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Eriyik elektroyazim teknigi ile yazdirilmis poli(e-kaprolakton) (PCL) doku iskeleleri
ve U¢ boyutlu (3B) baskisi alinmig hiicresizlestirilmis deri doku hidrojellerinin
sandvi¢ seklinde birlestirilmesiyle doku iskelesi tasarlanmistir. Gelistirilen
biyouyumlu ve biyoaktif doku iskelesinin deri doku miihendisliginde kullanim
potansiyeli incelenmistir. PCL doku iskelelerinin uygun morfolojide yazdirilmasi ve
hiicresizlestirilmis deri doku hidrojellerinin 3B baskis1 i¢in, iki farkli basim
tekniginin optimum parametreleri belirlenmistir. Tasarlanan doku iskelelerinin
karakterizasyonu icin  FTIR  (Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi),
Termogravimetrik analiz (TGA) ve X-isint kirmim analizi (XRD) yontemleri
kullanilmigtir. Deri dokulari, Tripsin-EDTA (etilen diamintetraasetik asit), Sodyum
Azid ve Triton X-100 igeren ¢ozeltiler ile hiicrelerinden armdirilmistir.
Hiicresizlestirilmis dokular, DNA igerik analizi, glikozaminoglikan (GAG) analizi,
kollajen igerik analizi ve Bradford Yontemi ile total protein analizi yapilarak
karakterize  edilmistir.  Dokularin  morfolojileri  histoloji  ¢alismalar1 ile
degerlendirilmistir. Doku iskelelerinin bozunma davranislar1 enzimatik ve hidrolitik
¢ozeltilerde degerlendirilmistir. Tasarlanan doku iskelelerinin insan dermal fibroblast
ve fare fibroblast (L929) hicrelerinde sitotoksik ozellikleri ve iskeleler Gzerindeki
cogalma davraniglart incelenmistir. Doku iskelelerinin antimikrobiyal etkinlikleri
incelenmistir.
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The scaffold was designed by combining melt electrowriting poly(e-caprolactone)
(PCL) scaffolds and three-dimensional (3D) printed decellularized skin tissue
hydrogels in the form of sandwiches. The potential of the developed biocompatible
and bioactive scaffold in skin tissue engineering was investigated. The optimum
parameters of two different printing techniques were determined for the printing of
PCL scaffolds with the appropriate morphology and for the 3D printing of
decellularized skin tissue hydrogels. FTIR (Fouirer-Transform Infrared
spectroscopy), Thermogravimetric analysis (TGA) and X-ray diffraction analysis
(XRD) methods were used for the characterization of the designed tissue scaffolds.
Skin tissues were decellularized with solutions containing Trypsin-EDTA (ethylene
diaminetetraacetic acid), Sodium Azide and Triton X-100. Decellularized tissues
were characterized by DNA content analysis, glycosaminoglycan (GAG) analysis,
collagen content analysis and total protein analysis with the Bradford Method. The
morphologies of the tissues were evaluated by histology studies. The degradation
behavior of scaffolds was evaluated in enzymatic and hydrolytic solutions. The
cytotoxic properties of the designed scaffolds in human dermal fibroblast and mouse
fibroblast (L929) cells and their proliferation behavior on the scaffolds were
investigated. The antimicrobial activities of the scaffolds were investigated.
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1. GIRIS

Deri, viicudumuzu enfeksiyonlar, yaniklar, kimyasal ve fiziksel hasarlar gibi bircok
zararh dis etkilere kars1 koruyan, bir bariyer ve ortii gérevi goren, insan viicudunun
en biiyiik organidir (Sobhanian vd. 2019). Epidermis, dermis ve hipodermis olmak
tizere iic katmandan olusan deri, ¢cok katmanli ve karmasik bir yapiya sahiptir.
Derinin yapisi hiicreler, lifler, hiicre digt matris (ECM), sinirler, kil folikiilleri gibi
cesitli bilesenlerden olusmaktadir (Pereira vd. 2017). Kendi kendini yenileyebilen
cilt, bu oOzelligini akut veya enfeksiyonlu yaralanmalarda gerceklestiremez. Bu
nedenle, cilt greftlerinin uygulanmasi tip alaninda oldukga ilgi gérmektedir. Deri
greftleri, ¢ogu yara tiriini iyilestirmeye ve/veya onarmaya yardimci olur
(Khoshnood vd. 2020).

Son 25 yilda insan cildini taklit eden greftler yaratmak iizerine ¢ok sayida ¢alismalar
gerceklestirilmistir (MacNeil 2007). Bu deri greftleri, ileri doku miihendisligi
yaklasimlar1 kullanilarak gergeklestirilmis olup ve klinik uygulamalarda kullanilmas,

akut ve kronik yaralarin iyilesmesini tesvik etmis ve farmasotik arastirmalar icin

kullanilmistir (Ponec 2002).

Deri  doku miihendisligi  yaklasimlariyla, hasarli  dokunun  onarilmasi
amaclanmaktadir ve elde edilen deri greftlerinin uygulamalarini sinirlayan birgok
etken vardir. Bunlardan bazilari, cildin yapisini ve islevini taklit edememe, mekanik
kirilganlik, donor eksikligi, diisiikk asilama orani, vaskiilerizasyon ve innervasyon
eksikligi, yiksek maliyet ve zaman tiketimidir (Kim vd. 2018). Kusursuz bir deri
grefti, biyouyumluluk, iyi esneklik, dayaniklilik, basit hazirlama, hiicre tutunma,
cogalma ve olgunlagma, enfeksiyon onleyici 6zellikler gibi bazi énemli 6zelliklere

sahip olmalidir.

Doku miihendisligi yaklasimlarindan biri olan hiicresizlestirme yontemleri ile elde
edilen hiicre digt matrisi (ECM) iskeleleri, doku yenilenmesinde yapay iskeleler
olusturmak i¢in giiniimiizde oldukca tercih edilmektedir. Buna ek olarak, mekanik
ozellikleri ve biyobozunur olmalari nedeniyle poli(e-kaprolakton) (PCL) gibi yari

kristalin polyesterler, doku miihendisligi ¢aligmalarinda giiclii bir segenektir. PCL



bazli malzemelerle yapilan hiicre kiiltlir calismalari, PCL’ nin biyouyumlu oldugunu
ve farkli hiicre tipleri ile etkilesime girerek hiicrelerin ¢ogalmasimi destekledigini

gostermistir (Dalton vd. 2021).

Eriyik elektro yazim (MEW) yontemi ile elde edilen nanofiber iskeleler, yiksek
cozunurlukleri ve fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayi, doku miihendisligi
alaninda potansiyel uygulama alani olusturmaktadir. Eriyik elektro yazim yontemi
ile, PCL, PP gibi termoplastiklerden esnek yapida nanofiber iskeleler
uretilebilmektedir (Dalton 2017).

Bu tez ¢alismasinda, MEW yontemiyle yazdirilacak PCL iskelelerinin, hiicrelerinden
arindirilmis deri dokusu ECM’si ile modifiye edilmesi sonucu olusturulacak doku
iskelelerinin deri doku miihendisligi i¢in kullanim potansiyeli incelenmesi

amagclanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, farkli biyolojik doku tiirlerinde hasar géren dokuyu onarmak,
tyilestirmek ve islevini devam ettirmek veya yenilemek gibi doku benzeri yapilar
olusturmak i¢in canli hiicreler, biiyiime faktorleri gibi uygun biyokimyasal ve fiziksel
faktorleri ve biyouyumlu malzemeleri bunlarin kombinasyonlarini kullanan gok

disiplinli bir mihendislik alanidir (Berthiaume vd. 2011).

Doku miihendisligi uygulamalar: ile doku kayb1 veya organ yetmezligi, tasarlanmis
bir yap1 iskelesinin implantasyonu veya alternatif olarak ex vivo perfiizyon sistemleri
ile tedavi edilebilir. Bu teknoloji ile tasarlanmis yapi iskeleleri, tedavi sirasinda
tamamen islevsel olabilir veya implantasyon {izerine beklenen fonksiyonel dokuyu

entegre etme ve olusturma potansiyeline sahip olabilir (Chapekar 2000).

Baz1 durumlarda, biyomalzemeler, hasarli dokuyu onaran veya degistiren belirli
hiicre popiilasyonlarinin gogiinii ve baglanmasini artirmak i¢in modifiye edilir. Doku
mithendisligi ¢aligmalarinda kullanilan yap1 iskelelerinin, rejenerasyon sirasinda
mekanik destek saglayan, biyouyumlu olan, inflamatuar yanita neden olmayan,
rejenerasyon hizina ve dolayisiyla degradasyona uygun, toksik olmayan, hiicrenin
yapismasint ve ¢ogalmasini saglayan Ozelliklere sahip olmasi gerekir. Doku
mithendisliginde kullanilan yapi iskeleleri hem sentetik hem de dogal olmak tizere

farkli yontemler ve malzemelerle elde edilebilir.

2.2 Hiicresizlestirme

Hiicresizlestirme, doku ve organlarin geriye hiicre dis1 matris (ECM) kalacak sekilde
canlt hiicrelerinden arindirilmasin1 amaglayan doku miihendisligi uygulamalarindan
biridir. Hiicresizlestirilmis matrisler, kikirdak, deri, kemik, mesane, kan damarlari,
kalp, karaciger, akciger vb. gibi fonksiyonel doku ve organlarin miihendisligi i¢in

yaygin olarak kullanilmaktadir (Hoshiba vd.2010).



Hiicresizlestirilmis doku ve organlardan tiiretilen biyolojik iskeleler, hem klinik
Oncesi hayvan c¢aligmalarinda hem de insan klinik uygulamalarinda basarili sonuglar

elde etmistir (Badylak vd. 2004, Wainwright 1995).

Hiicresizlestirme yontemindeki temel amag, ECM bilesiminin, biyolojik aktivitesi ve
mekanik biitiinligii tizerindeki herhangi bir olumsuz etkiyi en aza indirirken tiim
hicresel ve nlkleer materyali (DNA) verimli bir sekilde uzaklastirmaktir.
Hiicresizlestirme isleminin yontemi ve etkinligi, ECM'in ii¢ boyutlu mimarisini ve

bilemisini etkilemektedir.

2.2.1 Hiicresizlestirme yontemleri

Doku veya organin etkili bir hiicresizlestirme islemi i¢in farkli teknikler (kimyasal,
fiziksel ve enzimatik) bulunmaktadir. Bu yodntemler, hiicresizlestirme isleminin
etkinligini artirmak i¢in birbirinin kombinasyonu halinde kullanilmaktadir (Mishra

vd. 2017).

Hiicresizlestirme protokolii genellikle fiziksel islemler veya iyonik c¢dozeltiler
kullanilarak hiicre zarinin pargalanmasiyla baslar, ardindan enzimatik islemler
kullanilarak hiicresel bilesenlerin ECM'den ayrilmast saglanir, deterjanlar
kullanilarak sitoplazmik ve niikleer hiicresel bilesenlerin ¢éziinmesi ve son olarak
dokudan hiicresel kalintilarin ¢ikarilmast ile sonlanir (Badylak vd. 2004). Bu
adimlar, hiicresizlestirmenin etkinligini artirmak i¢in mekanik ¢alkalama ile
desteklenebilir. Hiicresizlestirmenin ardindan, kimyasala olumsuz bir konak¢1 doku

tepkisinden kacinmak i¢in tiim kalint1 kimyasallar ¢ikarilmalidir (Badylak vd. 2004).

2.2.1.1 Fiziksel yontemler

Dokularin hiicresizlestirilmesini kolaylastirabilecek fiziksel yontemler arasinda,
donma ve ¢oziilme, dogrudan basing, sonikasyon ve calkalama yer almaktadir.

Donma ve ¢oziilme, hiicre pargalanmasina neden olan hiicre i¢i buz kristallerinin
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olusumuyla hiicre zarin1 bozar. Buz kristallerinin ECM’ye zarar vermesini 6nlemek
icin sicaklik degisimi kontrol edilmelidir. Donma ve ¢6ziilme, tendon bag dokusunun
(Jackson vd. 1987, Roberts vd. 1991), sinir dokusunun (Gulati 1988)

hiicresizlestirilmesinde siklikla kullanilmistir.

Dokuya dogrudan basing uygulanarak, akciger ve karaciger gibi yogun bir sekilde
organize edilmis ECM'’lerle karakterize edilemeyen doku veya organlardaki
hiicrelerin pargalanmasi saglanabilir (Badylak vd. 2004). ince bagirsak ve idrar
kesesi gibi dogal diseksiyon diizlemleri ile karakterize edilen organlardan doku
katmanlarin1 ayirmak i¢in uygulanan mekanik kuvvet etkili bir yontemdir. Bu
yontemle dokudaki ECM’nin ii¢ boyutlu yapisinda minimum bozulma meydana

gelir.

Calkalama ve sonikasyon hiicre parcalanmasina ve hiicresel kalintilarin ¢ikarilmasina
yardimcit olmak ig¢in, genellikle kimyasal islemle ayni anda kullanilir. Calkalama
islemi, uygun damar sistemine sahip olmayan ince dokularin hiicresizlestirilmesi i¢in
kullanilan en yaygin yontemdir ve bu ydntem, orbital calkalayici, manyetik

karistirma plakas1 veya diisiik profillli bir silindir kullanilarak uygulanabilir.

Sonikasyonun optimal biiylikliiglinii ya da sikligin1 belirlemek i¢in higbir ¢alisma
yapilmamis olsa da standart bir ultrasonik temizleyicinin hiicresel materyali
cikarmada dokuyu bir orbital c¢alkalayiciya yerlestirmek kadar etkili oldugu
gorilmektedir (Badylak vd. 2004). Uygulanan bu yontemlerde, reaktif hacmi,
optimum hiz ve mekanik ¢alkalamanin uzunlugu, dokunun bilesimine, hacmine ve

yogunluguna bagli olarak degismektedir.

2.2.1.2 Kimyasal yontemler

Hiicrelerin sitoplazmik bilesenini ¢6zmek ve RNA ve DNA gibi niikleik asitleri
uzaklastirmak igin alkalin ve asitler uygulanir. Perasetik asit, silflrik asit,
hidroklorik asit, asetik asit ve amonyum hidroksit, hiicrenin zarin1 ve hiicre i¢i

organelleri etkili bir sekilde bozabilir (Badylak vd. 2004, Yoo vd. 1998). Ayrica bu



kimyasallar glikozaminoglikan (GAG) gibi molekullerin kollajen dokulardan

ayrilmasini saglar.

Iyonik olmayan deterjanlar, dokunun yapis1 iizerindeki zayif etkileri nedeniyle
hiicresizlestirme protokollerinde siklikla kullanilan kimyasal yontemlerdendir. Bu
deterjanlar, lipid-lipid ve lipid-protein etkilesimlerini bozarken, protein-protein
etkilesimlerinde bir etki gostermez (Seddon vd. 2004).

Hiicresizlestirme protokollerinde en ¢ok kullanilan iyonik olmayan deterjan Triton
X-100’diir. Yapilan bir ¢alismada kalp kapakc¢igini hiicresizlestirmek icin Triton X-
100 kullanilmis ve 24 saat sonra kapak¢igin yapisinin korundugu, niikleer materyalin
tamamen ortadan kaldirildigi gozlenmistir (Grauss vd. 2005). Ayrica Triton X-
100’tin GAG igeriginin neredeyse tamaminin zarar gérmesine ve laminin ve
fibronektin iceriginde azalmasina neden olmustur. Triton X-100 etkili bir
hiicresizlestirme yontemi olabilse de etkinligi hiicresizlestirilecek dokuya ve belirli

bir hiicresizlestirme protokoliinde birlestirildigi diger yontemlere baglidir.

Iyonik deterjanlar, hem sitoplazmik hem de nikleer hiicresel zarlari ¢dzmede
oldukca etkilidir fakat protein-protein etkilesimlerini bozarak proteinlerin denatiire

olmasina yol acabilmektedir (Seddon vd. 2004).

En yaygm kullanilan iyonik deterjanlar, sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum
deoksilat ve Triton X-200’diir (Woods vd. 2005). SDS, hiicresel bilesenlerin
uzaklastirilmasinda oldukga etkili bir deterjandir. SDS, dogal doku yapisini bozma
egilimi, GAG konsantrasyonunun azalmas: ve kollajen biitiinliigiine zarar vermesi

gibi dezavantajlara sahiptir.

