortii materyalleri s1vi absorbe edip 1slak hale gelince i¢indeki
giimiis iyonunu yara yatagina serbestlestirir. Giinliik degisim gerektirmeden
uygulandig1 i¢in bu tiir materyaller avantajlidir. Yapilan ¢aligmalar bu antibakteriyel
Ozellikteki yara oOrtli materyallerinin bir¢ok bakteri ve mantara kars1 etkili oldugunu
gostermistir. Sonug olarak, glimiis siilfadiazin yiiklii yara Ortii materyalleri sik
pansuman degisimine gerek duyulmamasi ve hasta memnuniyeti gibi avantajlari
nedeniyle kismi kalinliktaki yara/yaniklarin tedavisinde tercih edilen bir tedavi

yontemi olarak goriilmektedir [54].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Ipek fibroin eldesinde kullanilan Bombyx Mori ipek kozalari, Bursa Tarim Satis
Kooperatifleri Birligin (Kozabirlik)’den satin alma yoluyla temin edilmistir. Doku
iskelelerine immobilizasyon igin kullanilan Heparin Sodyum Tuzu (Sigma)’dur.

Kullanilan diger kimyasallar analitik ve satin alma yoluyla temin edilmistir.

3.2 ipek Kozalarindan Fibroin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan ipek fibroinin eldesi i¢in oncelikle ipekten
yapigkan serisin proteinin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla ipek kozalari
kiiglik pargalar halinde kesilerek 2.12 g/L Na,COj3 ilave edilmis kaynar suda 30 dk
boyunca kaynatilmistir. Bu islem toplam ii¢ kere tekrarlandiktan sonra ipegin
yapisinda bulunan serisin proteini ekstrakte edilerek saf ipek fibroini elde edilmistir.
Elde edilen ipek fibroin distile suda defalarca yikandiktan sonra etiivde 35°C’de
kurutulmustur. Elde edilen fibroin filamentleri, 9.3M LiBr ¢ozeltisinde 60°C’de 4
saat bekletilerek ¢oziinmesi saglanmistir. Bu islemden sonra elde edilen ¢ozelti
diyaliz membran1 (Molecular weight cut off, MWCO=3500) ile distile suda 2 giin

siresince diyaliz edilmistir.

3.3 Cift Katmanh Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

3.3.1 Ipek fibroin siingerimsi yapilarin hazirlanmasi

Diyaliz isleminden elde edilen sulu ipek fibroin ¢ozeltisi filtre edildikten sonra bu
¢Ozeltinin yiizdece konsantrasyonu hesaplanmistir. % 7’lik sulu ipek fibroin ¢ozeltisi
hazirlanmustir. Bu ¢dzelti petri kaplarina belirli miktarlarda alinarak -20°C’de bir giin
dondurulduktan sonra gézenekli bir yapinin elde edilmesi amaciyla iki giin siireyle
liyofilizasyon islemine tabii tutulmustur. Bu islemden sonra siingerimsi yapida ipek

fibroin doku iskeleleri elde edilmistir.
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3.3.2 Siingerimsi yapilara heparin immobilizasyonu

0.5x0.5 cm boyutlarda kesilmis ipek fibroin siingerler dncelikle 30 dK siiresince MES
(pH=5.4) tampon ¢dzeltisi ile 6n 1slatmaya tabii tutulmustur. Immobilizasyon islemi
icin 50 mg heparin, 5 mL MES tamponunda (pH=5.4) ¢6ziilmiistiir. Elde edilen bu
¢ozeltiye 0.0182 g EDC ve 0,0103 g NHS eklendikten sonra 10 dk bekletilmistir.
MES tampon ¢ozeltide 30 dk bekletilen ipek fibroin siingerler 5 saat siiresince bu
cOzeltide c¢apraz baglanma ile immobilizasyon isleminin gerceklesmesi igin
bekletilmistir. Bu islemin ardindan siingerler distile suda iyice yikanmustir. Son
olarak heparin immobilize edilen ipek fibroin siingerler vakum altinda

kurutulmustur.

