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Bu ¢alisma, kemik yiizey topografyasinin yumusak litografi teknigiyle agar jel kaliplama
kullanilarak aktarilmasina odaklanmaktadir. Metakrilatlanmis dogal ekstraselliiler
matriks (ECM) ve jelatin malzemeleri lizerinde yapilan ¢alismada, pozitif kemik yilizey
taklitleri elde edilmistir. Agar jel kalibmin kullanimiyla kemik yiizeyinin 6zgiin
topografik 6zellikleri basarili bir sekilde hidrojel yiizeyine aktarilmis ve incelenmistir. Bu
calisma, kemik yilizey topografyasinin yumusak litografi teknigiyle agar jel kaliplama
kullanilarak hidrojellere aktarilmasini ve elde edilen hidrojellerin karakterizasyonunu ele
almaktadir. Sentezlenen hidrojellerin karakterizasyonu i¢cin NMR (Niikleer Manyetik
Rezonans), FTIR (Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi) ve profilometre
analizleri gibi teknikler kullanilmistir. Ayrica, kemik yiizeyinin hidrojel yiizeyine basarili
bir sekilde aktariminmi destekleyen profilometre analizleri yapilmistir. Kemik yiizey
taklitli hidrojellerin osteoblast hiicreleri iizerindeki etkileri degerlendirmek i¢in hiicre
calismalar1 gergeklestirilmistir.  Calismanin sonuglarina gore, kemik yiizey taklitli
hidrojellerin yiizey topografyasinin diizensiz yapisi, osteoblast hiicrelerinin bu yiizeylere
daha iyi yapisma 6zelligi gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu bulgular, kemik dokusunun
dogal ozelliklerini taklit eden biyomalzemelerin tasariminda ve dokularin
rejenerasyonunu hedefleyen tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol
oynayabilir.
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ABSTRACT
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BONE SURFACE MIMICKING
METHACRYLATED HYDROGELS ON OSTEOBLAST CELL BEHAVIOR
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Supervisor: Dog. Dr. Sedat ODABAS

This study focuses on the transfer of bone surface topography using soft lithography
technique and agar gel molding. In the study conducted on methacrylated natural
extracellular matrix (ECM) and gelatin materials, positive bone surface mimics were
achieved. The use of agar gel mold successfully transferred the unique topographic
features of the bone surface onto the hydrogel surface and was examined. This study
addresses the transfer of bone surface topography to hydrogels using soft lithography
technique with agar gel molding and the characterization of the obtained hydrogels.
Techniques such as NMR (Nuclear Magnetic Resonance), FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy), and profilometer analysis were used for the characterization of
the synthesized hydrogels. Additionally, profilometer analysis supporting the successful
transfer of bone surface onto the hydrogel surface was performed. Cell studies were
conducted to evaluate the effects of bone surface mimicking hydrogels on osteoblast cells.
According to the results of the study, it was concluded that the irregular structure of the
surface topography of the bone mimicking hydrogels enhances the adhesion of osteoblast
cells to these surfaces. These findings can play a significant role in the design of
biomaterials that mimic the natural properties of bone tissue and the development of
treatment methods targeting tissue regeneration.
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1. GIRIS

Kemik, vaskiiler bir bag doku olarak islev goren ve hayati organlar1 koruyan, ayni
zamanda iskelet sisteminin mekanik destegini saglayan bir dokudur (Gautam vd., 2021).
Iskelet kemikleri, sadece yapisal bir destek saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda mineral
homeostazinin ve asit-baz dengesinin diizenlenmesine yardimci olur ve biiyiime faktorleri

ile sitokinlerin kaynag1 olarak gorev yapar (Clarke, 2008).

Kemik, yapis1 geregi kortikal ve siingerimsi olarak iki ana bdliime ayrilir. Kortikal kemik,
yetigkin iskeletin biiyiik bir kismini olusturur ve siingerimsi kemigin trabekiiler
plakalarmi ve kemik iligi boslugunu sarar. Kortikal kemik, yogun ve sert yapisiyla
disaridan gelen etkilere kars1 dayaniklilik saglar, mekanik yiikleri dagitarak kemiklerin
kirllmasini engeller. Siingerimsi kemik ise trabekiiler yapilari, kemik igindeki bosluklar
ve kemik iligi boslugunu igerir. Bu yapi, kemiklerin hafif ve esnek olmasini saglar ve
ayn1 zamanda kemik iligi iiretimi ve depolamasi gibi Oonemli islevlere hizmet eder

(Downey vd., 2006).

Kemik dokuda yaralanma, travma, hastalik veya yaslanma gibi ¢esitli etkiler nedeniyle
dejenerasyon meydana gelir ve bu durum dokunun islevini yerine getiremez hale gelir.
Bu tiir kemik doku defektlerinin tedavisi i¢in farkli yontemler kullanilmistir. Bu tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi ve arastirilmasi, kemik doku miithendisligi kavraminin ortaya

¢tkmasina yol agmistir (Langer vd., 1993).

Kemik doku miihendisligi, canli hiicrelerin, biyomalzemelerin ve doku miihendislik
tekniklerinin birlestirilmesini iceren, kemik rejenerasyonu ve restorasyonunu hedefleyen
bir multidisipliner alan olarak tanimlanabilir. Bu alanda yapilan ¢alismalar, mevcut tedavi
yontemlerinin sinirlamalarin1 agmaya ve daha etkili, glivenli ve uzun siireli ¢éziimler
saglamaya odaklanmaktadir. Kemik doku miihendisligi, kemik onarimi ve

rejenerasyonunda umut verici sonuglar sunan ¢esitli yaklagimlar igerir.



Bu tez calismasi, kemik yiizey topografyasinin aktarilmasi amaciyla yumusak litografi
teknigi kullanilarak agar jelinin kalip olarak kullanilmasi lizerine odaklanmistir. Bu
teknik kullanilarak, metakrilatlanmis dogal ECM'ler ve jelatin malzemeleri iizerinde
pozitif kemik ylizey taklitleri elde edilmistir. Arastirmada, agar jeli kalibinin kullanimiyla
kemik yiizeyinin 6zgiin topografik Ozellikleri basarili bir sekilde hidrojel yiizeyine
aktarilmis ve incelenmistir. Kemik ylizey taklitli hidrojellerin osteoblast hiicreleri
tizerindeki etkisini incelemeyi amaglamaktadir. Osteoblastlar, kemik doku olusumunda
onemli bir rol oynayan hiicrelerdir. Bu ¢alismada, kemik yiizey taklitli hidrojellerin
osteoblast hiicrelerinin yapisma, ¢ogalma ve farklilasma yetenekleri iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu sayede, kemik yiizey taklitli hidrojellerin osteoblast hiicrelerinin

biyolojik aktivitelerini nasil etkiledigi anlasilmaya calisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kemik Doku Miihendisligi

Yaslanma, kaza, kirik kaynamasi ve kemik tiimorleri gibi sebeplerle ortaya ¢ikan biiyiik
kemik yaralanmalar1 durumunda, insan kemik dokusu belirli bir noktaya kadar kendini
iyilestirebilme yetenegine sahiptir. Bu durum, bireyin sagligini ve yasam kalitesini

onemli 6l¢iide etkileyebilmektedir (Laurencin vd., 2006; Wang vd., 2016b).

Kemik doku miihendisligi, yukarida bahsedilen bu sorunlara bir ¢6ziim olarak
onerilmektedir. (Yu vd., 2015). Biyouyumlu bir iskelet yapisi, uygun hiicrelerin ve
morfogenetik sinyal molekiillerinin 3D kompleks bir sistem igerisinde bir araya
getirilmesiyle fonksiyonel kemik greftleri iiretilebilmektedir. Bu 6zgiin greftler, cesitli
kemik bozukluklar1 ve yaralanmalarinin tedavisinde kullanilmak iizere tasarlanmistir
(Laurencin vd., 1999; Langer ve Vacanti, 1993). Bu gelisme, gelecekte kemik
rejenerasyonu ve doku miihendisligi alanlarinda umut verici bir adim olarak

degerlendirilebilir.

Dogal kemiklerin morfolojisi ve bilesenlerini bilmeden uygun bir iskelet olusturmak
miimkiin degildir. Kemikler, uzunluk ve genislik 6lgegine dayanan karmasik hiyerarsik
yapilarla olusur. Bu yapilar arasinda trabekiiler ve kortikal kemik gibi makro yapilar,
havers kanallar1 ve osteonlar gibi mikroyapilar, lameller gibi altmikroyapilar ve kollajen
lifleri gibi nano yapilar yer alir. (Barth vd., 2011; Rho vd., 1998). Ayrica, mineral,
kollajen ve organik proteinler gibi alt-nano yapilar da bulunur. Bu bilesenler hiyerarsik

bir diizen i¢inde diizensiz ancak optimal bir sekilde yerlestirilir ve yonlendirilir.

Dogal kemik bilesenlerini anlamadan uygun bir iskelet malzemesi se¢mek miimkiin
degildir. Kollajen ve HA (hidroksiapatit), dogal kemikte yaklasik olarak %95 oraninda
bulunur (Ma vd., 2018). Ayrica, 200'den fazla farkli kollajen dis1 matris proteini, hiicre
dis1 sinyallerin diizenlenmesine katkida bulunur (Stevens, 2008). Bu nedenle, dogal

kemik yapisini1 anlamak, uygun bir iskelet malzemesi se¢imi i¢in olduk¢a 6nemlidir.



Hiicre dis1 matrisi taklit edebilen sentetik iskeletlerin tasarlanmasi ve iiretimi, biyolojik
bozukluklar1 ve defektleri asmada umut verici bir perspektif ve uygulamalar sunar. Hiicre
dis1 matrisi taklit edebilen sentetik iskelelerin tasarlanmasi, biyoloji, malzeme bilimi ve
miithendislik yaklasimlarinin birlestigi ¢ok disiplinli bir alan olan doku miihendisliginde
umut verici bir perspektif ve uygulama sunmaktadir. Bu tiir iskeleler, geleneksel klinik
yaklagimlarla karsilastirildiginda bazi avantajlar sunar. ilk olarak, donor kaynakl1 hastalik
riskini, immiin reaksiyonlar1 ve enfeksiyon riskini azaltma potansiyeline sahiptirler.
Ayrica, yapay iskelelerin tasarlanmasinda bir¢ok farkli biyomalzeme kullanilabilir ve bu
malzemelerin degisiklikleri, hiicre davranisinin daha iyi kontrol edilmesine olanak saglar

( Porter, 2009).

2.2 Kemik Yiizeyinin Taklit Edilmesi

Osteoblastlar, yilizey piirtizlilligli ve kimyasal Ozelliklere hassasiyet gosterir. Hiicre
zarina bagli olan integrin proteinleri, yiizeyin topografik yapisi degistiginde sinyal
iletimini etkiledigi transkripsiyon ve protein sentezi sagladigi bilinmektedir. (Boyan,

1996).

Kemik dokusunun en dis tabakasinda periost adi verilen kemik onarimi ve
yenilenmesinde biiyiikk rol oynayan tabaka vardir. Periostun altinda ise kollajen ve
hidroksiapatit gibi nano boyuttaki molekiilleri iceren yiizeyin piiriizlii benzersiz bir
topografisini olusturan bilesenler bulunmaktadir. Bu topografinin hiicre davranigi
tizerinde etkisi oldugu kanitlanmistir. Bu sebeple ylizey piiriizliiligiiniin taklit edilmesi

hiicresel davraniglarin diizenlenmesinde bir avantaja sahiptir (shi, 2014).

Shi vd., 2014 yilinda, kemik yiizey taklidini poli(dimetilsiloksan) (PDMS) ile basaril1 bir
sekilde taklit edildigini gostermislerdir.

Bir bagka calismada, polikaprolakton (PCL) iskeleler kalsiyum fosfat ve nano-
hidroksiapatit (HA) kullanarak piiriizlii bir yiizeye sahip olacak sekilde doku iskelesi



tasarlanmigtir. Osteojenik farklilasmast degerlendirilmis ve yiizey taklitli doku

iskelesinin osteojenik gen ifadesinin 6nemli dl¢lide arttig1 gdzlenmistir (Lu, 2012).

2.3 Yumusak Litografi Teknigi

Yumusak litografi, yiizey yapilarinin hassas bir sekilde replike edilmesine olanak taniyan
mikro miihendislik teknigidir. Bu teknik, yiizey topografisinin basarili bir sekilde taklit
edilmesi ve karmagik yiizey yapilarinin yeniden {iretilmesi i¢in degerli bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Yumusak litografi, mikro ol¢ekte ince detaylar1 koruyarak istenen
yiizey desenlerinin olusturulmasini saglar. Bu sayede, ylizey etkilesimleri, hiicre
davranisi ve molekiiler etkilesimler gibi 6nemli faktorlerin incelenmesi igin kontrollii bir

ortam sunar (Xia, 1998).