Zwitter iyonik deterjanlar, hem iyonik olmayan hem de iyonik deterjanlarin
ozelliklerini tagtyan kimyasal hiicresizlestirme yontemlerindendir. Bu deterjanlarin,
iyonik olmayan deterjanlara kiyasla proteinleri denatiire etme egilimleri daha
fazladir. Yaygin olarak kullanilan zwitter iyonik deterjanlar arasinda, kan
damarlarinin  hiicresizlestirilmesinde  kullanilan  (Dahl vd. 2003) 3-[(3-

kolamidopropil)  dimetilamonyo]-1  propan silfonat (CHAPS), sinirlerin
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hiicresizlestirilmesinde kullanilan (Hudson vd. 2004) siilfobetain-10 (SB-10) yer

almaktadir.

Hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler (deiyonize su veya diislik iyonik giiclii ¢ozeltiler
gibi) ile osmotik sok, doku ve organlardaki hiicrelerin par¢alanmasinda kullanilan bir
diger kimyasal yontemdir (Woods vd. 2005). Kimyasal islemle birlestirilen bu
yontem, ECM bilesiminde minimum bir degisiklige neden olur. Ek olarak, enzimatik
veya kimyasal islemler, hiicresel kalintilarin ¢ikarilmasini kolaylastirmak icin tipik

olarak gereklidir.

2.2.1.3 Enzimatik yontemler

Kalsiyum selatlayici  ajanlar, proteaz sindirimi ve nikleazlar enzimatik
hiicresizlestirme yoOntemleri arasinda yer almaktadir. Tripsin, arginin ve lizinin
karboksil ucundaki peptit baglarinin parcalanmasini saglayan,hiicresizlestirme
protokollerinde en ¢ok kullanilan proteolitik enzimlerden biridir (Gamba vd. 2002).
Endonukleazlar gibi niikleazlar, riboniikleotid veya deoksiribonukleotid zincirlerinin
i¢ baglarmin hidrolizini katalize ederken, eksoniikleazlar, deoksiriboniikleotid veya
ribonukleotidin termal baglarinin hidrolizini katalize ederek RNA veya DNA'nin

bozulmasini saglar (Freyman 2005).

Cesitli doku tiirlerinde hiicresel materyalin ECM’den ¢ikarilmasi i¢in enzimatik
yontemlerin etkinligi incelenmistir. Baz1 ¢alismalarda ajitasyon ile 24 saat boyunca
%0.05 tripsin / EDTA uygulamasindan sonra hiicresel materyalin domuz pulmoner
kapaklarindan etkili bir sekilde uzaklastirildigi goriiliirken (Schenke-Layland vd.
2003), diger calismalar daha az verimli hiicresizlestirme gdstermektedir. Ornegin,
ultra saf su iginde %0,5 tripsin, %0,05 EDTA, %0,02 Gentamisin, 0,02 mg/ml DNaz
ve 20 mg/ml RNAse-A ile 17 saate kadar 37°C'de ajitasyonla isleme tabi tutulan
domuz aort kapakgiklart hiicrelerini cansiz hale getirilirken, hiicresel materyalin

dokudan uzaklastirilamadigi gézlenmistir ( Grauss vd. 2005).

Enzimatik hiicresizlestirme yontemleri, doku ve organlarin ECM’si iizerinde

olumsuz bir etkiye neden olmamaktadir. Tripsi/EDTA kullanimi genellikle
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dokudaki kollajen miktarin1 etkilememektedir. Tripsi/EDTA’nin  uzun siire
maruziyeti zamanla elastin igerigini ve GAG’lar1 biiyiik 6l¢iide azaltirken en ¢ok
kondroitin stilfatlar, keratin siilfatlar ve dermatan siilfatlar1 etkilemektedir (Badylak

vd. 2004).

Bu tiir enzimatik hiicresizlestirme protokolleri sonucunda geriye kalan ECM’nin
endotelyal hiicre buyumesini in vitro olarak destekledigi goriilmektedir (Schenke-
Layland vd. 2003). ECM’nin altyapis1 ve bilesimi tizerindeki yikici etkileri en aza
indirmek icin uygulanan yontemlerin maruz kalma siirelerinin sinirlandirilmasi arzu

edilmektedir.

2.3 Hiicre Dis1 Matris (ECM)

Hicre dis1 matris (ECM), her dokuyu olusturan hiicreler tarafindan sentezlenen,
farkli bilesime ve fiziksel ozelliklere sahip yapisal proteinler, lipitler, proteoglikanlar
ve diger biyomolekiillerden olusan karmasik bir yapidir (Badylak vd. 2011). Bir
dokunun hiicre ve ECM’si, davranislarini degistirmek i¢in ECM’deki sinyallere yanit
veren hiicrelerle dinamik karsiliklilik durumunda bulunur ve hiicreler, ECM’nin

organizasyonunu ve bilesimini degistirir (Nelson vd. 2006).

Her dokudaki ECM'nin mimarisi ve bilesimi benzersizdir, dolayisiyla o dokunun
islevselligini tanimlar. Bununla birlikte, her spesifik ECM proteininin yapisi ve
bilesimi, tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide korunur, ECM'yi biiylik 6l¢iide bagisiklik
reddi olmadan tiirler i¢inde ve arasinda taninabilir hale getirir (Gilbert 2012). ECM
iskeleleri, ECM'ye zarar vermeden bagisiklik reddini tetikleyecek hiicresel antijenleri
¢ikarmak i¢in uygun sekilde islendiginde, yaralanmadan sonra dokunun yeniden
modellenmesini tesvik etmek i¢in gii¢lii bir kaynaktir. "Yapict yeniden modelleme",
ECM iskelelerinin, skar dokusunun aksine implantasyon bolgesinde bélgeye uygun

doku olusumunu tesvik ettigi anlamina gelir (Badylak 2007).

ECM sadece destekleyici bir malzeme olarak degil, ayn1 zamanda hiicrenin hayatta
kalmasini, ¢ogalmasini, morfogenez ve farklilasma gibi hiicresel fonksiyonlarin

duizenlenmesi gorevini de gérmektedir (Adachi vd. 1997).
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ECM'den olusan biyolojik iskele malzemeleri, hem preklinik hayvan caligmalarinda
hem de insan klinik uygulamalarinda cesitli dokularin yapici yeniden sekillenmesini
kolaylastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan malzemelerdir. Bu iskele malzemelerini
olusturmak igin kullanilan ECM, deri (Chen vd. 2004), ince bagirsak submukozasi
(Badylak vd. 1989), idrar kesesi (Gilbert vd. 2005), kan damarlar1 (Conklin vd. 2002)
ve kalp kapakgiklar1 (Bader vd. 2005) dahil olmak tiizere bir¢ok farkli dokudan

toplanabilir.

2.3.1 Hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris (AECM) iskeleleri

Doku iskeleleri, doku miihendisliginin son yillarda hizla gelismesiyle birlikte,
biyouyumluluk, biyoaktivite ve destekleyici hiicreler i¢in iyi olarak tanimlanabilecek

diizeyde mekanik 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi kaynagi olmaktadir.

Tasarlanan doku iskeleleri arasinda, hiicresizlestirme yontemleri kullanarak insan
veya hayvan doku ve organlarindan elde edilen biyomalzemeleri ifade eden,
hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris (dECM) doku iskeleleri ile, hasarli doku ve
organlarda yeniden modellenmesi, yenilenmesi veya desteklenmesi amaciyla

rejeneratif stratejiler gelistirilmektedir (Zhang vd. 2022).

Temel olarak, kollajen (Chen vd. 2016), elastin (Ramaswamy vd. 2019), fibronektin
(Catoira vd. 2019), laminin (Song vd. 2011) gibi hiicre dis1 makromolekiiller igeren
tic boyutlu ECM’den olusan dECM doku iskeleleri, ilk olarak asil tendon onarimi
igin ince bagirsak submukoza matrislerinden elde edilmistir (Badylak vd. 1995).
2008 yilinda yapilan bir c¢alismada biyo-yapay kalp tasarlamak ilk kez
hiicresizlestirilmis kalp matrisi (Ott vd. 2008), ardindan 2010 yilinda akciger
rejenerasyonu ve transplantasyonu amaciyla hiicresizlestirilmis akciger matrisi (Ott
vd. 2010), yeniden hiicrelendirerek nakledilebilir karaciger greftlerinin gelistirilmesi
amaciyla hiicresizlestirilmis karaciger matrisi (Uygun vd. 2010), 2013 yilinda
bobregin rejenerasyonu ve ortotopik transplantasyonu amaciyla hiicresizlestirilmis
bobrek matrisi (Song vd. 2013) kullamilmustir. 2014 yilindan itibaren dECM
hidrojelleri, 2017 yilinda ise kok hiicre igeren dECM biyomiirekkepleri ile, Ug
boyutlu (3B) biyobaski teknolojisi kullanilarak doku iskeleleri tasarlanmistir (Pati



vd. 2014). 2021 yilinda yapilan son calismalarda ise, dECM materyallerini analiz

etme amaciyla proteomik yontemler gelistirilmistir (Asthana vd. 2021).

Bu gelismelerden sonra, hiicresizlestirilmis doku ve organlardan tiiretilen ¢esitli ti¢
boyutlu doku iskeleleri, dermal doku onarimi, kalp kapak¢igi degisimi ve vaskiiler
doku rejenerasyonu gibi bir¢ok doku miihendisligi ¢alismalarinda uygulanmigtir
(Hinderer vd. 2016, Chen vd. 2016).

2.4 Uc Boyutlu (3B) Doku iskelesi ve Uretim Yontemleri

Doku miihendisligi stratejileri ile iiretilen doku iskeleleri, hiicreler igin gdzenekli
yaptyl saglayan en Onemli unsurlardan bir tanesidir. Bu gozeneklilik, doku

igerisindeki besin ve oksijen akisina, hiicre gogiine olanak saglar.

Ideal bir 3B doku iskelesi, istenilen dokuya gére uygun mekanik ozellikler,
biyouyumluluk, biyolojik olarak kontrollli parcalanma ve toksik olmama gibi
Ozelliklere sahip olmalidir (Turnbull vd 2018). Doku iskelesinin yiizeyi ayrica,
hiicrenin c¢ogalmasina ve farklilasmasina yardimci olacak sekilde optimize

edilmelidir (Loh vd. 2013).

Doku iskeleleri ve pargalanma {iriinlerinin biyouyumlu olmasi, iskelede kullanilacak
malzemenin hiicreler i¢in toksik olmamasini, viicuttan kolayca atilmasimni ve
varligimin ihmal edilebilir bir bagisiklik tepkisi yaratmasi agisindan oldukca
onemlidir (Lloyd vd. 2001). Kontrolli biyobozunurluk ise doku iskelesinin en temel
ozelligidir. Uretilen bir iskele ¢ok hizli bozunuyorsa, mekanik olarak hasara neden
olabilirken, yeterince hizli bozunmamasi durumunda da iskelenin yabanci maddesine
karst bir inflamatuar yanit olusabilir ve bu da dokunun rejenerasyonunu olumsuz

yonde etkiler (Amaral vd. 2002).

Doku iskelelerinin gézenek boyutu ve yogunlugu ise, hiicresel biiyiime ve baglanma
uzerinde oldukga etkilidir. Gozenek boyutu kiigiildiikge iskelenin yiizey alani artar ve
bu durum hiicrelerin etkilesimi i¢in iskele ligandlarinin mevcudiyetini artirir (Barrere

vd. 2008). Gozeneklerin yapisi, oksijen ve besinlerin i¢ce dogru difiizyonu, atik
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urtnlerin iskeleden disariya dogru difiizyonuna izin verirken, iskeleye hiicre gogiinii
destekler ve ¢evre dokularla etkilesimi i¢in mevcut yiizey alanini gelistirir (O’Brien

vd. 2005).

3B doku iskeleleri, katmanli iiretim ad1 altinda ¢ok ¢esitli teknikler ve bazen de bu
tekniklerin kombinasyonu kullanilarak tasarlanir, fakat karmasik doku iskelesinin
mikro mimarisini olusturmak oldukca zordur. Katmanli iiretimin siirecleri, bilgileri
daha sonra sterelitografi (STL) dosyasina doniistiiriilen bilgisayar destekli tasarim

(CAD) dosyasinda yer alir.

2.4.1 Cozucu dokme/partikil stizme yontemi

Solvent dokim/partikil suzme yontemi, polimerin organik bir ¢Ozucu iginde
cozlinmesine dayanan geleneksel bir iskele Gretim yodntemidir. Bu ydntemde,
kaliplanmis bir yapiya dagilabilen ve ardindan yapi sertlestikten sonra ¢dziinerek
gozeneklerin olusmasini saglayan bir porojen maddeler kullanilir. Polimer ¢ozeltisine
porojenler eklenir ve bdylelikle polimer porojen ag1 elde edilir. Coziicli buharlastikca

polimer sertlestirilir ve porojeni ¢cozmek i¢in su kullanilir.

Bu yontem diizenli gozeneklilige, kontrollii bilesime ve gdzenek boyutuna sahip
basit bir teknik olsa da gézenek seklini kontrol etmek zordur. Baska bir dezavantaji
ise, organik coziiciilerin kullanimimin hiicre ve biyomolekiillerin dogrudan doku

iskelesine dahil edilmesini engellemesidir (Jhonson vd. 2010).

2.4.2 Gaz kopurtme yontemi

Gaz kopurtme yontemi, ¢ozlict dokme/partikiil siizme yonteminde kullanilan organik
coziiclilerin kullanimini ortadan kaldirir. Bu yontemde, polimer boyunca dagilmis
gaz kabarciklarinin ¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi ile gozenekli bir yap1 elde edilir.
Sikistirarak kaliplama ile ilk olarak 1sitilmis kalip i¢inde bir polimer malzemenin kati
diskleri olusturulur. Diskler, 72 saat boyunca CO: gazina maruz birakilarak

karbondioksite doyurulduktan sonra, CO2 basinci atmosferik seviyeye getirilir ve
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bdylece gazin polimer igerisindeki ¢oziinlirliigiiniin hizla diislirilmesi saglanir ve

boylelikle CO2 gaz1 bir arada toplanarak gozeneklilik (%93’e kadar) olusur.

Bu yontemle, hiicrelerin ve biyoaktif molekiillerin dogrudan doku iskelelerine dahil
edilmesi engellenir ve gozenek baglantisi ve boyutunun kontrol edilmesi zordur

(Dehghani vd. 2011).

2.4.3 Emulsifikasyon/ dondurarak kurutma yontemi

Dondurarak kurutma, polimer ¢dzeltisinin dondurulmasi ve polimer agregatlar ile
cevrilenmis ¢dziicii buz kristallerinin olusmasina dayanir. Burada uygulanan basing,
bir vakum yardimiyla donmus ¢oziicliniin denge buhar basincindan daha diisiik
seviyeye getirilir. Boylelikle ¢oziicliniin  dogrudan kati fazdan gaz fazina

siiblimlesmesi saglanir.

Emiilsifikasyon dondurarak kurutma isleminde, emiilsiyon elde etme amaciyla
polimerlerin bir ¢dziicii igerisinde ¢oziilmesi ve su ile karistirilmasiyla baglar. Elde
edilen karisim bir kaliba dokiilir ve faz ayrimi olmadan once dondurulur.
Dondurulmus emiilsiyon daha sonra ¢oziicii ve dagilan suyu uzaklastirmak icin
dondurularak kurutulur ve kati, gézenekli bir iskele elde edilir (Whang vd. 1995). Bu
yontemle gozenek boyutlarint kontrol etmek ve birbirine bagliligi saglamak zor

olmakla birlikte, gézenek boyutu kiicik ve diizensizdir.

2.4.4 Faz ayrim yontemi

Faz ayrimi, homojen polimer-¢oziicli igeren ¢ozeltinin karigmasint Onlemek ic¢in
termal enerji degisimlerine dayanan bir yontemdir. Poli-L-laktik asit gibi polimer,
¢oziicii igerisinde ¢oziindiigiinde, diisiik sicaklikta termodinamik olarak kararsiz hale

gelip, polimer ve ¢oziicii agisindan zengin bir faza ayrilabilir.

Bagka bir deyisle, polimer, yliksek kaynama noktali ve diisiik molekiiler agirlikli bir
¢oziicli i¢cinde yiiksek sicaklikta, polimerin erime noktasinda ¢ozlilmesiyle baslar ve
boylece homojen eriyik bir karisim olusur. Bu asamadan sonra ¢ozelti istenilen
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iskelenin sekline dokiiliir ve kontrollii sogutularak faz ayrimi ile nanolifli bir matris
elde edilir. Coziicii ortamdan uzaklastirildiginda, polimer matrisinde gozenekler

biraktig1 i¢in gdzenekli bir iskele olusur.

