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OZET

Yiksek Lisans Tezi

3B BIYOBASKILAMA ile DOKU ISKELELERININ GELISTIRILMESI: ISKELET KASI
DOKU MUHENDISLIGINE YONELIK UYGULAMALAR

Fahriye Seyda GOKYER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ayse KARAI?ECiLI
Es Danisman: Dog. Dr. Pmar YILGOR HURI

Iskelet kas1 dokusu bir hasar sonrasi kendini yenileme potansiyeline sahip olmasina karsin, biiyiik
hacimli kas kayiplarinda bu potansiyel sinirli kalmaktadir. Kas rejenerasyonunu saglayan etkin
bir ila¢ tedavisi bulunmadigindan ve kullanilabilecek otolog kas fleplerinin miktar1 yetersiz
oldugundan, biiyik hacimli kas kaybi1 yasanan vakalarin tedavisinde fonksiyonel doku
esleniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku miihendisligi, bu esleniklerin iiretiminde 6nemli bir
alternatif yontemdir. Yontemde kullanilan en dnemli yaklasimlardan biri, gelistirilecek dokunun
ii¢ boyutlu (3B) yapisinin taklit edilmesidir. 3B baskilama, doku miihendisligi yontemiyle iskelet
kas1 dokusu iiretiminde, dokunun paralel yonlenmis fiberlerden olusan yapisinin taklit edilmesi
icin kullanilabilecek bir teknolojidir.

3B baskilama ile iskelet kas1 gibi yumusak ve elastik dokularin {iretiminde karsilagilan en 6nemli
zorluklardan biri, kullanilabilecek biyomalzeme se¢eneklerinin kisith olmasidir. Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda, yapisal ve fizyolojik olarak kas mikrogevresinin taklit edilmesi amaciyla 6zgiin
sentetik biyomalzemelerin gelistirilmesi ve bunlarin 3B biyoyazicida kullanimu ile iskelet kasi
dokusu tiretimi amaclanmigtir. Calismada, (1) 6zgiin, biyouyumlu ve biyobozunur elastomerik
poliliretan ve poliliretan-iire sentezlenmesi ve karakterizasyonu, (2) in vitro ortamda kas
hiicrelerinin 3B baskilanmis doku iskelesi yapisina tutunma, ¢ogalma ve yonlenmelerinin
gosterilmesi, (3) in vivo ortamda otolog hiicre ekilmis doku iskelelerinin implant edildikleri defekt
bolgesinde kas rejenerasyonuna etkisinin arastiritlmasina odaklanilmistir. Elde edilen sonuglar,
gelistirilen 3B doku iskelelerinin in vitro ve in vivo ortamda iskelet kas1 doku miihendisliginde
kullanima yénelik 6nemli potansiyelini ortaya koymustur. Doku iskeleleri iizerinde ¢ogalan ve
yonlenen kas hiicreleri, kas defekti bolgesinde yeni miyoblast olusumuna katki sunmustur.

Mart 2020, 104 sayfa

Anahtar Kelimeler: Doku miihendisligi, Biyomalzeme, 3B biyobaskilama, Sentetik
biyobozunur polimer, Iskelet kas1, Poliiiretan, in vitro ¢alisma, in vivo ¢alisma.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

3D BIOPRINTING IN TiSSUE ENGINEERING: APPLICATIONS FOR SKELETAL
MUSCLE TiSSUE ENGINEERING

Fahriye Seyda GOKYER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Dog. Dr. Ayse KARAKECILI
Co- Supervisor: Dog. Dr. Pinar YILGOR HURI

Skeletal muscle tissue has self-renewal potential after trauma and loss of structural integrity.
However, this potential remains limited in the case of volumetric muscle loss. Since there is no
effective drug treatment for skeletal muscle regeneration and autologous muscle flaps are
insufficient in quantity; functional skeletal muscle substitutes are needed in the treatment of
volumetric of muscle loss. Tissue engineering is a promising approach for the development of
these functional substitutes. One of the most important approaches in this principle is to mimic
the 3D extracellular matrix structure of the tissue to be developed. 3D printing represents an
important advancement to produce engineered functional muscle substitutes with the potential to
recapitulate the complex structural organization of skeletal muscle.

In skeletal muscle tissue engineering applications, one of the most important challenges is the
availability of suitable elastic, biodegradable and durable materials for scaffold production. The
purpose of this thesis study is to develop scaffolds that can structurally and physiologically mimic
the skeletal muscle tissue microenvironment by the use of 3D printing technology. In this thesis
we focus on, (1) synthesis and characterization of novel, biocompatible and biodegradable,
elastomeric polyurethane and polyurethaneurea polymers, (2) demonstrating the the adhesion,
proliferation and alignment of muscle cells on 3D printed scaffolds produced using these
polymers, and (3) the investigation of the effect of autologous cell-laden scaffolds on the
regeneration of muscle defects on a rat tibialis anterior defect model. The results obtained in this
study revealed the significant potential of the developed 3D scaffolds for use as skeletal muscle
substitutes both in vitro and in vivo. The muscle cells that proliferate and align on the 3D scaffolds
have contributed to the formation of new myoblasts in the muscle defect region.

March 2020, 104 pages

Key Words: Tissue engineering, Biomaterial, 3D bioprinting, Synthetic biodegradable polymer,
Skeletal muscle, Polyurethane, in vitro, in vivo.
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BSA
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ETS
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KISALTMALAR DIiZiNi

Yag kaynakli kok hiicre (Adipose-derived stem cell)

Si1gir serum albiimini (Bovine serum albumin)

Diklorometan

Dulbecco’nun modifiye Eagle ortami

Dimetil siilfoksit

Diferansiyel taramali kalorimetre

Hayvanin ikinci-dordiincii ayak parmaklari aras1 ayak izi mesafesi
Hayvanin topuk-tigiincii ayak parmag aras1 ayak izi mesafesi
Hayvanin birinci-besinci ayak parmaklari arasi ayak izi mesafesi
Fetal s1g1r serumu (Fetal bovine serum)

Fourier doniisiimlii Kiz1l Otesi Spektroskopi

1,6-heksametilen diizosiyanat

Izopropil alkol

Hayvanin sabit kosulda ikinci-dordiincii ayak parmaklari aras1 ayak izi
mesafesi

Hayvanin sabit kosulda topuk-ticiincii ayak parmaklar1 aras1 ayak izi
mesafesi

Hayvanin sabit kosulda birinci-besinci ayak parmaklar: aras1 ayak izi
mesafesi

Penisilin/Streptomisin

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

Poli(e-kaprolakton)

Polietilenoksit

Piperazin-N,N’-bis(2-etansiilfonik asit)

Taramal1 elektron mikroskobu

Hiicre kiiltiirii plastigi (Tissue culture plastic)

Termogravimetrik analiz

Tetrahidrofuran

Termoplastik politiretan

Termoplastik poliliretan-iire
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1. GIRIS

Iskelet kasi, insan viicut agirhginin yaklasik yarisini olusturan bir dokudur ve spor
aktiviteleri, travma gibi nedenlerle siklikla hasar gormektedir. Hasar sonrasi, iskelet kas1
sahip oldugu normalde uyku halinde bulunan uydu hiicrelerin aktivasyonu sonucu
rejenere olabilmektedir. Uydu hiicreler aktive olarak c¢ogalip, farklilasir ve birbiriyle
birleserek cok c¢ekirdekli miyofiberleri olusturur. Olusan miyofiberlerin hasarli bolgenin
cevresindeki saglikli miyofiberlerle entegrasyonu ile hasarli iskelet kas1 dokusu kendini
yenileyebilir. Ancak, kas iyilesmesi biiyiik hacimli kas kaybi1 yasanan vakalarda tam
olarak gerceklesememektedir. Bu gibi durumlarda klinikte siklikla otolog greftler
kullanilmaktadir ancak bu uygulamada da yeterli miktarda doku bulunmamasi ve greft
bolgesinde yasanan sorunlar kullanimi kisitlamaktadir (Adrimaa vd. 2004, Maclean vd.

2012, Quintero vd. 2009, Turner ve Badylak 2012, Yilgor vd. 2012).

Doku miihendisligi, hiicreler, doku iskeleleri ve indiiktif ajanlar kullanilarak laboratuvar
ortaminda fonksiyonel doku ve organ gelistirilmesini hedefleyen bir arastirma alanidir
(Butler vd. 2000). Doku miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlariyla biiyiik hacimli kas
kayiplarinda kullanima yonelik bir ¢6ziim {iretebilmek amaciyla ¢esitli calismalar
yuriitiilmektedir (Merceron vd. 2012, Wang vd. 2016). Bu yontemle gelistirilecek
fonksiyonel doku eslenikleri, biiylik hacimli kas kayiplar1 basta olmak {iizere kas
yenilenmesi problemlerine alternatif bir ¢6ziim getirme potansiyeline sahiptir (Wang vd.

2016).

Fonksiyonel doku ve organ gelistirilmesinde kullanilan en 6nemli yaklasimlardan biri,
gelistirilecek dokunun hiicre dis1 matrisinin taklit edilmesidir. Uretilen doku iskelelerinin
hiicre dig1 matrisi taklit edebilmesi i¢in gdzenekli ve ili¢ boyutlu (3B) bir yapiya sahip
olmas1 gerekmektedir. 3B baskilama yontemi, uygulama alanlar1 giin gectikge gelisen ve
doku-organ fretiminde kullanimi giderek hiz kazanan gilinlimiiziin 6nemli {iretim
teknolojilerinden biridir. Son yillardan yapilan ¢aligmalar, 3B baskilama yontemi ile
uretilen doku iskelelerinin doku yapisim1 basarili bir sekilde taklit edebildigini
gostermektedir. Iskelet kas1 birbirine paralel yonlenmis miyotiiplerden olusan dinamik bir
dokudur. Iskelet kasinin gelisim ve rejenerasyon siireclerine bakildiginda, miyositlerin

paralel yonlenmesinin hiicre birlesmesi ve miyotiiplere farklilagmanin ilk basamagi



oldugu goriiliir. Dolayisiyla, iskelet kast i¢in doku iskelesi gelistirme caligmalarinda
amaclardan biri paralel yonlenmis fiber yapilarin taklit edilebilmesidir. 3B baskilama,
laboratuvar ortaminda iskelet kasi iiretimine yonelik olarak, paralel yonlenmis fiber
yapilarin liretimi i¢in kullanilabilecek alternatif bir teknolojidir (Murphy ve Atala 2014,
Derby vd. 2012, Pfister vd. 2003, Ong vd. 2017, Turner ve Badylak 2012, Duan vd. 2013).
Bununla birlikte, iskelet kasimnin kompleks damar-sinir ag1 yapisi da 3B baskilama
yontemi ile iiretilebilir ve bu sekilde islevsel kas eslenigi olusturulmasma yonelik

caligmalarin yapilmasina olanak saglama potansiyeli bulunmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Iskelet Kas Dokusunun Yapisi ve Rejenerasyonunda Kullamilan Klinik

Yaklasimlar

Insan viicut agirhigmin yaklagik yarismin olusturan iskelet kasi, kemik ve bag dokular ile
birlikte viicudun hareket kabiliyetini saglarken, i¢ organlar1 da darbelerden korur. Iskelet
kasi, paralel hizalanmig miyofiber demetlerinden olusmaktadir. Sekil 2.1°de gosterildigi
gibi miyofiber demetleri perimisyum ve epimisyum bag dokulari i¢inde bir arada
bulunmaktadir. Miyofiberler bir dizi kiimelenmis c¢ok c¢ekirdekli, tek hiicreli
miyofibrillerden olugmaktadir. Miyofibriller, kasilma siirecinden sorumlu proteinleri
iceren, kalin (miyozin proteinin iceren) ve ince (aktin proteinini igeren) organize
filamentler olan sarkomerlerden olusur. Miyofibriller uyku halinde bulunan uydu
hiicreleri igeren bazal tabakayla cevrilidir. Kas rejenerasyonu, uydu hiicrelerin
aktivasyonu ile gerceklesir. Uydu hiicreler kas rejenerasyonu sirasinda aktive olarak
cogalir, miyoblastlara farklilasir ve hasarli dokunun ¢evresindeki saglikli miyofiberler ile
entegre olarak doku rejenerasyonunu saglar. Miyofiber demetleri, perimisyum icinde
besin maddeleri ve uyaranlar1 saglamak i¢in gerekli olan kan damari ve sinir ag1 ile
cevrilidir. Tendonlar kaslar1 kemiklere baglarken, aponevrozlar kaslar1 diger kaslara ya

da tendonlara baglayan bag dokudur (Scime vd. 2009, Shier vd. 2010)

Iskelet kasi hasarlarina, spor aktivitelerinde bilingsiz fazla ¢alistirma, Duchenne
Muskiiler Distrofi gibi dogustan, ya da sonradan edinilmis hastaliklarda, travma
sonucunda ve tiimdr ¢ikarilmasi operasyonlarindan sonra siklikla rastlanmaktadir.
Ornegin, ABD’de her yil klinik olarak 1 milyondan fazla kas yirtig1 vakasi ile
karsilagilmaktadir. Bu gibi durumlarda, etken madde enjeksiyonu ve hiicresel tedaviler
uygulanmakta olsa da etkinlikleri smirli kalabilmektedir. Ozellikle, biiyiik hacimli kas
kayiplariin tedavisinde 6nemli kisitlamalarla karsilagilmaktadir. Altin standart olarak
kullanilan otolog greftlerin miktar1 yetersizdir ve bu vakalarin tedavisi icin ABD’de yillik
5-6 milyar dolar seviyesinde bir saglik harcamasi yapilmakta oldugu rapor edilmistir
(Adrimaa vd. 2004, Maclean vd. 2012, Quintero vd. 2009, Turner ve Badylak 2012,
Yilgor vd. 2012).
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Mly0ﬁbrll Miyozin
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Sekil 2.1 iskelet kas1 yapisinin sematik gdsterimi

Dolayistyla, iskelet kas dokusu rejenerasyonunda alternatif etkin tedavi se¢eneklerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlartyla biiyiik
hacimli kas kayiplarina bir ¢oziim iretebilmek amaciyla c¢esitli g¢aligmalar

yiriitiilmektedir (Merceron vd. 2012, Wang vd. 2016).

2.2 Doku Miihendisligi

Hasarl1 ve islev gérmeyen doku ve organlarin saglikli esleniklerle degistirilmesi siklikla
uygulanan yoOntemlerdendir. Verici olarak hastanin kendisinden almman doku
(otogreftleme), baska bir kisiden alinan doku (allogreftleme), hayvan kaynakli doku
(zenogreftleme) kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerde greftin alindigi bolgede
yasanan komplikasyonlar, miktar yetersizligi, immiin uyusmazlik, kisiler ve tiirler
arasinda hastalik taginmasi gibi sorunlar mevcuttur. Tiim bunlar géz oniine alindiginda
nakledilmeye uygun saglikli doku ve organlarin laboratuvar ortaminda iiretilmesini

amaclayan doku miihendisliginin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.



Doku miihendisligi, miihendislik, tip ve yagam bilimlerinin prensiplerini kullanarak, doku
ve organlarin fonksiyonlarini yerine getirmek veya destek olmak, ya da tamamen yerini
almak {lizere tasarlanan biyolojik sistemler gelistiren disiplinler arasi ¢aligma alanidir.
Doku miihendisligi yontemi ile aragtirmacilar organ nakli i¢in bekleme listelerini ortadan
kaldirmay1, hastalar i¢in uygun doku ve organin laboratuvar ortaminda hastanin kendi
kok ve primer hiicrelerinden iiretilmesini hedeflemektedir (Langer ve Vacanti 1993,

Khademhosseini ve Langer 2016).

2006 y1linda Wake Forest Universitesinde Anthony Atala vd., doku miihendisligi prensibi
ile laboratuvar ortaminda 4-19 yas aralifindaki 3 erkek ve 4 kiz ¢cocuk hastadan alinan
hiicreler ile kollajen ve poliglikolik asit (PGA) matrise sahip biyomalzemeden olusan
idrar  kesesi gelistirmis ve gelistirilen idrar keselerinin implantasyonunu
gergeklestirmislerdir (Sekil 2.2 a-b). Biitiin hastalarda nakil basarili bir sekilde
gerceklestirilmis ve 7-8 hafta sonunda mesanenin uyum saglamaya bagladigi ve bobrek
fonksiyonlarimin stabil kaldig1 rapor edilmistir (Atala vd. 2006). 2008 yilinda Brighton
Universitesi’nde Macchiarini vd. tarafindan, bir kadin hastaya doku miihendisligi
prensibi ile gelistirilmis soluk borusu nakli yapilmistir (Sekil 2.2 ¢-d). Kadavradan alinan
soluk borusu laboratuvar ortaminda hiicresizlestirilmis ve ardindan nakil
gergeklestirilecek hastadan alinan hiicrelerle kiiltiirlenmis ve nakledilmistir. Nakil sonrasi
hastaya immiin baskilayici tedavisi verilmemis oldugu halde, hasta doku miihendisligi
prensibi ile gelistirilmis olan bu nakil materyaline karsi antikor gelistirilmemistir.
Hastaya operasyondan iki ay sonra yapilan akciger fonksiyon testinde normal aralikta

solunum gergeklestirdigi gézlenmistir (Macchiarini vd. 2008).