Poly(dimethylsiloxane) (PDMS), yumusak litografi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
elastomerik malzemedir. Bu malzeme, esnekligi, yiiksek termal ve kimyasal direnci ve
kolay islenebilirligi nedeniyle yumusak litografi uygulamalarinda popiilerdir. PDMS,
basit bir kaliplama islemiyle mikrokanallar, mikroporlar, mikrogukurlar ve diger
karmasik ylizey yapilar1 olusturmak i¢in kullanilabilir. Ayrica, PDMS'nin uygun optik ve
mekanik 6zellikleri, biyomedikal arastirmalar, mikroakiskan sistemler, biyosensorler ve
diger mikro 6lgekli cihazlarin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Whiteside,

2001).

2.4 Hidrojeller

Hidrojeller, polimer zincirlerinin kimyasal veya fiziksel yontemlerle capraz baglanmasi
sonucu olusan {i¢ boyutlu homo veya kopolimerik sistemlerdir. Bu polimerik aglar su ile
etkilesime girdiklerinde ¢0zlinmeyen yapiya sahip olup, sisme yetenegi
sergilemektedirler. Bu karakteristik 6zellik, hidrojelleri biyomedikal uygulamalar i¢in

onemli kilmaktadir (Mahinroosta vd., 2018).



Hidrojel ortaminda kiiltiire edilen hiicreler, aralarindaki etkilesimi daha 1iyi
saglayabildikleri ve potansiyel fenotiplerini dogal ortamlarina daha yakin bir sekilde ifade
edebildikleri i¢in, hidrojeller doku miihendisligi iskeleleri i¢in en uygun
biyomalzemelerdir (Lee vd., 2018). Bu 6zellikleri, hidrojellerin hiicre biiyiimesi,
farklilasma ve doku rejenerasyonu gibi siireglerde etkili bir sekilde kullanilmasini

saglamaktadir.



3. KAYNAK OZETLERI

Kurian vd. 2022 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, foto ¢apraz baglama yontemiyle elde
edilen JeIMA hidrojelinin nanoseryum oksit ile kaplandig1 gdosterilmektedir. Bu
caligmada, elde edilen hibrit hidrojelin ¢oziinebilir jelatin biyopolimeri yani sira
¢Oziinmeyen nanoseryum oksiti icerdigi ortaya konulmaktadir. Arastirmacilar, bu hibrit
hidrojelin gbzenekli mikroyapt ve biyoarayiizey Ozellikleri sundugunu iddia
etmektedirler. Doku iskelesinin yilizey morfolojisi ve elementel kompozisyonu, alan
emisyonlu taramali elektron mikroskopisi (FE-SEM) kullanilarak incelenmis ve
nanoseryum oksit nanoparcaciklarinin dagilimi enerji dagilim spektroskopisi (EDS) ile
gosterilmistir. Modifiye edilmis JeIMA hidrojel doku iskelesinin yiizey nanopiiriizliliigi
atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ile karakterize edilirken, kimyasal yapis1 X-1s1n1
fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile analiz edilmistir. Seryum oksit nanopargaciklarinin
varligi, doku iskelesinin mekanik 6zelliklerini artirdigini dogrulamustir. Sekil 3.1°de

yapilan calisma gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Seryum oksit nanopargacikli doku iskeleleri sentezi ¢alismasi (Kurian vd.
2022)



Ayrica, doku iskeleleri simiile edilmis viicut sivis1 (SBF) icerisinde bekletilmis ve doku
iskelesi lizerinde kemik benzeri nanometre 6l¢eginde hidroksiapatit olusumunun taramali
elektron mikroskopisi (SEM), X-1sin1 kirmimi (XRD) ve Fourier donlisimi kizilotesi

spektroskopisi (FTIR) kullanilarak kanitlanmistir.

Arastirmada, nanoseryum oksit pargaciklarinin doku iskelesine antioksidan o6zelligi
kazandirdig1 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) testi ile savunulmustur. Ayrica, fare
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (rMSCs) doku iskelesi iizerinde giin boyunca
kiiltiirlenmesi sonucunda hiicre ¢ogalma davranisi incelenmis ve doku iskelesinin

biyouyumlu bir malzeme oldugu sonucuna varilmstir.

Sonug olarak, elde edilen hibrit doku iskelesi, gergeklestirilen kapsamli analizler ve hiicre
kiiltiirli ¢aligmalar1 sonucunda, doku rejenerasyonunu tesvik edebilme yetenegi, implant
edilebilir 6zellikleri ve antioksidan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan, ayni zamanda sert
dokunun bilesimini basarili bir sekilde taklit edebilen bir malzeme oldugu one

stirilmiistiir.

Behan vd. 2022 yilinda yaymlanmis olan ¢alismalarinda, artikiiler kikirdak dokusunu
yeniden olusturmay1 hedefleyen klinik stratejilerin zorlugunu; tamamen islevsel, yiik
tagiyabilen dokunun yeniden olusturulmasinin zorlugunu ele alarak buna karsi bi
malzeme One Siirmiislerdir. Kikirdak ECM’sini kikirdaktan izole ederek biyomiirekkep
haline getirmislerdir. Calismada Artikiiler kikirdagindan elde edilen ECM ana bileseni
olan tip II kollajen igermektedir. Ve izole edilen bu ECM metakrilatlanarak viicut
sicakliginda jel olusturmayan ana bilesen olan tip II kollajenin dayanikli jel olusturmasi
saglanmustir. Elde edilen hidrojelin biyobozunurluk, reoloji, mekanik testi, basilabilirligi
incelenmigtir. Hiicre kiiltiir caligmalarinde kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri
kullanilmistir ve hiicre canlilifi analizleri yapilarak kollajen agisindan zengin dokular
olustugu kanitlanmistir. Sonug olarak elde edilen metakrilatlanmig kikirdak ECM’si 3D
biyobasimla kikirdak doku iskelesi olarak kikirdak rejenerasyonu i¢in kullanilabilecegi

savunulmustur.
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Sekil 3.2 Kikirdak ECM’sinin biyomiirekkep haline getirilmesi ve 3D basim ¢aligmasi
(Behan vd. 2022)

Jaiswal ve arkadaslarinin (2015) yaymladiklart bir caligmada, kemik dokunun
bilesenlerini taklit etmek amaciyla kemik rejenerasyonu i¢in JeIMA hidrojeline diigiik
konsantrasyonlarda inorganik nanopartikiiller eklenerek kompozit bir hidrojel
tasarlanmiglardir. Bu tasarimda, JeIMA hidrojeline ¢apraz baglama islemi sirasinda
(FesO3) manyetik nanopartikiiller kapsiillenmistir. Nanopartikiil eklenmesi sonucunda
hidrojelin mekanik sertliginin 10 kat artt1g1 ve dayanikliliginin 20 kat arttig1 gézlenmistir.
Ayrica, nanopartikiillerin JeIMA polimer zincirleriyle etkilesime gecerek ¢ift kimyasal
capraz baglanma sagladigt ve bu durumun kemik rejenerasyonunu artirdigr 6ne

stirilmiistiir.



4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Sigir deri ve tendon kasaptan temin edilerek laboratuvar ortamina getirilmistir. Dokular
dikkatlice c¢ikarilmig temizlenmis ve kimyasal ve enzimatik hiicresizlestirme
yontemlerinin kombinasyonu kullanilarak hiicresizlestirme islemi gergeklestirilmis toz
haline getirilmistir. hiicresizlestirme isleminde Tripsin-EDTA (Merck, Almanya), Triton

X-100 (Merck, Almanya ), sodyum azid (Merck, Almanya) kullanilmistir.

Biyopolimerlerin metakrilatlanmasi ve hidrojel olusmasi i¢in Metakrilik Anhidrit (Sigma,
Almanya), 2-Hidroksi-4’-(2-hidroksietoksi)-2-metilpropiyofenon  (Irgacure  2959)
(Sigma, Almanya ) kullanilmistir. Kemik yiizey taklidini hidrojele aktarmak igin
hazirlanan kalip Agar- Agar (Merck, Almanya ) kullanilmistir.

Hidrojellerin kimyasal yapilarin1 analiz etmek amaciyla Fourier doniisiimli kizilotesi
spektrofotometre cithazi (FTIR) cihazi kullanilmistir. Hidrojellerin karakterizasyonu icin

mekanik basma testi (SHIMADZU, AG-X 50kN ) kullanilmistir.

Hiicre kiiltiir calismalari, 37°C sicaklik, %5 CO2 ve %95 nem saglayan inkiibator
(Panasonic) ve laminer akis kabini kullanilarak gergeklestirilmistir. Besiyeri olarak
DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) (Gibco,
ABD), antibiyotik-antimikotik ve fetal sigir serumu (FBS) kullanilmistir. Hiicrelerin

ayristirtlmasi i¢in Tripsin/EDTA ¢ozeltisi kullanilmistir.

4.2 Yontem

4.2.1 Zenogreft (sigir) kemik temizligi

Kemik dokular, sigir femur kemiklerinden elde edilmis olup istenilen boyutlarda

kesilerek kimyasal yolla temizleme islemi olan zenogreft temizleme islemine tabi
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tutulmustur ( Erenay B. 2015). Uygun boyutlarda kesilmis kemik dokular1 6n yikama
olarak distile su ile yikanmis ve teknik etanol igerisinde 30 dk boyunca karistirilmistir.
Kemik iizerinde kalan dokularin ve hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla %10 NaCl
cOzeltisinde oda sicakliginda 24 saat boyunca bekletilmistir. Distile su ile yikama
sonrasinda dokularda bulunan lipid gruplarinin uzaklagtirllmasi amaciyla aseton
icerisinde ultrasonik banyoda 10 dk 2 tekrarli yikanmistir. Ardindan %10’luk NaCI
coOzeltisi igerisinde 24 saat bekletilmistir. Distile su ile yikama sonrasinda dokuda bulunan
organizmalarin uzaklastirilmasi i¢in %3 H2O, ile 72 saat yikama islemi
gercgeklestirilmistir. %1 NaCl icerisinde 3 saat bekletilmis distile su ile yikama islemi
gergeklestirilmis ve 2N NaOH igerisinde ultrasonik banyoda 2 saat boyunca
bekletilmistir. Distile su ile yikanmig ve aseton igerisinde 144 saat bekletilmistir. Sigir
femur kemiklerinden zenogreft temizleme yontemiyle elde edilmis olan bu kemik
dokulari, 34°C’de 6 saat kurutulmustur. Zenogreft temizleme yonteminin akis semasi

sekil 4.1°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.1 Zenogreft (s1gir) kemik temizligi
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4.2.2 Agar jeli ile kalip hazirlanmasi

Daha Onceki calismalarda PDMS polimeri kemik yiizey topografyasinin yumusak
litografi teknigi ile taklit edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da
PDMS polimeri kemik ylizeyinin topografyasini ¢ikararak hidrojel yiizeyine aktarimi
saglanmast amaglanmistir. Baski yontemi ile hidrojel yiizeyine kemik topografyasi
aktarilmaya ¢alisilmis ancak kontrollii baski yapilamamasi nedeniyle hidrojeller
parcalanarak biitiinliigli bozulmustur. Basingla gerceklestirilemeyen ylizey topografya
aktarimi {izerine PDMS’in kalip olarak kullanilabilirligi denenmistir elde edilen negatif
kemik ylizey taklit PDMS iizerine hidrojeller eklenerek capraz baglanmasi amaglanmis
ancak hidrofilik hidrofobik etkilesimlerden kaliplanamamis ve gapraz baglanamamustir.
Bunun iizerine alternatif diisiiniilmiis ve agar jelinden negatif kemik yiizey taklitli kaliplar
yapilmasi amaclanmistir. Agar dogal polimerin termal jellesme mekanizmasindan
faydalanilarak, kemik yiizeyinin agar jel ile kaplanmasi gerceklestirilmistir. Agar jelinin
konsantrasyonu arttik¢ca, mekanik olarak daha dayanikli bir yap1 elde edilmistir. Agar jel,
yumusak litografi teknigi kullanilarak, kemik yiizeyinin negatif topografyasini basariyla
taklit etmektedir.