2.4.5 Elektro egirme yontemi

Elektro egirme yontemi, dogal ve sentetik polimer ¢ozeltilerinin 2 nanometre ile
birka¢ mikrometre ¢aplarina sahip polimer lifler liretmek icin elektriksel glice dayali
elektrostatik lif olusumu icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. (Ahn vd. 2006).
Bu yontemde, yukli polimer c¢ozelti ipliklerini veya polimer eriyiklerini kilcal bir
borudan, toplayict plakaya dogru ince jetler halinde ¢ekmek i¢in harici olarak

uygulanan elektriksel alan kullanilir.

2.4.6 Ug boyutlu (3B) baski teknolojisi

Doku iskele Uretim yontemleri, genellikle gozenek boyutu ve geometri Uzerinde
sinirli kontrol edilebilirlik saglamaktadir. U¢ boyutlu baski teknolojisinin ortaya
cikmastyla iiretilecek iskelenin mikro mimarisi ve uzamsal igeriginde kontrol
edebilme avantaji elde edilmistir. 3B baski, nesnelerin toz, sivi veya kati malzeme alt
tabakalarinin katman katman islenmesi ile iskeleyi Uretir (Turnbull vd. 2018). Bu
teknoloji ile iskelenin alt katmanindan baslayip insa ederek, yeni olusturulan her
katmanin bir 6nceki katmana yapismasi saglanir ve bu kademeli olarak artan boyutta

bir yapinin elde edilmesi ile sonuglanir.

Doku iskelesinde biyobaski siireci, yapiya dahil edilecek hiicre ve biyomalzemelerin
belirlenmesi ile baglar. Belirlenen hiicreler ve biyomalzemeler, bir iletim ortami veya
biyomurekkep icerisinde kapsullenir ve biyomiirekkep Onceden belirlenmis 3B
geometride dagitan bir 3B yaziciya yiiklenir. Genellikle biyoyazicilarin birden fazla
yazdirma bagligi bulunur ve bu sayede hiicre-biyomalzeme kombinasyonlarinin
basili bir yapida elde edilmesini saglar. Bu sebeple, iretilen doku iskelesinin
mimarisi ve igerigi yiiksek Ol¢iide uzamsal kontrol edilebilmektedir. Baskinin

sonucunda iskele dogrudan implante edilebilir veya in vitro c¢alismalarla
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olgunlastirilabilir (Li vd. 2016). Miirekkep piiskiirtmeli, lazer destekli, mikrovalf ve

ekstriizyon, yaygin olarak kullanilan biyobaski tiirleridir.

2.4.6.1 Murekkep puskirtmeli biyobaski yontemi

Miirekkep piiskiirtmeli baski, iki boyutlu masaiistii pliskiirtmeli yazicilardan tiiretilen
yaygin bir temassiz baski yontemidir. Baski, bilgisayar kontrolii altinda bir substrat
Uzerinde pikolitre hacminde biyomiirekkep damlaciklarinin olusturulmasina ve
konumlandirilmasma dayanir (Saunders vd. 2014). Biyomiirekkep damlaciklarin
akmasi i¢in termal veya akustik kuvvetler kullanilir. Termal uygulamada, baski
kafasinda basing olusturmak igin 1s1 kullanilir ve damlaciklarin akmasi saglanirken,
voltaj uygulanmasi sonucunda ise yeterli basinci saglayan akustik dalgalar olusur ve
damlaciklarin akmasi saglanir. Bu yontem, diisiik maliyet, genis kullanilabilirlik ve
yiiksek baski hizi gibi avantajlar saglarken, enjektor ucunun tikanmasi, hiicre ve/veya
malzemenin termal ve mekanik strese maruz kalma riski gibi dezavantajlar
icermektedir (Cui vd. 2012).

2.4.6.2 Lazer destekli biyobaski yontemi

Lazer destekli baski yontemi, enjektor yerine, hiicre iceren malzemeleri, ilk baski
malzemesi seridinden bir toplayici alt tabakaya dogru iten yiiksek basingli bir balon
olusturmak i¢in darbeli lazer 1s1m1 kullanimina dayanir. Hiicreleri substrat iizerine
yonlendirmek i¢in 151k tuzagi kullanarak lazer isininin odaklanmasini saglayan bu
yontem, hiicreler {izerinde 1s1 kaynakli hasar, yiiksek hiicre ve biyomalzeme

konsantrasyonu ile uzun zaman alic1 seritler olusturma gibi dezavantajlar

icermektedir (Koch vd. 2013).

2.4.6.3 Mikrovalf baski yontemi

Mikrovalf baski, sabit pnomatik bir basing altindaki kii¢iik damlaciklarin, bir valf
acilip kapatilarak kartus uglarindan dagitildigi damlacik tabanli bir baski yontemidir

(Agarwala 2016). Kontrollii bir basing sistemi, biyomiirekkebi enjektér gecmeye
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zorlarken, valf, mekanik, elektriksel ve manyetik etki altinda acilip kapanabilir.

Mikrovalf baski yontemi, yiiksek baski hizi ve yiiksek hiicre yogunluguna sahiptir.

2.4.6.4 Ekstrizyon baski yontemi

Ekstriizyon baski, malzeme filamentlerini biriktirmeye dayanan yontemdir. Bu
yontemin diger baski yontemlerinden farki damlacik olusumu icermemesine dayanr.
Enjektorden biyomiirekkep ekstriizyonunu saglamak igin, siringaya pnomatik veya
mekanik basing uygulanir. Bu yontem c¢ok yiiksek hiicre yogunlugu biriktirme
yeteneginden dolayr 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Ekstriizyon baski yontemi,
doku sferoidleri, hiicre peletleri, hiicresizlestirilmis matris bilesenleri ve hiicre igeren
hidrojeller gibi farkli biyomiirekkeplerin basarili bir sekilde baskis1 saglanmistir. Bu
yontemin sinirlama ve zorluklar1 arasinda, yiiksek baski ¢oziiniirliigiinii elde etme,
baski ucunun hiicreler {izerindeki kesme gerilim etkisi ve yazdirilabilir

biyomiirekkeplerin gelistirilmesi yer almaktadir (Ozbolat vd. 2016).

2.4.6.5 Stereolitografi (STL)

Stereolitografi, bilinen en eski 3B baski yontemlerinden biridir. Bu yontemde sivi,
ultraviyole (UV) ile kiirlenebilen fotopolimer recgineyi katman katman polarize etmek
i¢in, lazerin kullanimina dayanir ve sonucunda t¢ boyutlu bir model elde edilir. UV
lazer ile modelin enine kesiti kalinlastirilir ve her enine kesitten sonra baski
platformu, sertlesme icin, kat1 polimeri bir baska re¢ine tabakasi ile kaplayarak asagi
hareket eder. Stereolitografi baski yontemi, mikrometre ¢oziiniirliik ve kontrollii
mimari ile doku iskelelerinin hizli bir sekilde iiretilmesini saglarken, bir yandan da

oldukca maaliyetli ve kullanimi sinirli malzemeler igerir (Kim vd. 2010).

2.4.6.6 Segici lazer sinterleme (SLS)

Secici lazer sinterleme, toz malzemeyi sinterleyerek bir tozun katman katman
kaynastirilmasi i¢in bilgisayar kontrollii lazer 1smi1 ile 3B yapiyr olusturan baski
yontemidir (Williams vd. 2005). Bu yontem, trabekiiler kemige benzer mekanik

Ozellikte biyoaktif ve kompozit iskelelerin iiretilmesi ile basarili olsa da, yiiksek
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sicaklik faktorii, hiicre ve biyomalzemelerin bu yontemde doku iskelesi

olusturmasini engeller (Xia vd. 2013).

2.4.6.7 Eriyik yigma modelleme (FDM)

Eriyik y1igma modelleme, termoplastik bir malzemenin, sicaklik kontrollii bir yazici
baslig1 yardimiyla, platforma katman katman yerlestirilmesi ile 3B yapiy1 olusturan
yontemdir. Termoplastik filament, 1sitilmis yazici bashiga gonderilir ve bu da
filamentin erimesine neden olarak polikaprolakton (PCL) gibi yar1 eriyik bir
polimerin ince katmanlarin sira sira hassas bir sekilde yigilmasini saglar. Eriyen
filament, baski ortaminin havasinda sogur ve filamentin doku iskelesi olusturmak
igin hizli bir sekilde kaynasmasini saglar (Zein vd. 2002). Bu yontem sentetik doku
iskelesi tiretiminde basarili bir sekilde kullanilmistir, ancak bu yontem de SLS gibi

yiiksek sicaklik icerdiginden biyomolekiiller ve hidrojellerin kullanimini engeller.

3B baski teknolojisindeki tiim bu katmanli iiretim yontemleri, kismen hastaya 6zel
tasarimindan dolayi, biyomalzemeler, doku miihendisligi ve biyofabrikasyondaki
uygulamalar i¢in glinlimiizde giderek daha fazla kullanilmaktadir ve her fabrikasyon
teknolojisi, ideal bir baski ¢oziiniirlik araligina sahiptir (Henkel vd. 2013, Dalton vd.
2021). Birgok baski tekniginde bu ¢6ziiniirliik 50-500 um araligindadir.

Biyomedikal uygulamalarda, doku mikro mimarisini ¢ogaltmak amaciyla, diisiik
mikrometre veya nanometre Ol¢eginde daha da kiigiik yapisal o6zelliklerin
basilabilmesi gerekmektedir. Bu ozellikteki kucuk lifli ¢aplar, ¢ozelti elekrogirme,
eriyik elektroegirme ve eriyik elektroyazim (MEW) gibi elektro-hidrodinamik
tekniklerle elde edilebilir (Brown vd. 2014).

2.5 Elektro-Hidrodinamik Baski Teknikleri

2.5.1 Cozelti elektro egirme

Cozelti elektro egirme cihazi, ince bir enjektdre bagl siringa, bacing uygulayan

siringa pompasi, yiksek voltaj saglayicisi ve toplayicidan olusur. Enjektdrden
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toplayictya uygulanan elektrik alani kullanilirken siirekli bir polimer ¢ozelti jeti
olusturulur. Coziici ise biriktirme sirasinda veya sonrasinda kendi kendine
buharlagtirma yoluyla uzaklastirilir. Polimer jet, iyonlarin elektrostatik itmeleri ile
ylizey gerilimi arasindaki dengeden dolay1 daralir ve konik seklindeki jet kollektore
dogru firlatilir. Uygulanan voltajin artmasiyla enjektor ucundaki filament ‘Taylor
konisi’ adi verilen konik sekilli bir jet akimina doniisiir (Dalton vd. 2017). Jet,
kollektore yaklastikca yogunlasan ylizey ytikleri, “kirbaglama™ olarak adlandirilan
ikincil bir elektriksel kararsizliklarin meydana geldigi bir seviyeye ulasir. Elektrik

karasizliginin fazlasi, polimer jetinin nano 6lgekli boyutlara gerilmesini saglar (Han
vd. 2007).

2.5.2 Eriyik elektro egirme

Eriyik elektroegirme tekniginde polimer jet, enjektor ucunda elektrostatik ¢ekme,
yiizey gerilimi ve viskoelastik kuvvetlere maruz kalir. Polimer, ¢ok daha yiiksek
viskozite ve diisiik iletkenlik ile erir ve biriktirme sirasinda daha kararli piiskiirtmeye
yol acar. Boylelikle kontrollii bir sekilde filament eldesi kolaylasir. Eriyik
elektroegirme teknigi ile elde edilen filament, ¢ozelti elektroegirme teknigi ile
kiyasladiginda daha buyik gozeneklilik, lif caplari ve yiiksek ylizey kalitesine
sahiptir. Ayrica bu teknikte, herhangi bir ¢oziicli igerisinde ¢oziinmeyen polimerler
islenebildigi igin, ¢ozelti elektroegirme teknigindeki gibi ¢oziicliniin uzaklastirilmasi

gerekmez ve bu da teknigin maliyetini diistiriir (Lian vd. 2017).

2.5.3 Eriyik elektro yazim (MEW)

Eriyik elektro yazim (MEW), farkli parametreler ve dogrudan yazmay1 kolaylastiran
hareketli bir toplayici haricinde, eriyik elektroegirme benzeri bir konfigilirasyona
dayali, mikro ve nanometre aralifinda lifler iiretebilen, yliksek c¢oziiniirliklii bir

katmanli tiretim yontemidir (Henkel vd. 2013).

Tipik bir eriyik elektroyazim cihazi, metal bir enjektore gonderilen siringa igindeki
malzemeyi eritmek ig¢in, bir 1sitma sistemi bulunduran baski basligindan olusur.

Baski basligi, bir kollektor lizerine dogrudan yazimin saglanmasi igin bilgisayar
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destekli bir ceviri sistemi ile donatilmistir (Dalton vd. 2021). Dagitim sistemi olan
hava basinci, polimerin ekstriizyonunu enjektdr boyunca erimeye zorlar ve enjektor
ile toplayici arasinda uygulanan potansiyel fark bir elektrik alan olusturur. Bu sistem,
eriyik elektroegirme yontemine benzese de 6zellikle “kollektor mesafesi” ve gerekli
elektrik alanina gore Oonemli farkliliklara sahiptir (Dalton 2017). MEW baski
tekniginde kullanilan polimer eriyikleri diger tekniklerdeki polimerlere gore daha
viskozdur ve ayrica ¢oziicii temelli tekniklere gore daha az ylklenebilen daha az

molekdler ture sahiptir.

MEW’de polimer jetin baglatilmasi, enjektdre giden kiitle akis hizina, uygulanan
gerilime ve kolektér mesafesine baglidir. Jet baslangici, akis hizina veya eriyik
polimerin viskozitesine bagli olarak bir veya birkag¢ dakika siirebilir. Erimis polimer
jet voltaj ile dengelendigi i¢in elektroegirmede goriilen elektriksel kararsizlik burada

gerceklesmez.

+1:00 min +1:14 min +1:16 min +1:19 min +1:21 min * 146mm

nlnaleale s s ook

ol sl S

Sekil 2.1 MEW teknigi ile PCL polimerinin jet baslangici (Dalton vd. 2021)

Sekil 2.1°de, Paul Dalton (2021), eriyik elektroyazim teknigi ile, poli(e-kaprolakton)
(PCL) polimerinin jet baslangicin1 su sekilde agiklar; PCL eriyik damlasina yiiksek
voltaj ile elektrik alan1 uygulandiginda, yiikler toplayiciya en yakin sivinin yiizeyinde
birikir. Eriyik damlanin hacmi 1 dakika veya daha uzun bir siire igerisinde artik¢a
deforme olur ve daha sonra kolektor (zerindeki (+1:16 dakikada, sari ok ile
gosterilen) sivi kolonuna ve jete neden olur. Taylor konisindeki fazla hacmin
toplayiciya g¢ekilmesi i¢in yaklasik 30 saniye daha gerekir ve bu slrenin sonunda

(+1:48 dakikada), eriyik elektroyazim jeti dogrudan yazmaya hazir hale gelir.
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Elektroaktif polimerler (Dalton vd. 2019), suda ¢6zinebilen polimerler (Groll vd.
2014), hidrojeller (Luxenhofer vd. 2020), PCL gibi polyesterler (Castilho vd. 2017),

eriyik elektroyazim teknigi ile islenebilir.

MEW i¢in “altin standart” olarak degerlendirilen ve bu nedenle en ¢ok kullanilan
polimer PCL’dir. PCL, disiik erime sicakligi (60-90°C) ve hizli katilagsabilme
ozelliginden dolayr eriyik elektroyazim ile kolayca islenebilen, yar1 kristalli ve
biyolojik olarak parcalanabilen bir polyesterdir. PCL ayrica, farkli molekiiler
agirliklara sahip olmasi ve farkli hiicre tipleri ile etkilesiminden dolayr doku
miihendisligi ve biyomedikal alanlarda siklikla tercih edilmektedir (Hutmacher vd.
2019).
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3. KAYNAK OZETLERI

Deri dokusunun hiicresizlestirilmesi ve karakterizasyonu, deri doku miihendisligi
calismalarindaki kullanomi ve MEW ile baskilanmis PCL iskelelerinin doku
miithendisligi calismalarindaki kullanimlar1 asagidaki ¢alismalarda Ozet olarak

anlatilmistir.