3.3.3 Nanofibroz ipek fibroin/AgSD iist katmanin hazirlanmasi

Bu asamada elde edilen ipek fibroin siingerlerin {lizeri nano boyutta ipek fibroin
fiberlerle film seklinde kaplanarak derinin epidermis tabakasina benzer bir yap1 elde
edilmesi amacglanmistir. Elde edilecek olan malzemenin bakterilere karsi bariyer
ozelligi gostermesi i¢in lizerine kaplanan film tabakasi biiylik bir 6neme sahiptir.
Ipek fibroin siingerlerin bu {ist katmanina antibakteriyel 6zellik kazandirmak igin
giimiis siilfadiazin (AgSD) kullanilmistir. Elektroegirme yontemi ile ipek fibroin

stingerlerin iizerinde glimiis siilfadiazin igeren nanofibroz membran olusturulmustur.

Ipek fibroin nano fiberlerin elde edilmesi icin Sekil 3.1°de goriilen elektroegirme
cihaz1 kullanmilmistir. Elektroegirme cihazi ile konsantrasyon, akis hizi, voltaj ve
siringa ile toplama boliimii arasindaki mesafe degistirilerek farkli ¢aplarda nano
fiberler elde edilebilir. Yapilan deneylerde en ince kalinliktaki fiberlerin 0,1 g/ml
konsantrasyondaki ipek fibroin ¢ozeltisi i¢in 3 ml/h akis hizinda, 20 kV’da ve siringa
ucu ile toplama boliimii arasinda 10 cm’lik mesafede elde edildigi goriilmiistiir. Bu
nedenle ipek fibroin siingerlerin nano fiber film tabakasiyla kaplanmasi bu sartlar

altinda yapilmistir.
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Sekil 3.1 : Elektroegirme cihazi.

[k olarak 0.5x0.5 cm’lik boyutlarda kesilen ipek fibroin siingerler aluminyum folyo
lizerine dikkatlice yapistirilmistir. Ipek fibroin siingerlerden ipek fibroin ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in ¢bziici olarak 1,1,1,3,3,3-Hekzafloro-2-propanol  (HFIP)
kullanilmistir. Hazirlanan 0,1 g/ml’lik 3 ml ipek fibroin ¢dzeltisi 5 ml’lik siringaya
cekildikten sonra siringa pompaya yerlestirilmistir. Pompa ¢alistirildiktan sonra
siringadan ¢ozelti damlayana kadar beklenilmistir ve ¢ézelti damlamaya basladiginda
voltaj agilarak fiberlerin siingerler iizerinde birikmesi saglanmigtir. Bu islem
siringadaki ¢ozelti tiikenene kadar devam etmistir. Cozelti bittiginde once voltaj daha
sonra pompa kapatilarak siingerler dikkatli bir sekilde aluminyum folyodan
cikartilmigtir. Ancak tiim bu islemler sonunda ipek fibroin siingerler suda kararsiz
olan a-heliks yapidadir. Bu nedenle siingerler suda kararli olan B-tabakali yapiya
gecmesi i¢in % 75’lik etanolde vakum altinda 1 giin bekletildikten sonra
kurutulmustur.
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3.4 Cift Katmanh Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

3.4.1 Morfolojik karakterizasyon

Elde edilen siinger ve ¢ift katmanli doku iskelelerinin morfolojik agidan
karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Bu amagcla
0.5x0.5 cm boyutlarinda kesilmis doku iskelelerinin gozenek yapilart ve boyutu ile
cift katmanli goriinlimleri incelenmistir. Ayrica ipek fibroin silingerlerin
antibakteriyel 6zelliklerini incelemek tlizere % 2, % 10 ve % 20 oranlarinda giimiis
siilfadiazin igeren ipek fibroin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Giimiis siilfadiazinin doku
iskelesi tizerindeki varligr ve dagiliminmi belirlemek amaciyla Enerji Dagilimli X-

Isinlar1 (EDX) analizi yapilmistir.

3.4.2 Yapisal analiz

Doku iskeleleri hazirlamakta kullanilan ipek fibroin proteininin sulu ortamlardaki
kararliligimi  arttirmak  i¢in  uygulanan etanol muamelesi ile proteinin
konformasyonunda istenilen o-heliks—p-diizlemsel tabaka yapisal geg¢isini
saglandiginin ispatlanmasi1 amaciyla Orneklerin Fourier Doniisiimlii  Infrared

Spektroskobisi (FTIR) analizi yapilmistir.