%35 oraninda agar ¢ozeltisi tamamen homojen hale getirildikten sonra, hazirlanan kaliba
dokiilmistiir. Jellesme islemi sirasinda, kademeli bir yaklasim benimsenerek gaz
kabarciklariin etkili bir sekilde uzaklastirilmasi saglanmis ve kemik agar ¢ozeltisine
daldirilmistir. Bu asama, +4 °C’de gerceklestirilmis ve jellesme siireci tamamlanincaya
kadar beklenmistir. Sonrasinda, kaliptan dikkatlice ¢ikarilan kemik yiizey taklitli agar
kalib1, yumusak litografi ad1 verilen yontemle elde edilen negatif kemik yiizey taklidini

olusturmustur.
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Sekil 4.2 Negatif kemik yiizey taklitli agar kalip hazirlanmasi

4.2.3 Sigir deri ve tendonun hiicresizlestirilmesi

Sigir deri ve tendonundan alinan kesitler ayr1 beherlerde olacak sekilde deiyonize su ile
yikanarak hiicresizlestirme islemine tabi tutulmustur. flk olarak deri ve tendon hiicresel
bilesenlerinden ayirmak i¢in oda sicakliginda % 0.25 tripsin ¢ozeltisine 0.5 mM EDTA
eklenerek 48 saat boyunca manyetik karistirict icerisinde inkiibe edilmistir. Bakteri
tiremesini engellemek amaciyla ¢ozeltiye %0.02 (a/h) sodyum azid eklenmistir.
Ardindan birkag¢ kez deiyonize su ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Deri ve tendon
dokular1 oda sicakliginda siirekli karistirilan 9%0.5 Triton X-100 deterjan1 igerisinde 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. Deterjanin uzaklastirilmasi amaciyla dokular ikiser defa

30 dakika boyunca deiyonize suyla yitkanmustir.

Hiicresizlestirme islemi tamamlandiktan sonra, dokular -80°C’ye kadar sogutulmus ve
liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon islemi, dokularin suyunun dondurulup ardindan
vakum altinda buharlastirilmasiyla gergeklestirilmistir. Liyofilize edilen dokular 6giitiicii
yardimiyla toz formuna getirilerek doku stabilitesini korumak ve bozulmalarin1 6nlemek

amaciyla +4 °C’de depolanmustir.

424 Jelatinin ve hiicresizlestirilmis sigir deri, tendon ECM’sinin
Mmetakrilatlanmasi

Ayr1 ayri hiicresizlestirilmis ve toz haline getirilmis sigir deri ve tendon ECM’leri jelatin

metakrilatlama protokoliine tabi tutulmustur (Shirahama, 2016). Sekilde ayr1 ayr1 JeIMA,
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dECM-MA ve tECM-MA sentez ve capraz baglanma protokolii sematik olarak

gosterilmigtir.
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Sekil 4.3 Metakrilatlanmig hidrojellerin sentezi

4.2.4.1 JeIMA sentezi

Ticari sigir jelatini %10’lik ¢ozelti olacak sekilde karbonat-bikarbonat tamponunda 55°C
sicaklikta manyetik karistirict altinda 6ziinene kadar homojen bir sekilde karigtirilmastir.
Tam c¢ozliinme saglandiktan sonra pH degeri 9'a ayarlanmis ve sicaklik 60°C'ye
cikarilarak her 1 gram jelatin basina 0,1 ml metakrilik anhidrit damla damla eklenmistir.
Metakrilik anhidrit, fotosensitif bir 6zellige sahip oldugu i¢in reaksiyon karanlik bir
ortamda gergeklestirilmistir. Reaksiyon, pH ve 1s1 kontrollii bir sekilde 3 saat boyunca
karigtirilarak tamamlanmistir. Reaksiyon, pH 7'ye getirilerek durdurulmustur. Daha
sonra, diyaliz membranina alinmis ve 5 giin boyunca distile suya kars1 diyaliz edilmistir.
Ardindan, liyofilizasyon islemine tabi tutulmus ve toz formuna getirilerek +4°C'de

depolanmastir.
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4.2.4.2 JeIMA hidrojel eldesi

JeIMA , fotocapraz baglayici ajan kullanilarak UV ¢apraz baglama yontemiyle hidrojel
elde edilmistir ( Cellink ).

%10'luk jelatin c¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in ayr1 falkon tiliplerinde jelatin tozu (1 gr)
karbonat-bikarbonat tamponu (8 ml) igerisine eklenir ve 70°C'de belirli araliklarla
vortexlenerek homojen bir sekilde ¢ozlinmesi saglanir. Ayni sekilde irgacure (0,1 gr)
karbonat-bikarbonat tamponu (2 ml) igerisinde ¢oziindiiriiliir. Coziinme saglandiktan
sonra 1rgacure falkon tiipii, jelatin falkon tiipii ile birlestirilir ve 45°C'de calkalayicili su
banyosunda 15 dk boyunca karismasi saglanir. Hazirlanan c¢dzeltiler, bir sonraki

kullanima kadar +4°C'de depolanr.

4.2.4.3 Sigir dECM-MA ve tECM-MA sentezi

Hiicresizlestirilmis sigir deri ECM ve sigir tendon ECM, JeIMA metakrilatlama

yontemindeki gibi metakrilatlanmistir.

Hiicresizlestirilmis deri/ tendon ekstraseliiler matrisi (ECM), karbonat-bikarbonat
tamponunda %10 ¢ozelti oraninda 60 °C sicaklikta ¢coziinene kadar karistirilmistir. Tam
¢oziinme saglandiktan sonra pH degeri 9'a ayarlanmis ve her 1 gram deri/ tendon ECM
basina 0,2 ml metakrilik anhidrit damla damla eklenmistir. Reaksiyon 3 saat boyunca
devam ettirilmis ve 3 saat sonunda pH 7'ye getirilerek reaksiyon durdurulmustur. Daha
sonra, diyaliz membranina alinarak 5 gilin boyunca distile suya kars1 diyaliz edilmistir.

Sonrasinda, liyofilize edilerek toz formuna getirilmis ve +4°C'de depolanmastir.

4.2.4.4 Sigir dECM-MA ve tECM-MA hidrojellerinin eldesi

%10'luk Si1gir dECM-MA/ tECM-MA ¢ozeltisi hazirlanmasi igin ayri falkon tiiplerinde
Sigir dECM-MA/ tECM-MA tozu (1 gr) karbonat-bikarbonat tamponu (8 ml) icerisine

eklenir ve 70°C'de belirli araliklarla vortexlenerek homojen bir sekilde ¢oziinmesi
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saglanir. Ayn sekilde irgacure (0,1 gr) karbonat-bikarbonat tamponu (2 ml) igerisinde
¢ozlindiriiliir. Coziinme saglandiktan sonra irgacure falkon tiipii, Sigir dECM-MA/
tECM-MA falkon tiipli ile birlestirilir ve 45°C'de c¢alkalayicili su banyosunda 15 dk
boyunca karismasi saglanir. Hazirlanan ¢ozeltiler, bir sonraki kullanima kadar +4°C'de

depolanir.

4.2.5 Metakrilatlanms hidrojellerin karakterizasyon ¢cahismalar:

4.2.5.1 NMR

H1-NMR analizi i¢in 10-20 mg saf jelatin tozu, hiicresizlestirilmis sigir deri ECM’i,
hiicresizlestirilmis sigir tendon ECM’i, liyofilize edilen JeIMA, Sigir dECM-MA ve
tECM-MA ornekleri, 1 mL doteryum oksit i¢inde ¢ozdiirilmiistiir. Cozeltilerden elde
edilen NMR spektrumlari, 0-10 ppm araliginda kaydedilmistir.

4252 FTIR

Saf jelatin tozu, hiicresizlestirilmis sigir deri ECM’i, hiicresizlestirilmis sigir tendon
ECM’i ve liyofilize edilen JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA'nin FTIR spektrumlari,
450-4000 cm-1 spektral araliginda elde edilmistir.

4.2.6 Yumusak litografi yontemi ile kemik yiizey taklidinin hidrojellere aktarilmasi

Negatif kemik yiizey taklitli agar jeli kalip kullanilarak, pozitif kemik ylizey taklitli
hidrojeller yumusak litografi yontemiyle basariyla iiretilmistir. Bu yontemde, agar jeli
kalip, kemik yiizeyin ayrintilarin1 hassas bir sekilde yakalamak i¢in kullanilmistir.
Ardindan, hidrojel formiilasyonu kullanilarak pozitif kemik yiizeyin taklit edildigi
hidrojeller elde edilmistir. Bu inovatif yaklasim, kemik dokusunun kompleks

topografisini ve yapisal 6zelliklerini hassas bir sekilde taklit etmeyi amaglamaktadir.
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Negatif yiizey taklitli agar jeli kalibina, oda sicakliginda sivi hale gelen fotocapraz
baglama ajani iceren hidrojel ¢ozeltileri (JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA)
eklenmistir. Bu ¢6zeltiler, hidrojel olusumu i¢in gerekli bilesenleri icermekte ve agar jelin
negatif yiizeyinin ayrintilarimi taklit etmistir. 365 nm dalga boyunda UV kaynagi
kullanilarak 10 dakika boyunca ¢apraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemle
hidrojel, capraz baglanmistir. Capraz baglanan hidrojel, spatiil yardimiyla dikkatlice agar
kaliptan soyularak ¢ikarilmistir. Bu adimlar sonucunda, negatif ylizey taklitli hidrojel
yapisi basarili bir sekilde elde edilmistir.

soyma

JeIMA, dECM-MA
veya t-ECM-MA

¢ozeltisi y uv
— — pozitif kemik
negatif kemik agar kaliba Z]u;ey tlakht“
ylizey taklitli agar dokulerek UV ile e
kahp capraz baglanmis

hidrojel

Sekil 4.4 Yumusak litografi teknigi ile negatif kemik ylizey taklitli agar kaliptan pozitif
kemik yiizey taklitli hidrojel elde edilmesi

4.2.7 Kemik yiizey taklitli hidrojellerin karakterizayon ¢alismalar

4.2.7.1 Profilometre o6lciim analizi ile hidrojellerin yiizey topografyasinin
belirlenmesi ve 1s1k mikroskobunda goriintiilenmesi

JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA hidrojel 6rnekleri ile agar jeli 6rnekleri ve bu
orneklerin pozitif kemik yiizey taklitli hidrojel rnekleri yiizey morfolojilerini incelemek

amaciyla mikroskop altinda incelenmistir.
Profilometri, bir yiizeyin topografik 6zelliklerini 6lgmek i¢in kullanilan bir teknik olup

yiizey yliksekligini degisikliklerini tespit etmek amaciyla ve ylizey morfolojisini analiz

etmek amaciyla kullanilmigtir.
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Tez caligmasi kapsaminda, ornekler (Agar jeli, JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA),
yiizey piiriizliliigii 6l¢timleri icin profilometre cihazina diiz ve taklitli olacak sekilde
gruplara ayrilarak hazirlanmistir. Profilometre cihazinin kalibrasyonu tamamlandiktan
sonra, belirli bir bolgede 0,2 mm kesim limiti ve 2 mm izleme yolu uygulanarak 6rnek
tizerinde Ol¢iim yapilmistir. Bu yontem sayesinde Ornegin ylizey plriizliligii tespit

edilmistir.

4.2.7.2 Temas acis1 ol¢iimii

Temas agis1 Ol¢limii , malzemenin hidrofobik veya hidrofilik 6zelligi hakkinda bilgi
saglayan bir yontemdir. Bu 6l¢lim sivinin bir malzemenin yiizeyi lizerinde yayilma
yetenegini degerlendirerek gerceklestirilir. Temas agisi, stvinin malzeme ylizeyiyle temas
ettigi noktada olusan bir acidir ve bu ag1, sivinin hidrofobik veya hidrofilik karakterini

belirlemeye yardimeci olur.

Tez calismast kapsaminda, metakrilatlanmis hidrojeller ve kemik ytizey taklitli hidrojeller
lizerinde temas acis1 dlgiimii gerceklestirilmistir. Ancak, hidrojellerin yiiksek su tutma
kapasiteleri nedeniyle su ile gergeklestirilen ylizey temas agisi Ol¢iimii miimkiin
olmamistir. Yiizeye damlatilan su damlacigi, hidrojel tarafindan hizla emilerek ag1
Olciimii yapilamamistir. Bu durum, hidrojellerin suyu emme yeteneklerinin 6l¢iim
stirecini etkiledigini gostermektedir. Bu nedenle, hidrojel yiizeylerin temas agis1 6l¢timii

i¢in alternatif yontemler veya modifikasyonlar diistintilmelidir.