Kamalvand vd. 2021 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, balik deri dokularini 7
farkli teknik (fiziksel, kimyasal ve enzimatik) tasarlayarak hicrelerinden
arindirmiglardir.  Hiicrelerinden arindirilmis deri dokularinin  DNA ve GAGs
icerikleri degerlendirilmis ve Hematoksilen & Eozin (H&E), Masson Trikrom
boyamalari ile histolojik goriintiileri analiz edilmistir. Hlicre kiltiir calismalarinda 72
saatlik toksisite deneyi ile hiicrelerin doku iskelesi iizerinde yasayabilirligi ve
c¢ogalma hizin1  degerlendirmislerdir. ~ Bulgular sonucunda, en basarili
hiicresizlestirmenin hipertonik ve hipotonik yontemlerle ve Triton X-100 ile
gerceklestigi sonucuna varmuslardir. Ayrica hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 sonucunda
hiicrelerin hiicresizlestirilmis matris lizerinde etkili bir yapisma gosterdiginden, doku
iskelelerinin  cilt doku rejenerasyonu i¢in uygun bir aday oldugunu

degerlendirmislerdir.

Kim vd. 2018 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, temel ECM bilesenlerinin yani
sira uygun Dbiiyime faktorlerinin ve sitokinlerin korundugu basarili  bir
hiicresizlestirme islemi ile domuz derisini ilk kez basilabilir bir malzeme olarak
formle etmislerdir. Hiicresizlestirilmis deriden tiiretilen bu biyomirekkep, liyofilize
deri dokunun 100mg doku basma 15mg pepsin igeren 0.5M asetik asit icerisinde
¢coziinmesiyle elde edilmis ve yara Ortii malzemesi amaciyla tam kalinlikta insan

derisi modeli yazdirmak i¢in kullanilmistir.

Heterogeneous rectangle

Heterogeneous circle

=

Sekil 3.1 dECM bioinkin basilabilirlik testleri (Kim vd. 2018)
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Calisma sonucunda, hiicresizlestirilmis ECM kullanarak olgunlastirilmis 3B hiicre
baskil1 deri yamasi ticari 3B hiicre baskili tip-1 kollajen ile kiyaslanmig ve minimum
biiziilme ile stabilize edilmis ve in vivo ¢alismalarin neovasklerizasyonu,yeniden
epitelizasyonu ve kan akisini hizlandirdig1 ve ayrica yara kapanmasini 6nemli 6lgiide

uyardig1 degerlendirilmistir.

Jorgensen vd. 2020 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada, insan derisinin
hiicresizlestirilmesinden elde edilen ECM ile desteklenmis fibrinojen hidrojelinin,
fiziksel ve biyolojik Ozelliklerini ve olusan hibrit hidrojelin U¢ boyutlu
basilabilirligini degerlendirmistir. Deri dokusu %0.25 tripsin ve %21 Triton X-100
cozeltileri kullanilarak hiicresizlestirilmistir. Ardindan hiicresizlestirilmis ECM
cozeltisi ile fibrinojen hidrojeli farkli konsantrasyonlarda karistirilarak basilabilirligi

denenmistir.

Fibrinogen + 0% ECM Fibrinogen + 1% ECM Fibrinogen + 2% ECM

RIS
s v v

Sekil 3.2 Hidrojel tipine gore ii¢ kopya halinde yapay basilabilirlik testlerinin
temsili gorlntdleri  (Jorgensen vd. 2020)

Calismanin sonucunda, hibrit hidrojellerin, 8 mm, 4 mm, 2 mm ve 1 mm bosluk
genisliklerinde sadece fibrinojen iceren hidrojellere gore daha az sapma oldugunu ve
bu durumda ECM takviyeli hidrojellerde sekil dogrulugunda genel bir gelisme
oldugunu gostermislerdir. Ek olarak hiicre kiiltiir ¢aligmalarinin sonucunda, hibrit

hidrojellerin  fibrinojen hidrojellere kiyasla hiicre canliligint dnemli o&lgiide
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tyilestirildigi gdzlenmis ve biyobaskili hibrit hidrojelin yeni damar olusumu ile

birlikte cilt yara rejenerasyonunu destekleyebilecegi sonucuna varilmistir.

Pati vd. 2022 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, keci deri dokusunu kimyasal ve enzimatik
yontemler disinda, sodyum kloriir ile hipotonik/hipertonik c¢ozeltisini kullanarak
basarili bir alternatif hiicresizlestirme yontemi gergeklestirlmislerdir. Liyofilize
edilmis hiicresiz deri ECM’si 6giitiilmiis ve kullanilan dokunun %10’u kadar pepsin
ile 36 saat boyunca 0.5 M asetik asit ¢ozeltisi ile kismi sindirimi saglanarak, iyi
kesme incelmesi ve kesme geri kazanimi Ozellikleri sergileyen bir 3B basilabilir
hidrojel tasarlamislardir. Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli, pnomatik basinca
dayal1 ekstriizyon bask1 yaklagimiyla yatak {izerinde biriktirilerek her bir baski kafasi

icin malzeme akisi, ayr1 ayr1 basing ve akis hiz1 parametreleriyle kontrol edilmistir.

0.1 bar 0.2 bar 0.3 bar

Sekil 3.3 A) 0.25 mm enjektdr ucu ile farkli basing kosullarinda 3B baski
denemeleri, B) Optimize edilmis yazdirma parametrelerinde ddECM
hidrojel ile basilmis yapilar (Pati vd. 2022)

Calismalarin sonucunda, diger hiicresizlestirme yontemleri ile kiyaslandiginda,
uygulanan  bu hipotonik/hipertonik  sodyum  Klorlr  yonteminin  DNA
konsantrasyonunun etkili bir sekilde azaldigint ve GAG ve kollajen igeriginin daha
iyi  korundugunu  dogrulamislardir.  Reoloji  analizi  degerlendirildiginde,

hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojellerinin yeterli ag giicline, viskoelastik davranisa
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ve akma gerilimine sahip oldugu goézlenmistir ki bu da hidrojelin ekstriizyon tabanl
3B biyobaski ile yazdirilabilecegini dogrular. EK olarak tasarlanan hidrojelin, Gstiin
hiicresel tepkilere sahip cilt doku iskeleleri olusturmak i¢in uygun oldugu ve doku

miithendisligi ve rejeneratif tipta uygulanabilecegi Onerilmistir.

PCL son zamanlarda, 6zellikle MEW tekniginin gelistirilmesi ile birlikte farkli doku
miithendisligi calismalarinda en ¢ok tercih edilen polimerlerden biri olarak yer

almaktadir.

Hewitt vd, onarilmasi zor yanik ve tam kat yara olusumlarinda cilt yenilenmesini
desteklemek i¢in 2019 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, biyouyumlu ve
biyobozunur PCL polimerini, biyoaktif doku iskeleleri olusturmak i¢in ortaya ¢ikan
MEW yontemi ile yazdirmiglardir. Bu calismada, PCL polimerinin biyolojik
islevselligini artirmak igin, farkli konsantrasyonlarda, biyoaktif sut proteinleri
(laktoferrin ve peynir alt1 suyu proteini) ile PCL birlestirilmis ve MEW yontemi ile
Uc¢ boyutlu baskis1 alinarak, doku yenilenme kapasitesi fiziksel ve kimyasal olarak

karakterize edilmis ve biyolojik aktiviteleri in vitro ¢caligmalarla degerlendirilmistir.

Bulgular sonucunda, siit proteinlerini igeren MEW baskili PCL doku iskelelerinin,
yiiksek gozeneklilik, diisiik bozunma ve hizli protein salinimi gergeklestirdigi rapor
edilmistir. Ayrica, insan keratinosit ve dermal fibroblast hiicreleri kullanilarak in
vitro deri modeli araciligiyla belirlenen biyolojik aktivite, siit proteini iceren PCL
doku iskelesinin, tek basina PCL’ye kiyasla hiicre biiyiimesini ve yayillmasini 6nemli
Olciide artirdigin1 ve bu doku iskelelerinin doku rejenerasyonunda potansiyel bir

kullanim sergileyebilecegini gdstermislerdir.

Kog¢ vd 2022 yilinda yapmis olduklari bir ¢caligmada, MEW ile yazilmis PCL ve
PCL-biyoaktif cam parcaciklari ile gliglendirilmis hidrojel matrisi igeren, hibrit doku
iskeleleri tasarlamis ve yara iyilesmesi ve deri doku miihendisligi uygulamalari igin
kullanimin1 degerlendirmislerdir. MEW ile iiretilen PCL fiberler, farkli biiyiime
faktorii tasiyict mikrokiireler ile yiiklenmis foto ¢apraz baglanabilir jelatin hidrojel
matrisleri ile doldurularak tasarlanmistir. Daha sonra bu hibrit iskelelere inorganik

biyoaktif cam parcaciklar eklenerek etkisi incelenmistir.
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Caligmanin sonucunda, hibrit doku iskelelerine, bliyiime faktorlerinin ve biyoaktif
camin secgici olarak dahil edilmesiyle tedavi edilen yara gruplarina kiyasla, yara
kapanma oraninin ve ikincil yara iyilesme indekslerinin 6nemli Olgiide 1yilestigi
gosterilmistir. In vitro veriler, hibrit doku iskelelerin biyouyumlu oldugunu ve foto
capraz baglanabilir hidrojel matrisinin, hiicre canliliginda 6nemli bir diisise neden
olmadigini gostermistir. Ayrica, in vivo ¢alisma sirasinda yara dokularinin histolojik
incelemeleri, deneylerin 7. ve 21. giinlerinde kontrol grubuna kiyasla aktif
biyomolekiillerle tedavi gruplarinda graniilasyon dokusunda artis, fibroblastik
proliferasyon, kollajen artisi ve epitel hiicrelerinin rejenerasyonunda bir artis
gozlenmistir. Sonu¢ olarak bu galismanin bulgulari, MEW teknigi ile elde edilen
mikron boyutlu polimerik ag yapilarinin, hidrojel matrislerini giiglendirmesiyle
olusan ve aktif biyomolekiillerin dahil edildigi hibrit doku iskelelerinin, geligsmis yara

iyilesmesi i¢in biiyiik bir kullanim potansiyeli oldugunu gostermistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Sican derileri, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’nden, %0.09 (v/v) NaCl ¢ozeltisinde laboratuvara
getirilmistir ( Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi —
Say1 No: 66332047). Sigan deri dokular1 hiicresizlestirme isleminden Once tiraglanip
ince kesitler halinde pargalara ayirilmis ve kullanilmadan 6nce -80°C’ de muhafaza
edilmistir. Sigan deri dokularinin hiicresizlestirme islemi igin, Tripsin-EDTA
(Merck, Almanya), Triton X-100 (Merck, Almanya), sodyum azid (Merck, Almanya)

kullanilmistir.

Hiicresizlestirilmis deri dokularin DNA miktarinin belirlenmesi i¢in Thermo
Scientific GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, ABD),
kollajen miktarinin belirlenmesi i¢in Hidroksiprolin Kiti (Shangai Coon Koon
Biotech Co, Cin) kullanilmistir. Absorbans olgtimleri i¢in bir mikro plaka okuyucu
(Thermo Scientific, Multiskan Sky Microplate Spectrophotometer, ABD)

kulanilmustir.

Eriyik elektroyazim teknigi icin, Axolotl Biosystems-MEW cihaz1 (Axolotl
Biosystems, Turkiye) kullanilmistir. Ug boyutlu nanofiber doku iskelelerini elde
etmek icin PCL poli(e-kaprolakton) (e-Sun, Cin) kullanilmistir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 37°C, %5 CO2 ve %95 nem ortami saglayan inkiibator
(Panasonic, Japonya) ve laminer akis kabini ile gerceklestirilmistir. Besiyeri olarak
DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) (Gibco,
ABD), antibiyotik-antimikotik, fetal sigir serumu (FBS), Tripsin/EDTA

kullanilmastir.

Insan dermal fibroblast ve fare fibroblast hiicrelerinin gériintiilenmesi invert
mikroskop (Thermo Scientific, ABD) ile gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin

kalitatif analizi icin Akridin oranj/Propidyum iyodur kullanilmistir. Sitotoksisite
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testleri icin MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid reaktifi ve
LDH test kiti (Roche Diagnostics GmbH, Almanya) kullanilmistir.

4.2 Yontem

4.2.1 Hiicresizlestirilmis sican deri ECM iskelelerinin hazirlanmasi

Tiraslanan ve ince kesitleri alinan deri dokusu, deiyonize su ile yikanmis ve daha
sonra hiicresizlestirme islemi gergeklestirilmistir. Hiicresizlestirme isleminin ilk
asamasinda sican derileri, epidermisi ve diger bazi hiicresel bilesenleri dermal
matristen ayirmak icin, oda sicakliginda 0.5 mM EDTA iceren %0.25 tripsin
cozeltisinde 48 saat manyetik karistiriciya birakilmigtir. Bakteri {iremesini 6nlemek
icin, c¢ozeltiye %0.02 (a/h) sodyum azid eklenmistir. Birka¢ kez deiyonize su ile
yikama isleminin ardindan dokular, oda sicakliginda 24 saat boyunca %0.5 Triton X-
100 deterjani ile siirekli karistirilmistir. Dokular, deterjanin uzaklastirilmasi icin

deiyonize su ile ikiser defa 30 dakika yikamaya birakilmistir.

Hiicresizlestirme asamalar1 tamamlandiktan sonra dokular -80°C’ye kaldirilmis ve
daha sonra 48 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen dokular 6giitiicli yardimi ile

toz forma getirilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.1.1 Hiicresizlestirilmis sican deri ECM’sinin jellestirilmesi

Hiicresizlestirildikten sonra ogiitiilerek toz forma getirilen %5 (a/h) oraninda sican
deri dokulari, bir kollajen kaynagi olarak tanimlanabilecek %1.5 (a/h)
hiicresizlestirilmis sican kuyrugu tendonu iceren 0.05 M asetik asit c¢ozeltisi
igerisinde 24 saat boyunca mekanik karigtirict yardimi ile karistirllmistir. Cozelti,
deri kalintilarinin giderilmesi amaci ile homojenizatérden gegirilmis ve ¢ozeltinin
jellesmesi gerceklestirilmistir. Jellesen ¢6zelti daha sonra 1M NaOH ilavesi ile

noétralize edilmistir.
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4.2.1.2 3B yazci ile hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojelinin doku iskelesi
baskilanmasi ve ¢apraz baglama yontemi

Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojellerinin katmanli doku iskelesi tiretimi igin 3B
yazict (Axolotl Biosystems, Tirkiye) kullanilmistir. Hiicresizlestirilmis deri ECM
hidrojelinin 3B basimi i¢in 10 mL sirmga kullamlmustir. Iskele tasarimi 30x30x5
kutu modeli ile x, y, z boyutlar1 0.6 mm olacak sekilde bilgisayar programi araciligi
ile kare olarak ayarlanmigtir. Deri ECM hidrojellerinin, enjektdr ucu, basing,
gozenek dolulugu gibi farkli basim parametreleri kullanarak, herhangi bir sicaklik

islemi uygulanmadan baskilar1 alinmistir.

3B baskisi alinan hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli, EDC (1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil) karbodiimid) / NHS (N-hidroksisuksinimid) kullanilarak c¢apraz
baglanmistir. EDC ve NHS, MES (2-(N-Morfolino) etansilfonik asit) tamponu
icerisinde ¢Oziinmiis ve baskisi alinan doku iskelelerinin ylizeyi kaplanacak sekilde
eklendikten sonra 4 saat bekletilmistir. Capraz baglama islemi tamamlandiktan sonra

baskili doku iskeleleri PBS ile yikanarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.2 Eriyik elektoryazim (MEW) yontemi ile 3B PCL doku iskelelerinin
hazirlanmasi

Eriyik elektroyazim teknigi ile fiber doku iskeleleri tiretmek amaciyla tibbi simif PCL
alinmustir. Fiber doku iskeleleri Axo-MEW 3B yazici ile iiretilmistir. Iskele
tasariminda onceden tasarlanmig 30x30x5 box modeli, bilgisayar programi aracilig
ile X,y,z boyutlar1 1,6 mm ve doluluk oran1 %50 olacak sekilde ayarlanmistir. Eriyik
elektroyazim ile yazdirilacak olan boncuk seklindeki PCL polimeri metal enjektére
doldurularak, enjektor sicakligi PCL’nin erime sicakligina gore 100°C’ye ayarlanmis

ve yazdirmaya hazir hale getirilmistir.
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Sekil 4.1 MEW teknigi ile bazi PCL baski denemeleri

PCL doku iskelelerinin eriyik elektroyazim yontemi ile yazdirilmasi sirasinda
uygulanan farkli enjektor uglari, kollektor mesafesi, gerilim ve basing ile PCL fiber
doku iskeleleri elde edilmistir.