3.4.3 immobilize heparin miktarinin tayini

Doku iskelelerine immobilize edilen heparin miktarim1 belirlemek amaciyla
Toluidine Blue yontemi kullanilmigtir. Bunun igin 10 mg NaCl, 5 ml 0.1 M HCIl’de
coziildiikten sonra ¢ozeltiye 2 mg Toluidine Blue eklenmistir. Kompleks olusumu
amactyla heparin immobilize edilen ipek fibroin siingerler 4 saat siireyle bu ¢ozeltide
bekletilmistir. Heparin ile reaksiyona girmeyen fazla boyanin uzaklastirilmasi
amaciyla stlingerler distile suda defalarca yikanmistir. Siingerler iizerinde olusan
boya-protein kompleksi 0.1 M NaOH-Etanol (1:4) i¢inde ¢oziilmiistiir. Elde edilen
supernatantlarin absorbans degerleri UV-Spektrofotometre’de 530 nm’de OSlgiim

yapilarak belirlenmistir.

Bu ¢alismalar ii¢ adet 6rnek i¢in tekrarlanmis ve immobilize olan heparin miktar1 bu
orneklerin ortalamasi alinarak verilmistir. Ayni islemler heparin immobilize
edilmemis ornekler i¢in uygulanmis ve bu drnekler i¢in okunan absorbans degerleri
heparin immobilize edilmis 6rneklerden ¢ikarilarak heparin immobilize 6rnekler i¢in

diizeltme yapilmistir.
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Okunan degerlerden immobilize edilen heparin konsantrasyonun hesaplanabilmesi
icin standard grafik olusturulmustur. Bu amagla 2.5 mg/ml konsantrasyonunda
heparin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin belirli miktarlardaki heparin (5-50mg
araliginda), % 0.2’lik NaCl (0.01 M HCI) c¢ozeltisinde c¢oziildiikten sonra, bu
¢ozeltiye 0.4 mg/ml’lik Toluidine Blue ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Elde edilen bu
cozelti 4 saat siireyle bekletilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 5 dk siireyle santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra elde edilen ¢okeltideki heparine spesifik baglanmamis
toluidine blue’nun uzaklastirilmas: amaciyla % 0.2 ‘lik NaCl (0.01 M HCI) ¢ozeltisi
eklenerek tekrar santrifiijlenmistir. Supernatantin uzaklastirilmas ile elde edilen son
cokelti 0.1 M NaOH-Etanol (1:4) ¢ozeltisi i¢inde ¢ozlilerek UV-Spektrofotometre’de
530 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Degisik heparin konsantrasyonlarina
kars1 okunan absorbans degerleri kullanilarak standard grafik elde edilmistir. Bu
standard grafik kullanilarak ipek fibroin siingerlere immobilize edilen heparin

miktart belirlenmistir.

3.4.4 Sisme kapasitesi

Hazirlanan ¢ift katmanli ipek fibroin doku iskelelerinin ortalama % sisme oranlarinin
belirlenmesi amaciyla, doku iskelelerinin 6ncelikle kuru agirliklar tartilmigtir. Daha
sonra ipek fibroin doku iskeleleri 37°C’deki su banyosunda bulunan fosfat tampon
¢ozeltilerine (pH=7.4) daldirilmistir. 15 dakika sonra ipek fibroin doku iskeleleri
fosfat tampon c¢ozeltisinden ¢ikarilarak filtre kagidi yardimi ile iizerindeki fazla
suyun emilmesi saglanmistir. Fazla su emildikten hemen sonra 6rnekler tartilmistir.
Daha sonra ipek fibroin doku iskeleleri tekrar fosfat tampon ¢ozeltisine daldirilmstir.
15 dakikada bir tartim alinarak ipek fibroin doku iskelelerinin (%) sisme oranlari
hesaplanmistir. Bu isleme ipek fibroin doku iskelelerinin agirligi sabit bir degere
yani denge sisme degerine ulasana kadar devam edilmistir. ipek fibroin doku
iskelelerinin yiizde sismesi hesaplanmasi igin;

m, —m.
w1 %100
o (3.1)

Sismeoram(%) =

formiili kullanilmistir.
my~= sitingerlerin ¢ozeltiye daldirildiktan sonraki agirligi (g),

m;= stingerlerin kuru agirhig (g).
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3.5 Doku Iskelelerinin Antibakteriyel Ozelliklerinin Incelenmesi