Hidrojellerin su ile gerceklestirilen temas agis1 dl¢iimiinde yasanan zorluklar1 asmak i¢in
alternatif bir yaklasim olarak, hidrojel yiizeylerin {izerine renklendirilmis su damlaciklar
yerlestirilmistir. Bu su damlaciklari, gida boyasi kullanilarak renklendirilmistir.
Ardindan, su damlacig hidrojel yiizeye temas ettigi an1 yansitan bir goriintii, agir ¢ekim
modunda c¢ekilmistir. Bu goriintiide, damlaci@in temas anindaki sekli ve yayilimi
belirginlesmistir. Daha sonra, bu goriintii lizerinden temas agis1 (cos 0) 6l¢iimii yapilmis
ve ilgili hesaplamalar gergeklestirilmistir. Ancak, renklendirilmis su damlacigi
yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi konusunda daha fazla ¢alisma yapilmasi

gerekmektedir.
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4.2.7.3 Mekanik test (Basma)

JeIMA, dECM-MA ve tECM-MA hidrojel 6rnekleri (diiz ve taklit olacak sekilde) 1 dk
suda bekletilmis ve bekletilmemis olarak iki grupta incelenmek lizere 8mm ¢apta ve 3mm
yiikseklikte kesitler alinarak hazirlanmistir. 10N kapasitedeki test cihazina yerlestirilen
hidrojeller oda sicakliginda (25°C) 1.Imm/dk hizda sikistirilmistir. Deforme olan
hidrojellerin basma kuvvetleri not edilmistir. Elde edilen verilerle gerilim-gerinim

grafikleri cizilerek iki grup malzeme karsilastirilmak tizere degerlendirilmistir.

4.2.7.4 Sisme testi

JeIMA, sigir dECM-MA ve t-ECM-MA hidrojellerinin su emme kapasitelerinin
degerlendirilmesi amaciyla hidrojel ve hidrojellerin liyofilize edilmis halleri olmak tizere
iki ayr1 grup altinda (n=2) sisme testi gerceklestirilmistir. Numuneler, ¢capraz baglama
isleminden sonra baslangi¢ agirliklart (Wo) belirlenmistir, ardindan belirli siireler (1 dk,
3 dk, 5 dk) boyunca distile su i¢inde bekletilmistir. Suyu absorbe eden numuneler hemen
tartilarak (Ws) kaydedilmis ve sisme derecesi;

% Sisme Derecesi = [(Ws — Wo) / Wo ] x 100

denklemine dayanarak hesaplanmstir.

4.2.7.5 Biyobozunurluk ¢alismalar:

JeIMA, sigir dECM-MA ve t-ECM-MA hidrojellerinin biyobozunma hizlar, diiz ve
kemik yiizey taklitli gruplar olusturularak (n=3) hidrolitik (PBS) ve enzimatik (Lizozim)
bozunma testleriyle incelenmistir. Baslangic¢ agirliklar: l¢iilen hidrojeller, ardindan ayr1
ayr1 PBS ve Lizozim ¢ozeltileri i¢inde 1., 3., 5., 7., 10., 15., 20. ve 30. giinler boyunca
37°C sicaklikta ve 75 rpm ¢alkalama hizinda bozunmaya birakilmigtir. Belirlenen zaman
noktalarinda hidrojeller ¢6zeltiden alinarak kurutulmus ve agirliklar1 hassas bir sekilde

yeniden ol¢iilmiistiir.
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4.2.8 Hiicre kiiltiir calismalari

Hiicre kiiltiir ¢aligmalari, insan osteosarkoma (SaOs-2) ve fare fibroblast (L929) hiicre
hatlartyla gergeklestirilmistir. Her iki hiicre hatt1 da 37 °C'de ¢6ziindiiriilmiis ve DMEM-
F12 (%10 fetal sigir serumu, FBS, ve %1 antibiyotik-antimikotik ile hazirlanmis)
besiyeriyle slispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon, 1200 rpm'de 5 dakika boyunca
santrifiijlenerek siipernatant atilmigtir. Hiicre pelleti, DMEM-F12 besiyeriyle yeniden
siispansiyon haline getirilmis ve kiltiir kaplarina aktarilmistir. Kiiltiir kaplarindaki

hiicreler, %5 CO2 igeren bir inkiibatérde 37 °C'de kiiltiirlenmistir.

4.2.8.1 Sitotoksisite

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) testi, sitotoksisite veya
hiicre canliligini degerlendirmek i¢in kullanilan bir kolorimetrik testtir. Bu test, hiicrelerin
mitokondriyal fonksiyonunu belirlemek amaciyla siiksinat dehidrogenaz gibi
mitokondriyal enzimlerin aktivitesini 6lcer. MTT testi, hiicreler tarafindan alinan ve
mitokondriyal enzimler tarafindan indirgenen MTT bilesiginin formazan {iriiniiniin
olusumuyla ¢alisir. Formazan iiriinii, renksiz olan MTT bilesiginden farkli bir mor renge
sahiptir ve bu renk spektrofotometrik olarak oOlgiilerek hiicre canliligi hakkinda bilgi
saglar. Bu yontem, hiicrelerin metabolik aktivitesi ve hiicre proliferasyonunu belirlemek

i¢cin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Tez galismasi kapsaminda, MTT testi insan osteosarkoma (SaOs-2) ve fare fibroblastlast
(L929) hiicre hatlariyla gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, JeIMA, sigir dAECM-MA ve
tECM-MA hidrojelleri farkli konsantrasyonlarda (%5, %7 ve %10) hazirlanmistir.
Hidrojeller sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Hidrojeller, hiicre kabinine
yerlestirildikten sonra 30 dakika boyunca UV sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha
sonra %70 EtOH i¢inde 1 saat bekletilmis ve %1 antibiyotik-antimikotik igeren PBS ile
yikanmistir. Ardindan, DMEM-F12 besiyeri i¢inde yikanmis ve besiyerinde 37°C'lik bir
inkiibatérde 1 giin boyunca bekletilmistir. Bu adimlar, hiicrelerin hidrojel yiizeyinde

uygun bir ortamda kiiltiire edilmesini saglamak amaciyla gerceklestirilmistir.
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Sterilizasyonu tamamlanan hidrojeller, n=3 olarak belirlenen gruplar halinde 15 ml'lik
falkon tiiplere aktarilmis ve besiyerine daldirilarak inkiibatére yerlestirilmistir. Ayni
anda, 48 kuyucuklu plakalara 10x10* hiicre ekimi yapilmistir. MTT testi, 24 ve 48 saat
siiresince gerceklestirilmistir. Olgiimlerden &nce belirlenen giinlerde, kuyucuklardaki
besiyerleri malzeme igerikli besiyerleriyle degistirilerek inkiibe edilmistir. MTT reaktifi,
1:15 oraninda besiyeriyle birlikte eklenerek 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. 4 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklara izopropil alkol-HCI ¢ozelti karisimi eklenmis
ve 96 kuyucuklu plakalara transfer edilerek mikroplaka okuyucusunda 570 nm dalga
boyunda 6l¢lim alinmistir. Bu adimlar, hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendirmek

amactyla MTT testinin gerceklestirildigi siireci yansitmaktadir.

4.2.8.2 Hiicrelerin malzeme iizerindeki ¢cogalma davranisi

Sitotoksisite testi sonuglar1 dikkate alinarak, JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA
hidrojelleri i¢in optimal taklit yetenegi elde etmek amaciyla %10 konsantrasyon
secilmistir. Bu konsantrasyondaki hidrojeller {izerinde deneyler gerceklestirilmistir. Bu
secim, sitotoksisite testi sonuglarina dayanarak ve istenen taklit yetenegini elde etmek

i¢in yapilan titiz degerlendirmeler sonucunda belirlenmistir.

Tez kapsaminda JeIMA, sigir dJECM-MA ve tECM-MA hidrojelleri ile yumusak litografi
teknigi kullanilarak elde edilen kemik yiizey taklitli T-JeIMA, T-dECM-MA ve T-tECM-
MA hidrojelleri ikili gruplar halinde (n=3) incelenmistir. Insan osteosarkoma hiicreleri
(Sa0s-2), bu hidrojeller tizerindeki hiicre ¢ogalma davranigst MTT reaktifi kullanilarak 1.,
3., 5. ve 7. glinlerde degerlendirilmistir. Hidrojeller, 48 kuyucuklu plakalara
yerlestirilerek her birine 10x10* hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Hiicre yapismasini
saglamak amaciyla inkiibatorde, 37°C sicaklikta ve %5 CO2 igeren ortamda 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra besiyeri eklenmistir. Belirlenen giinlerde kiiltlir ortami aspire
edilerek MTT reaktifi, DMEM-F12 besiyeri ile 1:15 oraninda seyreltilerek kiiltiir
ortamina eklenmistir ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. 4 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ¢ozeltiler, 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak mikroplaka okuyucuda 570 nm
dalga boyunda dl¢lim yapilmistir.
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4.2.8.3 Alizarin red boyamasi

Bu yontem, kalsiyum birikimlerinin degerlendirilmesi i¢in Alizarin Red boyamasinin
kullanildig1 ve setilpiridinyum kloriir (CPC) ekstraksiyon yontemine duyarli oldugu bir

hiicre kiiltiirii calismasidir.

Tez caligsmasi kapsaminda, JeIMA, sigir dECM-MA ve tECM-MA hidrojelleri ile kemik
yiizey taklitli T-JeIMA, T-dECM-MA ve T-tECM-MA hidrojelleri, ikili gruplar halinde
(n=3) incelenmistir. insan osteosarkoma hiicreleri (SaOs-2), 48 kuyucuklu plakalara
yerlestirilen hidrojellerin iizerine 10x10* hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Kiiltiir siiresi
boyunca (3., 7. ve 14. giinler), kiiltiir ortam1 aspirasyonu gergeklestirilerek, PBS ile
yikanma islemi yapilmig ve ardindan %70 EtOH igerisinde 1 saat bekletilmistir. Daha
sonra, deiyonize su ile yikanan ornekler Alizarin Red boyasi ile oda sicakliginda 10
dakika boyanmistir. Boyama isleminden sonra, drnekler iyice yikanarak PBS icerisinde
15 dakika bekletilmis ve %10 CPC (setilpiridinyum kloriir) ¢ozeltisinde 15 dakika
bekletilmistir. Son olarak, 200 ul 6rnek alinarak 96 kuyucuklu plakalara transfer edilerek
562 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmigstir.

4.2.8.4 SEM goriintiileri

Bu tez ¢alismasi, diiz ve taklit hidrojel olmak {izere iki gruba ayrilan hidrojeller lizerinde
insan osteosarkoma hiicreleri (SaOs-2) ile 10x10* hiicre ekimi gerceklestirilerek
yapilmistir. Belirli giinlerde (1. ve 3. giin) hidrojel 6rnekleri fiksasyon sonrasi SEM

analizi kullanilarak goriintiilenmistir.

4.2.8.5 Canli-6lii hiicre goriintiileri

Bu tez calismasi, diiz ve taklit hidrojel olmak iizere iki gruba ayrilan hidrojeller iizerinde
insan osteosarkoma hiicreleri (SaOs-2) ile 10x10* hiicre ekimi gerceklestirilerek
yapilmustir. Belirli zaman noktalarinda (1. ve 3. giin), hidrojel 6rneklerinin hiicre-

malzeme etkilesimini degerlendirmek amaciyla Akridin Orange Propidyum iyodid
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boyamas1 gerceklestirilmistir. Ancak, jellerin kendisi de boyandigi i¢in saglikli
goriintiiler elde edilememistir. Bu nedenle, daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde edilen
JeIMA ve tECM-MA hidrojel malzemelerinin hiicre etkilesimini gostermek amaciyla
farkl1 bir deneyde insan dermal fibroblast hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen Kalsein

temelli canli hiicre boyama sonuclar1 Ek 1°de sunulmustur.
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5. BULGULAR

Kemik doku miihendisligi alaninda, dokunun kendi bilesenlerini igeren hidrojeller
sentezlenerek kemik yiizey taklitli hidrojel dokunun iiretimi gergeklestirilmistir. Bu
hidrojellerin karakterizasyonu ve hiicre ¢alismalariyla elde edilen bulgular asagida yer

almaktadir.

5.1 Hidrojellerin Kimyasal Karakterizasyon Calismalari

5.1.1 Fouirer transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Jelatin ve modifiye edilmis JeIMA (Jelatin Metakrilat), ddECM (hiicresizlestirilmis sigir
deri ECM’si) ve dECM-MA, dtECM (hiicresizlestirilmis sigir tendon ECM’si) ve tECM-
MA molekiillerinin yapisal ve fonksiyonel gruplarini dogrulamak i¢in FTIR (Fourier
Doniisimlii Kizilotesi Spektroskopisi) spektrumlari karsilastirilmistir. Bu karsilastirma,
molekiiller arasindaki kimyasal baglar1 belirlemeyi amaglamaktadir. Sekil 5.1°de jelatin

ve JeIMA’nin FTIR spktrumlarinin grafigi verilmistir.

Jelatin —JelMIA

Gegirgenlik (%)

Dalga Sayis1 (cm?)