4.2.3 Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojelleri ile modifiye edilen PCL doku
iskelelerinin hazirlanmasi

Eriyik elektroyazim teknigi ile yazdirilan PCL doku iskeleleri, 3B baskili
hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli ile “sandvi¢c modeli” seklinde tasarlanarak
modifiye edilmistir. Ug boyutlu basilmis ve ¢apraz baglanmis deri ECM hidrojeli,
eriyik elektroyazim ile yazdirilan PCL doku iskelesinin tzerine koyulur ve PCL doku
iskelesi katlanarak tiggen seklindeki sandvi¢ modeli olusturulmustur. Daha sonra

eritilmis PCL yardimu ile katlanan iskele kenarlarinin yapistirilmasi saglanmastir.
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4.2.4 Hiicresizlestirilmis deri ECM’sinin karakterizasyon ¢cahismalari

4.2.4.1 Hiicresizlestirilmis deri dokularimin DNA iceriginin belirlenmesi

Hiicresizlestirme isleminden sonra deri dokusunda kalan artik DNA miktarinin
belirlenmesi i¢in DNA igerik analizi yapilmistir. Islem gérmemis dogal deri (kontrol)
doku ve hiicresizlestirilmis deri doku i¢in 6rnek sayisi 3 tekrar olarak belirlenmistir.
Liyofilize edilen kontrol ve hiicresizlestirilmis deri doku 6rnekleri 10 mg tartilir ve
tizerine 180 pL pargalama ¢o6zeltisi ile 20 pL Proteinaz K eklenerek vortekslenmistir.
Ornekler, 56°C calkalamali su banyosu yardimi ile parcalanana kadar inkiibe
edilmistir. Daha sonra DNA kantifikasyon kitinin (Genomic DNA Purification Kit,
Thermofisher, ABD) talimatlart uygulanmistir. DNA igerigi, Thermo-Scientific
Multiscan GO pdrop plaka okuyucu ile Ol¢lilmiis ve DNA miktar1 ylizde azalma

olarak belirlenmistir.

4.2.4.2 Glikozaminoglikan (GAG) miktarinin tayini

Kontrol deri dokular1 ve hiicresizlestirilmis deri dokularinin ECM’sindeki GAG
miktart Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) metodu kullanilarak belirlenmistir. Her iki
grup igin Ornek sayist 3 tekrar olarak belirlenmis ve liyofilize dokular 10mg
tartildiktan sonra 24 saat boyunca, 65°C calkalamali su banyosu kullanarak 2 mg/ml
proteinaz-K ile enzimatik olarak par¢alanmistir. DMMB ¢6zeltisi, distile su
icerisinde 40 mM NaCl ve 40 mM glisini ¢ozdikten sonra, 0.1 M HCI ve 4mg 1,9-
dimetil-metilen mavisi ¢inko kloriir ikili tuzunun eklenmesi ile hazirlanmistir.
DMMB c¢ozeltisi, bir sonraki kullanima kadar karanlik ortamda muhafaza edilmistir.
Ornekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabmin her kuyucuguna 40 pL hacminde alinarak,
tizerine 200 pL. DMMB ¢ozeltisi ilave edilmis ve 525 nm dalga boyu ile mikroplaka

okuyucuda absorbans dlgtimleri alinmistir.
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4.2.4.3 Kollajen miktar tayini

Kontrol ve hiicresizlestirilmis deri dokularmin Kkollajen miktar degisiminin
hesaplanmasi i¢in Hidroksiprolin test kiti kullanilmistir. Liyofilize edilmis kontrol ve
hiicresizlestirilmis 0.2 g deri doku 6rnekleri 6M hidroklorik asit (HCL) ile 110°C’de
3 saat siireyle parcalamaya birakilmistir. Ornekler 3 saatin sonunda 16000 rpm’de 20
dk santriftij edilerek c¢okeltinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Doku ekstrakti, 96
kuyucuklu kiiltiir kabina 60 uL olacak sekilde eklenmis ve Hidroksiprolin test Kitinin
talimatlar1 uygulanarak mikroplaka okuyucuda 560 nm’deki absorbans degerleri

alinmustir.

4.2.4.4 Bradford (Coomassie brilliant mavisi ) Ydntemi ile total proteinin
belirlenmesi

Hiicresizlestirilmis deri doku ECM’sinin total protein konsantrasyonu Bradford
yontemi ile belirlenmistir. Bradford yontemi, reaktif olarak kullanilan Coomassie
brillant mavisi boyasinin proteinlere baglanarak mavi renk olusturmasi esasina

dayanir ve 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.

Kontrol ve hiicresizlestirilmis deri dokularmnin total protein miktarlari, ticari kit
kullanilarak (ProteinEx™ ,GeneAll) Kitin protokoliine gére gerceklestirilmistir.
Protein miktarinin konsantrasyonunun belirlenmesi igin standart olarak sigi serum
albimin (BSA) kullanilmistir. 10 uL standart BSA ve 10 uL seyreltilmis 6rneklere
90 pL Bradford reaktifi eklendikten sonra karanlik ortamda 30 dk bekletilmistir.
Daha sonra optik yogunluk Ol¢limleri 595 nm’de mikroplaka okuyucu ile
Ol¢iilmiistiir. Standart protein ¢ozeltilerinden (BSA) alinan absorbans 6lgtimleri ile
standart grafigi ¢izilerek, grafik tizerinden 6rneklere ait total protein konsantrasyonu

hesaplanmustir.
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4.2.4.5 Histoloji calismalar

Islem gormemis deri (kontrol) dokulari ve hiicresizlestirilmis deri dokularmin
cekirdek ve sitoplazma biitiinliigii histolojik boyama yapilarak incelenmistir. Kontrol
ve hiicresizlestirilmis deri dokular1 %10 formalin ¢ozeltisi icerisinde 24 saat boyunca
fikse edilmistir. Fiksasyon igsleminin ardindan dokular, 24 saat boyunca distile su
icerisinde calkalamaya birakilmistir. Dokular 2 tekrarli 15°er dakika tekrar distile
suda c¢alkalandiktan sonra suyun tamamen uzaklastirilmasi i¢in alkol serisinden (
30’ar dk. %80- %90- %96) gegirilmis, ardindan 30 dk 2:1 alkol-ksilol, 15 dk 1:2
alkol-ksilol, 15 dk ksilol ¢o6zeltileri ile muamelesinden sonra dokular sertlestirilmis
ve ksilol-parafin (15 dk 2:1 ve 30 dk 1:2) muamelesinden sonra ise parafin eklenmis
bloklara gomilerek 24 saat boyunca 58°C’de parafinin dokuya islenmesi
saglanmistir. Parafin icerisindeki dokular etiivden alinarak iizeri beyaz kasetlerle
kapatilmis ve kasetin iizerini tamamen kaplayacak sekilde parafin eklenerek
sogumaya birakilmistir. Soguyan parafine gomiilii dokular boyamaya hazir hale

getirmek i¢in tiraslanmis ve mikrotom yardimi ile 5 um’lik kesitleri alinmistir.

4.2.4.5.1 Hematoksilen&Eozin boyamasi (H&E)

Hiicresizlestirme yonteminin deri doku (zerindeki etkinligini goriintiilemek
amaciyla, hiicre cekirdeklerini mavi-mor renge, sitoplazmayi ise pembe renge
boyayan H&E boyamas1 yapilmistir. Kesitleri alinan kontrol ve hiicresizlestirilmis
deri dokulari, boyama yapilmadan dnce bir gece boyunca parafinden uzaklastirmak
icin etlive (58°C) birakilmistir. 15 dk’lik ksilol muamelesinden sonra alkol
serilerinden geg¢irilmis ve 30 dk boyunca hematoksilen cozeltisinde bekletilerek
cekirdeklerin mavi-mor renge boyanmasi saglanmistir. Ardindan 2 dk eozin
¢ozeltisine alinarak hiicre dis1 matrisin pembe renge boyanmasi saglanmigtir. Kesitler
boyama islemlerinin ardindan tekrar alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildikten
sonra ksilol ¢ozeltisine alinmis ve entellan aracili@i ile lameller kapatilmistir.
Goriintiilemeye hazir hale gelen boyanmis kesitler 151k mikroskobu (Leica, Almanya)

altinda incelenmistir.
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4.2.4.5.2 Masson trikrom boyamasi

Masson Trikrom, bag dokusu lifleri, kollajen ve hicre ¢ekirdeklerinin
gorintiilenmesinde kullanilan ti¢ renk boyali histoloji protokoliidiir. Bu boya ile bag
doku lifleri kirmiziya, kollajen maviye ve ¢ekirdekler koyu kahve/siyah renklerine
boyanir. Hiicresizlestirilmis deri ve dogal deri dokularimin boyamasi Masson
Trikrom boyama kiti kullanilarak yapilmistir. Kesitleri aliman kontrol ve
hiicresizlestirilmis deri dokulari, boyama yapilmadan &nce bir gece boyunca
parafinden uzaklastirmak icin etiive (58°C) birakilmistir. Boyamaya hazir hale gelen
kesitler ilk olarak karistirilan A ve B soliisyonlarinda 10 dk bekletilmistir. Ardindan
hizlica distile sudan gegirilmis ve C soliisyonuna koyularak 4 dk bekletilmistir.
Kesitler tekrar distile sudan gecirildikten sonra D solisyonuna koyularak 15 dk
bekletilmistir. Distile su ile yikandiktan sonra E soliisyonuna koyularak 5 dk
bekletilmis ve yikama islemi yapilmadan F soliisyonuna koyularak 7-8 dk
bekletilmistir. Boyama agamalari tamamlandiktan sonra %96 ve %99.9 etanol
serisinden gegcirilerek ksilol ¢ozeltisine alinmis ve ardindan entellan yardimi ile
lameller kapatilmistir. Goriintiilemeye hazir hale gelen boyanmis kesitler 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

A solusyonu: Weigert demir hematoksilen
B sollisyonu: Weigert demir hematoksilen
C sollsyonu: Alkolli pikrik asit

D soluisyonu: Ponceau asit fuksin

E solusyonu: Fosfomolibdik asit

F sollisyonu: Masson anilin mavisi

4.2.5 PCL, 3B Hiicresizlestirilmis deri ECM ve Modifiye Edilmis PCL Doku
Iskelelerinin Karakterizasyon Calismalari

4.2.5.1 Sisme testi

Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli, PCL ve sandvi¢ modeli doku iskelelerinin

(n=2) su tutma kapasitelerinin Sl¢iilebilmesi i¢in sigsme testi yapilmistir. Numuneler
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37°C’de 1 saat kurutulduktan sonra tartimlari alinarak (W), farkli siirelerde (1 dk, 3
dk, 5 dk) distile su igerisinde bekletilmistir. Belli bir miktar su absorblayan
numuneler, filtre kgid1 lizerine alinarak kisa bir siire bekletilmis ve tartimi alinmistir

(Ws). Sisme derecesi;
% Sisme Derecesi = [(Ws - W) / Wo]x 100

denklemine gore hesaplanmistir.

4.2.5.2 Biyobozunurluk ¢alismalar:

Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli, PCL ve sandvi¢ modeli doku iskelelerinin
(n=3) biyobozunma hizlar1 hidrolitik (PBS) ve enzimatik (Lizozim) bozunma testleri
ile gergeklestirilmistir. Doku iskelelerinin baglangictaki kuru agirliklar tartilmis ve
daha sonra ayr1 ayr1 7.5 mL PBS ve 7.5 mL lizozim ¢6zeltisi igerisinde 1., 3., 5., 10.,
20., 30. glinler boyunca 37°C, 75 rpm galkalama hiziyla bozunmaya birakilmistir. Bu
sireler zarfinda doku iskeleleri ¢zeltilerden ¢ikarilarak kurutulmus ve agirliklarinin

tarttmi alinmistir.

4.2.5.3 Temas acisi ol¢iimii

Temas agis1 Ol¢limii, malzeme ve ylizey arasindaki hidrofobik veya hidrofilik
etkilesim hakkinda bilgi vermek adina yapilan yontemdir. Hiicresizlestirilmis deri
ECM hidrojeli, temas agis1 6l¢limii i¢in, 3B yazicida gozenek boslugunun olmamasi
icin %100 doluluk oraninda yazdirilmistir. Almnan Olgiimlerde Oncelikle oda
sicakliginda mikro siringa vasitasiyla hidrojelin iizerine 5 pL distile su damlatilarak
kisa bir siire beklenmistir. Hidrojelin iizerindeki damlacigin temas agisi kamera
yardimi ile yakalanir. Tiim olgiimler, kaydedilen sonuclarin ortalamasi alinarak,

hidrojelin farkl1 yiizeyinde en az 3 defa tekrar edilmistir.
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4.2.5.4 Reoloji

Farkli konsantrasyonlarda kollajen (hiicresizlestirilmis tendon) igeren (%0.5, %1 ve
%1.5) ve duz hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojellerinin viskozite ¢zellikleri bir
reometre cihazi (Anton Paar, Ingiltere) kullanilarak, kayma hizina karsi viskoziteleri

degerlendirilmistir.

4.2.5.5 Fouirer transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

FTIR analizi, farkli molekiiller arasindaki baglarin farkli frekans bdlgelerinde
titresim yaparak molekiillerin kendine ait absorpsiyon profilini gosterir. Tez
kapsaminda, PCL doku iskelelerinin ve 3B hiicresizlestirilmis deri ECM doku

iskelesi ve sandvi¢ modelli doku iskelelerinin kimyasal yapisi analiz edilmistir.

4.2.5.6 Termogravimetrik analiz (TGA)

Hiicresizlestirilmis deri ECM doku iskeleleri, PCL doku iskeleleri ve sandvi¢c modelli
doku iskelelerinin sicakliga bagli kiitlelerinde meydana gelen degisimler TGA ile
Olclilmiistiir. Numunelerin analizi, 25-800°C sicaklik araligi, 10°C/dk 1sitma hizi ve

azot ortaminda gergeklestirilmistir.

4.2.5.7 X-1511 kirimmm analizi (XRD)

PCL, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ve sandvi¢ modelli doku iskeleleri XRD
analizi ile incelenmistir. Analiz, 40 kV ivmeli, 2°/dk tarama hizi ve 30 mA akimlh X-

151n tlipli 6l¢lim kosullariyla gerceklestirilmistir.

4.2.6 Hiicre kiiltiir ¢calismalari

Tez kapsaminda hiicre kiiltiir caligmalari, insan dermal fibroblast ve fare fibroblast
(L929) hiicreleri ile gergeklestirilmistir. Calisilan iki hiicre hatti, 37 °C’de

¢cOzdiiriilmiis ve hiicre siispansiyonu 15 mL tliplere alinarak 1200 rpm’de 6 dk
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santrifiijlenmistir. Hiicre pelletlerinin siipernatant1 uzaklastirildiktan sonra pelletin
uzerine DMEM-F12 besiyeri (%10 fetal sigir serumu, FBS, ve %] antibiyotik-
antimikotik ile hazirlanmis) 3 mL eklenmis ve 2’ser 75 cm?lik kiiltiir kaplarina
aktarilmigtir. Kiltiir kaplari, 37 C’de, %5 CO2 iceren inkubatorde kulttr

edilmislerdir.

4.2.6.1 Sitotoksisite testleri

PCL, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ve sandvi¢ modelli doku iskelelerinin
sitotoksik (biyouyumluluk) testleri, insan dermal fibroblast ve L929 fibroblast
hicrelerinin kullanimiyla hem MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid) hem de LDH (Laktat dehidrogenaz) testleri ile degerlendirilmistir.

4.2.6.1.1 MTT testi

MTT, sitotoksisite veya hiicre canliligini degerlendirmek icin kullanilan, temelde
siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktivitesini Olgen ve ayni
zamanda hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun belirlenmesi ile hiicre canlilig

hakkinda fikir veren kolorimetrik testlerden biridir.

Tez kapsaminda MTT testi, insan dermal fibroblast ve L929 hiicreleri ile dolayli
yoldan gergeklestirilmistir. PCL, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ve sandvi¢ modelli
doku iskeleleri, 30 dk UV altinda tutulduktan sonra %80 etanol igerisinde 2.5 saat
bekletilmis ve ardindan 0.25 g sodyum azid igerikli dPBS tamponu ile 4 defa
yikanmistir. Daha sonra %5 antibiyotik-antimikotik iceren besiyerine alinarak bir
giin boyunca inkiibe edilmis ve bdylelikle doku iskelelerinin sterilizasyonu
tamamlanmistir. Deneysel c¢alisma, 48 kuyucuklu plakalara, 1x10* hiicre ekimi
yapilarak kontrol ve doku iskele gruplart n=3 olacak sekilde inkube edilerek
gerceklestirilmistir. MTT testi 1,3 ve 5. giin boyunca yapilmstir. Belirlenen giinlerde
yapilacak MTT o&l¢iimunden once kuyucuklardaki besi yerleri malzeme icerikli besi
yerleri ile degistirilip inkiibe edilmis ve sonra MTT reaktifi ilave edildikten sonra 4

saat inkiibatorde bekletilmistir. 4 saatin sonunda kuyucuklardaki karisim ¢ekilerek 96
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kuyucuklu plakalara aktarilmis ve oOrnekler mikroplaka okuyucuda 570 nm’de

Olctiimii alinmustir.