Sekil 2.2 (a-b) Atala vd. tarafindan gelistirilen idrar kesesi. a) laboratuvar ortaminda
gelistirilen idrar kesesi, b) gelistirilen idrar kesesi fibrin yapistirict ve omentum ile
kaplanmistir (Atala vd. 2006) (c-d) Macchiarini vd. tarafindan gelistirilmistir
(Macchiarini vd. 2008)

Bu calismalar gostermektedir ki doku miihendisligi yontemi, her hasta i¢in uygun doku
ve organin laboratuvar ortaminda hastanin kendi hiicrelerinden iiretilmesini vaat
etmektedir. Bu orneklere ek olarak, doku miihendisligi prensibi ile gelistirilmis kikirdak
(matriks destekli otolog kondrosit implantasyonu, MACI) ve deri gibi esleniklerin basarili

klinik uygulamalar1 da mevcuttur.



Doku miihendisligi yaklasiminda Sekil 2.3’de sematik olarak gosterildigi gibi; hastadan
biyopsi veya ameliyat yoluyla alinan dokulardan (1) hiicreler izole edilip in vitro ortamda
cogaltilir (2), ardindan c¢esitli yontemlerle iiretilmis doku iskelesinin {izerine ekilir (3).
Biyoreaktorlerin kullanimi ve biyoaktif molekiillerin yardimi ile fonksiyonel hale

getirilmis doku (4-5), hastanin hasarli bolgesine nakledilir (6).
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Sekil 2.3 Doku miihendisligi yonteminin sematik gdsterimi.

Doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre kaynaginin se¢imi ¢ok dnemlidir ve hedef
dokunun saglikli bolgesinden izole edilen primer hiicrelerin kullanilmasi ideal
yaklagimdir. Ancak, primer hiicrelerinin izolasyonu ve ¢ogaltilmasi konularinda sorunlar
yasanmaktadir. Hiicre kaynagi olarak kok hiicre kullanimi ise g¢esitli avantajlar
saglamaktadir. Kok hiicreler, kendini yenileyebilme ve farkli hiicre tiplerine farklilagsma

potansiyeline sahip hiicrelerdir (Khademhosseini ve Langer 2016).



Doku miihendisligi yaklasiminin bir diger bileseni de doku iskeleleridir. Hiicrelerin
organize bir sekilde hedef doku olusumunu saglamasit i¢in uygun sekilde

iiretilmis/desenlenmis doku iskelelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3 Doku Iskeleleri ve Doku Iskelelerinde Kullanilan Biyomalzemeler

Fonksiyonel dokunun doku iskelesi iizerinde biiyliylip gelismesi i¢in doku iskeleleri bazi

ozelliklere sahip olmalidir. Doku iskelesi,
e Biyouyumlu olmali,
e Hedef dokunun iyilestigi hizla orantili olarak biyobozunur olmali,
e Mekanik 6zellikleri hedef bolgeye uygun olmali.

e Yapisal olarak hedef dokunun hiicre digi matrisini taklit edilebilmelidir. Bunun

icin, gézenekli ve 3B yapiya sahip olmalidir.

Doku iskelesi iiretiminde genellikle dogal polimer ve sentetik polimerler kullanilmaktadir
(Khadembhosseini ve Langer 2016, Pati vd 2015). Dogal polimerler dokular ile biyolojik
ve kimyasal benzerliklere sahip oldugu i¢in avantajlidir. Bununla birlikte, sentetik
polimerlerin bozunma hizlarinin, yapisal biitlinlikklerinin ve mekanik o6zelliklerinin
kontrol edilebilmesi, istenen 3B sekilde {iretime uygun olmalar1 gibi 6zellikleri 6n plana

cikmaktadir.

2.3.1 Dogal polimerler

Dogal polimerler dogal ve biyolojik kaynaklardan elde edilen polimerlerdir. Dogal
polimerler, doku ozelliklerinin taklit edilebilmesi a¢isindan avantajli olsa da,
dezavantajlar1 arasinda farkli kaynaklardan elde edildikleri i¢in immiin reaksiyon
gelistirme riski, saflagtirma islemlerinde ve bozunma hizlarinin kontrol edilmesinde

yasanan zorluklar sayilabilir (Karakeg¢illi vd. 2014).



Kollajen ve fibrin dogal dokularda en ¢ok bulunan proteinlerdir. Kollajen, fibroblastlar
ve kondrositler gibi bir¢ok hiicre tipinin fenotipinin ve aktivitesinin korunmasinda rol
almaktadir (Chattopadhyay ve Raines 2014). Deniz yosunundan elde edilen bir
polisakkarit olan aljinat, dogal polimerler arasinda mekanik ve yapisal 6zelliklerinden

dolay1 tercih edilen bir diger polimer tipidir (Wang vd. 2003).

2.3.2 Sentetik polimerler

Sentetik polimerler dogal polimerlere kiyasla kolaylikla ve biiyiik dl¢ekte iiretebilmeleri,
kaynak sorunu olmamasi ve genellikle diisitk maliyetli olmalar1 sebebiyle cesitli
avantajlar saglamaktadir. Bunlarin yani sira, sentetik polimerlerin doku miihendisligi
caligmalarindaki en Onemli avantajlari, hedeflenen dokunun yapisal ve mekanik
ozelliklerini taklit edebilecek ve biyobozunma karakteristikleri bakimindan da dogal
doku ozellikleri ile 6zdes doku iskelesi liretimine olanak saglamalaridir. Ayrica, polimer
zincirine ¢esitli biyomolekiiler eklenerek doku iskeleleri iizerindeki hiicre davranislari

kontrollii bir sekilde degistirilebilmektedir (Hodges ve Atala, 2007).

Doku iskelesi iiretiminde yaygin olarak kullanilan sentetik polimerler arasinda
poli(kaprolakton) (PCL), poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik
asit-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi polyesterler ve bunlarin karigimlar1 ya da blok
kopolimerleri kullanilmaktadir. Ancak, polyesterlerin ¢ogunlukla sert yapida olmalar1 ve
kisith bir esneme kapasiteleri gostermeleri, bu polimerlerin yumusak ve elastik dokularin
iretiminde kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu nedenle, iskelet kasi, tendon ve
kardiyovaskiiler dokular gibi uygulamalarda biyobozunur elastomerik malzemeler tercih

nedenidir (Hodges ve Atala 2007).

2.3.2.1 Poliiiretan

Politiretanlar (PU) ticari olarak iiretilen ¢ok sayida monomerin bulunmasi nedeniyle ¢cok
cesitli kimyasal yapi, kompozisyon ve mekanik 6zellikte sentezlenebilmektedir (Y1lgor
vd. 2015). Elastomer PU’lar mekanik 6zelliklerinden dolayr kan damarlar
(Punnakitikashem vd. 2014), iskelet kas dokusu (Zhoa vd. 2017), kardiyovaskiiler

uygulamalar (Guan vd. 2005) gibi yumusak doku miihendisligi arastirmalarinda tercih



edilmektedir. PU’lar genellikle organik ¢oziiciiler ile ¢oziilerek ya da termoplastik

ozelliklere sahip olan PU’lar eritilerek kolayca islenebilir.

PU kopolimerleri yumusak ve sert segmentlerin ardisik olarak birbirlerine kimyasal
baglarla baglanmasi sonucu olusurlar. Yumusak kisimlar genellikle camsi gegis sicakligt
oda sicakliginin ¢ok altinda olan polieter veya alifatik polyester oligomerleri, sert kisimlar
ise diizosiyanat ve zincir uzaticilarin reaksiyonu sonucu olusan ve camsi gecis sicakliklari
veya erime noktalari oldukca yliksek iiretan ve iire gruplaridir. Yumusak ve sert
kisimlarin kimyasal yapilari, molekiil agirliklart ve polimer igerisindeki yumusak/sert
kisim oranlar1 PU’nun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirler (Yilgor vd. 2015, Kang
vd. 2009, Lambla vd.1998). Biyobozunur PU’larin sentezinde yaygin olarak yumusak
segment olarak poli(propilen glikol), poli(etilen glikol), PCL ve glikolik asit gibi polioller
kullanilmaktadir. Sert segment olarak ise alifatik, aromatik, polisiklik veya sikloalifatik
diizosiyanatlar siklikla kullanilir. Alifatik diizosiyanatlar iyi oksidatif 6zellikler ve daha
az sert 6zellikte termoplastik PU (TPU) sentezlenmesine sebep olur. Biyobozunur TPU
sentezinde yaygin olarak diizosiyanatlar, izoforon diizosiyanat (IPDI), 1,4-butilen
diizosiyanat (BDI) ve 1,6-heksametilen diizosiyanat (HDI) kullanilmaktadir (Barrioni vd.
2015, Tatai vd. 2007, Yilgor vd. 2016, Wang vd. 2012). Barrioni ve arkadaslarinin
ylrlittiigli biyobozunur PU sentezi ¢alismasinda sert segment olarak HDI ve yumusak
segment olarak PCL triol kullanilmigtir. Sentezlenen PU’lar elastik o6zellikler
sergilemistir ve toksik bir etki gozlenmemistir (Barrioni vd. 2015). PU’lar biyobozunma
stiresinin uzun olmasinda dolay1 bozunma siiresi uzun doku iskelesine ihtiya¢ duyulan
doku miihendisligi uygulamalari i¢in 6nerilmektedir. Literatiirde doku iskelesi tiretiminde

PU kullanilan ¢aligmalarinin bazilar1 Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1 Poliiiretan kullanilan doku miihendisligi ¢calismalarina 6rnekler.

Doku iskelesi olarak | Hedeflenen doku Sonug¢ Kaynak
kullanilan
poliiiretan
malzemeler
Lizin-bazli poli(ester- | Kemik doku 3B biyoyazici ile {iretilen doku Kizilay vd. 2015
iiretan) (PEU) miihendisligi iskelelerinde gdzenekliligin hiicre
PCL diol ve lizin tutunmasina etkisi incelenmistir.
diizosiyanat (LDI) Yiiksek gozeneklilige sahip doku
reaktanlarin ile iskelelerinde hiicre tutunmasinin
sentezlenmistir. arttig1 gézlenmistir.
Elastik poli(ester- Kikirdak doku 3B biyoyazici ile iiretilen doku Espinosa vd.
iiretan) (PEU) ticari miihendisligi iskeleleri iizerinde ATDCS 2019
olarak temin kondrojenik hiicre hatt1 kiiltiir
edilmistir. edilmig. 200 um gozeneklilikte
hiicre tutunmasi ve farklilagsmasinin
az oldugu, 500 um gozeneklilikte
hiicre tutunmasinin ve
farklilasmasinin daha fazla oldugu
gdzlenmistir.
Elektroaktif Iskelet kas1 doku | iletken doku iskeleleriyle 18 giin Zhao vd. 2017
poliiiretan elastomer | mithendisligi stireyle alkalin ¢ozeltisi igerisinde

PCL diol, sitrik asiti
dopamin (DA) ve
elektroaktif anilin
heksamer (AH)
kullanilarak

sentezlenmistir.

yliriitiilen biyobozunma
calismalarinda % 50-80 oraninda
kiitle kaybi izlenmistir. Tletken doku
iskelelerinin C2C12 hiicrelerinin
yapismasini, proliferasyonunu ve
miyojenik farklilasmasini arttiric

etkisinin oldugu gozlenmistir.
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2.4 Doku iskelesi Uretim Metotlar

Doku iskelesinin mimarisi, hiicrelerin yapismalarini, yayilmalarin1 ve ydnlenmesini
belirler. Bu nedenle, hiicre dis1 matriksin taklit edilebilmesi i¢in 3B gdzenekli doku
iskelesi tiretimi hiicre davraniglarinin kontroliinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Dondurarak
kurutma, ¢oziicii dokiim/pargacik uzaklastirma ve gaz kopiiklestirme yontemleri 3B
gozenekli doku iskelesi tiretiminde siklikla kullanilan yontemlerdendir (Karakegilli vd.

2014).

Dondurarak kurutma yonteminin temelinde hazirlanan polimer ¢ozeltisinin hizli bir
sekilde dondurma islemi uygulandiktan sonra yiiksek vakum altinda dondurarak kurutma
islemi yapilmasi vardir. Bu yontemle iiretilen doku iskelelerinde gozenek boyutu
genellikle 500 um’nin altinda diismemektedir ve homojen gozeneklilik elde edilmesi

zordur (Karakegilli vd. 2014).

(Coziicii dokiim/par¢acik uzaklastirma yonteminde ise, belirli boyutlara sahip
gozeneklestirici parcacik ile polimer ¢ozeltisi karigtirilir. Parcaciklar segici ¢oziicii igine
daldirilarak uzaklagtirilir ve gozenekli yap1 olusturulur. Bu yontemde genellikle yaklasik
500 pm boyutunda goézeneklilige sahip 3B yapilar elde edilmektedir (Karakecilli vd.
2014, Murphy ve Mikos 2014).

Gaz kopiiklestirme yonteminde, polimer ¢ozeltisi igerisine yayilan gaz kabarciklar
gozenekli yapr olusturmak i¢in kullanilmaktadir. 200-500 um araliginda gézeneklilige
sahip yap1 tiretildigi ¢esitli ¢aligmalarda rapor edilmistir (Karakegilli vd. 2014, Murphy
ve Mikos 2014).

Islak-egirme ve elektro-egirme yontemleri, 3B fiber yapida doku iskelesi iiretiminde
kullanilan yontemler arasindadir. Elektro-egirme yonteminde polimer ¢dzeltisinden,
kapiler tiipti ¢ikisinda elektrik alan olusturularak fiber yapilarin toplanmasi ile 3B fiber
yapida doku iskeleleri iiretilir. 10 m ve 10 m araliginda fiber kalinligina sahip doku
iskeleleri iiretilebilir. Islak-egirme ydnteminde ise polimer ¢ozeltisinden kapiler tiipii
cikisinda c¢oktiirme banyosunda fiber yapilar toplanmasi ile 3B fiber yapida doku
iskeleleri tiretilir. Islak-egirme ve elektro-egirme ile iiretilen fiberler tagiyicilar lizerlerine

sarilarak da toplanabilir (Karakegilli vd. 2014, Huang vd 2003, Murphy ve Mikos 2014).
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Ancak bu yontemlerle 3B doku iskelelerinin i¢ ve dis yapisini tam olarak kontrol
edebilmek miimkiin olmamaktadir. 3B baski teknolojisi, diger yontemlere kiyasla,
tasarlanabilir ve kontrol edilebilir anatomik yapiya sahip 3B doku iskelesi iiretiminde
onemli avantajlar saglamaktadir. 3B yazicilar ile hiicre dig1 matriks yapisini bagarilt bir

sekilde taklit etmek miimkiindiir.

2.4.1 3B biyoyazicilar

Gilinliimiizde ¢cogunlukla endiistriyel alanda prototip iiretiminde kullanilan 3B yazicilar,
Diinyay1 etkileyen biiylik inovasyonlardan birine donlismektedir. Bugiin araglarin
govdeleri, bisiklet parcalari, insansiz hava araglari, ayakkabilar, takilar ve benzeri yapilar
3B yazicilar ile iiretilebilmektedir. 3B baskilama, bir katmanli {iretim teknolojisi olup,
malzeme katmanlarinin iist iiste biriktirilmesi prensibi kullanilarak ger¢eklesen bir tiretim
metodudur. 3B baskilama teknolojisinin saglik alaninda uygulamalar ise, hastaya 6zel
olarak tasarlanan ve iiretilen tibbi cihaz ve malzemelerin kullanimina olanak vermesi

nedeniyle yeni gelismelere imkan saglamaktadir.

3B biyoyazicilar; hiicreler, biyomalzemeler ve biyomolekiillerin eklemeli imalati ile
kompleks biyolojik yapilarin iiretiminde kullanilan teknolojidir. 3B biyoyazicilar ile doku
ve organlarin birebir taklit edilerek iiretilmesi miimkiindiir. Giinlimiizde, {iiretilen bu
yapilarin fonksiyonel olmasi yoniindeki kisitlar heniiz agilamamis olsa da, gelecekte bu
yontemle iiretilen doku ve organlarin Diinya genelinde organ yetmezliginden kaynakli
Oliimlerin Oniine ge¢cme potansiyeli bulunmaktadir. 3B biyoyazicilar organ ve doku
iskelesi iiretimi disinda, saglik alaninda farkli amaglarla da kullanilmaktadir. Ornegin, 3B
biyoyazicilar ile 3B kanser dokusu taklit edilerek bu modeller iizerinde tedavi yontemleri
gelistirilmektedir. 3B yazicilarin eczacilik alaninda da kullanimlar1 vardir. 3B
biyoyazicilar ile hassas doz ayarlamasi ve ayni kapsiil i¢ine farkli ilaglarin yiiklenmesiyle
kompleks formiilasyonlarin gelistirilmesi miimkiindiir. Bunun yaninda, 3B yazicilar
cerrahi kilavuz iiretimde de kullanilir. Tiimor ¢ikarilmasi operasyonlarindan 6nce kanserli
doku ve ¢evre dokunun 3B modellemesi yapilarak iiretilen 3B baskilanmis modelde
inceleme yapilmasi, ayrica ortopedik cerrahide implantlarin dogru aci ile sabitlenmesi

icin operasyon Oncesi planlama yapilmas: gibi konularda cerraha 6nemli kolayliklar
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saglamaktadir. 3B yazic1 teknolojisi ile kisiye 6zel implant iiretimi de miimkiindiir

(Lorenzo ve Burdick 2018, Murphy ve Atala 2014).