Sekil 5.1 Saf jelatin ve sentezlenen JeIMA nin FTIR spektrumlari
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Tez galigmasi kapsaminda sentezlenen JeIMA, dECM-MA ve tECM-MA hidrojellerinin
FTIR spektrumlari, baslangic materyalleri olan saf jelatin, ddECM ve dtECM ile
karsilastirilmistir. Genel olarak, jelatin, dECM ve tECM hidrojellerinin benzer bilesime
sahip oldugu g6z Oniine alindiginda, gozlemlenen pikler olduk¢a yakin
konumlanmaktadir. Detayli bir analiz gergeklestirildiginde, jelatin ve JelMA
hidrojellerinin spektrumlariin absorbans degerleri karsilastirildiginda, sirasiyla ( Jelatin,
JeIMA) 1643 cm™ ve 1656 cm™ 'lik pikler, amid I baginin C=0 gerilme gruplarim
yansitmaktadir. Amid II baginin N-H biikiilmesini gosteren karakteristik pikler ise 1536
cm? ve 1547 cm? olarak gozlemlenmistir. Bunun yani sira, 1236 cm™ ve 1238 cm™
pikleri, amid III bagmin C-N gerilmesini ve N-H biikiilmesini ifade etmektedir. Son
olarak, 3412 cm™ ve 3328 cm™ 'lik karakteristik pikler, peptit baglarinin N-H gerilmesini

ve -OH fonksiyonlu gruplarin varligini isaret etmektedir.

ddECM- dECM-MA ve dtECM- tECM-MA kendi iglerinde ve jelatin- JeIMA

degerleriyla kiyaslandiginda ¢ok benzer sonuglar verdigi goriilmektedir.

105

dECM — dJdECM-MA

Gegirgenlik (%)

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 5.2 Hiicresizlestirilmis dECM ve sentezlenen dECM-MA’nin FTIR spektrumlari
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105
tECM — tECM-MA

95

85

Gegirgenlik (%)

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 5.3 Hiicresizlestirilmis tECM ve sentezlenen tECM-MA’nin FTIR spektrumlari

5.1.2 NMR spektroskopisi

Jelatin ve JeIMA tozlarindan 10 mg tartilarak doteryum oksit i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve

NMR spektroskopisi analizi ger¢eklestirilmistir.

Jelatin
HzN HO COOH
";N
NH, NH,

15 44 13 12 11 10 9 8 7 €& 6 & 3 2 1 0 4 2 gpm

Sekil 5.4 Saf jelatinin NMR spektrumu
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LD COOH
Bl
75 7.0 6.5 60 55 50 4.5 4.0 315 ppm

Sekil 5.5 Sentezlenen JeIMA nin NMR spektrumu

5.2 Zenogreft Kemik Temizlenmesi ve Agar Jeli ile Kalip hazirlanmasi

Calismada, sigir femur kemiginden 6zenle segilen kiigiik parcalar kullanilmistir. Bu
kemik parcalari, yag ve ilik kisimlar1 temizlenerek dnceden belirlenmis bir protokol olan
zenogreft kimyasal temizligi islemine tabi tutulmustur. Zenogreft kimyasal temizligi,
kemik yiizeyinin belirginlesmesini saglayarak temizlenmis kemiklerin elde edilmesini
saglamistir. Kemigin zenogreft islemi Oncesi ve sonrasi goriintiileri Sekil 5.6’da
sunulmustur. Zenogreft islemi Oncesi goriintiide, kemigin dogal yapisi ve yiizeyi
gortilebilirken, zenogreft islemi sonras1 goriintiide kemik yiizeyinin belirgin bir sekilde

oo

degistigi ve diizenli bir topografiye sahip oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 5.6 (A) Kemik zenogreft temizleme 6ncesi kesilmis sigir femur kemikleri, (B)
Kemik zenogreft temizleme sonrasi sigir femur kemik goriintiileri

Kemik yiizeyinin topografyasini taklit etmek amaciyla agar dogal polimerine aktarilmis

ve yumusak litografi teknigi kullanilmistir.

Sekil 5.7 (A) Negatif kemik yiizey taklitli agar kalip, (B) T-JeIMA, (C) T-tECM-MA,
(D) T-dECM-MA hidrojellerin goriintiileri

Daha 6nce yapilan ¢alismada, kemik yiizey taklidi icin PDMS polimeri kullanilmistir
(Erenay vd., 2022). Ancak PDMS polimerinin hidrofobik 6zelliginden hidrojeller PDMS
kaliba dokiilememis ve istenen kemik ylizey taklitli hidrojeller elde edilememistir. Bu
sorunu ¢6zmek amaciyla, agar jel kalip olarak kullanilmasi 6nerilmis ve uygulanmistir.

%S5 agar ¢ozeltisi hazirlanmig ve karistirilarak ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan kemik
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daldirilabilecek bir kaliba dokiilmiis, kademeli olarak sogutulmug ve gaz kabarciklarinin
olugmamasina 6zen gosterilerek jellestirilmistir. Jellesme tamamlandiktan sonra +4°C’de
5 dakika bekletilerek agar jel kaliptan ¢ikarilmis ve yumusak litografi teknigi kullanilarak
kemik agar jelinden dikkatlice soyulmustur. Boylelikle, kemigin pozitif kemik yiizeyi
negatif kemik ylizeyi olarak agar kalibina aktarilmigtir. Agar jel, hidrojellere kemik
yiizeyinin aktarilmasini saglayan bir kalip olarak kullanilmistir. Yumusak litografi teknigi
kullanilarak elde edilen negatif kemik yiizey taklitli agar kalibi, metakrilatlanmis ve
fotogapraz baglayici igeren ¢ozeltilerin dikkatle kaliba dokiilmesi ve ardindan UV 1s181yla
capraz baglanmasi saglanir. Bu adimdan sonra pozitif kemik yiizey taklitli hidrojel agar
kaliptan soyularak cikarilmistir ve pozitif kemik yiizey taklitli hidrojeller sekil 5.7°de
gosterildigi gibi elde edilmistir.

5.3 Profilometre Ol¢iim Analizi ile Hidrojellerin Yiizey Topografyasimin
Belirlenmesi

5.3.1 Isik mikroskop goriintiileri

JeIMA, dECM-MA ve tECM-MA hidrojellerinin kemik yiizey taklitsiz ve kemik yiizey
taklitli hidrojeller mikroskop altinda karsilastirmali olarak incelenmistir. Gozle goriiniir
bir degisiklik, sekil 5.8°de kemik yiizey topografyasinin basarili bir sekilde

aktarilabildigini gostermek adina gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.8 A) Agar, (B) T-Agar, (C) JeIMA, (D) T-JeIMA, (E) dECM-MA, (D) T-dECM-
MA, (G) tECM-MA, (H) T-tECM-MA hidrojellerin profilometre analiz 6ncesi
151k mikroskobu altinda ¢ekilmis goriintiileri
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Kalip olarak kullanilan agar ile hidrojeller, diiz ve kemik yiizey taklitli olacak sekilde
hazirlanmis ve hidrojeller JeIMA, T-JeIMA, dECM-MA, T-ECM-MA, tECM-MA ve T-
tECM-MA seklinde hazirlanarak analize tabi tutulmustur. Optik profilometri teknigi
kullanilarak profilometri cihazinda, yiizeye yonlendirilen 1518 yiizeyden yansiyarak
veya sacilarak toplandigi ve algilayicilar tarafindan bu 1s1k verilerinin analiz edilerek

yiizey profilinin olusturuldugu analiz yontemidir.

Sekil 5.9 (A) Agar, (B) T-Agar, (C) JeIMA, (D) T-JeIMA, (E) dECM-MA, (D) T-dECM-
MA, (G) tECM-MA, (H) T-tECM-MA hidrojellerin profilometre analiz
strasinda 151k mikroskobu altinda ¢ekilmis goriintiileri
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Sekil 5.10 (A) Agar, (B) T-Agar, (C) JeIMA, (D) T-JeIMA, (E) dECM-MA, (D) T-
dECM-MA, (G) tECM-MA, (H) T-tECM-MA hidrojellerin profilometre
analiz yontemi ile yiizey topografyasinin belirlenmesi
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5.4 Temas Acisi

Temas acis1 6l¢limii, malzeme yiizeyinin yiizey enerjisi, polar ve apolar bilesenleri, yiizey
puriizliiligi gibi faktorlerin analizinde 6nemli bir aractir. Hidrofobik yiizeyler genellikle
bliytlik bir temas agis1 (>90 derece) sergilerken, hidrofilik ylizeyler ise kiigiik bir temas
acist (<90 derece) gosterir. Bu Ol¢lim, malzeme tasarimi, kaplamalarin performansi,
yiizey isleme islemleri ve sivi madde arayliziinde meydana gelen etkilesimlerin

anlasilmasi gibi bir¢ok alanda kullanilir.

Temas acis1 0l¢iimii, malzeme yiizeyinin 1slatilabilirlik 6zelliklerini degerlendirirken ayn1
zamanda hidrofobik veya hidrofilik kaplamalarin karakterizasyonunda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu 6l¢iim, malzeme bilimi, kimya, biyomedikal arastirmalar ve yiizey

miihendisligi gibi disiplinlerde 6nemli bir analiz teknigidir.

Sekil 5.11 Hidrojellerin temas agis1 dlglimii goriintiileri

Tez caligmasi kapsaminda, malzeme ylizeyine renkli bir su damlas1 damlatilarak agir
cekim modunda damlacigin malzeme yiizeyine temas ettigi anmn gOriintiisii

kaydedilmistir. Video icerisindeki her bir frame tek tek incelenmis ve bu frameler
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arasindan damlacigin malzemeye temas ettigi ilk an goriintii olarak alinmistir. Daha sonra
Image] programi kullanilarak ag¢i Olgiimii yapilmistir. Sekil 5.10°da gosterilmistir.
Karsilastirma yapildiginda, tECM-MA hidrojeli i¢in ag1 degeri 59-64° araliginda, T-
tECM-MA hidrojeli i¢in ise 25-27° araligindadir. Bu sonuglar, 90° altinda bir ag1 degeri
gostermesi, malzemenin hidrofilik &zelliklere sahip oldugunun bir kanitidir. dECM-MA
hidrojeli ile T-dECM-MA hidrojeli arasinda yapilan kiyaslama sonucunda, kemik yiizey
taklidi olmayan hidrojelin temas agis1 54-61° araliginda oldugu, buna karsilik kemik
yiizey taklitli hidrojelin temas agisinin ise 32-38° araliginda oldugu tespit edilmistir.
JeIMA ve T-JeIMA hidrojelleri arasinda yapilan kiyaslama ise, yiizey taklidi olmayan
hidrojelin temas acgisinin 36-38° araliginda oldugunu, ancak kemik ylizey taklitli
hidrojelin temas agisinin 48-50° aralifinda oldugunu gostermistir. Bu sonuglar,

hidrojellerin hidrofilik 6zelliklere sahip oldugunun kanitidir.

5.5 Mekanik Analiz

Bu tez ¢aligmasi, diiz hidrojel ve kemik yiizey taklitli hidrojeller olmak iizere iki farkli
grup (n=3) {lizerinde yapilmistir. Mekanik basma testi, hidrojellerin ¢apraz baglama
isleminden sonra dogrudan ol¢iim alinarak ve 1 dakika boyunca distile su i¢inde
bekletildikten sonra 6l¢iim alinarak gerceklestirilmistir. Bu iki farkli grubun 6lgtimleri
alinarak gerekli hesaplamalar yapilarak gelime kars1 gerinim grafigi sekil 5.12 ve sekil

5.13’de 1slak ve kuru olarak gosterildigi gibi ¢izilmistir.

34



Sekil 5.12 Hidrojellerin basma testi goriintiileri

GERILIM GERINiM EGRiSsi

012 —— dECM-MA (KUHU)

e T-d ECIW-IVIA.