4.2.6.1.2 LDH salinim testi

LDH salimim testinde, hiicre 6liimii ile ilgili hiicre zar1 biitiinliigii degerlendirilir.
Hasar goren veya 6li hiicrelerden salinimi gergeklesen sitoplazmik LDH enziminin
seviyesi kolorimetrik olarak 6l¢iilmektedir. Tez ¢aligmasinda, Cytotoxicity Detection

KitP'YS (Roche, Almanya) LDH kit protokolii uygulanarak analiz gergeklestirilmistir.

24 kuyucuklu plakalara kontrol kuyucugu ve doku iskeleleri i¢in n=3 olacak sekilde
2.5x10% hiicre ekilmis ve 24 ve 48 saat kiiltiir edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her
kuyucuga kitte bulunan liziz soliisyonundan 10 pl eklenmis ve 45 dk, 37°C’de
%5CO; iceren inkiibatdrde bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki
besiyerinin 50 ul’si 96 kuyucuklu plakalara alinarak tizerine 50 ul LDH bileseni
eklenmis ve 30 dk karanlikta bekletilmistir. Ardindan kuyucuklarin {izerine 50 pl
stop soliisyonu eklenerek 1 saat bekletilmis ve mikroplaka okuyucuda 490-600 nm

araliginda 6l¢timii alinmustir.

4.2.6.2 Hiicrelerin malzeme iizerindeki cogalma davranisi

Dermal fibroblast ve 1929 fibroblast hiicrelerinin doku iskeleleri tizerindeki ¢ogalma
davraniglart MTT kullanilarak 1., 3., 5., ve 7. gilinlerde incelenmistir. Bu amagcla,
PCL, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ve sandvi¢ modelli doku iskeleleri n=3 olacak
sekilde 24 kuyucuklu plakalara alinarak iizerlerine 3x10* hiicre/iskele olacak sekilde
ekilmis ve hiicrelerin iskelelere yapismasi i¢in 37 °C, %5 CO2 igeren inkubatore
alinmustir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin kenarlarindan dikkatlice besiyeri ilave
edilmistir. Belirlenen giinlerde kiiltiir ortami aspire edilmis ve MTT reaktifi, DMEM-
F12 besiyeri ile 1:15 oraninda seyreltilerek kiiltiir ortamindaki 6rneklere eklenmis ve
4 saat inkiibasyona birakilmistir. Indirgenmis MTT c¢ozeltileri, 4 saatlik
inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve mikroplaka okuyucuda

570 nm’de 6l¢iimii alinmistir.
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4.2.6.3 Akridin Oranj/Propidyum Iyodiir (AO/PI) ikili Boyama ile Apoptotik
Etkinin incelenmesi

Akridin oranj ve Propidyum iyodiir, hiicre canliligiin degerlendirilmesinde, canli ve
Oli hiicrelerin ayn1 anda goriintiilenmesini saglayan, niikleik asitlerle etkilesime
giren floresan boyalardir. L929 fibroblast hucreleri, 24 kuyucuklu plakalara kontrol
kuyucugu ve doku iskeleleri icin n=2 olacak sekilde 2.5x10* hiicre ekilmis ve 24 ve
48 saat kiiltir edilmistir. Iskelelerin bulundugu besiyerleri 24 saatlik kiiltiiriin
sonunda kuyucuktaki besiyerleri ile degistirilmistir. 24 ve 48 saat sonra goriintiileri
alimmadan Once akridin oranj ve propidyum iyodiir 1:1 oraninda karigtirilmistir.
Kuyucuklardaki besiyerleri ¢ekilmis ve PBS ile yikanmistir. AO/PI boyasi
kuyucuklara eklenmis ve 20 sn bekledikten sonra tekrar PBS ile yikanarak floresan

mikroskop altinda goriintiileri alinmistir.

4.2.7 Anti-mikrobiyal etkinlik testleri

PCL, 3B dsECM ve sandvi¢ modeli doku iskelelerinin olas1 antimikrobiyal etkisi,
deri florasi1 patojenik mikroorganizmasi olan Staphylococcus epidermidis W17
kullanilarak incelenmistir. Doku iskelelerinin test Oncesi sterilizasyonlar1 igin,
laminer kabin igerisine alinarak 30 dk UV altinda bekletilmis, daha sonra 2 saat %80
etanol ile muamele edilmis ve 4 defa PBS ile yikanmistir. Ardindan %
Penisilin/Streptomisin igeren PBS igerisine alinarak 1 giin boyunca inkiibe edilmis ve
sterilizasyonu tamamlanmigtir. Agar plak Gzerindeki koloniler 10 mL beyin kalp
inflizyon besiyeri (Brain Heart Infusion Broth-BHI) igerisine inokiile edilmis ve gece
boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. 1.5 mL karisik kiiltiir, 30 mL BHI igine
agilanarak bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Deneyde kullanilan doku
iskeleleri sirasiyla 0, 1 ve 5 mg/mL derisimlerde Ampisilin/steril distile su (2 mL) ile
oda sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra mikrobiyal hcreler
McFarland 2.0 bulanikligina ayarlanmis ve 100 uL’si BHI Agar plakalarina inokile
edilmistir. 24 saat antibiyotik emdirilmis doku iskeleleri ise bu kdltdrlerin
inokiilasyonundan sonra yerlestirilmis ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Negatif
kontrol olarak pamuk ve pozitif kontrol olarak ise ticari ampisilin diskleri

kullanilmustir.
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5. BULGULAR

Deri doku miihendisligine ideal doku iskele malzemesi tasarlamak amaciyla, eriyik
elektroyazim teknigi ile yazdirilan ve 3B baskili hiicresizlestirilmis deri doku
ECM’si ile modifiye edilen nanofiber yapidaki PCL doku iskeleleri iiretilmis ve
karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii calismalarinin sonucunda asagidaki bulgular elde

edilmistir.

5.1 Hiicresizlestirilmis Deri Doku ECM iskelesinin Uretimi ve Karakterizasyon
Calismalan

Dogal deri ve hiicresizlestirme islemi uygulanan deri dokular1 sekil 4.1°de
verilmigtir. Deri dokular1 ince kesitler halinde pargalara ayrilarak hiicresizlestirme
islemi uygulandiginda, Tripsin-EDTA ve Triton x-100 ¢ozeltileri dokulara daha fazla
nifuz ederek etkin bir hiicresizlestirme gergeklestirilmistir. Hiicresizlestirilen deri
dokularmm, asetik asit muamelesi ile parcalanmasi ve kollajen kaynagi olarak
degerlendirilen hiicresizlestirilmis sigan kuyrugu tendonu ilavesi ile jellestirme

protokoll uygulanmustir.

Sekil 5.1 A) Sigan deri doku 6rnekleri B) Hiicresizlestirilmis sican deri doku 6rnekleri C) Ogiitiilerek
toz forma getirilen hiicresiz deri doku
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Sekil 5.2 A) dsECM’nin jellesmesi B) Notralize edilmis dsECM jeli

5.1.1 DNA icerik analizi

Hiicresizlestirilmis deri dokularindaki arttk DNA miktarinin belirlenmesi i¢cin DNA
icerik analizi gergeklestirilmis ve bu islem Thermo Scientific GeneJet Genomic
DNA Purification Kit ile yapilmistir. Hiicresizlestirilmis ve islem gérmemis sican
deri dokular1 -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edilmis ve GeneJet DNA
saflastirma kit protokolii gerceklestirilmistir. Dokulardaki DNA konsantrasyonu

asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.

DNA Konsantrasyonu (ug/ mL) = (Azeo- Az20) X (50/0.049)

* %

ng DNA /mg kuru agirhk

Dogal doku Hiicresiz doku

Sekil 5.3 Dogal ve hiicresizlestirilmis doku i¢in DNA igerik analizi grafigi, n=3 (** p<0.01)
g gratig p
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Kontrol grubu olarak dogal deri dokusu baz alinmis ve tek yonlii Anova analizinin
dogal ve hiicresizlestirilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark
goriilmiistiir (p<0,01). Genomik DNA analiz sonuglarina gore, dogal dokuya kiyasla
hiicresizlestirilmis deri dokusunun DNA igeriginin %78,1 1,21 oraninda

uzaklagtirildigi belirlenmistir.

5.1.2 Glikozaminoglikan (GAG) miktarinin tayini

Hiicresizlestirilmis ve dogal sigan deri dokularinin GAG miktarin1 belirlemek
amaciyla gercgeklestirilen analiz i¢in, deri dokular1 liyofilize edilmis ve GAG analiz
protokolii uygulanmistir. Ardindan Orneklerin 525 nm’de absorbans o6l¢iimleri

aliarak % GAG kayb1 hesaplanmigtir.

600 =
500

400

300+

200-

100 -

ng GAG / mg Kuru Agirhk

Dogal doku Hiicresiz doku

Sekil 5.4 Dogal doku ve hiicresizlestirilmis doku i¢in GAG igerik analizi grafigi (n=3)

GAG analizinin sonuglarma gore, dogal ve hiicresizlestirilmis deri dokunun tek
yonli ANOVA analizinde istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir. Dogal deri
dokunun GAG miktart 0.531 mg /10 mg kuru doku (531 pg) olarak hesaplanirken,
hiicresizlestirilmis si¢an deri dokuda kayip yasanmis ve geriye kalan 360 pg GAG
miktart ile doku iskelesinde %67.8’inin korundugu belirlenmistir.

5.1.3 Kollajen miktar tayini

Deri doku iskelesinin %70-80’ini kollajen olusturur. Dogal ve hiicresizlestirilmis

sigan deri dokularinin kollajen miktar tayini hidroksiprolin test kiti ile analiz edilmis
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ve Ornekler mikroplaka okuyucuda 565 nm’de Ol¢limleri alinmigtir. Burada dogal
deri dokusunun kollajen igerigi 0,4877 + 0,030 mg, hiicresizlestirilmis deri dokunun

kollajen igerigi 0,7886 + 0,023 mg olarak hesaplanmustir.

1.0
=
& 0.8 —
=
2 06
E
£ 0.4
2
2 0.2
-]
=
0.0-

Dogal doku Hiicresiz doku

Sekil 5.5 Dogal doku ve hiicresizlestirilmis doku i¢in kollajen igerik analiz grafigi (n=3)

Hiicresizlestirilmis dokunun, dogal dokuya kiyasla daha yiiksek miktarda kollajen
icerdigi  goriilmekte ve  literatiirde  benzer  bulgulara  rastlanmaktadir.
Hiicresizlestirme islemi sirasinda, dokunun Kollajen matrisinin uzaklastirilamamasi
ve beraberinde diger hiicresel proteinlerin uzaklagtirllmasindan dolay1 kollajen
miktar1 hiicresizlestirme isleminden sonra kuru agirligin bir yiizdesi olarak artma
egilimi gostermistir. Ayrica, hiicresizlestirme isleminin sonucunda dokunun kollajen
igeriginde kaybin goriilmemesi histoloji ¢alismalar ile de desteklenmektedir. Masson
Trikrom boyamasinda goriilen kollajenlerin, hiicresizlestirilmis deri doku 6rneginde

oldukg¢a bagarili boyanmasi bu sonuglarin kalitatif bir gostergesidir.

5.1.4 Bradford (Coomassie brilliant mavisi) yontemi ile total proteinin
belirlenmesi

Hiicresizlestirilmis deri doku ECM’sinin total protein konsantrasyonu, Bradford
yontemi kullanilarak belirlenmis ve 90 pL Bradford reaktifi 10 pL standart ve 10 puL
numunelere ilave edilerek 30 dk karanlikta bekletilmistir. Daha sonra 595 nm’de
mikro plaka okuyucu ile absorbanslari Ol¢iilmiistiir. BSA ile hazirlanan standart

protein c¢ozeltileri ile sekil 5.4’te verilen standart grafik olusturulmus ve
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hiicresizlestirilmis ve kontrol deri doku gruplarmin total protein igerigi standart
grafigin egri denklemi ile hesaplanmistir. Yapilan hesaplama sonucunda, islem
gormemis kontrol dokunun protein igerigi 209,96 pg/mg doku, hiicresizlestirilmis

deri dokunun protein igerigi ise 227,1 pg/mg doku olarak belirlenmistir.

0,6

y =0,005x + 0,0144
R®=10,9957

=]
Ln

=)
s

0,3

0,2

0,1

Absorbans 595 nm

0 20 40 a0 B8O 100 120

Konsantrasyon [pg/mL)

Sekil 5.6 dsECM’nin protein konsantrasyonunu belirlemede kullanilan standart grafik

5.1.5 Histoloji boyamalari

Boyu 1 cm® ve eni 2 cm® olacak sekilde kesilen dogal (kontrol) deri ve
hiicresizlestirme islemi uygulanmis deri dokularinin Hematoksilen&Eozin ve Mason

Trikrom boyama goriintiileri sekil 5.5 ve sekil 5.6’da gosterilmistir.

Sekil 5.7 A) Dogal dokunun H&E boyamasi B) Hiicresizlestirilmis dokunun H&E boyamas1
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Hematoksilen&Eozin boyama goriintiileri incelendiginde, dogal deri dokunun
cekirdeklerinin mor renge boyandigi, sitoplazmanin ise pembe renge boyandigi
goriilmektedir. Hiicresizlestirilmis deri dokunun ise hiicresizlestirme asamalarinda
kullanilan kimyasal ajanlar sayesinde c¢ekirdeklerinin uzaklastirildigi ve ECM
biitlinliigliniin neredeyse hi¢ bozulmadigi ve hiicresizlestirme yonteminin basarili

oldugu goriilmektedir.

Sekil 5.8 A) Dogal dokunun Masson Trikrom boyamasi B) Hiicresizlestirilmis dokunun Masson
Trikrom boyamasi

Sekil 5.6°da gosterilen Masson Trikrom boyamalar incelendiginde, hiicresizlestirme
islemi uygulanmamis dokunun kollajen lifleri mavi renge boyandigi goriillmektedir.
Benzer sekilde hiicresizlestirilmis deri dokunun da Kkollajen liflerinin mavi renge
boyandig1 ve hiicresizlestirme sonrasi yapinin korunarak ve ECM biitiinliigliniin

bozulmadigi gozlenmektedir.

5.2 PCL, 3B Hiicresizlestirilmis Deri ECM ve Modifiye Edilmis PCL Doku
Iskelelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyon Calismalari

5.2.1 PCL, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ve modifiye edilmis PCL doku
iskelelerinin hazirlanmasi

Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojellerinin basim parametreleri 37 psi basing
altinda, 21G enjektor ucu ve % 40 doluluk oran1 ve 6 katmanli basimi alinacak
sekilde optimize edilmis ve hem 151k mikroskobu hem de stereo mikroskop altinda

gorlntiileri alinmistir.