Uretilen doku iskelelerinin epidermisi taklit edecek olan iist tabakasina antibakteriyel
Ozellik saglamak amaciyla degisik oranlarda eklenen giimiis siilfadiazinin minimum
etkili konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in doku iskelelerine “Zon Inhibizasyonu”
olarak bilinen antibakteriyel 6zellik 6l¢me testi uygulanmistir. Buna gore, Gram (+)
bir bakteri olan Staphylococcus aureus 2 ml LB besi yerinde 37°C’de 170 rpm
calkalama hizi ile gece boyu biiyiitiilmistiir. Kullanilan besi yeri igerigi Cizelge
3.1°de verilmistir. Ertesi giin 600 nm dalga boyundaki hiicre yogunlugu degerleri
spektrofotometrik olarak oOlgiilerek literatiirde Gram (+) bakteriler i¢in Onerilen

1,6x10° bakteri sayisina ulasmak i¢in seri diliisyonlar yapilmistir.

Cizelge 3.1 : Kullanilan besi yeri igerigi.

Kullanilan besi yeri igerigi (g/L)

Nutrientbroth 10 g/L
Yeast Extract 59/L
NaCl 8 g/L
Agar 15 g/L

90x10 mm boyutlarindaki steril petri kabina 15+2 ml LB-agar besi yeri dokiilerek
katilasmast  beklenmistir. Hazirlanan petrilere yukarida belirtilen sayida
Staphylococcus aureus eklenerek baget yardimu ile ekim yapilmistir. Ornekler steril
penset ile agar yiizeyine dikkatlice yerlestirilip, 37°C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.
Negatif kontrol olarak antibiyotik (AgSD) yiikli olmayan doku iskelesi
kullanilmistir. Petri kaplarin1 goriintiileme islemi Vilber-Lourmat Goriintiileme
Sistemi ile yapilmustir. Orneklerin olusturdugu bakteriyel inhibisyon zonlarmin

genisligi asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir:

T-D
w={=-D) > ) (3.2)

W: Inhibisyon zonunun genisligi (mm),
T: Toplam zon biiyiikligii (mm),

D: Ornegin biiyiikliigii (mm).
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 ipek fibroin Siingerlerin ve Cift Katmanh Doku iskelelerinin Morfolojik
Ozellikleri

Doku miihendisliginde kullanilacak olan doku iskelesinin mikroyapisinin hiicre
proliferasyonu, fonksiyonu ve biiylimesi {lizerine etkisi biyiiktiir. Uygun goézenek
boyutu ve gozeneklerin birbirleri ile baglantili olmasi, hiicrelere oksijen ve besin
transportu bakimindan oldugu kadar hiicreler arasi iligkilerin saglanmasi agisindan da
onemlidir. Derinin yapisinda da alt katmani olusturan dermis, fibroblast hiicrelerini
barindirir. Ayrica damarlasmanin da bu katmanda gerceklesmesi nedeniyle bu
katman i¢in tasarlanmis bir doku iskelesinin yiiksek ve baglantili gézeneklilikte bir
yapida olmasi istenir [55,56,57]. Bu tez kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin de
dermisi taklit eden alt tabakasinin iiretiminde dondurarak kurutma yontemi
secilmigtir. Bu yontem, yukarida bahsedilen istenilen mikroyapida tabakanin
olusmast i¢in en uygun yontemlerden biridir. Hazirlanan doku iskelelerinin
stingerimsi alt tabakasinin mikroyapisin1 belirlemek iizere kullanilan SEM analizi
sonuglart Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1a ve b’de ipek fibroin siingerlerin ipek I
yapist goriilmektedir. Sekil 4.1b ve c¢’de ise B-diizlemsel tabaka yapisinin (Ipek II)
SEM goriintiileri verilmistir. Etanol ile muamele sonucu doku iskelelerinin gozenek
yapisinda degisiklikler gézlenmistir. Etanolden once gézenek ¢api yaklagik 250 um
iken, etanol ile muamelenin doku iskelelerinin gozenek boyutunu 100 pm civarina
indirdigi bulunmustur. Ipek fibroin proteinin konformasyonal gecisini saglamak
tizere kullanilan metanol veya etanol gibi alkoller, proteinin dehidratasyonuna ve
dolayisiyla yapimin sikismasina neden olmaktadir. Bu durum literatiirde de bir¢ok

calismada rapor edilmistir [58,59].
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Sekil 4.1 : Ipek fibroin siingerlerin morfolojisi: (a,b)
Etanol ile muameleden 6nce. (c,d) Etanol
ile muameleden sonra.