3B yazicilar iiretim yontemine gore dort sinifta incelenebilir. (1) Recgine tabanli 3B
yazicilar, 151k ile islenebilen (fotokiir edilebilen) regine bazli sivi banyolar kullanilarak
3B model olusturma prensibine dayali 3B yazicilardir. (2) Toz tabanl 3B yazicilar ise,
serilmis olan tozu lazerin bir CAD dosyasinda verilen dijital verilere dayanarak belirli
alanlarda sinterlemesine dayali 3B yazicilardir (Sekil 2.4a). Toz Bazli 3B yazicilar
yiiksek yatirim maliyeti gerektirmektedir. Son yillarda kullanimi giderek yayginlasan (3)
Ekstriizyon tabanli 3B biyoyazicilar, diger kat1 serbest bi¢imli imalat tekniklerine kiyasla
mekanik olarak basit ve diisiik maliyetli siireclerdir (Sekil 2.4b). Bu yontemde, farkl
ekstriizyon metotlar1 kullanilabilir ve 3B baskilanacak malzeme, piston ve basing
kullanilarak, sadece hava ile ya da bir vida yardimiyla biriktirilebilir (Sekil 2.4¢). (4)
Damlacik tabanli 3B biyoyazicilar, doku ve organ biyofabrikasyonu alaninda kullanilan
en eski baski yontemlerinden biridir. Bu yaklasim, damlacik i¢ine kapsiillenmis
hiicrelerin ve canli olmayan malzemelerin bir substrat {izerinde katman-katman sekilde
basildig1 ve desenlendirildigi temassiz bir strateji kullanir. Damlacik tabanli 3B yazicilar,
damlaciklar iiretmek i¢in kullanilan mekanizmalara gore termal ve piezoelektrik olmak
iizere ikiye ayrilir (Sekil 2.4d) (Lorenzo ve Burdick 2018, Murphy ve Atala 2014,
Woodfield vd 2017).

a Regine tabanli 3B b Toz tabanli 3B yazicilar C Ekstriizyon tabanh 3B 1 d Damlacik tabanl 3B
yazicilar 1 . yazicilar ! yazicilar

Sekil 2.4 a) Recine tabanli 3B yazicilar (Lorenzo ve Burdick 2018, Provaggi ve Kalaskar
2017), b) Toz tabanli 3B yazicilar (Lorenzo ve Burdick 2018, Provaggi ve Kalaskar
2017), c) Ekstriizyon tabanli 3B yazicilar (Lorenzo ve Burdick 2018, Temple vd. 2014),
d) Damlacik tabanli 3B yazicilar (Lorenzo ve Burdick 2018, Gurkan vd. 2019)
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Kang ve arkadaslari Wake Forest Universitesinde gelistirilen doku-organ yazici
(integrated tissue-organ printer, ITOP) cihazi kullanimiyla bilgisayarli tomografiden
alman veriler ile 3B modeli olusturulan kulak modelinin birebir 3B baskilamasini
gergeklestirilmistir (Sekil 2.5). Aragtirmacilar 3B kulak modeline saglamlik kazandirmak
icin PCL polimerini kullanmais, 2 farkli hiicre hattinin baskilamasini gergeklestirmek i¢in
dogal polimerlerden olusan bir biyo-kartus (gelatin, fibrinojen ve hiyaliironik asit)
kullanmistir (Kang vd. 2016). Bu calismalara ek olarak literatiirde yer alan 3B

biyoyazicilar ile iiretilen doku iskelesi calismalarinin bir o6zeti Cizelge 2.2°de

sunulmustur.
Medical imaging Visualized motion . 3D bioprinted
(CT, MRI) 3D CAD model program 30 printing process tissue product
\ K| \
) ) )
Y Y Y
DICOM format STL format Text-based

command list

Sekil 2.5 3B modellenen insan airikiiler kikirdak modelinin 3B baskist (Kang vd. 2016)
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Cizelge 2.2 3B biyoyazici ile iiretilen doku iskelesi ¢aligmalarindan 6rnekler.

Malzeme 3B biyoyazici tiirii Doku Hiicre Hatti Kaynak

iskelesinin
Kullanim
Amaci

Polikaprolakton | Ekstriizyona dayali 3B Kemik doku Yag kaynakli Temple vd.

(PCL) biyoyazici miihendisligi kok hiicre 2014

kullanilmas.
Poliiiretan Ekstriizyona dayal1 3B Merkezi sinir Sinir kok Hsieh vd. 2015
biyoyazici sistemi onarimi | hiicreleri

Jelatin, Aljinat, | Ekstriizyona dayali 3B Insan kornea Wu vd. 2016
Kollajen biyoyazici epitel hiicreleri

(HCEC'ler)
Kitosan, Ekstriizyona dayal1 3B Merkezi sinir Sinir kok Gu vd.2016
Agaroz, Aljinat | biyoyazici sistemi onarim1 | hiicreleri

Polikaprolakton
(PCL), Aljinat

Ekstriizyona dayal1 3B

biyoyazici

Kikirdak doku

onarimi

Birincil nazal
septal kikirdak

kondrositi

Kundu vd. 2015

2.5 Iskelet Kas Dokusu Yenilenmesinde Doku Miihendisligi Yaklagimlar

Iskelet kas1 dokusu rejenerasyonu igin doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda
yapilan ¢alismalar, primer ve/veya kok hiicre tabanl hiicresel tedaviler ve doku iskelesi

kullanimzt ile yeni doku gelistirilmesi olarak iki baglik altinda incelenebilir.
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Ornegin, dokunun primer hiicresi olan miyoblastlarin izole edilip laboratuvar ortaminda
cogaltilarak hasarli bolgeye enjeksiyonu gerceklestirilmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda bu yontemin ozellikle biiyiik hacimli kas kayiplarinin rejenerasyonunda
yetersiz kaldig1 gézlenmistir (Maclean vd. 2011, Qazi vd. 2014, Turner ve Badylak 2011).

Fan ve arkadaslar1 miyoblast hiicresi ile gerceklestirdikleri ¢alismada, hiicrelerin

enjeksiyonunu takiben birinci giinden itibaren 6lmeye bagladigini rapor etmistir (Fan vd.

1996) (Sekil2.6).

Sekil 2.6 Miyoblast enjekte edilmis kas hasarinin Hematoksilen/Eozin ile boyanmisg
goriintiileri. a) Enjeksiyonu takiben ilk giin miyoblastlarin bogsluklari tamamen kapladigi
gbzlenmesine ragmen, b) 24 saat sonunda miktarin azaldigi ve c¢) 7. giin sonunda ¢ok az
hiicrenin ortamda kaldig1 gézlemlenmistir (Fan vd. 1996).

Primer hiicrelere ek olarak, kas kaynakli kok hiicreler (Carr vd. 2007) ve kemik iligi-
kokenli mezenkimal kok hiicrelerin de (Brazelton vd. 2003) kas defektlerine enjeksiyonu
ile tedavi uygulanmasina yonelik caligsmalar gerceklestirilmistir. Ancak, tiim bu
caligmalarda, ozellikle biiylik hacimli kas kayiplari i¢in hiicrelerin herhangi bir tastyici
sistem olmaksizin defekte uygulanmasinin fonksiyonel rejenerasyon i¢in yetersiz kaldigi
gosterilmisgtir. Bu nedenle, hiicreleri hasarli kas bolgesinde lokalize tutmak ve
fonksiyonel rejenerasyonu saglamalarin1 miimkiin kilmak i¢in doku iskelesi kullaniminin

gerekli oldugu goriilmektedir.

Iskelet kas1 doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak doku iskelelerinin dogal kas

dokusunu taklit etmek igin;
e Mekanik ozellikleri (elastikiyet ve yorulma dayanimi) uygun olmaldir,

e 3B hiicre disi matrisin taklit edilmesi i¢in paralel hizalanmis 3B yapida

uretilmelidir.
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e Hedef dokunun iyilestigi hizla orantili olarak biyobozunur olmalidir. Literatiirde
hasarlt kas dokusunun %55 oraninda rejenerasyonunun 8 haftada gergeklestigi

rapor edilmistir (Winkler vd. 2011).

Ku vd. (2012) tarafinda yapilan bir ¢aligmada elektroegirme yontemi ile PCL ve
polianilinden iiretilen iletken doku iskeleleri lizerinde C2C12 hiicrelerinin miyojenik
farklilagma potansiyeli aragtirilmigstir. Paralel hizalanmis ve rastgele dagilima sahip doku
iskelelerinin C2C12 hiicrelerinin miyojenik farklilagmasina etkisi incelendiginde, paralel
hizalanmig doku iskeleleri tizerinde miyotiip olusumun arttig1 gézlenmistir (Ku vd. 2012).
Kim ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada ise 3B biyoyazici ile fibrinojen, gelatin
ve hiyaliironik asit iceren biyomiirekkep kullanilarak {iretilen 3B doku iskelelerinin insan
kas progenitor hiicrelerinin (hMPC) canlili§ina ve miyotiibiil olusumuna etkisi ve ayrica
in vivo ortamda kas rejenerasyonuna etkisi incelenmistir. 3B biyoyazic1 kullanilarak
iretilen doku iskelelerinde hiicre canliliin 5. giinde daha fazla oldugu ve miyotiibiilerin
arttig1 kas spesifik immiinfloresan boyama ile gdsterilmistir. Bu ¢alismalara ek olarak,
literatiirde yer alan iskelet kas1 doku miihendisligine yonelik doku iskelesi ¢calismalarinin

bir kism1 Cizelge 2.3‘de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3 Iskelet kasi rejenerasyonunda kullanilan doku iskeleleri ve iiretim

metodlarindan O6rnekler.

Doku iskelesi

malzemesi

Doku iskelesi iiretim

metodu

Sonug¢

Kaynak

Sentetik elektroaktif

poliiiretan

Kaliba d6kme

[letken, dopamin yiiklii doku
iskelelerinde hiicre canliliginin ve
miyotiip olusumunun arttig1

gdzlenmistir.

Zhao vd. 2017

Sentetik politiretan

Kaliba d6kme

Polimerizasyon sirasinda yapiya
eklenen fibrinojenin hiicre
tutunmasi ve canliligini arttirdig
ve dinamik kiiltiir altinda PU-Fib
doku iskeleleri iizerine C2C12
hiicrelerinin kas spesifik protein

sentezinin arttig1 gézlenmistir.

Ergene vd.
2019

Sodyum aljinat ve

fibrinojen

Elektroegirme

Hiicre kaynagi olarak yag
kaynakl1 kok hiicre kullanilan bu
calismada, in vivo degerlendirme
sonucunda miyojenik indiiksiyon
uygulanan ve uygulanmayan
doku iskeleleri arasinda kas
rejenerayonu etkinligi
bakimindan 6nemli bir fark

olmadig1 gozlenmistir.

Honick vd.
2018

Tendom kismi igin;
PCL

Kas kismut i¢in; TPU
Biyomiirekkep
olarak; Hyaluronik
asit, Jelatin ve

Fibrinojen

3B Biyoyazici (ITOP)

3B kas-tendon yapisinin 7 giin
kiiltiiriin ardindan NIH/3T3 hiicre
hatt1 ile C2C12 hiicre hattinin
entegre oldugu gozlenmistir. Kas
kisminda C2C12 hiicrelerin
miyotiibiil olusturmaya basladig1

gdzlenmistir.

Merceron vd.
2015
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Yukarida oOzetlenen literatlir bilgisi 1s18inda, bu tez c¢alismasinda biyobozunur,
biyouyumlu, mekanik ve biyobozunma oOzellikleri bakimindan dogal dokuyu taklit
edebilecek nitelikte 6zgiin termoplastik poliiiretan (TPU) ve termoplastik politiretan-iire
(TPUU) polimerlerinin 3B biyoyazici kullanilarak paralel hizalanmis 3B doku iskelesi
iiretiminde kullanimlar1 hedeflenmistir. Sitotoksisite ve immun reaktivite Ozellikleri
incelenen polimerler daha sonra in vitro ve in vivo ortamda etkinlik degerlendirmesine
tabi tutulmustur. /n vitro ortamda, C2C12 miyoblast hiicrelerinin 3B doku iskelelerinin
iizerinde yayilimlari, cogalmalari ve miyotiip olusturma etkinlikleri incelenmistir. /n vivo
caligmalarda ise, 3B doku iskelelerinin biiylik hacimli kas kaybi modelinde kas

rejenerasyonuna etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.
Bu tez ¢alismasinin 6zgiin degeri;

e Mekanik (elastikiyet ve yorulma dayanimi) ve biyobozunma 6zellikleri dogal kas
dokusuna benzetilmis kas-spesifik yapida 6zgiin, elastik, TPU/TPUU-temelli
biyomalzemelerin sentezlenmesi ve kas doku miihendisliginde kullanimlarinin

gosterilmesi,

e 3B biyoyazict ile kas-spesifik mimaride 3B doku iskelesi {iiretilmesi ve

etkinliklerinin gosterilmesi olarak siralanabilir.

20



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan malzemeler, temin edildikleri yerler ve kullanim
amaglar1 Cizelge 3.1’de sunulmustur. Cizelge 3.2°de TPU-1, TPUU-2 ve TPUU-3

sentezinde kullanilan reaktanlarin kimyasal yapilar1 verilmektedir.

Cizelge 3.1 Kullanilan malzemeler, temin edildikleri yerler ve kullanim amaglari.

Materyal Marka/Firma Kullanim Amaci
Polimer sentezi

Poli(kaprolakton) (PCL) oligomeri (M.=2000 g/mol) Sigma Aldrich Reaktan
Hekzametilen-1,6-diizosiyanat (HDI) Perstorp Reaktan

Amin uglu poli(etilen oksit) (PEO) oligomeri (M.=600 | Jeffamine ED, Reaktan

ve 2000 g/mol) Huntsman Ch

Dibutiltindilarat (T-12) (THF igerisinde %1, w/v) Air Products Katalizor
Tetrahidrofuran (THF) Merck Reaktif

Izopropil alkol (IPA) Merck Reaktif

Doku iskelesi iiretimi

Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich Coziicii

Tetrahidrofuran (THF) Merck Coziicii

Biyobozunma calismalari

Lipaz (Pseudomonas fluorecens, >20,000 U/g) Sigma-Aldrich Enzimatik

biyobozunma
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Cizelge 3.1 Kullanilan malzemeler, temin edildikleri yerler ve kullanim amaglar

(devami)

in vitro ¢calismalar

Hiicre

1929 fare fibroblast hiicre hatt1 ATCC Sitotoksisite testi
Insan monositik 16semi THP-1 hiicre hatt ATCC Immiin reaktivite testi
C2C12 fare miyoblast hiicre hattt ATCC Hiicre-malzeme

etkilesimi ¢aligmalart

Yag kaynakli kok hiicre (adipose-derived stem cells,

Sican karin i¢i

in vivo ¢aligmalar

ASCs) yagdan otolog
izolasyon
Kiltiir ortam1 (Medium)
Yiiksek glukoz DMEM Biological Ind. C2C12 kiiltiir ortam1
Fetal sigir serum (FBS) Biological Ind. C2C12 kiltiir ortami
Penisilin/streptomisin Biological Ind. C2C12 kiiltiir ortami1
RPMI-1640 Dutscher THP-1 kiiltiir ortam1
B-merkaptoetanol Life Cell Tech THP-1 kiiltiir ortam1

Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)

Sigma-Aldrich

THP-1farklilasma

ortami

Fibroblast bitylime faktorii (bFGF) Sigma-Aldrich ASC Kkiiltiir ortam1

5-azasitidin Sigma-Aldrich ASC farklilagsma
ortami

Diisiik glikoz DMEM Biological Ind. ASC farklilagsma
ortami

At serumu Biological Ind. ASC farklilagsma
ortami
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Cizelge 3.1 Kullanilan malzemeler, temin edildikleri yerler ve kullanim amaglar1

(devami)
Tripsin Biological Ind. Hiicre pasajlama
Degerlendirme

Alamar Blue Thermo Fisher Hiicre canlilig1 analizi

Alexa Fluor 488 Phalloidin, DAPI Thermo Fisher Morfolojik incelemeler

S1g1r serum alblimini Sigma-Aldrich Immunfloresan
boyama

Triton X100 Merck Immunfloresan
boyama

Paraformaldehit Merck Hiicre fiksasyonu

Hemotoksilen & Eozin Sigma-Aldrich Histopatolojik
degerlendirme

Masson’s Trichrome Sigma-Aldrich Histopatolojik
degerlendirme

Cizelge 3.2 TPU-1, TPUU-2 ve TPUU-3 sentezinde kullanilan reaktanlarin kimyasal

yapilari

HDI O=C=N-(CH2)¢-N=C=0
@)
PCL2k I
HO-[-(CH>)s5-C-O-]x-(CHz)s-OH
PEO H,N-R-(CH,-CH,-0), -R-NH,
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3.2 Yontem

3.2.1 Poliiiretan ve Poliiiretan-Ure sentezi

Termoplastik politiretan (TPU-1) ve termoplastik politiretan-iire (TPUU-2 ve TPUU-3)
sentezleri, Ko¢ Universitesi Kimya Boliimii Polimer Arastirma Laboratuvarinda Prof. Dr.
Iskender Yilgér ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. Polimer sentezleri 150 mL
hacminde 3 boyunlu, yuvarlak dipli Pyrex kaplar icerisinde ve iki basamakli “6n-polimer”
polimerizasyon yontemi izlenerek gerceklestirilmistir. ilk basamakta Cizelge 3.3’de
verilen oranlarda PCL ve HDI reaktore eklenmis ve agirlikca %30’luk bir ¢ozelti elde
etmek i¢in reaktanlar THF igerisinde coziilerek polimerizasyon gerceklestirilmistir.
Reaksiyon 70°C’de 150 ppm dibiitilkalaydilorat’in (T-12) (%1’lik THF c¢ozeltisinde)
katalitik etkisi altinda gerceklestirilmistir. Sentezin ikinci basamagi olan “zincir uzamasit”
adiminda, birinci basamakta elde edilen ¢ozelti oda sicakligina getirilmis ve IPA
kullanilarak seyreltilmistir. Cizelge 3.3’de verilen oranlara gére PEO-600 ve PEO-2000
reaktanlar1 THF icerisinde ¢oziilerek reaksiyon kabinin iizerinden ekleme hunisi yardimi
ile damla damla birinci basamakta elde edilen ¢6zeltiye eklenmistir. TPU-1 kodlu polimer
stokiyometrik miktarlarda PCL2k ve HDI kullanilarak tek basamakta gerceklestirilmis,
zincir uzatict kullanilmamistir.  Polimerizasyonun ilerlemesi ve tamamlamasi FTIR

spektroskopisi ile izlenmistir.