43



Sekil 5.9 dsECM hidrojelinin 3B baski denemeleri

Sekil 5.10 A) Capraz baglama igsleminden sonra 3B dsECM goriintiileri, B) Isik mikroskop altindaki
p g g P
goriintiisii C) Stereomikroskop altindaki goriintiileri

MEW teknigi ile yazdirilan PCL doku iskelelerinin basim parametreleri, 0.20 mm
enjektér ucu, 6 mm kollektdér mesafesi 0.9 bar basing ve uygulanan gerilim 4 kV
olacak sekilde optimize edilmis ve %50 doluluk orani iceren 8 katmanli doku
iskeleleri elde edilmis ve hem 151k mikroskobu hem de stereo mikroskop altinda

goriintiileri alinmistir.
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Sekil 5.11 MEW teknigi ile yazdirilan PCL doku iskelelerinin baski sirasindaki goriintiileri

(,g)fn‘- r\ﬁ!-wr;wr.‘ﬂ:}
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Sekil 5.12 A) MEW ile basilan PCL doku iskeleleri, B) Isik mikroskop altindaki goriintiisi,
C) Stereomikroskop altindaki goruntuleri

PCL doku iskeleleri, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM ile sandvi¢ modeli olacak
sekilde modifiye edilmis ve 151tk mikroskobu ve stereo mikroskop altindaki

gorlntiileri alinmistir.
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Sekil 5.13 A) Sandvigc doku iskelelerinin hazirlanmast B) Istk mikroskop goriintiileri
C) Stereomikroskop goruntileri

5.2.2 Sisme testi

Capraz bagli, 3B hiicresizlestirilmis deri ECM doku iskeleleri ve sandvi¢ modelli
(dSECM-PCL) doku iskelelerinin sisme davraniglart zamana bagli, distile su

ortaminda degerlendirilmis ve agirlik degisimi cinsinden % sisme orani

belirlenmistir.
o dsECM
200+ . dsECM/PCL
;g 150 - /
g
£ 1004 /
E
B 50-
u | | 1 | |

Sekil 5.14 dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin zamana bagli sisme oranlarini gosteren ¢izgi grafigi
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Doku iskelelerinin sisme testi grafigi incelendiginde; ¢apraz bagl hiicresizlestirilmis
deri ECM hidrojelinin zamana bagli olarak sisme derecesinin arttigr gézlenmistir.
PCL’nin, deri ECM hidrojel ile modifiye edildigi sandvi¢ modelli doku iskelesinin
ise deri ECM hidrojele kiyasla daha ¢ok su tutma ve sisme kabiliyetine sahip oldugu
gorulmektedir.

5.2.3 Biyobozunurluk ¢calismalari

Doku iskelelerinin bozunma siiresi doku miihendisligindeki kullanimi agisindan
oldukga 6nemlidir. Bozunma hiz1 ¢ok yiiksek oldugunda iskele, hiicrenin kendi hiicre
dis1 matrisini olusturmasini destekleyemezken bozunma hizi diisiikk oldugunda ise

yabanci maddelere karsi bir inflamasyon olusumuna neden olur.

PBS Lizozim
== PCL
0.30+
0.30+ -2 PCL == dsECM
0.25- o
0.25- - &ECM == dsECM-PCL
PC =~ 020 p—t— " .
o 0.20 - dsECM-PCL ;L \
1 = 015
£ 045 :1
< 040 " 0.101
0.054 0.05-
0.001— : r - r T r 0.00"— T T T T T T
0 1 3 5 10 20 30 0 1 3 5 10 20 30
Zaman (giin) Zaman (giin)

Sekil 5.15 PCL, dsECM ve Sandvi¢ (dASECM-PCL) doku iskelelerinin PBS ve Lizozim ¢ozeltisi
icindeki zamana bagli bozunma grafikleri

Calisma kapsaminda, PCL, hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli ve sandvi¢ modelli
(dsECM-PCL) modifiye doku iskelelerinin (n=3) PBS ve enzimatik igerikli 30
gunlik deney suresindeki bozunma grafikleri incelendiginde; PCL’nin hem
enzimatik hem de hidrolitik ortamdaki bozunma oraninin 30. giin sonunda baslangica
gore %1,6-0,93 arasinda oldugu gozlenmistir. Capraz bagli deri ECM hidrojelinin
PBS ortamindaki bozunma oranindaki en biiylik degisim 5.giinde gerg¢eklemis ve bu
oran %72 olarak belirlenmistir. Lizozim igerikli ortamda ise ilk degisim 1.giinde ~
%24 azalma olarak goriiliirken 20. gline gelindiginde %65.5 oraninda azalmis ve
sonraki 10 giin boyunca daha yavas ve kontrollii bir bozunma gerceklesmistir.

Sandvi¢c modelli modifiye iskelelerindeki en belirgin azalma 30.gin sonunda
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gerceklesmis ve bu oran PBS ortaminda ~%52, lizozim ortaminda ise ~ %33,5 olarak

gozlenmistir.
5.2.4 Temas acis1 6lcimu

Kat1 bir ylizey ile temas eden sivinin temas agisinin biiyiikliigli, adezyon ve
kohezyon kuvvetlerinin biiyiikliigiine baghdir. Temas agisinin biiyiikliigii kat1 yiizeye
ve damlatilacak sivinin tiiriine goére degismektedir. Hidrofobik bir yizeye su
damlatildiginda, su molekiilii yilizey enerjisini minimum seviyeye indirmek icin kiire
seklini almaktadir. Ortaya ¢ikan bu kiirenin sayisal degerini 6l¢mek i¢in temas agist
yontemi gelistirilmistir. Temas ag¢is1 yontemine gore, su molekiiliiniin 0rnek ile temas
derecesi 90°’den biiylik olmasit Ornegin hidrofobik, kiiciik olmasi ise Ornegin
hidrofilik, 0°’ye yakin olmas1 ise 6rnegin siiper hidrofilik 6zellikte oldugu anlamina

gelmektedir (Leite vd. 2019).

Sekil 5.16 3B dSECM doku iskelesinin temas agis1 gérintiileri
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Sekil 5.9’da, %100 doluluk oranina sahip hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojelinin,
farkli noktalarinda gerceklestirilen temas agisi Olglimii gosterilmektedir. Mikro
siringa ile hidrojelin yilizeyine damlatilan suyun temas agisi, numunenin farkl
noktalarinda 22,5-36,5° arasinda degismektedir. Olciilen bu acilar, hazirlanan

hidrojelin oldukg¢a hidrofilik yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

5.2.5 Reoloji galismalar:

%5 deri ECM, %5 deri ECM/ %0.5 kollajen (hiicresizlestirilmis tendon), %5 deri
ECM/ %1 kollajen (hiicresizlestirilmis tendon) ve %5 deri ECM/ %1.5 kollajen
(hiicresizlestirilmis tendon) hidrojellerinin viskozite 6zelliklerinin belirlenmesi igin

reoloji analizi yapilmis ve artan kesme hizlarina kars1 viskozite grafikleri ¢izilmistir.

%05 dsECM

Viskozite (Pa.s)

-----
.............

Kayma Hizi (1/s)

%S dsECM- %40.5 kollajen (tendon)

Viskozite (Pa.s)

.
———,
Tt e

Kayma Hizi (1/s)

Sekil 5.17 %5 deri ECM, %5 deri ECM/ %0.5 kollajen (hiicresizlestirilmis tendon), %5 deri ECM/
%1 kollajen (hiicresizlestirilmis tendon) ve %5 deri ECM/ %1.5 kollajen (hiicresizlestirilmis
tendon) hidrojellerin viskozitelerinin kayma hiz1 ile degisimi
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%35 dsECM- %] kollajen (tendon)

Viskozite (Pa.s)
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> —
., .
- 8 & & &

Kayma Hizi (1/s)

%35 dsECM- %1.5 kollajen (tendon)

Viskozite (Pa.s)

.o
‘00.........'....

Kayma Hizi (1/s)

Sekil 5.18 %5 deri ECM, %5 deri ECM/ %0.5 kollajen (hticresizlestirilmis tendon), %5 deri ECM/
%1 kollajen (hiicresizlestirilmis tendon) ve %5 deri ECM/ %1.5 kollajen (hiicresizlestirilmis
tendon) hidrojellerin viskozitelerinin kayma hiz1 ile degisimi (devam)

5.2.6 Fouirer transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli ile modifiye edilen ve diiz PCL doku
iskelelerinin kimyasal yapisinin incelenmesi ve fonksiyonel gruplarin belirlenmesi

icin FTIR analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.19 PCL, dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin FTIR spektrumlari

Sonuglar incelendiginde, 1176 cm™ dalga boyundaki absorpsiyon bantlar1 PCL
polimerinin simetrik C-O-C bantlarina 6zgiidiir. 1722 cm™ dalga boyunda gériilen
keskin absorbans piki, PCL polimerinin esterlesmesi ile iliskili olusan C=0O ester
baglarma 6zgii piklerdir. PCL ve dSECM’de 2941 cm™ dalga boyunda gortilen pikler,
alifatik yan zincirleri temsil eden C-H absorpsiyon pikleridir. 1630 cm™ dalga
boyundaki absorbans pikleri, dSECM (hiicresizlestirilmis deri ECM)’deki protein
yapisinin karakteristik amid I bandinin, C=0 gerilmesini gostermektedir (Xing vd.
2015).

5.2.7 Termogravimetrik analiz (TGA)

PCL, hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli ve sandvi¢ modelli (dsSECM-PCL) doku
iskelelerinin TGA analizi 25-800°C araliginda ve 10°C/dakika 1sitma hizinda, azot
ortaminda gergeklestirilmistir. dSECM hidrojelinde 200°C’de goézlemlenen kiitle
kaybi1 suyun buharlagmasi sonucu gerceklesmistir. 200 °C ile 500°C arasindaki kiitle
kaybi, dSECM’nin igerdigi kollajen molekiillerin ayrisarak yapinin bozunmasi ile
iliskilendirilmistir. Son olarak 500°C ve 900 °C arasindaki kiitle kayb1 organik
bilesiklerin yanmasini gdsterir ve bu sonuglar genel bir hidrojel termogramina uygun

ti¢ fazl kiitle kaybin1 gostermekle birlikte son durumda kalan dsECM katlesi ~%2-3
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araliginda gozlenmistir. PCL polimerinde, 390°C-450°C arasinda gerceklesen kiitle
kayb1 PCL’nin bozunmaya ugradigi ile iliskilendirilmektedir. 496°C de PCL
tamamen ayrismistir ve bu degerler literattr ile uyumludur (Khan vd. 2009). Ayrica
sandvi¢ modelli doku iskelesi incelendiginde, 500°C’de PCL tamamen ayrigmis

olup, dsSECM’in son durumdaki kiitlesi ~%2-3 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.20 Sirast ile PCL, dSECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin termogram grafikleri
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5.2.8 X-151m1 Kirinim analizi (XRD)

PCL, dsECM ve sandvi¢c modelli (dSECM-PCL) doku iskeleleri, 20-80° tarama
aralig1 ve 2°/dk tarama hizinda olup Sekil XRD’de XRD diyagrami gosterilmektedir.
PCL’nin yapisina 6zgii, 20; 21.3 ve 23.7°’deki karakteristik tepe noktalari literatiitle
desteklenen belirgin kristal fazlar1 gosterirken, dSECM’nin 20= 20° goriilen tepe

noktasi, ECM’nin amorf yapisini gostermektedir.

6000
PCL

— dsECM

5000 ——— dsECM-PCL

4000 —

3000 —

Siddet

2000

1000

0 | ! | L | L 1 T i |

20 30 40 50 60 70 80
20 (Derece)

Sekil 5.21 PCL, dSECM ve dSECM-PCL’nin XRD grafigi

5.3 Hiicre Kiiltiir Calismalar

5.3.1 Sitotoksisite testleri

PCL, 3B dsECM ve sandvi¢ modelli (dSECM-PCL) doku iskelelerinin sitotoksisite
testleri, insan dermal fibroblast ve L929 fibroblast hiicrelerinin kullanimiyla, MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi ile 1,3 ve
5.glinlerde, LDH (Laktat dehidrogenaz) testi ile 24 ve 48. saatlerde

degerlendirilmistir.

5.3.1.1 MTT testi

Hiiresizlestirme isleminde uygulanan enzimatik ve kimyasal ¢ozeltilerin, dokudan

tam anlamiyla uzaklagtirilamamasi, hiicrelerde toksik etkiye neden olabilmektedir.
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MTT sitotoksisite testi i¢in, insan dermal fibroblast ve fare fibroblast (L929) hiicre
hatlar1 kullanilmig ve 5 giin siiren bu testte ornekler, kontrol grubu ile birlikte n=3
olacak sekilde ayarlanmistir. Calisma kapsaminda, MTT eliisyon yontemi ile
malzemedeki toksik bilesenler, inkiibe oldugu solusyona gegmis ve hiicreler bu
soliisyon ile kiiltiir edilmistir. Malzemenin biyouyumlulugu sekil 5.14°te gdsterilmis

yiizde degerleri, ii¢ tekrarli grubun ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

= | giin B | giin
- == gin _ Em 3.giin
150 3 5.giin 200 = A.giin
- 1504
= 100 .
= - = 100+ T
* 50 3
504
0- 0- |
Dermal Fibie  PCL sECK  dsECAMPCL Lo%0 PCL AECM  BECMPCL

Sekil 5.22 PCL, dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin insan dermal fibroblast ve L929 hiicreleri
Uzerinde % hucre canliligi gosteren siitun grafikleri

Dermal fibroblast hiicrelerinin canliliklarii degerlendirmek igin 1.giiniin sonunda
yapilan MTT sonuglarina gore, kontrole kiyasla PCL, dsECM ve dsECM-PCL
varliginda hiicre canliligt artis1 gozlenirken, 3. ve 5. gilinlerde yapilan MTT
sonuglarinda, hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmistir.
L929 hiicrelerinin tiim doku iskelelerindeki canlilig1 degerlendirildiginde ise, 1., 3.,

ve 5.giinde hiicre canliliginin giderek arttig1 gézlenmistir.

5.3.1.2 LDH salinim testi

PCL, dsECM ve dsECM-PCL doku iskelelerinin, 24 ve 48.saatin sonunda ko-kultire
olan sitotoksiteleri, LDH salinim testi yapilarak, kontrol gruplari dahil tiim
orneklerin n=3 tekrarli sonuglar1 incelenmistir. LDH salinim testi hem insan dermal
fibroblast hem de L929 hiicreleri ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 5.23 PCL, dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin insan dermal fibroblast ve L929 hiicreleri
tizerinde LDH testi ile hiicre canlilig1 gosteren siitun grafikleri

Insan dermal fibroblastlarin LDH salmimi incelendiginde, tiim drneklerin 24 saatin
sonunda 1yi bir biyouyumluluga sahip oldugu goriiliirken, 48 saatin sonunda hiicre
canliliklarinda 6nemli bir diisiis ger¢eklesmistir. L.929 fibroblast hiicrelerin LDH
saliimi incelediginde ise, 24 saatin sonunda kontrole kiyasla hiicre canlilig1 az olsa
da 48 saatin sonunda canliligin etkili bir sekilde arttig1 ve doku iskelelerinin hiicreler
tizerinde, tipki MTT sonuglarinda da goriildii gibi, dolayli olarak bir sitotoksik etki

yaratmadig1, biyouyumlu oldugu degerlendirilmistir.

5.3.2 Hiicrelerin malzeme iizerindeki cogalma davramslar

Insan dermal fibroblast ve L929 hiicrelerinin, n=2 tekrarli PCL, dSECM ve dsECM-
PCL doku iskeleleri iizerinde gogalma kapasiteleri MTT testi uygulanarak belirli

gunlerde incelenmistir.

T.Giin 1.5+

= - i
1.5 = 5Giin = 5 cin
. 3.Ciin m 5.Giin
mm ].Giin  ].Giin
1.0 1.0+
0.5 0.5+
0.0 0.0-
Dermal Fibre PCL dsECM dsECM/PCL La29 PCL dsECM dsECM/BCL

Sekil 5.24 PCL, dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerin lizerine ekimi yapilan insan dermal fibroblast ve
L929 hiicrelerin belirli giinlerde MTT yontemi ile belirlenen hiicre canlilik oranlari
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Elde edilen sonuclara gore, insan dermal fibroblast hicrelerinin 3.gline kadar tim
doku iskeleleri iizerinde ¢ogaldigi, ancak 7.giin sonunda hiicre proliferasyonunda
azalma gerceklestigi goézlenmistir. Ayni sekilde L1929 hiicrelerinin, yalnizca PCL
doku iskelesi tizerinde 3.giine kadar ¢ogaldigi, diger gilinlerde ise hiicre

proliferasyonunun tiim doku iskelelerinde azalmaya gittigi gozlenmistir.

5.3.3 Akridin oranj/propidyum iyodur (AO/PI) ikili boyamasi

Akridin oranj/Propidyum iyodiir ikili boyamasi, apoptozun neden oldugu morfolojik
degisimleri gostermek igin yapilmistir. L929 hiicreleri 24 ve 48 saat PCL, dSECM ve
dsECM-PCL doku iskelelerinin bulundugu besiyerleri ile muamele edilmistir.
Goruntuler Gzerinde yesil renkli hiicreler canli, kirmizi/turuncu renge sahip hiicreler
apoptotik ve normal ¢ekirdege sahip kirmizi ya da turuncu renkteki hiicreler nekroz

olarak degerlendirilmistir.