— e iMA

T-JelMA

01

—tECWI-MA

———T4ECM-MA

o008

GERILIM (MPa)
o
E

o
2

o0z

o 01 02 03 GERINIM%{fnm/mm) 0s 06 07

Sekil 5.13 Kemik yiizey taklitli ve taklit olmayan hidrojellerin basma testi sonucunda elde
edilen gerilim- gerinim egrisi (kuru) (Stress-Strain Curve)
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GERILIM GERINiM EGRisi
(ISLAK)

GERILIM (MPa)

GERINIM [mm/mm)

Sekil 5.14 Kemik yiizey taklitli ve taklit olmayan hidrojellerin basma testi sonucunda
elde edilen gerilim- gerinim egrisi (1slak) (Stress-Strain Curve)

Cizelge 5.1 Mekanik basma testi analizi grafiklerinden elde edilen Islak ve kuru gruplarin
Young modul ve stres gerilim tablosu

ISLAK Young Modulus UTS (Mpa)
(Mpa)

T-tECM-MA 0.0015 0,456431632
tECM-MA 0.0037 0,925659644
T-JeIMA 0.0028 0,084072897

JeIMA 0.0202 0,758373721
T-dECM-MA 0.0026 0,392813764
dECM-MA 0.0036 0,317928649
KURU Young Modulus UTS (Mpa)
(Mpa)
T-tECM-MA 0.0018 0,456431632
tECM-MA 0.0079 0,925659644
T-JeIVMA 0.0163 0,084072897
JeIMA 0.0009 0,758373721
T-dECM-MA 0.0019 0,392813764
dECM-MA 0.002 0,317928649
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5.6 Sisme Testi

Tez galismasi kapsaminda, kemik yiizey taklitli ve diiz olarak gruplanan JeIMA, dECM-
MA ve tECM-MA hidrojel 6rneklerinin sisme davranisi distile su ortaminda zamanla
degisimine gore (1., 3. ve 5. dakika) degerlendirilmistir. Hidrojellerin agirlik degisimi, %
sisme orant1 olarak hesaplanmistir. Bu sekilde, hidrojellerin su emme kapasiteleri ve sisme

Ozellikleri zamana bagli olarak incelenmistir.

800

< 600- & T-JelMA
g
o 4004 - T-tECM-MA
£
iy
o 200+ -o- T-dECM-MA

0 1 | 1

1 3 5
Zaman (dk)

Sekil 5.15 Hidrojellerin Sisme Orani (%)- Zaman(dk) grafigi

Sisme testi grafiginin incelenmesi sonucunda, her bir grup i¢in zamana bagl olarak artan
sisme dereceleri tespit edilmistir. % sisme-zaman grafigi (sekil 5.16) her bir malzemenin
farkl1 bir artig oranina sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ornegin, JeIMA ve T-JeIMA
arasindaki oran dikkate alindiginda, JeIMA'nin baslangigta %200 civarinda bir sisme
oranindan %350'lere kadar yiikseldigi, T-JeIMA'nin ise yaklasik %275'ten %580'lere
ciktigr gozlemlenmistir. Bu durum, JeIMA'nin artis oraninin yaklasik %80 oldugunu,

ancak T-JeIMA'nin artig oraninin %100'in {izerinde oldugunu gostermektedir.

tECM-MA ve T-tECM-MA hidrojelleri arasindaki sigsme artis orani incelendiginde,
tECM-MA'nin baslangicta daha diisiik bir sisme oranina sahip oldugu, T-tECM-MA
hidrojelinin ise birinci dakikada daha yiiksek bir sisme orantyla basladig1 gézlenmektedir.
Bununla birlikte, dikkate deger bir husus, T-tECM-MA hidrojelinin lineer bir artig
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gostermemesidir. ilk ve iiciincii dakikalar arasindaki sisme orani, {i¢iincii ve besinci
dakikalar arasindaki sisme oranina kiyasla daha diisiiktiir. Bu gozlem, baslangigta sisme
oraninin yavas bir sekilde arttigini, ancak daha sonra dnceden toplanan sularin varligiyla

birlikte sisme oraninin arttigini géstermektedir.

dECM-MA ve T-dECM-MA hidrojelleri arasindaki sisme artis orani incelendiginde,

baslangi¢ ve bitis ylizdelerinin neredeyse ayni oldugu gozlemlenmektedir.

5.7 Biyobozunurluk Cahsmalari

Hidrojellerin bozunma 06zelliklerinin incelenmesi hiicre yayilmasi, hiicre gocli ve
invazyon gibi biyolojik davranislari agisindan onemli degisikliklere yol agtig1 icin
oldukca Onemlidir. Yiiksek bozunma hizina sahip hidrojeller, yapinin saglamliginin

zayiflamast anlamina gelmektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen hidrojellerin lizozim ve PBS igerisinde ayr1 ayr1 bozunma
analizleri ger¢eklestirilmistir ve zamana bagl kiitle kaybini gdsteren grafik sekil 5.17 ve

sekil 5.18’de sunulmustur.

Lizozim
0.6
- T-JelMA
@ 0.4
x — T-tECM-MA
D)
<< 0.2
-~ T-dECM-MA
ey
00 I I I I I

T T T T
0o 1 3 5 7 10 15 20 30

Zaman (giin)

Sekil 5.16 Hidrojellerin Lizozim igerisinde biyobozunurluk ¢alismasi Agirlik (g)- Zaman
(glin) grafigi
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0.0 — ,

Zaman (giin)

Sekil 5.17 Hidrojellerin PBS igerisinde biyobozunurluk ¢alismasi Agirlik (g)- Zaman
(glin) grafigi

5.8 Sitotoksisite

Bu testte, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hidrojellerin besiyerinde inkiibe edilmesi
ayn zamanda, 48 kuyucuklu plakalara es zamanl ekimi gerceklestirilmistir. 24 saat ve 48
saatlerde 565 nm dalga boyunda 6l¢tim alinmistir. Sonuglar incelendiginde, malzemelerin

sitotoksik etki yaratmadig1 ve aralarinda anlamli bir fark olmadigi (p<0.05) gézlenmistir.

—1
150 = Sa0s2
== %5 JelMA
_|_ = %7 JelMA
= 100 T T %10 JelMA
c T
(1]
(&)
S 504
0
24 saat 48 saat

Sekil 5.18 %5, %7 ve %10 konsantrasyonlarda JeIMA hidrojellerinin % canlilik grafigi
(Sa0S-2 hiicreleri TCPS’de kontrol olarak kullamilmustir.) ( p<0.05)
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Sekil 5.19 %5, %7, %10 konsantrasyonlarda dECM-MA hidrojeli ve %7, %10
konsantrasyonlarda tECM-MA hidrojellerinin % canlilik grafigi (SaOS-2
hiicreleri TCPS’de kontrol olarak kullanilmistir.) (* p<0.05)

5.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

5.9.1 Hiicrelerin malzeme iizerindeki cogalma davranisi

Bu tez calismasi gergevesinde, pozitif kemik ylizey taklitli hidrojeller (T-JeIMA, T-
dECM-MA, T-tECM-MA) ve kemik yiizey taklidi olmayan hidrojeller ( JeIMA, dECM-

MA, tECM-MA) kullanilarak hiicrelerin malzeme iizerindeki ¢ogalma davranisy, 1., 3.,

5. ve 7. giinlerde n=3 ornek iizerinde MTT reaktifi ile degerlendirilmistir.

0.8+
"é‘* T
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e 1T ¢ T e
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@ 0.2-
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|

Sa0s2
JelMA
T-JelMA
tECM-MA
T-tECM-MA
dECM-MA
T-dECNM-MA

Sekil 5.20 JeIMA, T-JeIMA, tECM-MA, T-tECM-MA, dECM-MA ve T-dECM-MA
hidrojellerin iizerinde SaOs-2 hiicrelerinin belirli zaman noktalarinda (1.,3.,5.

ve 7. giin) MTT reaktifi ile belirlenen hiicre ¢ogalmasinin absorbansa karsi
grafigi
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Sekil 5.21 Hidrojellerin kiiltiir edildigi siirede ¢ekilmis mikroskop goriintiileri

Ayni zamanda hiicrelerin malzeme yiizeyine yapisma davranigt mikroskop altinda
incelenmistir ( Sekil 5. 21). Grafiklerin incelenmesi sonucunda, T-JeIMA hidrojelinin,
JeIMA hidrojeline kiyasla hiicre ¢gogalmasinin 5. giine kadar artis gosterdigi gézlenmistir.
JeIMA hidrojeli ise 1. ve 3. giinlerde artig gostermis ancak 5. glinde azalma gozlenmis ve
7. giinde hiicre varlig1 1. giine kiyasla daha az olmustur.

T-tECM-MA hidrojeli ile tECM-MA hidrojelleri arasinda giin bazinda yapilan
karsilastirmada benzer azalma ve artislar gozlemlenmistir. Ancak yiizey taklitli hidrojelin
hiicre tutunmas diiz hidrojele kiyasla daha fazladir. Ozellikle dikkat ¢eken nokta, 5. ve
7. giinlerde kontrol grubu olan SaOs-2 grubuna kiyasla daha fazla artisin oldugudur.
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5.9.2 Alizarin red boyamasi

Alizarin Red boyamasi, kemik yiizey taklitli hidrojeller ve kemik yiizey taklidi olmayan
hidrojeller iizerinde n=3 Ornekle ¢alisilarak gergeklestirilmistir. Hidrojel {izerine hiicre
ekimi yapildiktan sonra 3., 7. ve 14. giinlerde besi ortami1 uzaklastirilmis ve Alizarin Red
0zel boyasi ile jeller boyanmistir. Bu test, kalsiyum birikimini kantitatif olarak
degerlendirmek i¢in kullanilan bir analiz yontemidir. Deney gruplarinin boyama

sonrasinda absorbans degerlerinin  Olgiilmesiyle kalsiyum  birikimi  diizeyleri

1218

belirlenmistir.

\
R

Sekil 5.22 (A) Hiicre ekimi yapilmadan boyanmis JeIMA hidrojeli ve hiicreli T-JeIMA,
(B) Hiicre ekimi yapilmadan boyanmig dECM-MA hidrojeli ve hiicreli T-
dECM-MA, (C) Hiicre ekimi yapilmadan boyanmis tECM-MA hidrojeli ve
hiicreli T-tECM-MA hidrojeli goriintiileri
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Sekil 5. 23 Hidrojellerin Alizarin red boyamasi sonucunda belirli zaman noktalarinda
d Yy
(3., 7. ve 14. Giin ) kalsiyum birikiminin absorbans grafigi ("p<0.05)

Kalsiyum birikimini 6l¢gmek i¢in yapilan bu yontemde, kontrol grubuna kars1 hep bir artig

gozlenmektedir.

5.9.3 SEM goriintiileri

Tiim hidrojel 6rnekleri, n=3 tekrarlamayla gergeklestirilen 10x10* hiicre ekimi sonrasinda
1. ve 3. giinlerde hiicre kiiltiiri ortamindan alinarak 2 kere PBS ile yikandiktan sonra %
3 Gluteraldehit ¢ozeltisinde 30 dk bekletilerek fikse edilmistir. Daha sonra SEM
goriintiileri alinmadan 6nce farkli konsantrasyonlarda EtOH banyosunda ( %30, %50, %
70, % 90 ve %100) 2’ser dakika bekletilmis ve hidrojeller, Hekzametilendisilazan
(HMDS) ¢ozeltisine daldirilip ¢ikarilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Ornekler (15
nM) altin-paladyum tabakasiyla kaplanarak elektron mikroskobu altinda

goriintiilenmistir.
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Sekil 5.24 (A) JeIMA 1. Giin, (B) T-JeIMA 1. Giin, (C) JeIMA 3. Giin, (D) T-JeIMA 3.
Giin SEM goriintiileri

Sekil 5.25 (E) tECM-MA 1. Giin, (F) T-tECM-MA 1. Giin, (G) tECM-MA 3. Giin, (H)
T-tECM-MA 3. Giin SEM goriintiileri
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Sekil 5.26 (1) dECM-MA 1. Giin, (J) T-dECM-MA 1. Giin, (K) dECM-MA 3. Giin, (L)
T-dECM-MA 3. Giin SEM gbriintiileri

5.9.4 Canli- 6lii hiicre goriintiileri

Tiim hidrojel 6rnekleri, n=3 tekrarlamayla gergeklestirilen 10x10* hiicre ekimi sonrasinda
1. ve 3. giinlerde hiicre kiiltiirii ortammdan almmistir. Ornekler, %4 paraformaldehit
cozeltisi (300ul) ile 45 dakika boyunca oda sicakliginda fikse edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra PBS ile yikanmistir. Bu asamadan sonra 6rnekler boyama islemi i¢in
hazir hale getirilmistir. Hidrojel 6rneklerinin hiicre-malzeme etkilesimini degerlendirmek
amactyla Akridin Orange Propidyum iyodid boyamasi gergeklestirilmistir. Ancak,
jellerin kendisi de boyandigi i¢in saglikli goriintiiler elde edilememistir. Bu nedenle, daha
once yapilan galigmalardan elde edilen JeIMA ve tECM-MA hidrojel malzemelerinin
hiicre etkilesimini gostermek amaciyla farkli bir deneyde insan dermal fibroblast
hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen Kalsein temelli canli hiicre boyama sonuglar1 Ek

1’de sunulmustur.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasi, kemik doku miihendisligi yaklasimiyla, metakrilatlanmis dogal
polimerlerin yumusak litografi teknigi kullanilarak elde edilen kemik yiizey
topografyasinin hidrojel matrisine aktarilmasi ve bu kemik yiizey taklitli hidrojelin

osteoblast hiicreleri iizerindeki etkisinin incelenmesini amag¢lamaktadir.