Bariyer fonksiyonunun 6ne ¢iktigi derinin epidermal st tabakasimi taklit etmek
tizere, hem bu fonksiyonun gerceklestirilmesi hem de oksijen ve nem dengesinin
saglanmas1 acisindan silingerimsi alt tabaka {iizerinde nanofibr6z membranlar
olusturulmustur. Antibakteriyel 6zellik kazandirmasi amaciyla degisik oranlarda
giimiis stilfadiazin (AgSD) eklenmistir. Glimiis siilfadiazin (AgSD) igermeyen gift
katmanli doku iskelelerinin nanofibroz {ist katmani ile sirastyla % 2, % 10 ve % 20
oranlarinda AgSD igeren ¢ift katmanli doku iskelelerinin nanofibréz (ist
katmanlarinin SEM goriintiileri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Alt katmana kiyasla daha
kiigiik gozenekler iceren bu nanofibréz katmanin fiber kalinlhigi 117-513 nm
araliginda olclilmustiir. Elektroegirme prosesi sirasinda ipek fibroin c¢ozeltisine
katilan AgSD miktarina gore proses sartlarimin degistirilmesi nedeniyle AgSD’nin
fiber ¢apina etkisini tartismak miimkiin olmamistir. Buna karsin AgSD orani arttirilsa
da proses kosullar1 degistirilerek istenilen o6zellikle nanofibroz iist katmanin

olusturulabilecegi sOylenebilir.
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Sekil 4.2 : Cift katmanli doku iskelelerinin nanofibréz katmaninin
SEM goriintiileri: (a,b) AgSD i¢ermeyen. (c,d) % 2
AgSD. (e,f) % 10 AgSD. (g,h) % 20 AgSD igeren.
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Sekil 4.3’te cift katmanli doku iskelelerinin lateral SEM goriintiisii verilmistir. Bu
goriintiide siingerimsi yapi olan alt katman ile nanofibroz yapidaki iist katmanin
birbirine ¢ok iyi entegre oldugu goriilmektedir. Bu da iiretilen doku iskelesinin

uygulama sirasindaki kararlilig1 agisindan 6nemlidir.

AccV SpotMagn Det WD —— ] 500 um
500 kv 3.0 50x SE 114

Sekil 4.3 : Cift katmanli doku iskelelerinin lateral SEM goriintiisti.

Cift katmanli doku iskelelerinin AgSD yiiklii nanofibroz iist tabakalarina yapilan
EDX analizi ile giimiis elementinin varlig1 ispatlanmistir. Sekil 4.4’te sirasiyla % 2,
% 10 ve % 20 AgSD yiiklii doku iskelelerinin EDX spektrumlart verilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucu yiizeyde analiz edilen glimiis elementi dagilim yiizdesinin,
baslangigta ipek fibroin ile karistirilan fibroin ylizdesi ile bir korelasyon gosterdigi
bulunmustur. Baslangigta yiiklenen miktarlarin olarak birbirine orani 1/5/10 iken
EDX ile yiizeyde bulunan giimiis dagilim yiizdelerinin birbirlerine oranm1 1/4/8.4
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Bunun yamisira EDX sonuglarinin diisiik bir
standard sapma gosterdigi goriilmiistir. Bu da AgSD’nin nanofibréz tabakada
homojen bir sekilde dagildigini gostermektedir. Bu verilerden yola ¢ikilarak
baslangigta elektroegirme i¢in hazirlanan ipek fibroin/AgSD’nin homojen bir ¢ozelti
oldugu ve elektroegirme prosesi sirasinda da homojenitesini korudugu sonucuna

varilabilir.
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Sekil 4.4 : Doku iskelelerinin EDX spektrumlari: (a) % 2 AgSD. (b)
% 10 AgSD. (c) % 20 AgSD ytiklii doku iskeleleri.

Cizelge 4.1 : AgSD yiiklii doku iskelelerinin yiizeyindeki Ag elementinin dagilimu.