Sekil 5.25 1929 hiicrelerinin 24 saat kiiltiirden sonra AO/PI boyamasinin floresan mikroskop
gorintileri
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24 saatlik sonuglar incelendiginde, PCL doku iskelesinin hiicreler iizerine toksik etki
yarattigt ve nekroza ugradigr goriiliirken, dSECM modifiyeli PCL iskelelerinde
PCL’ye nazaran ¢ok daha fazla canli hiicre i¢erdigi gézlenmistir. Bu sonu¢ MTT ve

LDH testlerini dogrulamamaktadir.

Sekil 5.26 1.929 hiicrelerinin 48 saat kiiltiirden sonra AO/PI boyamasinin floresan mikroskop
goruntaleri

48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde, hiicre canliliginda olumsuz yonde dnemli
bir degisiklik icermedigi, ayrica hiicrelerin asir1 hizli ¢ogaldigi ve boyama sirasinda
yiizeyden kalktig1r gozlenmistir. 48 saatlik sonucglar nispeten MTT ve LDH test

sonuglarini da desteklemektedir.
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5.4 Anti-mikrobiyal Etkinlik Testi Sonuglar:

Doku iskelelerinin antimikrobiyal test sonuglar1 incelenmis ve sekil 5.19°da
gosterilmistir. Sonuglar dogrultusunda, ampisilinin dozunun artmasiyla doku
iskelelerinin S. Epidermidis tiirline kars1 antimikrobiyal etkilerinde de artma oldugu

gozlenmistir.

Sekil 5.27 Ilag yiiklii doku iskelelerinin gériintiisii A) PCL, B) dsECM C) Sandvi¢ doku iskelesi
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Sekil 5.28 PCL, dsECM ve Sandvi¢ doku iskelelerinin anti-mikrobiyal etkinlik grafikleri
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, 3B yazicida basilan hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojeli,
eriyik elektroyazim teknigi kullanilarak 3B yazdirilmis PCL iskeleleri ile modifiye

edilmis ve deri doku miihendisligindeki kullanim potansiyeli incelenmistir.

Deri doku mihendisliginde, tasarlanan doku iskelelerinin, doku onarimi, hiicre
biiyiimesi ve ¢ogalmasina olan etkisi olduk¢a onemlidir. Ug boyutlu yazicilar son
donemlerde doku miihendisligi alaninda, kullanimi basit, modellenebilir ve
ekonomik oldugu i¢in oldukga alternatif bir olanak saglamaktadir. Burada elde edilen
ideal iskele, uygun gozenek boyutu ve hacmi ve iskelenin mekanik dayanimi ile
ilgilidir. Literatiirde deri doku miithendisliginde eriyik elektroyazim (MEW) teknigi
kullanarak doku rejenerasyonunu saglamay1 amaclayan az sayida ¢aligma mevcuttur.
MEW teknigi ile yazdirilan nano fiber PCL doku iskelelerinin, biyouyumlu,
biyobozunur ve esnek yapiya sahip 6zellikleri nedeniyle deri doku miihendisliginde

kullanim potansiyelinin artabilecegini gostermektedir.

PCL nanofiberlerinin MEW teknigi ile yazdirilmasi igin optimum parametreler,
100°C sicaklik, 4 kV gerilim, 0.9 bar basing, 6mm kollektor mesafesi ve 0.20 mm
enjektdr ucu olarak belirlenmistir. Uygulanan parametreler disinda, daha diisiik
sicaklikta polimerin erimesi, daha diisiik gerilimde yiiksek kollektdr mesafesinde, jet
baslangicinin ger¢eklesmemesi ve polimerin enjektér ucundan akmamasi, daha
yiiksek gerilim ve diisiik kollektor mesafesinde ark olusumu gézlenerek akimin

kesilmesi ve boylelikle basimin ger¢eklesmedigi gozlenmistir.

Sican deri dokular1 iizerine, dokudaki hiicresel materyallerin uzaklastirilmasi ve
hiicre dis1 matris bilesenine miimkiin oldugunca az hasar verilmesi amagclanarak,
hiicresizlestirme islemi gerceklestirilmistir. Deri dokular1 pargalara ayrilmamis
dokuya kiyasla, ince uzun kesitler haline getirilip hiicresizlestirildiginde, yiizey
alanlar1 azaldig1 i¢in enzimatik (Tripsin-EDTA) ve kimyasal (Triton x-100) ajanlar
dokuya daha fazla islemistir. Bu nedenle Triton x-100’lin uzaklastirilmasi igin
yikama islemleri 2 glin boyunca distile su sik sik degistirilerek gerceklestirilmistir.
Hiicresizlestirmenin etkinligini gormek amaciyla DNA, GAG ve kollajen miktar

analizleri incelenmistir. Hiicresizlestirilmis deri dokunun DNA miktar analizinin
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sonucunda islem gormemis dokuya kiyasla DNA miktarinda %78.3 kadar azalma
meydana gelmistir. Hiicresizlestirilmis deri dokudaki GAG miktar1 kantitatif olarak
belirlenmistir. Islem gérmemis dokudaki GAG miktar1 0.531 mg /10 mg kuru doku
olarak hesaplanirken, hiicresizlestirilmis dokuda bu deger 0,360 mg’dir. Bu
sonuclara gore hiicresizlestirilmis dokudaki GAG miktarinin %68 korundugu
belirlenmistir.  Hiicresizlestirilmis dokunun Kkollajen miktar1 (0,7866 mg)
incelendiginde, islem gormemis dokuya (0,4877 mg) kiyasla daha fazla kollajen
igerdigi goriilmiistiir. Bu durum, hiicresizlestirme sirasinda dokudaki kollajen
matirisinin zarar gérmemesi ve diger hiicresel proteinlerin uzaklastiriimasindan
dolay1 kollajen miktarinin kuru agirligin yiizdesi olarak artma egiliminde oldugunu
gostermektedir. Hiicresizlestirilmis dokudaki DNA kayb1 ve kollajen igerigi histoloji

calismalari ile de desteklenmektedir.

Hiicresizlestirilmis deri dokularin hiicre dis1 matris yapilart H&E ve Masson Trikrom
histolojik boyamalar1 ile incelenmis ve islem goérmemis deri doku ile
karsilastirilmistir. H&E boyamasi degerlendirildiginde, kullanilan kimyasal ajanlarin,
hiicresizlestirilmis dokunun hiicre dis1 matrisine neredeyse zarar vermedigi ve
hiicresel materyallerin dokudan uzaklastirildigi gézlemlenmistir. Masson Trikrom
boyamasinda ise, hiicresizlestirilmis dokunun kollajen igeriginin, islem gérmemis
doku ile kiyaslandiginda neredeyse hi¢ zarar gérmedigi belirlenmis, ayrica kollajen

miktar analizi sonuglarini da desteklemistir.

Hiicresizlestirilmis deri ECM’si, hiicresizlestirilmis sican kuyruk tendonu igeren
asetik asitte jellestirilmistir. Jel denemeleri i¢in deri ECM tozu %5 olacak sekilde
tartilmig ve lizerine hiicresizlestirilmis tendonlar sirasiyla %0.5, %1 ve %1.5 olacak
sekilde eklenmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler (%5 deri ECM, %5 deri ECM/ %0.5
hiicresizlestirilmis tendon, %5 deri ECM/ %1 hiicresizlestirilmis tendon ve %5 deri
ECM/ %1.5 hiicresizlestirilmis tendon jellestikten sonra NaOH ile notralize edilmis
ve 3B basimi denenmistir. 3B basim i¢in en uygun hidrojel %5 deri ECM / %1.5
kollajen (hiicresizlestirilmis tendon) olacak sekilde optimize edilmistir. Sadece deri
ECM tozu igeren ¢ozelti notralizasyon asamasinda asir1 derece akiskan oldugu icin

basimi alinamamustir.
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3B baskis1 alinacak hidrojeller i¢in en uygun basim parametreleri, x,y,z boyutu 0,6mm,
basing 37 psi ve enjektdr ucu 21G olacak sekilde optimize edilmistir. 3B baskisi alinan
hidrojellerin, capraz baglama islemi EDC/NHS ile gerceklestirilmistir. Baskis1 alinan
hidrojellerin Gzeri kaplanana kadar EDC/NHS ¢0zeltisi eklenmis ve karanlikta 30dk, 2
saat ve 24 saat bekletilerek capraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Belirlenen
stirelerde hidrojellerin hepsi ¢apraz baglanmis fakat dayanikliligi agisindan capraz

baglama siiresi 24 saat olarak optimize edilmistir.

Capraz baglh 3B deri ECM hidrojeli gdzenekler aras1 bosluk olmayacak sekilde %100
baskis1 alinmig ve temas agis1 6l¢giimii yapilmistir. Hidrojelin yiizeyine damlatilan suyun
temas acis1 farkli noktalarda 22,5-36,5° arasinda degismis ve bu sonu¢ hidrojelin

yapisinin hidrofilik oldugunu gostermistir.

Tez kapsaminda kullanimi tasarlanan sandvi¢ modelli doku iskeleleri MEW teknigi ile
yazdirilan PCL ve 3B baskisi alman deri ECM doku iskeleleri ile elde edilmistir. iki
PCL doku iskelesinin arasina daha kiiciik boyutta baskilanmis 3B deri ECM doku
iskelesi koyulmus ve eritilmis PCL yardimu ile PCL iskeleler birbirine yapistirilmistir.

Sandvi¢ modelli doku iskelesi ve c¢apraz bagli 3B deri ECM doku iskelelerine sisme
testi yapilmis ve hidrojelin zamana bagli olarak sisme derecesinin arttigi, sandvig
modelinin ise hidrojele kiyasla daha c¢ok su tutma ve sisme kabiliyetine sahip oldugu
belirlenmistir. Doku iskelelerinin su tutma ve sisme kabiliyetleri, viicut sivilarinin
emilimi, hiicresel yapigma ve besin kaynaklarimin taginmasi i¢in Onemli bir
parametredir.

Sandvi¢ modelli doku iskelesi ve bu doku iskelesini olusturan PCL ve 3B deri ECM
doku iskelelerin karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Doku iskelelerinin atomik ve
molekiiler yapilarmi incelemek icin XRD analizi yapilmis ve PCL’nin yapisindaki
kristal fazlar1 gdsteren tepe noktalar1 ve ECM’de goriilen tepe noktasi piki amorf yapida
oldugunu gostermis ve bu sonuglar literatiir ¢alismalar1 ile desteklenmistir. Sicakliga
bagh kiitle degisimlerinin incelenmesi i¢in TGA analizi ger¢eklestirilmistir. PCL doku
iskelesi literatiirdeki sonuglar1 destekleyecek sekilde 500°C’de maksimum bozunma
gostermis, hiicresizlestirilmis deri ECM hidrojelinde 200-500°C arasindaki kiitle
kaybmin icerdigi kollajen molekiillerinin ayrisarak  yapmnin  bozunmasiyla

iliskilendirilmistir. Hidrojelin TGA analiz sonuglari, literatiirdeki genel bir hidrojel
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termogramina uygun olup son durumdaki kiitlesi ~ %2-3 araligindadir. Ayrica sandvig
modelli doku iskelesi incelendiginde, 500°C’de PCL tamamen ayrismis olup, dSECM’in

son durumdaki kiitlesinin ~%2-3 olarak korundugu belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinin diger boliimiinde, 3B PCL, 3B deri ECM hidrojel ve sandvi¢ modelli
doku iskelelerinin iki hiicre hattinda (insan dermal fibroblast ve fare fibroblast-L929)
hiicre kiiltiir calismalar1 yapilmais, ilk olarak hiicreler {izerindeki sitotoksisiteleri MTT ve
LDH salinim testi ile incelenmistir. MTT testi i¢in kontrol grubu dahil tim 6rnekler n=3
tekrarli olacak sekilde 1,3 ve 5.giinlerde calisilmistir. Insan dermal fibroblast hiicreleri
ile gerceklestirilen ¢alismada tiim doku iskelelerinin dolayli olarak hiicreler iizerinde
sitotoksik etki gdstermekle birlikte hiicrelerin dogrudan ¢ogalmasina yapisindan dolay1
izin vermedigi, L929 hiicre hattinda 5 giiniin sonunda canliligin 6nemli 6l¢iide artmasi
ile birlikte doku iskelelerinin biyouyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Ayni zamanda
LDH testine bakilacak olursa, insan dermal fibroblast hiicrelerinin 24 saatin sonunda
hiicre canliliginin kontrole kiyasla daha fazla oldugu goriiliirken, 48 saatin sonunda
hiicre canliliginin azaldigi gozlemlenmistir. L929 hicreleri tzerindeki LDH testine
bikalacak olursa, 24 saatin sonunda hiicre canlilifi kontrole kiyasla daha diisiik olsada
48 saatin sonunda yine kontrole kiyasla artan hiicre canlilig1 gosterdigi ve malzemelerin
biyouyumlu oldugu degerlendirilmistir. Sitotoksisite testlerine genel olarak bakilacak
olursa; birbirini desteklemeyen bu sonuglarin insan dermal fibroblast hiicrelerinin
primer yapisindan dolayr hiicre dayanimimin az oldugu bu nedenle malzemelerin hiicre

canliliginda olumsuz etki gosterebilecegi degerlendirilmektedir.

Hiicrelerin dogrudan malzeme iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in 1,3,5 ve 7 giindeki
cogalma davranislar1 degerlendirilmistir. Hiicrelerin ekimi yapildiktan sonra malzeme
tizerindeki yapisma davranisi mikroskop altinda incelenmis ve hicrelerin doku iskelesi
tizerinde tutundugu goézlemlenmistir. Bu sonuclara goére, insan dermal fibroblast
hiicrelerinin 3.giine kadar tim doku iskeleleri iizerinde ¢ogalma davranisi sergilemis
fakat, 7.giin sonunda hiicre proliferasyonunda azalma gerceklesmistir. Benzer sekilde
L929 hiicrelerinin yalnizca PCL doku iskelesi {izerinde 3.giine kadar ¢ogaldigi, diger
giinlerde ise hiicre proliferasyonunun tim doku iskelelerinde azalmaya gittigi
gozlenmistir. Hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 i¢in genel bir sonug ¢ikarilacak olursa, doku

iskelelerinin hiicre kiiltiiriinde kullanimi Oncesinde etkili bir sterilizasyon yontemi
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gelistirilirse, hem sitotoksisite hem de ¢ogalma davranislarinda olumlu sonuglar elde

edilebilecektir.

Tez ¢alismasinin son boliimiinde, doku iskelerinin olas1 antimikrobiyal etkileri temel
antimikrobiyal testlerden olan inhibisyon alan incelemesi ile gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan Staphylococcus epidermidis deri florasi tarafindan 6nemli bir
mikroorganizmadir. Dogrudan potajen olmasa da, bagisik sistemi yetersiz bireylerde
ciddi riskler olusturabilmektedir. Calismada doku iskelelerine yiiklenmis amfisilin
dozu arttik¢a, inhibisyon zonu arttigr gozlemlenmistir. Sandvi¢ modelli doku
iskelelerinin en ¢ok inhibisyon zonuna yol agtig1 degerlendirilmistir. Ek olarak 3B
deri ECM hidrojel ve sandvi¢ doku iskelelerine herhangi bir ila¢ yiuklenmeden de
Staphylococcus epidermidis tiiriine karsi antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir.  Bu bulgu oOrneklerin  ¢alisma  Oncesinde  UV-Etil  alkol-
Penisilin/Streptomisin {i¢lii sterilizasyonuna tabi tutuldugu dikkate alindiginda,
dECM yapisinin biinyesinde bir ilag ya da etken maddeyi tutabilmesinin
Penisilin/Streptomisin maruziyetinden kaynakli oldugu, PCL’nin ise dECM gibi
Penisilin/Streptomisin’i tutamadigini gostermesi bakimidan 6nemli bir bulgudur.
Ayn1 zamanda dECM yapisinin bir ila¢ ya da etken maddenin salimina izin

verebilmesi, gelecekteki potansiyel ¢aligmalar acisindan 6nemli bir 6zelliktir.

Tez kapsaminda elde edilen bulgularla gelistirilen 3B deri ECM/PCL iskeleleri ile
olusturulan sandvi¢c modelli doku iskeleleri, hiicre tutunmasina dogrudan Kkatki
saglamasa da, yara bolgesinde hiicrelerin yara ortamina yonlenmesini saglayacak ECM
biyosinyalleri icermesi nedeniyle, deri doku miihendisligi igin yara Orti malzemesi
seciminde degerlendirilebilecegi, bir ilag¢ ya da etken maddenin salimim
destekleyebilecegi, bu nedenlerden dogrultusunda kullanim potansiyelinin oldugu

distiniilmektedir.
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