Polimerlerin sentezi tamamladiktan sonra, polimer soliisyonlar1 Teflon kaliplara
dokiilmiis ve 24 saat siireyle ¢oziiciiniin kontrollii buharlagsmasini1 saglamak i¢in oda
sicakliginda tutulmustur. Bunu takiben, sabit agirlik elde edilene kadar 60°C'de vakum
firminda kurutulmustur. Elde edilen polimer film 6rnekleri, kapali polietilen torbalarda

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.3 Sentezlenen polimerlerin kimyasal bilesimleri

TPU-1 (PCL2k/HDI) 91.6 - 8.4
TPUU-2 68.6 22.9 (2000) 8.5
(PCL2Kk/PEO2K/HDI)
TPUU-3 61.8 26.0 (600) 12.2
(PCL2k/PEOG00/HDI)

3.2.2 Polimer Karakterizasyonu

3.2.2.1 Kimyasal karakterizasyon

FTIR spektrumlart 4 cm! ¢oziiniirliikle 32 tarama yapilarak kaydedilmistir (Thermo
Scientific Nicolet Impact 400D Spektrometre). FTIR analizinde kullanilan ince polimer

filmleri, polimer ¢ozeltilerinin KBr diskler iizerine siiriiliip ¢6ziiciiniin uzaklastirilmasi

ile hazirlanmagtir.

3.2.2.2 Isil 6zelliklerin karakterizasyonu

TPU ve TPUU polimerlerinin camsi gegis sicakligi (Tg) ve kristalin erime sicakligi (Tm)
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC, TA Instruments Q100, ABD) ile azot
atmosferinde, 10°C/dk 1sitma hizinda -150°C ile 200°C sicaklik araliginda analiz

edilmistir.
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3.2.3 Doku iskelesi tiretimi

Iskelet kasi doku miihendisligi uygulamasinda kullamlmak iizere hazirlanan doku
iskeleleri, dogal kas yapisinin taklit edilebilmesi amaciyla paralel hizalanmis fiber
tasarimiyla 3B biyoyazici kullanilarak iiretilmistir. 3B baskilama ile iiretilen doku
iskelesinin hiicre tutunmasina ve kas hiicrelerinin morfolojisine etkisinin incelenmesi igin

karsilagtirma grubu olarak herhangi bir desene sahip olmayan filmler tiretilmistir.

3B biyoyazici ile doku iskelesi liretiminde baski kalitesini etkileyen 6zelliklerin baginda
katilagsma siiresi ve malzemelerin baski anindaki reolojik 6zellikleri gelmektedir. Bu tez
calismast kapsaminda sentezlenen polimerler ¢oziiciisiinde c¢oziilerek (1s1l islem
olmaksizin) 3B baskida kullanilmistir. Organik ¢6ziicii ile gerceklestirilen 3B baskida
polimerlerin katilasmasi ¢6ziicii uzaklasma hizina baglidir. Bu nedenle, katilagsma
stiresini ¢oziicii secimi etkilemektedir. 3B doku iskelelerin iiretiminde uygun ¢dziiciiniin
belirlenmesi i¢in, sentez polimerlerinden TPUU-3, %70 (w/v) konsantrasyonda sirasiyla
DCM, THF ve THF:IPA (1.5:1) ile ¢oziilmiistiir. Cozeltiler Envisiontec 3D Bioplotter
Starter Series 3B biyoyazicinin diisiik sicaklik baski kafalari kullanilarak paralel
hizalanmig fiber tasarimiyla baskilanmistir. Baski, 37°C’de 1 bar basingta ve 4 mm/s
hizda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Uygun ¢oziiciiniin belirlenmesi i¢in elde edilen 3B

yapilar Zeiss marka 151k mikroskobu ile incelenmistir.
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Sekil 3.1 3B doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan 3B biyoyazic1 ekipmani ve
bilesenleri.

Uygun ¢oziiciiye karar verildikten sonra, baski kalitesini etkileyen diger etmen olan
malzemelerin reolojik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmis ve baski kalitesine etkisi incelenmistir. Polimerler %70 (w/v)
konsantrasyonda DCM igerisinde ¢oziilerek 3B baskilanmistir. 3B baskida kullanilan
tasarim ve Olcli Sekil 3.2°de ve Cizelge 3.4’de sunulmustur. 3B baski 37°C’de 1 bar
basingta ve 4 mm/s hizda gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda karsilastirma grubu olarak kullanilan desensiz filmler, TPU-1,
TPUU-2-3 ile PCL kullanilarak iiretilmistir. Bunun i¢in, polimerler %10 (w/v)
konsantrasyonda DCM igerisinde ¢oziilmiis ve ardindan cam petri kaplara dokiilmiistiir.
Diizgiin yiizey morfolojisi elde etmek i¢in gerekli homojen ve yavas ¢oziicii uzaklagmasi

24 saat siireyle oda sicakliginda tutulma ile saglanmistir. Elde edilen polimer filmler
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mekanik 6zelliklerinin incelenmesi ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilmak {izere

kullanima kadar vakum desikatoriinde saklanmigtir.

S H944449499 &7
CEERFEEN

Sekil 3.2 Doku iskelesi iiretimi. a) ilk katman iiretimi, b) paralel hizalanmis fiberlerden

olusan tasarim c) 2 katman iiretilmis, paralel hizalanmis doku iskelesi

28



Cizelge 3.4 3B baski parametreleri, 3B model ve 3B baskida kullanilan modelin
mimarisi

3B model: Ust iiste
biriktirilen paralel fiberler

Fiberler arasi uzaklik: 0.4

mm

Ornek eni: 5 mm

Doku iskelelerinin
mekanik
ozelliklerinin
karakterizasyonu
Doku iskelelerinde

immun uyumluluk

Ornek boyu: 10 mm

incelenmesi
Doku iskeleleri
lizerine hiicre ekimi

caligmalarinda

IIM‘Il ) Gahsma

3.2.4 Doku iskelelerinin yapisal karakterizasyonu

3B model: Mekik

Fiberler arasi uzaklik: 0.4

mm

Ornek boyu: 16,5 mm

Doku iskelelerin yapisal 6zellikleri ODTU Merkez Laboratuvarinda bulunan QUANTA
400F Field Emission (SEM) taramali elektron mikroskop ile incelenmistir. Doku
iskeleleri vakum ortaminda altin-paladyum tabakasi ile kaplandiktan sonra SEM

goriintiileri alinmustir.
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3.2.4.1 Biyobozunma davranisinin incelenmesi

Doku iskelelerinin hidrolitik ve enzimatik biyobozunma davraniglari incelenmistir (n=3).
Hidrolitik biyobozunma hiicre kiiltlirii ortaminda (yliksek glikozlu DMEM igerisinde
%10 FBS ve %1 P/S), enzimatik biyobozunma ise 1 mg/mL lipaz iceren PBS ¢ozeltisi
icerisinde 37°C’de gerceklestirilmistir. Her iki kosulda c¢ozeltiler haftada bir
tazelenmistir. Biyobozunma davranist % agirlik kaybi hesaplanarak ve ylizey

morfolojisindeki degisimler SEM ile gozlenerek incelenmistir.
% Agirlik Kayb === + 100 3.1)

Mo: Doku iskelelerinin ilk tartimi (mg).

M;i: Doku iskelelerinden ¢esitli zaman araliklarinda kurutulup alinan tartimlar (mg).

3.2.5 Doku iskelelerinin mekanik karakterizasyonu

Doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri, cekme testi uygulanarak incelenmistir (Sekil 3.3).
Cekme testi Shimadzu marka AGS-X model elektromekanik test cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. 3B baskilanan ve film olarak hazirlanan doku iskelelerinin mekanik
ozellikleri karsilastirilmistir. Cekme testi 5 kN yiik altinda, 10 mm/dk hizla, oda
sicakliginda uygulanmistir. Cekme testi sonucunda drneklere uygulanan ¢ekme yiikii ve

orneklerde meydana gelen uzama miktar1 zamana bagl olarak kaydedilmistir.

Elde edilen verilerden yararlanarak miihendislik gerilmesi-miihendislik gerinmesi egrisi

(o—¢) elde edilmistir. Miihendislik gerilmesi;

F
G e —
Ao

(3.2)

F uygulanan yiikii ifade etmektedir, Ao doku iskelesinin kesit alanin ifade etmektedir.

Miihendislik gerinmesi;

_li-lo

(3.3)

lo
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li doku iskelelerin ilk uzunluklar1, lo uzama sonucunda ki uzunlugunu ifade etmektedir.

Doku iskelelerin esneklik (Young) modiili miihendislik gerilmesi ve miihendislik

gerinmesi egrisi yardimi ile hesaplanmustir.
o=Eg (3.4)
E esneklik modiilii ifade etmektedir.

Doku iskelelerin ylizde kopma uzamasi (KU%) doku iskelelerinin boyunda meydana

gelen en yiiksek ylizde plastik uzama orani ile hesaplanmistir.
Al=1, =1, (3.5)

Doku iskelelerinin; [, ilk uzunluklarini, [, kirilma anindaki uzunluklarini ifade

etmektedir.

KU (%) = 2% 100 (3.6)

Sekil 3.3 Cekme ¢eneleri arasinda a) Film b) 3B baskilanmis doku iskelesi 6rneklerinin
goruntusu.
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3.2.6 in vitro calismalar

3.2.6.1 Sitotoksisite testi

Uretilen doku iskelelerinin biyouyumlulugunun, yani biyolojik olarak zararli olabilecek
ekstraktlar salip salmadiginin belirlenebilmesi i¢in ilk asama olarak indirekt sitotoksisite
testi uygulamasi yapilmistir. Polimerlerin biyouyumlulugu ISO 10993/EN 30993 ile
belirlenmis MEM-ekstraksiyon testi uyarinca degerlendirilmistir. Deneyde kullanilan 4
grup sirastyla, TPU-1, TPUU-3, pozitif kontrol (UHMWPE) ve negatif kontrol (lateks)
olarak belirlenmistir. Ornekler 1 cm x 1 cm boyutlarinda sekillendirilerek steril falcon
tiipler icerisine yerlestirilmistir. Sterilizasyon 20 dakika siireyle %70 (v/v) etil alkol ile
muamele ardindan 30 dk siireyle UV 1s1mast ile gerceklestirilmistir. Ornekler daha sonra
24 saat siireyle PBS ile yikamistir. Ekstraksiyon sivisi olarak standart hiicre kiiltiir ortami1
kullanilmistir. Kullanilan ortamin bilesimi su sekildedir: yiiksek glukozlu DMEM
icerisinde %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin. Ornekler 10’ar mL ekstraksiyon sivisi
icine alinmig ve 37°C'de 24 saat siireyle 60 rpm'de siirekli ¢alkalama altinda tutulmustur.
24 saat sonunda ekstraksiyon sivist 0.2 um membran filtreden gecirilerek steril 50 mL

falcon tiipler i¢ine toplanmigtir.

Sitotoksisite testinde 1929 fare fibroblast hiicre hatti kullanilmistir. Pasaj 19 1929
hiicreleri ¢oziilerek standart hiicre kiiltiir ortam icerisinde T175 flasklara alinmistir. 24
saat boyunca standart kiiltiir sartlarinda (37°C, %5 CO; ve nem) inkiibator icerisinde
kiiltiir edilen hiicreler daha sonra tripsin uygulamasi ile flasktan kaldirtlmis ve 10.000
hiicre/cm? konsantrasyonunda (24 kuyucuklu kabin i¢in 20.000 hiicre) ve her bir grup i¢in
3 tekrar olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. 24 saat siireyle
standart kiiltiir sartlarinda kiiltiir edilen hiicreler yaklasik %70 konfluent duruma gelince
mikroskop ile morfolojik degerlendirmeleri yapilmis ve ardindan ekstraksiyon sivilari
500 pL/kuyucuk olacak sekilde hiicre tabakalarinin iizerine eklenmistir. Ekstraksiyon
stvilarinin - eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre tabakasmin yayilimi
(confluency), Olii hiicre miktar1 ve hiicre morfolojisindeki degisimler mikroskopik

inceleme ile degerlendirilmistir. 72 saatin sonunda kuyucuklarda bulunan canli hiicre
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sayis1 AlamarBlue® yontemi ile belirlenmistir (Alamar Blue testi Bolim 3.2.6.6’da

aciklanmustir.).

Mikroskopik inceleme ve hiicre sayimindan elde edilen veriler negatif kontrol grubuna
gore diizeltilmis ve Cizelge 3.5'de verilen degerlendirme kriterlerine gore
notlandirilmistir. 11k ii¢ kriterden (hiicre tabakasmnin yayilimi, 6lii hiicre miktar1 ve hiicre
morfolojisindeki degisim) elde edilen notlarin ortalamasi alinmistir. Bu ortalama not, son
kriterden (hiicre biiyiimesi inhibisyonu) alinan not ile toplanarak 0-8 arasinda degisen son
sitotoksik cevap indeks degerinin elde edilmesinde kullanilmistir (Cizelge 3.6). Elde
edilen bu deger iiretilen malzemenin sitotoksik olup olmadiginin degerlendirilmesinde

kullanilmistir.

Cizelge 3.5 Sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri

%100 0
%90-100 1
Hiicre tabakasi yayilimi %60-90 2
(confluency)
%30-60 3
%0-30 4
Hig goriilmedi 0
%0-5 1
Olii hiicre miktar1 (yiizen %5-10 2
65-
hiicreler)
%10-20 3
> %20 4
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Cizelge 3.6 Sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri (devami)

Degisim gozlenmedi 0
Az degisim var, az sayida hiicre etkilendi 1
Orta seviyede degisim var, bazi hiicrelerin 2
Hiicre morfolojisindeki morfolojisinde degisim gozlendi
degisim
Orta seviyede degisim var, bir¢ok hiicrenin 3

morfolojisinde degisim gozlendi

Yiiksek seviyede degisim var, tiim hiicrelerin 4

morfolojisinde degisim gozlendi

%0-10 0
%10-30 1
Hiicre biiylimesi
| %30-50 2
inhibisyonu
%350-70 3
%70-100 4

Cizelge 3.6 Sitotoksik cevap indeksi ve sitotoksisite degerlendirmesi

0-1 Yok Hayir

1-3 Az Hayir

3-5 Orta Yeniden degerlendirilmeli
5-7 Fazla Evet

7-8 Cok Evet
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3.2.6.2 Doku iskelelerinde immun uyumluluk incelenmesi

Film ve 3B baskilanmis doku iskelelerinin THP-1 monosit farklilasmasina ve makrofaj
yapismasina etkileri incelenmistir. Bunun i¢in, donmus durumda sivi azot tankinda
saklanan THP-1 hiicreleri ¢oziilerek %10 FBS, %1 P/S igeren RPMI-1640 igerisinde
T175 flasklara alinmistir ve hiicreler %70 konfluent duruma gelinceye kadar
kiiltiirlenmistir. Hiicreler 50.000 hiicre/doku iskelesi konsantrasyonunda 50 pL hiicre
siispansiyonu halinde 3 tekrar olacak sekilde steril doku iskelelerine ekilmistir. Doku
iskelelerinin sterilizasyonu Bolim 3.2.6.1°de aciklandigi gibi gergeklestirilmistir.
Deneyde kullanilan 5 grup sirasiyla; TPU-1 film, TPU-1 3B doku iskelesi, TPUU-3 film,
TPUU-3 3B doku iskelesi ve kontrol grubu (TCP) olarak uygulanmistir (Sekil 3.4). 24
saat siireyle kiiltiirlenen hiicrelerin, deney siiresi sonunda faz kontrast mikroskopi ile

gorilintiilemesi gerceklestirilmistir.

00000¢

900
900
900
900
90®
OO0

TPU-1film TPU-13D TPUU-3 film TPUU-3 3D Kontrol

Sekil 3.4 THP-1 monosit farklilagsma deney gruplari

Hiicre canliliginin incelenmesi i¢in Alamar Blue testi uygulanmistir (Alamar Blue testi
Boliim 3.2.6.6’da agiklanmustir.). Sonrasinda doku iskeleleri SEM incelemesi igin %4

konsantrasyonda (v/v) formaldehit ile fikse edilmistir.

3B doku iskelelerinin makrofaj yapismasina etkisinin incelenmesi i¢in THP-1

makrofajlarin 6rneklere ekimi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, THP-1 hiicreleri 50 ng/mL
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PMA igeren RPMI igerisinde 24 saat siireyle kiiltiirlenerek makrofaj benzeri davranis
sergilemeleri saglanmistir ve TCP ylizeyine tutunmustur. 24 saatin sonunda ylizeye
tutunan hiicreler tripsinizasyon ile toplanarak 50.000 hiicre/doku iskelesi
konsantrasyonunda ve 50 uL hiicre slispansiyonu halinde 3 tekrar olacak sekilde doku
iskelelerine ekilmistir. Kiiltiirtin 1. ve 3. giinlerinde doku iskelelerinin faz kontrast
mikroskopi ile goriintiilemesi gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi igin
Alamar Blue testi uygulanmistir. 3. giiniin sonunda doku iskeleleri SEM incelemesi i¢in

%4 konsantrasyonda (v/v) formaldehit ile fikse edilmistir.