Tez calismas1 kapsaminda, oncelikle sigir dana ECM'si ve sigir tendon ECM'si,
hiicresizlestirme islemiyle kimyasal yolla hiicresizlestirilmistir. Bu islem, ECM
bilesiminin yapisina zarar vermeden, biyolojik aktivitesini ve mekanik biitlinliiglinii
koruyarak DNA'nin uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir. Elde edilen sigir deri
ECM'si, sigir tendon ECM'si ve ticari jelatin igin literatiir arastirmasi yapilmis ve
metakrilatlama protokoliine tabi tutulmustur. Literatiirden elde edilen karbonat-
bikarbonat tamponu protokolii, jelatin icin kullanilmistir. Ancak ECM'ler igin
optimizasyon gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, ECM'ler i¢in metakrilik anhidrit
miktar1 iki kat artirilarak optimizasyon saglanmistir. Bu yontemle dogal polimerler
metakrilatlanmigtir. Metakrilatlanan ECM'ler ve jelatin, toz haline getirilmis ve ¢apraz

baglama protokoliine tabi tutularak fotocapraz baglanabilir ¢ozeltiler elde edilmistir.

Hidrojellerin yumusak litografi yontemiyle negatif yiizey taklitli bir kaliba dokiilerek
fotogapraz baglanmalarindan sonra soyularak c¢ikarilacak olmasi, konsantrasyonun
onemli bir parametre oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, soyarak ¢ikarma islemi
ve yiizey taklit derecesinin artmast i¢in yiiksek konsantrasyonda ¢alisma tercih edilmistir.
Ancak bu amagla, 6n ¢aligma olarak sitotoksisite testi gergeklestirilmistir. %5-%7 ve %10
konsantrasyonlarda hidrojeller hazirlanmis ve 24 saat ve 48 saat boyunca malzemeli
besiyeri inkiibe edilerek sitotoksisite testi yapilmistir. Sonuglara gore, JeIMA, dECM-
MA ve tECM-MA hidrojellerinde konsantrasyon artisina bagli olarak herhangi bir
toksisite durumu goézlenmemistir. Bu ¢alismanin sonucunda, hidrojeller icin c¢alisilacak
uygun konsantrasyon belirlenerek %10 konsantrasyonda hidrojellerlerle galisilacagi

belirlenmistir.
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Kemik yiizeyinin hidrojele aktarilmasi i¢in negatif bir kemik yiizey taklitli kalip
gerekmektedir. Literatiir taramasi, bu amagla PDMS polimerinin yumusak litografi
yontemiyle sikc¢a kullanildigini gostermistir. Bu baglamda, kemigin negatif ylizey taklidi
PDMS polimerine yumusak litografi yontemiyle aktarilacak ve elde edilen negatif kemik
yiizey taklitli PDMS kalip kullanilarak metakrilatlanmis dogal polimerlerin fotobaglatici
iceren ¢ozeltileri UV ile capraz baglanacaktir. Ardindan, yumusak litografi yontemiyle
PDMS kaliptan soyularak pozitif kemik yilizeyi, metakrilatlanmis polimerlerin yiizeyine
aktarilmis olacaktir. Ancak ¢alismamizda, PDMS polimerinin hidrofobik etkisi nedeniyle
metakrilatlanmig ve foto baslatici igeren dogal polimer ¢ozeltilerinin istenilen sekilde
kaliplanamadigi ve hidrofobik-hidrofilik etkilesimlerden kaynaklanan istenmeyen
sonuclarla capraz baglanamadigi goézlenmistir. Bu sorunu ¢ozmek ig¢in alternatif
yontemlere basvurulmustur. Calismada, agar-agar jelinin termal jellesme 6zelliginden
faydalanilarak kalip olarak kullanilmasi dngoriilmiistiir. Agar-agar jel, 1sitildiginda sivi
hale gecen ve sogudukca tekrar jellesen bir 6zellige sahiptir. Agar-agar jelinin sivi hale
getirilip istenilen sekilde dokiilmesi ve ardindan zenogreft temizleme yontemi ile
temizlenmis kemik dokunun daldirilmasiyla ve ardindan sogutulmasiyla birlikte
jellesmesiyle negatif kemik yiizey taklitli bir kalip elde edilmistir. Bu kalip, daha sonra
metakrilatlanmis polimer c¢ozeltileri ile doldurularak c¢apraz baglanma islemi
gerceklestirilmistir.  Yumusak litografi yontemiyle hidrojel soyularak kaliptan
cikarilmistir. Pozitif kemik ylizey taklitli hidrojeller elde edilmistir.

JeIMA, dECM-MA ve tECM-MA hidrojellerin kimyasal karakterizasyon ¢aligmalarina
bakildiginda, FTIR analizi sonuglarmma gore, ddECM, dtECM-MA ve jelatinin ¢ikis
maddesi olarak kullamildig1 baslangic materyallerinin spektrumlari ile metakrilatlama
reaksiyonu sonucunda elde edilen dECM-MA, tECM-MA ve JeIMA tozlarinin
spektrumlar1 arasinda belirgin bir benzerlik gézlenmistir. Bu benzerlik, metakrilatlama
reaksiyonu sonucunda dogal polimerlerin yapisinin istenen iiriiniin elde edilmesiyle
bozulmadan korundugunu gostermektedir. Ayrica, ¢ikis maddesi ve son iiriin arasinda
literatiire uygun pik degerlerinin goriilmesi de yapisal biitlinliiglin korundugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, dogal polimerlerin metakrilatlama reaksiyonuyla istenen

irlinlin elde edildiginin giiclii bir kanitidir.
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Rejeneratif  tip  alaninda,  hiicresizlestirilmis  ekstraselliler ~matris  tabanlh
biyomalzemelerin  gelistirilmesi ve uygulanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu tiir
biyomalzemeler, hiicrelerin etkilesime girebilecegi ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir ve
hiicreler i¢in optimal bir mikrogevre sunar. Hiicrelerin bu materyallere yapismasi ve
biliylimesi i¢in uygun bir ylizey saglanir. Ekstraselliiler matris i¢erisinde bulunan biyoaktif
bilesenlerin, hiicre yasamini, cogalmasini ve farklilasmasini destekledigi bilimsel olarak
kanmitlanmistir (Jiang vd. 2023). Bu baglamda, hiicresizlestirilmis ekstraselliiler matris
tabanli biyomalzemeler, doku rejenerasyonu ve hiicre tabanli tedavi yontemlerinde umut
verici bir potansiyele sahiptir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, hiicresizlestirilmis sigir
tendon ve deri temelli biyomalzemelerin doku onarimini destekleyebilecegi ve bu etkinin
malzemenin yiizey topografyastyla birlestirilerek daha da artirilabilecegi hipotezi iizerine
odaklanilmistir. Yapilan hiicre calismalariyla bu hipotez kanitlanmistir. Hiicre
calismalari, hiicresizlestirilmis biyomalzemelerin doku hiicreleriyle etkilesime girdiginde
hiicre biliylimesini, yayilmasini ve doku farklilasmasini destekledigini gostermistir.
Malzeme yiizeyinin topografik ozellikleri, hiicrelerin uygun bir mikrogevrede

yerlesmesine ve doku onarimina katkida bulunmasina yardimei olmustur.

Profilometre analizi, kemik yiizey taklitli hidrojeller ile diiz hidrojeller arasinda
karsilastirma yapmak icin kullanilmistir. Bu analizde, kemik ylizeyinin topografyasinin
hidrojele basarili bir sekilde aktarilabildigi gosterilmistir. Karsilastirma sonuglarina gore,
kemik yiizey taklitli hidrojellerin diiz hidrojellere gore belirgin bir topografik benzerlik
sergiledigi tespit edilmistir. Bu bulgular, hidrojellerin kemik yiizeyinin dogal
topografisini basarili bir sekilde taklit edebildigini ve bu yontemin kemik rejenerasyonu

uygulamalarinda kullanilabilirligini desteklemektedir.

Temas agis1 analizinde 6l¢iilen ag1 degerlerinin 90°’den daha kiigiik olmasi, hidrojellerin
hidrofilik karakterde olduguna isaret etmektedir. Sonuglar daha ayrintili incelendiginde,
kemik yiizey taklidi yapilan ve yapilmayan hidrojellerin temas agilarinin karsilastirilmasi
sonucunda, kemik yiizey taklidi yapilan hidrojellerin (JeIMA hari¢) daha diisiik ag1
degerlerine sahip oldugu goézlenmektedir. Bu durum, kemik yilizey taklidi yapilan
hidrojellerin yiizey morfolojisinin diizensiz ve piirlizlii olmasindan kaynaklanmaktadir.

Dolayisiyla, elde edilen bulgular, kemik yiizey taklidi yapilan hidrojellerin su emme
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kapasitelerinin, taklit edilmeyen hidrojellere gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ve hidrojellerin hidrofilik karakterde oldugunun bir kanmitidir. Temas acist dlglimii
malzemenin sadece hidrofilik hidrofobik karakterini belirlemek i¢in yapilan bir yontem
degildir. Yiizey modifikasyonunu incelemek adina da gergeklestirilen bir yontemdir. Bu
calismada da goriildiigii gibi yiizey topografyasinin degismesiyle temas acist 6l¢iimleri
degigsmektedir ( Schneider vd. 2016). Yiizey piiriizligii arttikca malzemenin suyu emdigi

literatiir destekli olarak gézlenmistir.

Hidrojellerin mekanik basma analizlerinde, kuru ve islak olarak iki farkli yontemle
gerceklestirilmistir. Kuru grafige bakildiginda %50 gerinimde T-JeIMA’nin JeIMA’ya
oranla 2 kat daha fazla dayanikli oldugu fakat gerinim arttik¢a JeIMA nin dayanikliliginin
arttigl gozlenmistir. Deri i¢in ise %50 gerinime ulasmadan T-dECM-MA’nin
parcalandig1 gozlenmistir. tECM-MA ve T-tECM-MA icin ise birbirine ¢ok yakin
degerler gosterdigi gozlenmistir. Genel olarak tiim gruplara bakildiginda ise maksimum
gerinime dayanabilen hidrojel ise T-tECM-MA hidrojelidir. Ikinci grup olarak yapilan
suda bekletilerek 6l¢iim alinan ve gerilime kars1 gerinim grafigi ¢izilen bu grup hidrojeller
kiyaslandiginda, %50 gerinimde dECM-MA’nin TdECM-MA hidrojeline kiyasla daha
dayanikli oldugu fakat taklit hidrojelin yiiksek gerinime cikildiginda daha dayanikli
oldugu goriilmektedir. Yine %50 gerinimde JeIMA’ ’nin T-JeIMA’ya kiyasla 4 kat daha
dayanikli oldugu sonucu gozlenmistir. tECM-MA ve T-tECM-MA hidrojellerine
bakildiginda ise %50 gerinimde iki malzemenin ayn1 sonuglar verdigi gozlenmistir. Kuru
ve 1slak olarak farkli gruplarda ol¢lim alinip 1slak grubun kuru gruba kiyasla daha
dayanikli olmasinin nedenini tartisacak olursak, suda bekleyen malzemelerin su ile
hidrojen bag1 gergeklestirerek yapisinin suda beklemeyen hidrojellere gore daha

dayanikli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Mikroskop goriintiileri incelendiginde, hidrojellerin kemik yiizey taklitli ve taklitsiz
olarak degerlendirildigi ve gozle goriiliir bir taklit etkisinin meydana geldigi

gbzlenmektedir.

Sisme testi analizi, hidrojellerin su tutma yeteneklerini degerlendirmek i¢in kullanilmig

ve bu analiz sonuglart hidrojellerin su tutma kapasitesinin kanit1 olarak
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sunulabilmektedir. Her bir grup igindeki kiyaslamalar sonucunda, 1. ve 3. dakika
araliginda hidrojellerin sisme oraninin %100'in lizerinde oldugu gézlenmistir. Ayrica, 3.
ve 5. dakika araligindaki zaman diliminde hidrojellerin sisme oraninin %100'den daha
fazla artis gosterdigi tespit edilmistir. Kemik ylizey taklitli hidrojellerin sisme oranlarina
bakildiginda, taklit edilmeyen hidrojellere kiyasla daha fazla suyu tuttuklar1 sonucuna
vartlmistir. Bu bulgular, kemik ylizey taklitli hidrojellerin yiizey topografyasinin

olusturulmasiyla birlikte su tutma kapasitelerinin arttigin1 gostermektedir.