Doku iskelesi Yiizeyde bulunan Ag elementi
AgSD icerigi (%) dagilimi (%)
2 0.80+0.09
10 3.22+0.21
20 6.74+0.52
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4.2 Yapisal Analiz

Ikincil protein yapisindaki Bombyx mori ipek fibroin, ipek I ve Ipek II olmak iizere
iki temel konformasyonda bulunabilir. Ipek I konformasyonun yapis1 tam olarak
anlasilamamakla birlikte a-heliks ve rastgele sarmal yapilarinin bir karisimi oldugu
bilinmektedir. Bu yarikararli (metastabil) yapidaki ipek fibroini, suda ¢dzliinmesi
nedeniyle bir¢ok uygulama i¢in istenilen bir form degildir. Bunun yerine anti-paralel
B- diizlemsel tabakalar1 igeren Ipek II yapisindaki malzemeler tercih edilir. Bu tez
kapsaminda da deri dokusu onarimi i¢in kullanilacak malzemenin sulu ortamda
biitiinliiglinii korumasi1 doku iskelesi gorevini yerine getirmesi bakimindan dnemlidir.
Bu nedenle hazirlanan ¢ift katmanli doku iskelelerinin etanol ile muamele edilerek
Ipek 1 yapisindan ipek II yapisina gegmesi saglanmistir. Bu konformasyonal gecisin
gerceklestigi Sekil 4.5’te FTIR spektrumunda da goriilebilmektedir. Etanol ve
metanol gibi alkoller ipek fibroin molekiilleri i¢in iyi birer kristalizasyon ajan1 olarak
bilinirler. Kristalizasyon mekanizmasinin polar karakterdeki alkoliin ipek fibroin
molekiillerinden suyu ¢ekmesi ve bu nedenle alanin ve glisin gibi hidrofobik amino

asitlerin kiimelenerek [-diizlemsel tabaka yapisini olusturmasi seklinde oldugu

diistiniilmektedir [60].
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Sekil 4.5 : Ipek I ve Ipek II yapisindaki siingerlerin FTIR analizi.
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Etanol ile muamele edilmeden 6nce Ipek I yapisinin karakteristik bandlar1 olan amid
I ve amid II, sirastyla 1636 cm™ (amid 1), 1514 cm™ (amid II)’de gozlemlenmistir.
Etanol ile muameleden sonra ise bu bandlarin sirasiyla 1619 cm™ ve 1512 cm™e
kaydig1 goriilmektedir. Bu da PB-diizlemsel tabaka yapisina gegisin saglandigini
ispatlamaktadir [61].

4.3 immobilize Heparin Miktar1

Heparin, graniil formda mast hiicrelerinde bulunan ve birgok biiylime faktoriini
spesifik olarak baglayabilen bir molekiildiir. Heparinin, hiicre tipine bagli olarak
hiicre proliferasyonunu arttirma [62] veya azaltma [63] ozelligine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bunun yanisira heparinin yara iyilesmesinin birgok fazinda gorev
aldig1 bilinmektedir [64,65]. Ancak klinik uygulamalarda heparinin belirli terapotik
konsantrasyonlarda tutulmasi 6nemlidir. Bu nedenle heparin molekiiliiniin bir destek
malzemesi lizerine immobilizasyonu, yara iyilesme prosesindeki etkisini en etkin
diizeyde tutmak agisindan énemlidir. Calismalarin bu boliimiinde doku iskelelerinin
dermis tabakasini temsil eden ve fibroblast biiyiimesi, damarlasma gibi
fonksiyonlarin gerceklesecegi siingerimsi tabakaya heparin immobilize edilmistir.
Immobilize edilen heparinin miktar1 Toluidine Blue testi ile belirlenmistir. Sekil
4.6’da heparin immobilize edilmis ve heparin immobilize edilmemis ipek fibroin
stingerlerin Toluidine Blue ile reaksiyonu ve su ile yikanmasi sonrasi fotograflari
goriilmektedir. Heparin immobilize edilen siingerlerin koyu mavi bir renk aldigi,
buna Kkarsilik heparin immobilize edilmemis siingerlerin de diisiik fiziksel

absorbsiyon nedeniyle agik mavi bir renkte kaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.6 : Heparin immobilize olan (sol) ve heparin immobilize
olmayan (sag) ipek fibroin siingerlerin fotografi.