3.2.6.3 C2C12 hiicreleri kiiltiirii

Bu tez ¢alismasinda, sentezlenen polimerlerin in vitro kas doku miihendisligine yonelik
incelemeleri C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Sivi azot
tankinda bulunan C2C12 hiicreleri ¢oziilerek standart hiicre kiiltiir ortami igerisinde T175
hiicre kiiltiirii kaplarina alinmistir. 24-48 saat sonra flasktaki ortam yenisi ile degistirilmis,
ve hiicreler %80-90 konfluent duruma gelene kadar her iki giinde bir ortam degisimi
tekrarlanarak kiiltiir edilmistir. Hiicreler %10 DMSO, %50 DMEM ve %40 FBS iceren
dondurma c¢ozeltisi igerisinde sivi azot tankinda kullanima kadar saklanmis ve

depolanmustir.

3.2.6.4 ASC hiicrelerinin izolasyonu ve Kiiltiirii

in vivo ¢aligmada kullanilan yag kaynakli kok hiicreler (ASC) siganlarin karin ici yag
kitlelerinden izole edilmistir. Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
izni uyarinca siganlarin karin iginden toplanan yag dokular1 PBS ile 2 kez yikandiktan
sonra bisturi yardimiyla mekanik olarak pargalanmistir. Takiben, dokunun enzimatik
parcalanmasi i¢in kollajenaz ¢ozeltisi (PBS igerisinde 0.1% kollajenaz tip I, 1% bovine
serum alblimin, 2 mM CacCl,) eklenerek 2 saat siireyle 37°C'de calkalamali inkiibatorde
inkiibe edilmistir. 2 saat sonunda alinan tiipler 300 g'de 5 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemlerinin ardindan serolojik pipet yardimi ile iist katmanlarda
biriken yag ve PBS ile orta katmanda biriken kollajenaz atilmistir. Santrifiij islemi sonucu

olusan hiicre pelleti PBS igerisinde tekrar dagitilmistir. Hiicre siispansiyonu 100 pm
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boyutlu steril hiicre eleginden gegirilerek temiz 50 mL falkon tiipler igerisine
toplanmistir. 300 g'de 5 dakika santrifiijiin ardindan tekrar beliren yag ve sulu tabakalar
atilmistir. Bu islem iki kere tekrarlanmistir. Devaminda hiicre pelleti kiiltiir ortami
icerisinde dagitilip T175 hiicre kiiltiirii kaplarina aktarilmistir. ASC hiicreleri igin
kullanilan ¢ogalma kiiltiir ortam1 su sekilde hazirlanmistir: Yiiksek glikozlu DMEM
icerisinde %10 FBS (BI, Israil), %1 penisilin/streptomisin (P/S) (Lonza, ABD) 1 ng/mL
FGF-2 (Sigma, ABD). ASC hiicreleri %80-90 konfluent duruma gelene kadar her iki
giinde bir ortam degisimi tekrarlanarak kiiltiir edilmistir. Hiicreler %10 DMSO, %50
DMEM ve %40 FBS iceren dondurma ¢ozeltisi igerisinde sivi azot tankinda kullanima

kadar saklanmis ve depolanmuistir.

3.2.6.5 Doku iskeleleri tlizerine hiicre ekimi

Boliim 3.2.6.1°de agiklandig sekilde steril edilen doku iskelelerine in vitro inceleme igin
100.000 hiicre/6rnek konsantrasyonda hiicre ekimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Hiicre
kiiltiiri standart kiiltiir ortaminda siirdiiriilmiistiir. Doku iskeleleri iizerinde kiiltiir
siiresince canli hiicre sayist Alamar Blue testi ile belirlenmis, hiicrelerin morfolojik
degerlendirmesi i¢in phalloidin/DAPI boyamas1 ve SEM incelemesi yapilmistir (ilgili
yontemler 3.2.6.7 ve 3.2.6.8’de agiklanmaktadir).

Sekil 3.5 Doku iskelelerine C2C12 hiicre ekiminin sematik gdsterimi.
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Primer kas hiicrelerinin izolasyon ve kiiltiiriinde yasanan zorluklar nedeniyle, bu ¢alisma
kapsaminda primer kas hiicreleri in vivo ¢alismada tercih edilmemistir. Buna alternatif
olarak, viicutta gorece ¢ok miktarda bulunan yag dokusundan ytiksek verimle izole edilen
ve dinamik kiltiiri neticesinde miyojenik farklilasma potansiyelleri Onceki
caligmalarimizda gosterilen yag kaynakli kok hiicreler tercih edilmistir. Hiicre izolasyonu
Béliim 3.2.6.4 agiklandig: sekilde gergeklestirilmistir. Izolasyonun ardindan pasaj 3 ASC
hiicreleri 106 hiicre/6rnek konsantrasyonda 3B doku iskelelerine ekilmistir. Ekim i¢in,
fibrinojen 8 mg/mL derisiminde PBS ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan fibrinojen
cozeltisi ile hiicre peleti karistirildiktan sonra 10 U/mL trombin ile fibrinojen ¢dzeltisinin
capraz baglanmasi saglanarak 60ul’lik fibrin ¢ozeltilerinin 3B doku iskelelerine hiicre
ekim iglemi gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). Hiicre ekilen doku iskeleleri 24 saat cogalma
kiiltiirii ortaminda kiiltiirlenmistir. Daha sonra kiiltiir miyojenik indiiksiyon ortaminda
(diistik glikozlu DMEM igerisinde %1 FBS, %5 at serumu %1 penisilin/streptomisin ve
10uM 5-azasitidin) 24 saat siireyle tutulmustur. Hiicre ekimini takip eden 3. giinde doku
iskeleleri siganlarin sol tibialis anterior kaslarinda olusturulan defekte implante edilmistir

(Sekil 3.7). Hiicreli doku iskelesinin implantasyonu Boliim 3.2.7.1°de agiklanmaktadir.

Sekil 3.6 Doku iskelelerine ASC hiicre ekimi
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+ Miyojenik Indiiksiyon Ortami Implantasyon

Gin 0 1 2 3
Hiicre ekimi - Miyojenik Indiiksiyon Ortami
Cogalma Kiiltiirii Ortarm

Sekil 3.7 ASC hiicreli 3B doku iskelelerine miyojenik indiiksiyon ortamin uygulanma
zaman ¢izelgesi

3.2.6.6 Alamar Blue testi

Alamar Blue testinin amaci hiicre canlilig1 ve metabolizmasina etki etmeden metabolik
aktivitenin belirlenebilmesidir. Sitotoksisite testinde, immun uyumluluk testinde ve
kiiltiir siiresince doku iskeleleri iizerinde bulunan canli (metabolik olarak aktif) hiicre
sayist Alamar Blue testi ile belirlenmistir. Kisaca, kuyucuklar igerisindeki ortam
uzaklastirilip steril PBS ile yikamanin ardindan renksiz DMEM igerisinde %10 derisimde
hazirlanmis olan Alamar Blue ¢6zeltisi kuyucuklara eklenmistir. 1 saat siireyle 37°C ve
%35 CO; kosullarinda inkiibatdr igerisinde ve 1s1ktan koruyarak inkiibasyon yapilmistir. 1
saatin sonunda her kuyucuktan 200 pL test 6rnegi alinarak 96 kuyucuklu mikroplakalara
aktarilmigtir. 570 nm ve 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri mikroplaka
okuyucusu ile belirlenmistir. Tiim islemler steril kosullarda gergeklestirilmis ve her
okuma en az {i¢ kuyucuktan yapilmistir. Alamar Blue boyasinin absorbans degerleri
tizerinden belirlenen rediiksiyon miktar: bir kalibrasyon egrisi (EK 1-2-3) yardimiyla

canli hiicre sayisina ¢evrilmistir. Rediiksiyon miktar1 Esitlik 3.7 ile hesaplanmustir.

Redﬁksiyon (%) — (€ox)22*A01 —(Eox)a1*A A2 (3 7)

(6RED)21*A’ 12~ (€RED)A1%A,
Eox = Okside edilmis formda (mavi) molar sonme katsayisi
ergp = Indirgenmis formda (kirmizi) molar sénme katsayisi
A = Orneklerin absorbans degeri
A'= Negatif kontrol kuyularimin absorbans degeri
A1 =570 nm
A, =595 nm

39



% rediiksiyonu canli hiicre sayisi ile iliskilendirmek i¢in, bilinen hiicre sayilar1 ile %

rediiksiyon iliskisini veren bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur (EK 1,2,3).

3.2.6.7 Phalloidin/DAPI boyamasi

Doku iskeleleri tizerinde hiicrelerin yayilimmin ve morfolojilerinin incelenmesi igin
Phalloidin/DAPI boyamast yapilmistir. Kiiltiiriin 3. ve 7. giinlerinde hiicreli doku
iskeleleri %3.7 (w/v) derisimde formaldehit ¢ozeltisi kullanilarak 30 dakika boyunca oda
sicakliginda fikslenmistir. Fikslenen 6rnekler 2 kez PBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra
Triton X igerisinde 5 dk siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Boyama sirasinda spesifik
olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in Triton X ile muamele edilen doku iskeleleri 30
dakika %1 BSA igerisinde 37°C ve %5 CO: kosullarinda inkiibatorde tutulmustur. BSA
ile muamele edilen doku iskelelerinin tizerine Phalloidin boyasi eklenip 37°C ve %5 CO-
kosullarinda inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda 2 kez PBS ile yikanan doku iskelelerin
tizerine DAPI eklenip 5 dk oda sicakliginda beklemenin ardindan lazer taramali konfokal

mikroskop (Leica) ile goriintiileme gergeklestirilmistir.

3.2.6.8 Taramal elektron mikroskopi incelemesi

Doku iskeleleri kiiltiir ortamindan ¢ikarildiktan sonra 2 kez 2 mL PIPES tamponu ile
yikandiktan sonra %3,7 (w/v) derisimde formaldehit ¢ozeltisi kullanilarak 30 dk boyunca
oda sicakliginda fikslenmistir. Fikse edilen ornekler 2 kez 2 mL PIPES tampon
kullanilarak yikanmigstir. PIPES tampon igerisinde SEM incelemesine kadar +4°C’de
saklanmiglardir. SEM incelemesi Oncesi suyun uzaklastirilmasi i¢in drnekler sirasiyla
20’ser dakika boyunca %30, %50, %70, %90 ve %100 (v/v) derisimde etanol
cozeltisinden gecirilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. SEM incelemesi

ODTU Merkez Laboratuvarda drnekler Au/Pt ile kaplandiktan sonra gerceklestirilmistir.
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3.2.7 in vivo calismalar

Bu tez kapsaminda, mekanik 6zellikler bakimindan en uygun oldugu belirlenen TPUU-3
polimeri kullanilarak iiretilen doku iskelelerin kas rejenerasyonuna etkisi in vivo
kosullarda incelenmistir. Doku iskelelerinin in vivo incelemesi sigan tibialis anterior kasi
defektine implantasyon ile gergeklestirilmistir. in vivo degerlendirme 3 deneysel grup

kullanilarak yapilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 TPUU-3 doku iskelelerinin in vivo degerlendirme deney gruplari

Hasarli doku (negatif kontrol) Sham
Hiicresiz doku iskelesi TPUU-3
Hiicreli doku iskelesi TPUU-3+ASC

Kas defektine implantasyon, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvarinda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim

Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Cagdas Oto tarafindan gergeklestirilmistir (n=5).

3.2.7.1 implantasyon

Implasyon islemlerinden énce deney hayvanlarina Ketamin + Ksilazin kombinasyonu
(im) kullanilarak genel anestezi uygulanmis ve sol arka ayaklari tirag edilmistir. Tibialis
anterior kasinda hacimsel olarak yaklasik %20’lik bir hasar olusturulmustur. 3 deney

grubunun implantasyonu Cizelge 3.8’de aciklanmaktadir (Sekil 3.8).
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Cizelge 3.8 TPUU-3 doku iskelelerinin implantasyonu

%20’lik hasar olusturulan bdlgeye hicbir tedavi uygulanmadan

Sham . . . .
fasya ve cilt dikis ile kapatilmistir.
%20 kas hasar1 olusturulan bolgeye steril hiicresiz 3B doku iskelesi
TPUU-3 iki u¢ noktalarindan siitlirlenerek sabitlenmis, fasya ve cilt dikis ile

kapatilmigtir.

%20 kas hasar1 olusturulan bolgeye steril hiicreli 3B doku iskelesi
TPUU-3+ASC | iki u¢ noktalarinda siitlirlenerek sabitlenmis, fasya ve cilt dikis ile
kapatilmistir (Sekil 3.8).

Operasyon yapilan biitiin hayvanlara 4 hafta sonunda yiiksek dozda anestezik ile 6tenazi
uygulanmistir. Otenazi sonrasinda histopatolojik inceleme icin, operasyon bolgelerinden

alinan dokular %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda fikse edilmistir.
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Sekil 3.8 a) kas hasarinin olusturulmasi b) kas hasar1 ¢) doku iskelesi ve ¢ikarilan kas
kiitlesi d) 3B doku iskelesinin hasarli bolgeye implante edilmesi e-f) yara bolgesinin
kapatilmasi.

3.2.7.2 Yiiriime testi

Operasyon sonrasi hayvanlarin tibial kaslarindaki fonksiyon degerlendirmesi i¢in yiiriime
testi yapilmustir. Yiirlime testi sonucunda siyatik fonksiyon indeksi ve tibial fonksiyon
indeksi hesaplanarak yorumlanmastir. 4. haftanin sonunda ayaklar1 mavi boya ile boyanan
sicanlar dar kapali bir alanda yiiriitillerek ayak izleri alinmistir. Sekil 3.9°de gosterildigi
gibi ayak izlerinin arasindaki uzaklik iliskileri ile, esitlik 3.8 ve esitlik 3.9 kullanilarak
siyatik fonksiyon indeksi ve tibial fonksiyon indeksi hesaplanmistir (Sarikcioglu vd.
2008).
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Sekil 3.9 Ayak izi arasindaki uzaklik iliskileri

EPL—NPL ETS—NTS EIT—NIT

SFI=—38.3(—__—) +109.5(— ——) + 13.3(—_ ) — 8.8 (3.8)
TFI=—37.2(F) + 104.4(7 1) + 45.6(*-—) — 8.8 (3.9)

EPL= Deney sirasinda hayvanin topuk-ii¢iincii ayak parmagi arasi ayak izi mesafesi
NPL = Hayvanlar sabitken topuk-ii¢iincii ayak parmagi arasi ayak izi mesafesi

ETS = Deney sirasinda hayvanin birinci-besinci ayak parmagi arasi ayak izi mesafesi
NTS = Hayvanlar sabitken birinci-besinci ayak parmagi arasi ayak izi mesafesi

EIT = Deney sirasinda hayvanin ikinci-dordiincii ayak parmagi arasi ayak izi mesafesi

NIT= Hayvanlar sabitken ikinci-dordiincii ayak parmagi aras1 ayak izi mesafesi

3.2.7.3 Histopatolojik degerlendirme

4 hafta sonunda operasyon bolgeleri %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda
tespit edildikten sonra, akan musluk suyu altinda yikamaya birakilmigtir. Otomatik rutin
takip cihazinda (Leica TP1020) alkol, ksilol ve parafin serilerinden gegirilmistir.

Sonrasinda hazirlanan parafin bloklardan (Thermo Fisher Histocentre 3) 5 um kalinlikta
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kesitler mikrotom cihazi ile alinarak (LEICA RM2125) otomatik boyama makinesinde
(Leica Autostainer XL) Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanmistir. Deparafinizasyon ve
dehidrasyon amaciyla sirayla 3 kez ksilolde 5’er dakika ve alkol serilerinde (%100, %96,
%70, %50’lik alkol) 3’er dk bekletilmistir. Kesitler Harris’in Hematoksilen-Eozin
yontemine gore boyanmis, tekrar alkol serilerde dehidrate edilip ksilolden gegirilmis ve
entellan yardimiyla lamel ile kapatilmistir. Histopatolojik boyamalar Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 6gretim gorevlisi Dr. Yanad Abou Monsef

tarafindan gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Poliiiretan ve Poliiiretan-Ure Sentezi Bulgular

Bu tez caligmasinda kullanilan 6zgiin termoplastik poliiiretan (TPU1) poliliretan-iire
(TPUU-2-3) polimerleri, Ko¢ Universitesi Kimya Béliimiinde Polimer Arastirma Grubu
tarafindan tretilmistir. Biyouyumlu, biyobozunur ve dogal iskelet kas1 dokusunu taklit
edebilecek elastomerik 6zellikte TPU ve TPUU sentezlenmesi hedeflenmistir. Bu
hedefler kapsaminda Bu hedefler kapsaminda Cizelge 3.2°de gosterildigi lizere TPUU
sentezlerinde yumusak kisimlar olarak agirlikca %60-70 oraninda polikaprolakton
oligomeri (PCL) (2000 g/mol) ve %23-26 oraninda farkli molekiil agirligina sahip amin
uclu poli(etilen oksit) oligomerleri (PEO) (600 ve 2000 g/mol) kullanilmistir. TPUU
kopolimerleri sert kisim olarak agirlikca %8,4 ve %12 hekzametilen-1,6-diizosiyanat

(HDI) icermektedir.