Biyobozunurluk testi sonuglarina bakildiginda, lizozim ¢ozeltisinde bekleyen hidrojellere
bakildiginda JeIMA ve T-JeIMA 3. ve 5. giinlerde benzer azalma gostermektedir. Diiz
JeIMA bozunmayr 15. giinde tamamlamaya yakinken T-JeIMA 30. giine kadar
bozunmadan kalmigtir. T-JeIMA hari¢ tiim jellerde diiz hidrojellere kiyasla taklit
hidrojellerin bozunmasi1 daha yavas ve dengeli gittigi goriilmiistiir. PBS igerisinde
malzemeler lizozime kiyasla daha ¢abuk bozunmustur. tECM-MA ve T-tECM-MA
hidrojelleri 5. giinde tamamen bozunmus diger jeller ise 10. giine kadar yavas yavas

azalarak bozunmalar1 gergeklesmistir.

Kalsiyum miktarin1 6lgmek i¢in gergeklestirilen alizarin red boyamasi sonuglarinda,
kontrol gruba kiyasla 3., 7. ve 14. giinlerde alinan Ol¢iimlere bakildiginda artis
gozlenmektedir. T-tECM-MA, dECM-MA ve T-dECM-MA hidrojelleri 7. giinde 3. giine
gore artis goOstermektedir. Bu sonucglara bakildiginda 7. giine kadar absorbans
degerlerinde bir artis goriilmektedir ve bu mineralizasyonun gergeklestiginin bir
gostergesidir. 14. gline bakildiginda kontrol grubuna kiyasla bir artig vardir ancak 7. giine
kiyasla 14. giin orneklerinde absorbans degerleri diismektedir ancak anlamli bir fark
bulunmadigr i¢in bu sonu¢ hiicrelerin bagil bolluga ulasip apoptoza yoneldiginden

kaynaklanabilecegi ¢ikarilabilir.

Hidrojellerin morfolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla SEM analizi gergeklestirildi.
Literatiirde matrisin mekanik 6zelliklerinin ayarlanmasiyla degisen gézenek boyutunun,
hiicre yapigsmasindaki 6nemine dair ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Ji vd. 2011, Anguiano
vd., 2017). SEM bulgulari, kemik yiizey taklitli hidrojellerde hiicre yapismasi gibi hiicre

davraniglarinin incelendigi durumlarda, taklit hidrojellerin daha uygun oldugunu
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gostermektedir. Malzemelerin tizerine hiicre ekiminden sonra 1. ve 3. Giinlerde alinan
SEM goriintiilerinde ise mikrodesenli yiizeylerde c¢ukurlar ve oluklar gibi sekil
faktorlerinin hiicre morfolojisini kontrol edebildigini ve bu baglamda hiicre ¢ogalma hizi,
hareketlilik, farklilasma ve ekstraseliiler matris tiretimi tizerinde etkileri oldugunu ortaya
koymaktadir. Kemik ylizey taklit hidrojellerin 1. giin gériintiilerinde hiicre yapismasinin
gerceklestigi 3. Giinde ise kemikn ylizey taklitli hidrojellerin diiz hidrojellere gore hiicre
ektilesiminde ve cogalmasinda ciddi bir artis gozlenmistir. Bu bulgular, yiizey
topografyasi bulunan hidrojellerin hiicre yapismasini daha etkili bir sekilde destekledigini
gostermektedir. Bu calismalar, dogal biyolojik sistemlerin yap1 ve fonksiyonlarini taklit
ederek, hiicre davranigi ve dokusal yanitlar1 kontrol etme potansiyelini vurgulamaktadir.
Hiicreli malzemelerin SEM goriintiilerinin, biyomimetik yaklagimlarda daha etkili ve
saglikli doku rejenerasyonu ve tedavisi i¢in umut verici bir yol oldugu literatiir

caligmalariyla da desteklenmistir (Puza vd., 2023).

Hiicrelerin malzeme {izerindeki c¢ogalma davranslari, 1., 3., 5. ve 7. giinlerde
incelenmistir. Hiicrelerin malzeme {izerindeki yapisma davranisi, ekim sonrasinda
mikroskop altinda gézlemlenmis ve hiicrelerin doku iskelesi iizerinde tutundugu tespit
edilmistir. Tez calismas1 sonuclarina dayanarak, 5. gline kadar tECM-MA haric diger tiim
orneklerde ¢ogalma oldugu gozlenmis, 7. glinde ise tiim gruplarda bir azalma egilimi
gerceklesmistir. Bu azalma davranisinin malzemelerin boyutlarinin kii¢lik olmasindan ve
hiicrelerin bagil bolluga ulasip apoptoza yoneldiginden kaynakli olabilecegi sdylenebilir.
Bu bulgular, kemik doku miihendisligi alaninda kullanilabilecek taklit hidrojellerin kemik
rejenerasyonunda umut vadettigini géstermektedir. Ayrica, bu hidrojellerin sekil ve boyut
acisindan kaliplanabilir olmasi, kemik defektlerinin gereksinimlerine uygun olarak

tiretilebilecegi avantajini saglamaktadir.

51



KAYNAKLAR

Ambrosio, A.M.A., Sahota, J.S., Khan, Y. & Laurencin, C.T. (2001). A novel
amorphous  calcium  phosphate  polymer ceramic for bone repair: I
Synthesis and characterization. J. Biomed. Mater. Res., 58: 295-301

Anguiano, M., Castilla, C., Maska, M., Ederra, C., Pelaez, R., Morales, X., MufiozArrieta, G.,
Mujika, M., Kozubek, M., Muifoz-Barrutia, A., Rouzaut, A., Arana,
S., Garcia-Aznar, J. M., Ortiz-de-Solorzano, C. 2017. Characterization of threedimensional
cancer cell migration in  mixed collagen-Matrigel  scaffolds  using
microfluidics and image analysis. PLoS One, 12(2).

Barth, H.D., Zimmermann, E.A., Schaible, E., Tang, S.Y. Alliston, T. &
Ritchie, =~ R.O.  (2011). Characterization = of the effects of x-ray
irradiation on the hierarchical structure and mechanical properties of
human cortical bone. Biomaterials; 32(34):8892-904

Boyan, B. D, T. W. Hummert, D. D. Dean, and Z. Schwartz, “Role of material surfaces
in regulating bone and cartilage cell response,” Biomaterials, VVol. 17, no. 2, pp. 137-146,
1996

Clarke, B. 2008. Normal Bone Anatomy and Physiology, Clinical Journal of the American
Society of Nephrology, 3; (Suppl 3) S131-S139.

Downey, P. A., Siegel M. I. 2006. Bone Biology and the Clinical, Journal of Physical Therapy,
86; S 77-91.

Erenay, B. 2019. The Effect of Bone Surface Mimicked Magnetic Particle Embedded PDMS
membrans on Human Osteoblast Cell Behavior, Submitted to the Institute of Biomedical
Engineering in partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of Science
in Biomedical Engineering.

Gautam, S., Sharma, C., Purohit, D.S., Singh, H., Dinda, K.A., Potdar, D.P., Chou, C., Mishra,
M.C. 2021. Gelatin-Polycaprolactone-Nanohydroxyapatite Electrospun Nanocomposite
Scaffold for Bone Tissue Engineering, Materials Science & Engineering C, 119.

Jaiswal M.K., Xavier R.J., Carrow K.J., Desai P., Alge D., and Gaharwar K.A. (2015).
“Mechanically Stiff Nanocomposite Hydrogels at Ultralow Nanoparticle Content” ACS
Paragon Plus Environment.

Ji, C., Khademhosseini, A., Dehghani, F. 2011. Enhancing cell penetration and
proliferation in  chitosan hydrogels for tissue engineering applications.
Biomaterials, 32(36); 9719-9729

Jiang, S., Zhuang, Y., Cai, M., Wang, X., Lin, K., “Decellularized extracellular matrix: A
promising strategy for skin repair and regeneration” Engineered Regeneration. Volume 4,
Issue 4, 357-374. 2023.

Kolind ,K., Leong, W. K., Besenbacher, F., Foss, M. 2012. Guidance of stem cell fate on 2D
patterned surfaces, Biomaterials, volume 33,1ssue 28, (6626-6633).

Langer, R., Vacanti, J. P. Tissue engineering. Science (New York, N.Y.). 1993,
260(5110), 920-926

52



Laurencin, C.T., Ambrosio, A.M., Borden, M.D. & Cooper, JA. Jr. (1999).
Tissue engineering:  orthopedic  applications. Annu Rev  Biomed Eng.;
1:19-46

Lee, D., Heo, D. N, Nah, H. R,, Lee, S. J., Ko, W. K., Lee, J. S., Moon, H. J., Bang, J.
B., Hwang, Y. S, Reis, R. L., Kwon, I. K. 2018. Injectable hydrogel composite
containing modified gold nanoparticles: implication in bone tissue regeneration.
International journal of nanomedicine, 13; 7019-7031.

Lu, Z,, S. I. Roohani-Esfahani, G. Wang, and H. Zreiqat, “Bone biomimetic microenvironment
induces osteogenic differentiation of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells,”
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, Vol. 8, no. 4, pp. 507-515, 2012

Ma, H., Feng, C., Chang, J. & Wu, C. (2018). 3D-printed bioceramic scaffolds:
From bone tissue engineering to tumor therapy. Acta Biomater.;
79:37-59

Mahinroosta, M., Farsangi, Z. J., Allahverdi, A. and Shakoori, Z. 2018. Hydrogels as
intelligent materials: A brief review of synthesis, properties and applications,
Materials Today Chemistry, 8; 42-55.

Porter, J. R, T. T. Ruckh, and K. C. Popat, “Bone tissue engineering: A review in
bone biomimetics and drug delivery strategies,” Biotechnology Progress, Vol. 25, no. 6,
pp. 1539-1560, 20009.

Puza, F., Rostami, S., Aslan, O. B., Odabas, S., Jandt, D. K. and Garipcan, B. “Anisotropic Bone
Surface Topography MimickedChitosan/Graphene Oxide Membranes “  Advanced
Engineering Materials, 25, 2200777 (1 of 10). 2023.

Schneider, L., M. Laustsen, N. Mandsberg, and R. Taboryski, “The Influence of Structure
Heights and Opening Angles of Micro-and Nanocones on the Macroscopic Surface Wetting
Properties,” Scientific Reports, Vol. 6, no. September 2015, pp. 1-9, 2016.

Shi, X., T. Fujie, A. Saito, S. Takeoka, Y. Hou, Y. Shu, M. Chen, H. Wu,
and A. Khademhosseini, ‘“Periosteum-mimetic structures made from freestanding
microgrooved nanosheets,” Advanced Materials, VVol. 26, no. 20, pp. 3290-3296, 2014

Shirahama, H., Lee, B.H., Tan, L, P., Cho, N,J. 2016. Precise Tuning of Facile One-Pot Gelatin
Methacryloyl (GelMA) Synthesis, Scientific Reports,6;31036.

Stevens, M. M. (2008). Biomaterials for bone tissue engineering. Materials Today,
Volume 11, Issue 5, Pages 18-25, ISSN 1369-7021

Whitesides, G. M., E. Ostuni, S. Takayama, X. Jiang, and D. E. Ingber, “Soft lithography
in biology and biochemistry.,” Annual review of biomedical engineering, Vol. 3, pp. 335
73, 2001.

Xia, Y., and G. M. Whitesides, “Soft Lithography,” Annual Review of Materials Science,
Vol. 28, no. 1, pp. 153-184, 1998

Yu, X. Tang, X. Gohil, SV. & Laurencin, C.T. Biomaterials for Bone
Regenerative Engineering. Adv Healthc Mater. 4(9):1268-85. 2015.

53



EK1

Canh-Olii hiicre goriintiileri

JeIMA ve tECM-MA hidrojelleri dermal fibroblast hiicreleriyle 1 giin boyunca kiiltiir
edildikten sonra, Kalsein-AM kullanilarak gergeklestirilen boyama yontemiyle hiicrelerin
morfolojisi incelenmistir. Kalsein-AM, asetoksimetil ester grubunu igeren floresan
olmayan bir bilesiktir ve canli hiicrelerde esteraz enzimleri tarafindan hidrolize ugrar. Bu
hidroliz siireci sonucunda asetoksimetil ester grubu uzaklastirilir ve kalsein adi1 verilen
yesil floresan bir bilesik olusur. Bu floresan 6zelligi, canli hiicrelerin tespiti i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Mikroskop altinda yapilan incelemede, canli hiicrelerin

yesil floresan gosterdigi gézlemlenmistir.

(A) JeIMA, (B) tECM-MA hidrojeli Kalsein-AM boyamasi mikroskop goriintiileri
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