Immobilize heparin miktar1 ise UV-Spektrofotometre kullanilarak standard egriden
okunmustur. Sekil 4.7°de hazirlanan standard egri ve okunan heparin miktar1 grafik
olarak verilmistir. Buna gore 11.06 mg heparin immobilize edildigi bulunmustur.
Baslangigta kullanilan heparin miktarinin 50 mg oldugu disiiniildiigiinde, heparinin

yaklasik % 22’lik bir verimle immobilize edildigi sdylenebilir.
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Sekil 4.7 : Standard egriden immobilize heparin miktarinin
hesaplanmas.
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4.4 Sisme Testi Sonuclar:

Sekil 4.8’de doku iskelelerinin zamana kars1t su absorblama kapasitesinin grafigi
sunulmustur. Alkol ile muamele sonrasi suda ¢oziinmeme 6zelligi kazanan ipek
fibroinin su absorblama yeteneginin beklenildigi gibi oldukg¢a yiiksek oldugu
bulunmustur. Yiiksek gozenek yapisinin da yardimiyla doku iskeleleri ilk 15 dakika
icinde % 696 oraninda sigsme gostermislerdir. 90 dk sonunda ise denge sisme degeri
olan % 870’¢ kadar ulagsmistir. Doku iskelelerinin gosterdigi bu yiiksek sisme ve su
absorblama kapasitesi yara iyilesmesi siirecinde eksiidanin emilimi ve yara
bolgesinin uygun nemlilikte tutulmasi bakimindan 6nemlidir. Hidrojel yapisindaki
malzemelerin, yara bolgesindeki dokunun hidrotasyon durumuna bagli olarak suyu
absorblama veya salma yetenegine sahiptir [66]. Bu ¢alismada kullanilan ipek fibroin
de suda kararli B-diizlemsel tabaka yapisina sahip oldugu durumda hidrojel

ozelliktedir ve yiiksek oranda su absorblama yetenegi gostermektedir.
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4.5 Doku Iskelelerinin Antibakteriyel Ozellikleri

Derinin iist tabakasi epidermisin en 6nemli fonksiyonlarindan biri dig ¢evreden gelen
mikrobiyal saldirilara karsi bir bariyer gibi davranmaktir. Yaralanma sonucu
epidermisin yapisinda olusabilecek bir bozukluk, epidermisin bu fonksiyonunu
yitirmesine dolayisla hasar géren bolgenin mikrobiyal saldirilara maruz kalmasina
sebep olur. Bunu 6nlemek topikal antibiyotiklerle miimkiindiir. Ancak genellikle
krem veya pomat seklinde uygulanan bu ilaglarin yara bolgesinde kaliciligir ve
kararliligr diistiktiir ve siklikla yenilenmeleri gerekir. Bu da uygulamalarda pratik
degildir. Bu nedenle son yillarda tasarlanan yara ortii malzemelerine antibakteriyel

ajanlar yiiklenerek daha etkin ve pratik bir yaklasima gidilmistir.

Bu tez calismasinda da yara/yanik tedavisinde etkinligi kanitlanmis giimiis
stilffadiazin degisik oranlarda doku iskelelerinin epidermisi taklit eden nanofibroz tist
tabakasina elektroegirme sirasinda yiiklenmistir. Sekil 4.9’da goriildiigii gibi % 10 ve
% 20 AgSD yiikli doku iskeleleri Staphylococcus aureus bakterisi ile gece boyunca
inkiibasyon sonucu bakteriyel inhibisyon zonu olusturmustur. Buna karsilik kontrol
(AgSD yiiklii olamayan) ve % 2 AgSD yiikli doku iskelelerinin bakteriyel
inhibisyon zonu olusturmadigi gézlemlenmistir. Buradan doku iskelelerinin ancak
belirli oranin lizerindeki AgSD’e sahip olduklarinda antibakteriyel 6zellik gosterdigi
sonucuna varilmistir. Ayrica Ornekler i¢in inhibisyon zonlarmin genisligi

hesaplamistir ve Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.9 : Doku iskelelerinin antibakteriyel test goriintiileri.

Cizelge 4.2 : Doku iskelelerinin antibakteriyel dzellikleri.