Bolim 3.2.1 Poliiiretan ve Poliiiretan-iire Sentezi Boliimiinde de belirtildigi gibi,
TPUU’lar iki basamakl1 “On-polimer” sentezi yontemi ile sentezlenmistir. Zincir uzatma
sirasinda yiiksek polariteye sahip iire gruplar kopolimer zincirlere katilir. Ure gruplarin
giicli hidrojen baglanma yetenegi, polimerizasyon reaksiyonu sirasinda fiziksel
jellesmeye neden olarak yiiksek molekiil agirlikli TPUU polimerleri hazirlanmasini
engelleyebilir (Dusek vd 1990 ve Yilgér vd 2004). Bu problemi 6nlemek igin, bu
calismada yiiksek polariteye sahip izopropil alkol (IPA) kullanilarak zincir uzatma
adimindan 6nce O6n-polimer ¢ozeltisi seyreltilmistir. TPU-1 ve TPUU-2-3 polimerlerine

ait sentez reaksiyonu Sekil 4.1 ve 2’de verilmistir.
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HO-[-(CH,)s-C-O-],-(CH,)s-OH  + O=C=N-(CH,);-N=C=0

70°C
C32H64O4Sn

0 or o
|l
—H(CH,)5-C-0)x-(CH,)5s-0-C-N (CH,)s-N-C-Of5-

Sekil 4.1 TPU-1 polimerine ait polikondenzasyon reaksiyonu ve kosullart.

O
[
HO-[-(CH,)s-C-O-;<(CHy)s-OH  +  O=C=N-(CH,)s-N=C=0

70°C
C32H64O4Sn
H o) (o] H
|| I
o=c=nN—(C% }N—c—0—PCL—0—C¢—N—(Ch}fN=Cc=0

6

m

H,N-R-(CH,-CH,-0),-R-NH,

v

OH HOH HOH H O
I | N N |
—fPCL-0O-C-N-(CH,);-N-C-N-PEO2k-N-C-N-(CH,),-N-C-O}—

Sekil 4.2 TPUU-2 polimerine ait polikondenzasyon reaksiyonu ve kosullari.
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HO-[-(CH,)s-C-O-],-(CH,)s-OH ~ +  O=C=N-(CH,),-N=C=0

70°C

C32H64O4SH
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| I

o:c=wf(Cst N—Cc —0—PCL—o—c¢c—n (CH:} N=C=0
H,N-R-(CH,-CH,-0),-R-NH,
\ 4
OH HOH HOH H O

I | N N |
—PCL-0O-C-N-(CH,),-N-C-N-PEO600-N-C-N-(CH,)¢-N-C-O}—

Sekil 4.3 TPUU-3 poimerine ait polikondenzasyon reaksiyonu ve kosullari.

4.2 Polimer Karakterizasyon Bulgulari

4.2.1 Kimyasal karakterizasyon bulgulari

Polimerizasyonun ilerlemesi ve tamamlamasi FTIR spektroskopisi ile izlenmistir. Ornek
olarak TPUU-3 (PCL2k/PEO2k/HDI) kopolimer sentezinin ilerlemesi ve 6n polimer
olusumunun incelendigi FTIR spektrumlar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Burada mavi
spektrum 6n polimerin hazirlanmasi icin reaktérde PCL2k ve HDI karigtirildiktan hemen
sonra alinmis, 3550 cm! civarinda genis bir hidroksil (O-H) bandi, 2274 cm™! ve 1726
cm! de ise oldukga giiclii izosiyanat (N=C=0) ve ester karbonil (C=0) bantlari
gozlenmistir. Kirmizi olarak verilen on-polimerin FTIR spektrumunda ise, 3550 c¢cm!

civarindaki hidroksil band1 kaybolmus, buna karsilik tiretan olusumunu gdsteren 3390
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cm'de kuvvetli (N-H) bandi1 gézlenmistir. Bunlara ek olarak beklendigi tizere 2274 cm’!
de bulunan izosiyanat (N=C=0) bandi azalmis, 1527 cm™! de ise amid-II (N-C=0) bantlari
olusmustur. Zincir uzatma basamaginin ve polimerizasyon reaksiyonunun tamamlanmasi
ise 2274 cm’de bulunan izosiyanat bandinin tamamen kaybolmasi izlenerek
belirlenmistir (Sekil 4.5). Ure gruplarmmn kuvvetli hidrojen bagi yapmasi nedeniyle 3390
cm! de gozlenen (N-H) bandi 3369 cm!’ye kaymustir. Ayrica 1655 cm™’de kuvvetli
hidrojen bagi yapan yeni bir iiretan karbonil (N-H---O=C) bandi olugmus, amid-II band1
da 1553 cm™’e kaymugtir.
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100 » \ / 1655 cm1 N Md
Co- J ‘
| | = (M
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ap ‘ ‘ | ‘ ‘r\ | | .
. | | "
o | 3sadem N , I
Jid I b [0 '
0 _ ||. | ’ 1
) |
B [ ’ ‘ \ iR |y
R 3390¢cm ‘ - | | ' .l
50+ |f ‘ ‘ ' I.ll
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Sekil 4.4 TPUU-3 sentezi sirasinda alinan ilk karisim (PCL2k/HDI) (mavi spektrum) ve
on polimer (kirmiz1 spektrum) 6rneklerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.5 TPUU-3 (PCL2k/PEO600/HDI) kopolimerinin FTIR spektrumu

TPUU-2 kopolimerinin FTIR spektrumu Sekil 4.6’te verilmektedir. Bu spektrumdaki
liretan ve iire gruplarmin yapisinda bulunan (N-H) bandi 3379 cm™’de gozlenmistir.
PCL2k yapisinda bulunan ve hidrojen bagi yapmayan ester karbonil (C=0) piki 1731 cm”
! de gozlenmistir. Bu malzeme ¢ok az iire igerdigi i¢in 1655 cm™’de kuvvetli hidrojen

bag1 yapan bant gézlenmemistir. Amid-II bandi ise yine 1539 cm™’te gézlenmistir.
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Sekil 4.6 TPUU-2 kopolimerinin FTIR spektrumu

TPU-1’e (PCL2k/HDI) ait FTIR spektrumu Sekil 4.7°da verilmektedir. 1734 cm™! de
bulunan kuvvetli C=0O gerilmesi PCL yapisindaki ester gruplarmin varhigini
gostermektedir. 3390 cm! civarinda bulunan tiretan amid (N-H), ve 1527 c¢cm™! de
gbzlenen amid-II (N-C=0) bantlar1 poliliretan yapisinin olustugunu kanitlamaktadir.
Ayrica serbest izosiyanat gruplarina ait 2274 cm’ bandmin gozlenmemesi de

polimerizasyon reaksiyonunun tamamlandigini gostermektedir.
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Sekil 4.7 TPU-1 (PCL2k/HDI) kopolimerinin FTIR spektrumu

4.2.2 Is1l 6zelliklerin karakterizasyon bulgular

TPU ve TPUU polimerlerinin yumugak ve sert kisimlar1 arasindaki mikrofaz ayriminin
belirlenmesi ve kopolimer morfolojileri hakkinda bilgi edinmek amaci ile 1s1l 6zellikleri
DSC ile incelenmistir. Bu kopolimerlerin DSC termogramlar1 Sekil 4.8’de verilmektedir.
Bu DSC termogramlarindan polimerlerin camsi gecis sicaklilart (Tg), erime noktalart (Twm)

ve erime entalpileri (AH#sion) belirlenmis ve Cizelge 4.1°de verilmistir.

Yapisinda agirlik¢a %91,6 oraninda PCL2k igeren TPU-1 termograminda -53.35 °C’de
PCL’ye ait camsi gegis sicakligi (Tg) gézlenmistir. Ayrica tepe noktasi 56,2 °C olan, 34-
80 °C araliginda oldukga kuvvetli bir erime piki gézlenmistir. Bu pikin altindaki alandan
PCL yumusak kisim matrisinin erime entalpisi (AHfusion) 76,54 J/g olarak hesaplanmistir.
Teorik olarak %100 kristalin PCL polimerinin (AHfusion) degerinin 139,5 J/g oldugu
(Crescenzi vd. 1972) ve TPU-1 igerisinde %91,6 PCL oldugu diisiiniiliirse PCL matrisin
%60 oraninda kristal yapiya sahip oldugu hesaplanabilir. Bu oldukga yiiksek bir orandir
ve dolayl olarak TPU-1 de sert (iiretan) ve yumusak (PCL) kisimlar arasinda mikrofaz

ayrimi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8 TPU-1, TPUU-2,3 DSC termogrami
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Sekil 4.8’de verilen TPUU-2 ve TPUU-3 kopolimerlerinin DSC termogramlari
incelendiginde ortaya daha ilging bir morfolojik yap1 ¢ikmaktadir. Yapisinda agirlikca
%23 civarinda PEO2k bulunan TPUU-2 kopolimerinde iki farkli erime bdlgesi
gorlilmektedir. Bunlardan tepe noktasi 20,82 °C olan ilk bolge PEO2k’nin erimesini daha
sonra gelen ve tepe noktas1 56,19 C olan bolge ise PCL2k nin erimesini gostermektedir.
Bu sonuglar yumusak kismi olusturan PEO2k ve PCL2k arasinda bir mikrofaz ayrimi
oldugunu gostermektedir. PEO ve PCL oligomerlerinin T, degerleri birbirine ¢ok yakin
oldugu i¢in diisiik sicaklikta sadece bir Ty degeri (-56,31° C) gozlenmektedir. Yapisinda
agirlikca %26 PEO600 bulunan TPUU-3 kopolimerinde ise sadece bir T, (-47,54 °C) ve
bir de tepe noktas1 51,33 °C olan ve PCL2k kaynakl1 tek bir erime bdlgesi mevcuttur. Bu
da TPUU-3 kopolimerinde diisiik molekiil agirliklit PEO600 ve PCL2k oligomerlerinin

birbirleri ile karisarak tek bir yaumusak faz olusturduklarini isaret gostermektedir.

Cizelge 4.1 Polimerlerin DSC verisi

TPU-1 -53.35°C (PCL) 56,2°C(PCL) 76,54 /g

TPUU-2 -56.3°C (PCL) 20,82°C (PEO) 67,71 /g

56,19°C (PCL)

TPUU-3 -48.84°C (PEO) 51,33°C (PCL) 35,37 J/g
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4.3 Doku Iskelesi Uretim Optimizasyonu

Doku iskelesi iiretiminin optimizasyon ¢aligmalarinda ilk olarak uygun ¢oziicli se¢imi
icin TPUU-3 %70 (w/v) konsantrasyonunda sirasiyla DCM, THF ve THF: IPA (1.5:1) ile
coziilerek hazirlanan TPUU-3 ¢ozeltileri Envisiontec 3D Bioplotter Starter Series 3B
biyoyazici kullanilarak 1s1l islem olmaksizin 3B baskilanmistir. 3B baski 6rnekleri yapisal
inceleme i¢in paralel hizalanmis (fiberler aras1 mesafe 1 mm) sekilde baskilanmistir. 3B
baskilama 1 bar basingta, 4 mm/s hizda, i¢ ¢ap1 0.26 mm olan igne ucu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Fiber yapilarin caplarinin igne ucunun i¢ ¢api ile orantili olarak
(ylizey yapigmasinda kaynakli maksimim %10 yayilma gézlenmektedir) 0.264+0.026mm
olmas1 beklenmektedir. 3B baskilarin morfolojilerinin incelendigi 151k mikroskobu
goriintiileri Sekil 4.9 verilmektedir. Image J programi kullanilarak hesaplanan fiber
caplar1 ve fiberler aras1 mesafe karsilastirildiginda, DCM kullanilarak alinan 3B baskinin
fiber ¢ap1 0.26940,02 mm, fiberler aras1 mesafe 1.02 mm olarak hesaplanmistir. THF ve
THF:IPA kullanilarak alinan 3B baskilarinin fiber ¢ap1 0.434+0.01-0.432+0,011 mm,
fiberler arast mesafe 1.032+0.01-1.019+0,011 mm olarak hesaplanmistir. THF ve
THF:IPA kullanilarak alinan baskilarda 1. katmanda %66 civarinda ylizeye yayilma
gbzlenmistir. Bu durum devam eden katmanlarda fiber yapilarin tez diize fiber ¢apina
engel olmustur. Cizelge 4.2°de verilen ¢oziiciilerin kaynama noktalar1 da dikkate alinarak,
stabil 3B baski alinmasinda en uygun ¢oziicii olarak en diisiik kaynama noktasina sahip

DCM ¢oziiciisti kullanmasina karar verilmistir.

DCM THF THF:IPA

Sekil 4.9 DCM, THF, THF:IPA kullanilarak alinan paralel hizalanmis yapilarin
mikroskop goriintiileri (6l¢cek:200 um)
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Cizelge 4.2 Organik ¢ozeltilerin kaynama noktalari

DCM 39.6°C
THF 66°C
IPA 82.5°C

3B baski calismalarinda baski kalitesini etkileyen faktorlerden biri de malzemelerin
reolojik ozellikleridir. Reolojik 6zelliklerin etkisinin incelenmesi i¢in TPUU-3 kodlu
polimer ile %50, 60, 70 ve 80 (w/v) konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanarak, paralel
hizalanmis fiberler (fiber arasi mesafe 1mm) baskilanmigtir. 3B baskilama 1 bar basingta,
4 mm/s hizda, i¢ ¢cap1 0.26 mm olan igne ucu kullanilarak gergeklestirilmistir. 3B model
tasariminda fiber kalinlig1 igne ucunun i¢ capr goze alinarak 0.26mm alacak sekilde
tasarlanmistir. 3B baskilarin morfolojilerinin incelendigi 151k mikroskobu goriintiileri
Sekil 4.10 verilmektedir. Image] programi kullanilarak hesaplanan fiber caplar1 ve
fiberler aras1 mesafe karsilagtirildiginda, %70 (w/v) konsantrasyona sahip ¢ozelti ile
aliman 3B baskimin fiber cap1 0.264+0.015 mm olarak hesaplanmistir. %50-60 (w/v)
konsantrasyona sahip ¢ozeltiler ile alinan 3B baskilarinin fiber capr 0.845+0.01 ve
0.622+0.006 mm olarak hesaplanmistir. %80 (w/v) konsantrasyona sahip ¢ozelti ile
aliman 3B baskinin ise fiber ¢ap1 0.220+£0.008 mm olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar

1s181inda en uygun konsantrasyonun %70 (w/v) oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.10 Farkli konsantrasyonlarda alinan baski 6rneklerinin 151k mikroskop goriintiileri

%70 (w/v) konsantrasyonda TPU-1, TPUU-2-3 ve PCL c¢ozeltileri ile 37°C’de 1 bar
basingta ve 4mm/s hizda alinan 3B baski goriintiileri Sekil 4.11°de verilmektedir. PCL
ticari olarak temin edilmis ve sentetik polimerlerin mekanik 6zelliklerinin analiz edildigi

¢alismada kontrol malzemesi olarak kullanilmistir.

PCL

Sekil 4.11 TPU-1, TPUU-2-3 ve PCL 3B baski goriintiileri

in vitro ¢aligmada kullanilmak {izere Cizelge 4.3’ de gosterildigi gibi paralel hizalanmig
fiberlere sahip TPU-1 ve TPUU-3 kodlu polimerler kullanilarak 3B doku iskelesi
iiretilmistir. Hiicre tutunmasini arttirmak ic¢in in vitro ¢aligmada kullanilacak doku
iskelelerin ilk katmaninda fiberler arasi uzaklik 0.2 mm olacak sekilde iiretilerek ilk
katmanin kapanmasi saglanmistir. Devam eden katmanlarda fiberler arasi uzaklik 0.4 mm

olarak ayarlanmistir.

in vivo ¢aligmada kullanilmak tizere TPUU-3 ile Cizelge 4.3’de gosterildigi gibi mekik
seklinde ve fiber aras1 uzaklik 0.4 mm olacak sekilde iiretilmistir. Implantasyon sonrasi
perflizyon saglanmasi i¢in 3B doku iskelesinin her iki yiiziinlin de agik olacak sekilde

baskilamasi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.3 3B baski parametreleri ve TPUU-3 ile iiretilmis 3B yapilarin 6rnek
gorlintiileri.

3B model: Ust iiste biriktirilen paralel
fiberler

Fiberler arasi1 uzaklik: ilk katman: 0.2

mm, devam eden 5 katman: 0.4 mm

Doku iskelesi eni: 5 mm

Doku iskelesi boyu: 10 mm

3B model: Mekik 4

Fiberler arasi1 uzaklik: 0.4 mm

Doku iskelesi boyu: 16.5 mm 16.5 mm
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4.4 Doku Iskelelerinin Yapisal Karakterizasyon Bulgulari

3B biyoyazici ile iiretilen 3B doku iskeleleri ve desensiz film yiizeylerin morfolojileri
taramal1 elektron mikroskop (SEM) ile degerlendirilmistir (Sekil 4.12). TPU-1, TPUU-2
ve TPUU-3 ile olusturulan polimer filmlerin SEM goriintiileri incelendiginde ylizeylerin
pliriizsiiz oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.12a). Sekil 4.11b’de verildigi gibi 3B doku
iskelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde ise, TPU-1 ve TPUU-3 ile tiretilen 3B doku
iskelelerinin diizenli fiber dagilimina sahip oldugu gozlenmektedir. 3B doku iskelesinin

kesit goriintiisti Sekil 4.13°de verilmektedir.

TPU-1 TPUU-2 TPUU-3

Sekil 4.12 a) Film ve b) 3B doku iskelelerinin SEM gdriintiileri
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Sekil 4.13 Hiicre ekim ¢aligmalarinda kullanilan doku iskelelerinin SEM goriintiileri

4.4.1 Biyobozunma bulgular:

Doku iskelelerinin biyobozunma c¢aligmalar1 37°C’de hiicre kiiltiirii ortaminda ve
enzimatik ortamda 56 giin silireyle gergeklestirilmistir. TPU-1 ve TPUU-3 doku
iskelelerininde 14. giiniin sonunda hiicre kiiltlirii ortaminda %4-7 oraninda agirlik kayb1
gozlenirken, TPUU-2 doku iskelelerinde %13 oraninda agirlik kaybi1 goézlenmistir. 56.
glinlin sonunda hiicre kiiltiiri oraninda gergeklestirilen biyobozunma calismalarinin
sonucunda TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinde %7-9 oraninda agirlik kaybi
gozlenirken, TPUU-2 doku iskelelerinde %20’lik kiitle kayb1 gozlenmistir (Sekil 4.14).
Hiicre kiiltiirii ortamui ile yapilan biyobozunma caligmalarinda TPU-1 ve TPUU-3 doku
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iskelelerinde kirilganlik ve erozyonu tipi bozunma gozlenmis, fakat 56 giiniin sonunda
yigin bozunma kirilma ve catlama olusmamistir. Yiizey erozyonunun morfolojik

incelemesi SEM ile gerceklestirilmigtir.

00— 1
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% Agirlik kaybi

Giin

Sekil 4.14 Polimerlerin hiicre kiiltiirli ortaminda biyobozunma (kiitle kayb1) profili

SEM incelemesi sonuglarina gére TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinin hiicre kiiltiirii
ortaminda biyobozunmasi sirasinda yiizey morfolojisinde piiriizlii bir yapr gozlenmistir.
56 giinlin sonunda Orneklerin yiizeylerinde kabarmalarin ve ince ¢atlaklarin arttig
gbzlenmigtir. 56. giiniin sonunda TPUU-2 doku iskelesinin parcalanarak yapisal

biitiinliigiini kaybettigi gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Hicre Kiltiri Ortaminda Biyobozunma

Sekil 4.15 Doku iskelelerinin hiicre kiiltiirii ortaminda biyobozunma sirasinda SEM ile
morfolojik incelemesi

TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinin 14. gilinlin sonunda enzimatik ortamda
biyobozunma incelemesinde, yaklagik %30 oraninda agirlik kayb1 gézlenirken, TPUU-2
doku iskelesinde %50 oraninda agirlik kayb1 gozlenmistir. Enzimatik biyobozunmanin
42. giiniinde TPUU-3 doku iskelesinde %79 oraninda agirlik kaybi, TPU-1 doku
iskelesinde %56 oraninda agirlik kaybi gézlenmistir. 42. giinlin sonunda TPUU-2 doku
iskelesinin tamamen bozundugu ve yapisal biitiinliiglinti kaybettigi gozlenmistir (Sekil
4.16). 56. giiniin sonunda TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinin de yapisal biitiinliiklerini
kaybettikleri gézlenmis ve kiitle kayb1 hesaplamasi i¢in agirlik 6lgtimleri alinamamistir

(Sekil 4.17). Yiizey erozyonu degerlendirmesi i¢cin SEM incelemesi yapilmistir.
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Sekil 4.16 Polimerlerin enzimatik ortamda biyobozunma profili

TPU-1 TPUU-2

Sekil 4.17 Enzimatik biyobozunma ortaminda 42. ve 56. gilinlerde doku iskeleleri yapisal
biitiinliiklerini kaybetmistir.
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TPU-1, TPUU-2 ve TPUU-3 &rneklerinde enzimatik biyobozunma sirasinda 14. giinden
itibaren yiizey erozyonu ile birlikte y1gin bozunmanin da basladigi ve yiizeyde homojen
bir sekilde gozenekler olustugu goézlenmistir. 42. giinlin sonunda olduk¢a incelen ve
kirilganlagsan TPU-1 ve TPUU-3 yiizeylerinde biiylik gézeneklerin olustugu ve yiizeyden

kopmalarin meydana geldigi gézlenmistir. TPUU-2 6rneginin 28. giiniin sonunda yapisal

biitiinliigiinii kaybetmeye basladigi ve yigin halinde parcalandigi gozlenmistir (Sekil

Enzimatik Ortaminda Biyobozunma

4.18).

14. G 42. Giin

TPUU-3 §

Sekil 4.18 Doku iskelelerinin hiicre kiiltiirii ortaminda biyobozunma incelemesi SEM
goriintiileri.

4.5 Doku Iskelelerinin Mekanik Karakterizasyon Bulgulari

Film ve 3B doku iskelelerinin ¢ekme testi ile mekanik ozellikleri incelenmistir. Elde
edilen veriler kullanilarak gerinim-gerilim egrileri olusturulmustur. Film orneklerin
gerinim-gerilim egrileri Sekil 4.19 ve 3B doku iskelelerinin gerinim-gerilim egrileri Sekil
4.20°de verilmistir. Gerinim-gerilim egrileri kullanilarak hesaplanan esneklik modiilii ve

ylizde kopma uzamasi Cizelge 4.4 ’de sunulmaktadir.
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Iskelet kas1 dahil olmak iizere yiik tastyan dinamik dokularmn 3B biyobaski ¢aligmalarinda
siklikla kullanilan, altin standart niteligindeki PCL ile iiretilen 3B doku iskelesinin sertlik
degeri (Esneklik modili (YM)) TPU-1 ve TPUU-3 3B doku iskeleleri ile
karsilagtirilmistir. TPUU-3’un PCL’e kiyasla daha yumusak oldugu, TPU-1’nin TPUU-
3’e kiyasla sertlik degerleri yaklasik 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. TPUU-3 3B
doku iskelesinin esneklik modiili 17.09+4.71 MPa ve film Ornek 29.41+8.71
hesaplanmistir. TPU-1 ve PCL 3B doku iskelesinin esneklik modiilii 49.79+4.16 MPa ve
57.514£5.71 MPa, film ornekler 89.95+4.63 ve 89.87+9.28 MPa hesaplanmigtir. TPUU-2

3B doku iskelesi kirilgan oldugu icin ¢ekme testi uygulanmamustir.

Kopmadan oOnce esneyebilme ve seklini koruyabilme (elastikiyet) oOzellikleri
degerlendirildiginde, TPUU-3 3B doku iskelesi %939.39 + 106.05 ve film Ornek
756.37+£50.21 oraninda uzama gosterdigi belirlenirken PCL 3B doku iskelesinin
%28.19+10.8 ve film 6rneklerin %10.13+2.51 oraninda uzama gosterdigi belirlenmistir.
Mekanik 6zellikler incelendiginde TPUU-2’iin diger polimerlere kiyasla daha kirillgan
oldugu gozlenmektedir. TPUU-2, sahip oldugu mekanik 6zellikleri ve hizli biyobozunma
profilinden dolayi, devamindaki in vitro c¢alismalarda deney gruplari arasina

alinmamustir.
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Sekil 4.19 TPU-1, TPUU3 ve film 6rneklerin miithendislik gerilmesi-gerinmesi grafigi
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Sekil 4.20 TPU-1, TPUU3 ve PCL baski doku iskelelerinin miihendislik gerilmesi-

gerinmesi grafigi
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Cizelge 4.4 Doku iskelelerinin ¢gekme testi sonuglart.

Esneklik Esneklik
Yiizde kopma Yiizde kopma
(Young) (Young)
uzamasi (%) uzamasi (%)
modiilii (MPa) modiilii (MPa)
TPUU-1 89.95+4.63 14.78+2.67 49.79+4.16 37.89+12.17
TPUU-2* - - - -
TPUU-3 29.4148.71 756.37+50.21 | 17.09+4.71 939.39+ 106.05
PCL 89.87+9.28 10.13£2.51 57.51+5.71 28.19+10.80

*TPUU-2 film ornek ve 3B doku iskelesine kirilganliktan dolayr ¢ekme testi

uygulanamadi.

4.6 in vitro Calismalar

4.6.1 Sitotoksisite testi sonuclari

Bu tez kapsaminda sentezlenen ve 06zgiin yapida TPU-1 ve TPUU-3 polimerlerinin
sitotoksisite Ozellikleri Bolim 3.2.6.1°de agiklandig1 gibi, indirekt toksisite testi ile
incelenmistir. Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra deneysel
gruplara gore hiicre tabakasi yayilimi ve 6lii hiicre miktar1 151k mikroskobu ile 10x

biiylitmede incelenmistir. 24, 48 ve 72 saatte gdzlemlenen hiicre tabakasinin yayilimi
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Sekil 4.21°de verilmektedir. Kiiltlir boyunca hiicre morfolojisinde izlenen degisimler 40x

bliylitmede incelenmis ve sonuglar Sekil 4.22°de sunulmustur.

Sekil 4.21 Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden sonra deneysel gruplara gore 24, 48 ve 72
saatte hiicre tabakasi yayilimimin degisimi. 10x
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Sekil 4.22 Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden sonra deneysel gruplara gore 24, 48 ve 72
saatte hiicre morfolojisinin degisimi. 40x
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Sekil 4.23 Ekstraksiyon sivist eklenmesinden 72 saat sonra deneysel gruplara gore (a)
Canli hiicre sayisinin degisimi; sonuglar negatif kontrol grubuna goére normalize
edilmistir, (b) % hiicre biliylimesi inhibisyonu; sonuglar pozitif kontrol grubuna bagil
olarak verilmistir.

Yapilan mikroskobik inceleme ve hiicre sayimi sonuglarina gore, deneysel gruplarin
“biyouyumluluk testi degerlendirme kriterleri” puanlama cetveline gore sonuglari

Cizelge 4.5’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.5 Biyouyumluluk testi degerlendirme kriterleri sonuglari

Hiicre tabakasi TPU-1 2 Hiicre TPU-1 1
yayilimi morfolojisindeki
Confluenc degisim
(Confluency) TPUU-3 | 2 g1t TPUU-3 1
TPU-1 1 TPU-1 1
Olii hiicre miktar Hiicre biiyiimesi
(Yiizen hiicreler) inhibisyonu
TPUU-3 1 TPUU-3 1

Bu sonuglara gore, iiretilen polimerik malzemeler icin sitotoksik cevap indeksi ve
biyouyumluluk degerlendirme sonuglar1 Cizelge 4.6’de sunulmaktadir. Buna gore, TPU-

1 ve TPUU-3 biyouyumludur ve az miktarda reaktivite 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 TPU-1 ve TPUU-3 i¢in biyouyumluluk degerlendirme sonuglari

TPU-1 2.3 Hayir

TPUU-3 2.2 Hayir

4.6.2 Doku iskelelerinde immun uyumluluk incelemesi sonuclari

Sekil 4.24’de THP-1 monositlerin TPU-1 ve TPUU-3 film ve 3B doku iskelelerinin
iizerinde ekiminden sonra 1. giindeki davranislari sunulmustur. THP-1 monositlerin
iiretilen doku iskelelerine yapismadigi gozlenmistir. Doku iskeleleri {izerinde bulunan
THP-1 monosit ve farklilagtirllmigs THP-1 hiicrelerinin 24 saatlik kiiltlirii sonrasi
metabolik aktivitesinin incelendigi Alamar blue testi sonuglar1 Sekil 4.25 verilmektedir.
PMA ile farklilastirilmig THP-1 hiicrelerin 3 giinliik kiiltiirii sonrasi hiicre tutunmasinin
faz kontrast mikroskobu ile incelemesi Sekil 4.26’de verilmistir. Farklilagtirilmig THP-1
hiicrelerinin 3 giinliik kiiltiiriiniin metabolik aktivitesinin incelendigi Alamar blue testi
sonuclar1 Sekil 4.27 verilmektedir. THP-1 makrofajlarin 3 giinliik kiiltiirii sonras1 hiicre
tutunmasinin DAPI/Phalloidin ile incelemesi Sekil 4.28 ve SEM incelemesi Sekil 4.29°da

verilmektedir.
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Sekil 4.24 TPU-1 ve TPUU-3 o6rneklerde THP-1 monosit hiicre davraniglarinin
incelenmesi (1. Giin)
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Sekil 4.25 TPU-1 ve TPUU-3 6rneklerde THP-1 monosit ve makrofaj hiicrelerin 1., Giin
Alamar Blue test sonuglar1
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Sekil 4.26 TPU-1-TPUU-3 doku iskelelerinin THP-1 makrofaj hiicre davraniglarinin
incelenmesi (1., 3. giin)

1,2

09 -

0,3 -

Floresan Yogunlugu (a.u.)

0,0 1 1
Kontrol TPU-1 FilmTPU-1 3DTPUU-3 FildiPUU-3 3D

Sekil 4.27 Doku iskelelerinin iizerinde PMA ile farklilastirilmis THP-1 hiicrelerin 1., 3.
Glin Alamar Blue test sonuglari

73



TPU-1 TPUU-3
TPU-1 Film 3B doku iskelesi TPUU-3 Film 3B doku iskelesi

l. Gun. .

3. Giin
Sekil 4.28 TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinin THP-1 makrofaj hiicre davranislarinin
DAPI/Phalloidin incelenmesi (1., 3. Giin) (6l¢ek:100pum)

TPU-1 TPUU-3
TPU-1 Film 3B doku iskelesi TPUU-3 Film 3B doku iskelesi

Sekil 4.29 TPU-1 ve TPUU-3 doku iskelelerinin THP-1 makrofaj hiicre davraniglarinin
SEM ile incelenmesi (1., 3. Giin)

Elde edilen sonugclar, polimerlerin hem film hem de 3D printed halde makrofajlar ile
kontrollii bir immun yanit gelismesine neden oldugunu ve TPU-1 polimerinin daha az,
TPU-3 polimerinin ise daha fazla immun reaktivite gosterigini ortaya koymaktadir.
Yiiksek oranda yangisal tepki ile rejenerasyonu tetiklenen iskelet kas1 dokusuna yonelik
uygulamalar i¢in, biiyiilk hacimli defektlerde TPU-3'lin, daha ylizeysel defektlerin
rejenerasyonu i¢in ise TPU-1'in kullaniminin daha uygun olacag: diisiiniilmektedir. Bu

sonuglarin kas hiicreleri ve makrofajlarin ko-kiiltiirlerinde sinerjistik etkilesimlerinin
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incelenecegi ileriki ¢aligmalarimizda daha ayrintili bicimde ortaya konmasi

beklenmektedir

4.6.3 Doku iskelelerinin in vitro degerlendirme sonuclari

3B doku iskelelerinin {izerine ekilen C2C12 hiicreleri, kiiltiiriin 7. glinlinde fikse edilerek
aktin filament/hiicre ¢ekirdegi goriintiilemesi i¢in Phalloidin/DAPI ile boyanmistir ve
sonuglar Sekil 4.30°de sunulmustur. TPU-1 3B doku iskeleleri iizerinde, TPUU-3 3B
doku iskelelerine kiyasla daha fazla hiicre yayilimi gézlenmistir. TPUU-3 3B doku
iskelelerinin paralel fiberlerinin {izerinde C2C12 hiicrelerinin daha fazla yonlendigi
gozlenmistir (Sekil 4.30). C2C12 hiicrelerinin 3B doku iskelelerinin 3B yapisi i¢indeki
yayilimi Sekil 4.31°de verilmistir.

TPU-1

TPUU-3

Sekil 4.30 C2CI12 hiicreleri ekilen 3B doku iskelelerinin 7.giin Phalloidin/DAPI
boyamasi. Yesil boyamalar Phalloidin, mavi boyamalar DAPI ifade etmektedir
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Sekil 4.31 C2C12 hiicreleri ile ekilen 3B doku iskelelerine hiicrelerinin yayilima.
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Sekil 4.32°da goriildiigii lizere desensiz film ornekler iizerinde hiicre yayilim

gbzlenmemistir.

TPU-1 Film TPUU-3 Film

Sekil 4.32 C2C12 hiicreleri ile ekilen film 6rneklerin 7.giin Phalloidin/DAPI boyamasi.
Yesil boyamalar Phalloidin, mavi boyamalar DAPI ifade etmektedir

Doku iskeleleri tizerindeki canli hiicre sayisinin kantitatif olarak belirlenebilesi igin
kiiltiiriin 3. ve 7. giinlerinde Alamar Blue testi uygulanmigtir. Phalloidin/DAPI
boyamasinda da gosterildigi gibi TPU-1 3B doku iskelelerinde hiicreler daha fazla hiicre
canlilik gosterirken, film oOrneklerde Kkiiltlirlin devamiyla hiicre sayisinin azaldig:

gozlenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 Doku iskeleleri iizerinde Alamar Blue yoOntemiyle canli hiicre sayisi
belirlenmesi. Mavi barlar TPUU-3 3B doku iskelesini, turuncu barlar TPUU-3 film
ornekler, gri barlar TPU-1 3B doku iskelesini, sar1 TPU-1 film 6rnek géstermektedir

Doku iskelelerine tutunan hiicrelerinin morfolojileri SEM ile de incelenmistir. Sekil 4.34
ve 4.35’de goriildiugi tizere 3B doku iskelelerine C2C12 hiicreleri tutunup yayilirken,
film 6rneklerine hiicreler yapigsmama egilimindedir. Bu sonuglara gore, SEM incelemesi
Phalloidin/DAPI boyamasi verilerini desteklemektedir ve TPU ve TPUU yiizeylerde
hiicre tutunmasi ve canliligimin devamt i¢in 3B fiber yapisina sahip doku iskelelerinin

kullanim1 gereklidir.
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Sekil 4.34 C2C12 hiicreleri ekilen 3B doku iskelelerinin 7.giin SEM goriintiileri

TPU-1 Film

TPUU-3 Film

Sekil 4.35 C2C12 hiicreleri ekilen film 6rneklerin 7.giin SEM goriintiileri
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4.7 in vivo Calismalar

TPUU-3 kodlu polimer ile tiretilmis 3B yapida doku iskelelerinin iskelet kas dokusunun
yenilenmesindeki in vivo etkinligi wistar siganlarin TA kasina implantasyonu ile
incelenmistir. Her 3 deney grubundaki hayvanlara post-operasyon siirecte agr1 kesici ve
inflamasyon engelleyici herhangi bir ila¢ kullanilmamistir. Post-op siirecte hayvanlar
normal yiirime ve tirmanma davramslarini  sergilemislerdir. Implantasyon
gergeklestirilen sol arka ayaklarinda inflamasyon belirtisi olan sislik ve kizariklik

gbzlenmemistir.