Kontrol  %2AgSD % 10AgSD % 20 AgSD

Anti-bakteriyel

Szellik - - * *
W*’ degeri i ) 95 10
(mm)
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5. SONUC

Yara ortiileri, medikal tekstillerin giderek biiyiiyen énemli bir alamdir. Ozellikle, son
yillarda ¢ok sayida fonksiyonel polimerik yara oOrtiileri gelistirilmistir. Yaranin
fizyolojik Ozelliklerine bagli olarak bu yara ortiileri tek baslarina ya da
kombinasyonlar1 halinde uygulanabilmektedir. Bu iiriinlerin amaci, yara iyilesme
stirecini hizlandirmak ve iyilestirmektir. Genis yaniklarda ve kronik iilserasyonlarda,
derinin rekonstriikksiyonu ¢6ziimii zor bir problemdir. Otolog deri greftleri, deri
rekonstrilkksiyonunda en ideal ¢ozlimdiir. Ancak genis yanik vakalarinda, yeterli
otogreft verici alan olmamas1 gibi zorluklarla karsilasilir. Bunun sonucu olarak,

hastalar sepsis ya da diger komplikasyonlar nedeniyle kaybedilebilmektedir.

Bu tez calismasi1 kapsaminda, diyabetik ayak iilserleri gibi kendiliginden iyilesmesi
zor olan yaralar ile derin yaniklarin tedavisinde kullanilabilecek c¢ift katmanli ipek
fibroin doku iskeleleri iretilmistir. Doku iskelesinin yapiminda kullanilan ipek
fibroin, Bombyx Mori ipek kozalarindan elde edilerek saflastirilmistir. Gozenekli
yapidaki ipek fibroin siingerler liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yoOntemiyle
tiretilmistir. SEM analizleriyle iiretilen ipek fibroin siingerlerin, dermis tabakasindaki
hiicre biliyiimesi ve yayilmasini destekleyebilecek porlu yapiya sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica doku iskelelerinin dermis tabakasini temsil eden ve fibroblast
biiyiimesi, damarlasma gibi fonksiyonlarin gerceklesecegi silingerimsi tabakaya

heparin immobilize edilmistir.

Elde edilen ipek fibroin siingerlerin iizeri nano boyutta ipek fibroin fiberlerle film
seklinde kaplanarak derinin epidermis tabakasina benzer bir yapi elde edilmesi
amaglanmistir. Bu fiber tabakayla epidermisin bariyer ve oksijen/nem dengesini
saglama gorevini gerceklestirebilecek daha kiiglik gézenekli yapilar elde edilmistir.
Elde edilecek olan malzemenin bakterilere karsi bariyer 6zelligi gostermesi igin
lizerine kaplanan film tabakas1 biiyiik bir dneme sahiptir. Ipek fibroin siingerlerin bu
ist katmanma antibakteriyel 06zellik kazandirmak ic¢in giimiis siilfadiazin
kullanilmistir. Elektroegirme yontemi ile ipek fibroin siingerlerin lizerinde glimiis

siilfadiazin i¢eren nanofibroz membran olusturulmustur.

55



Elde edilen siinger ve ¢ift katmanli doku iskelelerinin morfolojik ag¢idan
karakterizasyonu Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Lateral SEM
gortintiileri ile iki katmanin yapisal biitiinlesmesi incelenmistir. Giimiis siilfadiazinin
doku iskelesi iizerindeki varlig1 ve dagilimini belirlemek amaciyla Enerji Dagilimh
X-Isinlart (EDX) analizi yapilmistir. EDX analizi ile doku iskelesine yiiklenen
giimiis siilfadiazinin fiberlere homojen sekilde dagildigi gdsterilmistir. Doku
iskelelerine uygulanan sisme testleri sonunda, siingerlerin % 870 sisme oranina sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu sisme orani da yara iyilesmesi sirasinda fibroblastlarin
bliyiimesi i¢in yeterlidir. Doku iskelelerinin antibakteriyel 6zelligi S. aureus
bakterisine karsi incelenmistir. Yapilan deneyde giimiis siilfadiazin yiiklii doku

iskelesi S. aureus bakterisine kars1 antibakteriyel 6zellik gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda ¢ift katmanli ipek fibroin doku iskeleleri iiretilmistir. Bu ¢alisma
sonunda elde edilen sonuglar, antibakteriyel ajan yiiklii yara ortii malzemelerinin
yeni nesil yara ortli malzemesi olarak dermal yaralarin tedavisinde iyi bir potansiyel

olusturabilecegini gdstermektedir.
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