4.7.1 Yiiriime testi bulgulari

Operasyon sonrast 4. haftanin sonunda hiicresiz doku iskelesi implante edilmis
hayvanlara yiiriime testi uygulanmistir. 4. haftanin sonunda ayaklar1 mavi boya ile
boyanan sicanlar1 dar kapali bir alanda yiiriitiilerek ayak izleri alinmig ve ayak izlerinin
arasindaki uzaklik iligkileri ile esitlik 3.8 ve esitlik 3.9 kullanilarak siyatik fonksiyon
indeksi -2.05+6.3 olarak ve tibial fonksiyon indeksi -5.53+7.07 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Hiicresiz doku iskelesi implante edilen hayvanlarin siyatik fonksiyon indeksi

ve tibial fonksiyon indeksi

Hiicresiz doku iskelesi -2.05+6.3 -5.53£7.07
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4.7.2 Histopatolojik degerlendirme bulgular:

4 haftalik gozlem sonunda implantasyon gerceklestirilen biitlin hayvanlar sakrifiye
edilmis ve operasyon boélgelerinden alinan dokular %10’luk tamponlu nétral formalin
sollisyonunda fikse edilmistir. 3 grupta gerceklestirilen in vivo ¢alismanin karsilagtirmali
histopatolojik degerlendirmesi Sekil 4.36’de verilmektedir. Tedavi uygulanmayan deney
grubunda hasar bolgesinde kas atrofisi ile birlikte bag doku ve yag hiicreleri gézlenirken
(Sekil 4.36a), hiicresiz doku iskelelerinin implante edildigi deney gruplarinda bag doku
cogalmasi ve kisitli kas yenilenmesi, hiicreli doku iskelelerinin implantasyonunda ise kas
voliimiin homojen bir sekilde geri kazanildigi ve yogun kas rejenerasyonu (oklar)

gbzlenmistir.
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doku iskelesi

Sekil 4.36 Hematoksilen-Eozin a) Tedavi edilmemis grubunda defekt alaninda kas
atrofisi ile birlikte bag doku (Asteriks) ve adipoz (ok) hiicreler gozlenmektedir. b)
Hiicresiz implant grubunda bag doku cogalmasi ve kisith kas rejenerasyon (ok)
gozlenmektedir. ¢) Hiicreli implant grubunda kas voliimiin homojen bir sekilde geri
kazanildig1 ve yogun kas rejenerasyonu (oklar) gozlenmektedir

Tedavi uygulanmayan sigcanlarin histopatolojik incelemesinde, siddetli kas atrofisi ve
hafif kas rejenerasyonuyla karsilasilmistir. Defekt bolgesinde kas dokusu kaybi (Sekil
4.37 a ve b’de y1ldiz ile gosterilen bolgeler) ve yerinin agirlikli olarak kollajen ipliklerin
bulundugu fibréz bag doku ve adipoz doku tarafindan dolduruldugu gézlenmistir (Sekil
4.37 c ve d’de ok ile gosterilen ipliksi yapilar).
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Sekil 4.37 Tedavi edilmemis deney grubunun a, ¢) Hematoksilen-Eozin ve b, d)
Masson’un Trikrom boyama goriintiileri a, b) Genis defekt alanlart yildiz ile
gosterilmektedir. ¢, d) Ok ile kaslarin yerini doldurmaya calisan kollagen demetler
gostermektedir. (Masson’un Trikrom boyasiyla mavi boyanan bolgeler kollagen
demetleri ifade etmektedir.)

Hiicresiz doku iskeleleri yerlestirilen siganlarin histopatolojik incelemesinde hem boyuna
ve hem de enine kesitlerde hiicreli doku iskelesine ait kalintilar gézlenmistir. Bahsedilen
bu kalintilar, iskelet kas lifleriyle paralel dizilim gosteren genis bosluklar (porlar)
seklindedir (Sekil 4.38). Porlarin c¢evresinde yeni sekillenen kapiller halinde damar
olusumlarina (neovaskiilarizasyon) ve Masson’un Trikrom boyamasiyla bag doku
hiicrelerle uyumlu olarak mavi renkte boyanan hiicrelere rastlanmistir. Ayrica, 6zellikle
doku iskelesi porlarinin altindaki alanlarda az sayida rejenere olan (yenilenen) kas

liflerine rastlanmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38 Hematoksilen-Eozin boyamasi ile, a) hiicresiz doku iskelesine ait kalintilar
(y1ldiz), fibr6z bag doku proliferasyon (ok basi) ve porlarin altinda az sayida rejenere olan
(yenilenen) kas lifleleri (ok) b) Rejenere olan kas lifleri. Sira seklinde dizilmis vezikiiler
cekirdeklere sahip miyoblast hiicreleri gozlenmektedir

Sekil 4.39 a) Hematoksilen- Eozin boyamasi ile bag doku proliferasyonu (yildiz) ve
cogalan miyoblastlar (ok), b) Masson’un Trikrom boyasiyla boyanmis kesiti. Bag doku
hiicrelerin mavi renkte boyanmasi (yildiz) ve ¢ogalan miyoblastlarin kirmizi renkte
boyasi (beyaz ok) gostermektedir

Hiicreli doku iskeleleri yerlestirilen siganlarin histopatolojik incelemesinde belirgin kas
kiitlesi artis1 ve defekt yerlerinde neovaskiilarizasyon’un eslik ettigi yeni sekillenen
yogun kas lifleri gdzlenmistir. Hiicreli doku iskelesine ait porlarin iglerinde, duvarlarinda
ve ¢evresinde kas dokusu hiicrelerle uyumlu olarak pembe boyanan miyoblastlar dikkati
cekmistir (Sekil 4.40). Rejenere olan kas hiicrelerin morfolojisi; sentral niikleer yerlesim
gosteren miyofibriller, bazofilik ve sira seklinde yakin dizilim gosteren hiicreler ve

biniikleer veya ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler Sekil 4.41°de oklar ile gosterilmektedir. Bu
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hiicreler bazi alanlarda saglam dogal TA kasina benzemektedir. Kas hiicrelerinin
aralarinda, ¢cogunlukla fibroblast ve fibrositlerden olusan, degisen siddette fibroz bag
doku proliferasyonuna da rastlanmistir (Sekil 4.42).

Sekil 4.40 Hematoksilen-Eozin boyamasi ile yogun miyoblaslar ile hiicreli doku
iskelesinin porlar1 (yildizlar). Porlarin altinda sira seklinde niikleer dizilim gdsteren
rejenere kas lifleri (ok) ve aralarinda yangisal hiicre infiltrasyonu (ok basi) gostermektedir

Sekil 4.41 Hematoksilen-Eozin boyamasi ile doku iskelesi porlarin (yildiz) ¢evresinde
sentral niikleer yerlesim gosteren ve ¢ok ¢ekirdekli rejenere kas hiicreler (oklar)
gosterilmektedir
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Sekil 4.42 a, ¢c) Hematoksilen-Eozin, b, d) Masson’un Trikrom boyasi. b) Masson’un
trikrom boyastyla kirmizi boyanan miyoblastlariyla (ok basi) beraber yogun yangisal
hiicre infiltrasyonu. c)Yakin goriiniimde yeni sekillenen kiiclik miyotiipleri (ok) ve
aralarinda yangi hiicrelerin eslik ettigi d) Masson’un trikrom boyamasiyla mavi boyanan
bag doku hiicreler (y1ldiz) gosterilmektedir

Ayrica hiicreli gruplarda daha yogun olmak iizere, hiicresiz ve hiicreli doku iskelesi
gruplarinda belirgin yangisal hiicre infiltrasyonu gézlendi. Lenfositlerin ve makrofajlarin
yogunlukta oldugu mononiikleer hiicre infiltrasyonu bazi preparatlarda ndtrofil
l16kositlerce eslik edildigi dikkat c¢ekti. Ayrica siitiir materyalin g¢evresinde yangisal
infiltrasyonuyla beraber ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin de bulundugu siitlir granulomlara

rastland1 (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43 Siitiir materyali (ok) ve implant alaninda kollagen iplikleri (y1ldiz), Masson’un
Trikrom boyasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Bu tez kapsaminda biyouyumlu, mekanik ve biyobozunma 6zellikleri bakimindan dogal
dokuyu taklit edebilecek nitelikte 6zgiin TPU ve TPUU sentezlenmis ve bu polimerlerin
3B biyoyazic1 ile kullanimiyla paralel hizalanmis fiber yapida 3B doku iskelesi
iiretilmistir. Sitotoksisite ve immun reaktivite 6zellikleri incelenen doku iskeleleri daha
sonra in vitro ve in vivo ortamda etkinlik degerlendirmesine tabi tutulmustur. in vitro
ortamda, C2C12 miyoblast hiicrelerinin 3B doku iskelelerinin {izerinde tutunma, ¢ogalma
ve paralel yonlenme etkinlikleri incelenmistir. in vivo c¢alismalarda ise, 3B doku

iskelelerinin biiyiik hacimli kas kayb1 modelinde kas rejenerasyonuna etkisi incelenmistir.

5.1.1 Doku iskelesi iiretim sonuclarinin degerlendirilmesi

Gua vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada organik ¢oziicli ile gergeklestirilen 3B
baskilamada organik ¢dziiciiniin kaynama noktasinin 3B baskilarin yapisini etkiledigini
gosterilmistir (Gua vd. 2013). Bu nedenle uygun organik ¢6ziicii se¢imi i¢in yiiriitiilen
caligmalarda oldugu gibi THF ve IPA gibi kaynama noktas1 yiiksek ¢oziiciiler kullanilarak
Sekil 4.8’de gorildiigii lizere alinan baskilarda, 1. katmanda %66 civarinda yiizeye
yayilma gozlenmistir. DCM kullanilarak alinan 3B doku iskelelerinin es dagiliml fiber
yapilara sahip ve THF ve IPA kullanilarak 3B baskilamasi ile alinan doku iskelelerine

kiyasla 3B modele en uygun sekilde diizgiin morfolojiye sahip oldugu gozlenmektedir.

Gua ve arkadaslar1 ¢alismalarinda uygun ¢6ziicli se¢iminin yaninda polimer ¢dzeltisinin
reolojik 6zelliklerinin de 3B baskilamayi etkiledigini gostermistir (Gua vd. 2013). Uygun
polimer konsantrasyonun bulunmasi amaciyla %50, %60, %70 ve %80 (w/v)
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanarak 3B baskilar1 alinmistir. 3B model tasariminda
fiber kalinlig1 igne ucunun i¢ ¢ap1 géze alinarak 0.26 mm alacak sekilde tasarlanmistir.
Bu tasarim 1s18inda 3B baskilama sonug fiber ¢aplari dl¢lilmiistiir. %50 ve %60 (w/v)
konsantrasyonda ¢dzeltiler ile alinan 3B baskilarin fiber ¢ap1 0.845+0.01 ve 0.622+0.006

mm olarak Ol¢iilmiistiir ve diisiik viskozite sebebiyle tasarima kiyasla %10’dan fazla
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sapma gozlenmistir. %80 (w/v) konsantrasyona sahip ¢dzelti ile alinan 3B baskinin fiber
capt ise 0.2204+0.008 mm olarak hesaplanmistir. %70 (w/v) konsantrasyona sahip ¢ozelti
ile alinan 3B baskinin fiber ¢ap1 0.264+0.015 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar 1s181inda

en uygun konsantrasyonun %70 (w/v) oldugu saptanmistir.

Film ve 3B doku iskelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4. 11) film
orneklerin gézeneksiz ylizeye sahip oldugu gozlenmektedir. Gozeneksiz yiizeylerin hiicre
tutunmasii negatif etkiledigi literatiir verisi tarafindan da desteklenmektedir. Bu
nedenle, 3B doku iskeleleri olusturulurken dogal doku yapisinin taklit edilmesi igin
paralel hizalanmis fiber tasarimi tercih edilmistir. Sekil 4.11a’da goriildiigii gibi TPU-1
veTPUU-3 ile iiretilen 3B doku iskeleleri diizenli fiber dagilimina sahiptir. TPUU-2 ile
iretilen doku iskelesinin SEM gdriintiisii incelendiginde fiberlerinin diizenli yerlesmedigi

ve alt katmanlarda yayilmalarin oldugu gozlenmektedir.

5.1.2 Biyobozunma bulgularinin degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiirti ortaminda gerceklestirilen biyobozunma ¢alismalarinda 56. giiniin sonunda
TPU-1 ve TPUU-3"de %7-9 oraninda kiitle kayb1 izlenirken TPUU-2"de de %13 oraninda
kiitle kayb1 izlenmistir. TPUU-2’in 56. giin sonunda TPU-1 ve TPUU-3’¢e oranla daha
kirilgan oldugu gozlenmistir. Nazeer ve arkadaglarinin hiicre kiiltiirii ortaminda
biyobozunmasini inceledikleri PCL/ipek fibroin sentetik yapilarinin 14. haftanin sonunda

%20 oraninda kiitle kaybi izlendigini gostermislerdir (Nazeer vd. 2019).

Lipaz enzimi sulu ortamda polyesterlerdeki ester baglariinin kopmasini katalize eden bir
enzimdir. Literatiirde yapilmis c¢aligmalarda PCL’in biyobozunmasimi arttirdig
gozlenmistir (Azevedo ve Reis 2004). Bu nedenle yumusak segmenti PCL olan TPU-1,
TPUU-2 ve TPUU-3 polimerlerinin enzimatik biyobozunma c¢aligsmalari lipaz enzimi ile
gerceklestirilmistir. Xu ve arkadaglart yumusak segment olarak PCL, sert segment olarak
HDI kullanilarak sentezledikleri poliiiretanlar i¢in lipaz ile ger¢eklestirdikleri enzimatik
biyobozunma ¢aligmalarinda, 14. gilinlin sonunda %20 oraninda kiitle kaybi
gozlemlemislerdir (Xu vd. 2016). Bu calismadan farkli olarak, bu tez ¢alismasinda
TPUU-2 ve TPUU-3 polimerlerinin zincir uzama adiminda PEO kullanilmistir. Sonuglar

karsilastirildiginda bu tez kapsaminda sentezlenen poliliretan ve poliiiretan-ilire
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polimerlerinin  56. giiniin sonunda %80 oraninda biyobozunma gosterdigi
gozlenmektedir. Winkler ve arkadaslar1 hasarli bir kasin 8. hafta sonunda %50 oraninda
rejenere oldugunu gostermislerdir (Winkler vd. 2011). Bu nedenle iskelet kas doku
yenilenmesinin uzun bir siire¢ oldugu gozlenmektedir ve iskelet kas doku yenilenmesinde
kullanilacak doku iskelelerinin bu siire¢ boyunca destek saglamasi beklenmektedir. Bu
tez calismasinda sentezlenen TPUU-3 polimerinin, 56. giinlin sonunda %70 oraninda
kiitle kayb1 gdstermesi iskelet kas doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilir bir

malzeme oldugunu kanitlamaktadir.

5.1.3 Doku iskelelerinin mekanik karakterizasyon bulgularinin degerlendirilmesi

Dogal iskelet kast dokusunun sertlik degerinin (Esneklik (Young) modiilii) ~15 kPa
oldugu bilinmektedir. Bu diisiik sertlik degerine sahip ve ayni1 zamanda kas kasilmasi
sirasinda olusan yiikleri tasiyabilme 6zelligine sahip elastikiyet ve kuvveti gosterebilecek
mekanik Ozelliklere sahip doku iskelelerinin {iretimi bu alandaki ve en biiyiik
zorluklardan biridir. Iskelet kas1 dahil olmak {izere yiik tastyan dinamik dokularin 3B
biyobaski ¢aligmalarinda siklikla kullanilan, altin standart niteligindeki PCL ile iiretilen
3B doku iskelesinin sertlik degerinin 57.51+5.71 MPa oldugu goriiliirken, 6zellikle TPU-
1 ve TPUU-2 ile iiretilen 3B doku iskelelerinin sertliginin PCL’e gore yaklasik 1,5 kat
daha fazla dogal dokuya yakin oldugu belirlenmistir. Polimerlerin ¢ekme dayanimlar
karsilagtirildiginda, TPUU-3’un PCL’e kiyasla dogal kas dokusuna daha yakin 6zellik
gosterdigi belirlenirken, TPUU-1 ve TPUU-2"nin TPUU-3"e kiyasla yaklasik 2 kat daha
fazla direngli oldugu belirlenmistir. TPUU-3 ile iiretilen doku iskelelerinin esneklik
modiilleri dikkate alindiginda literatiirde iskelet kas doku miihendisligi uygulamalari igin
gelistirilen politiretanlardan 3.5 kat daha fazla dogal dokuya yakin oldugu gézlenmektedir
(Ergene vd. 2019).

Sertlik ve dayanim ile birlikte, iskelet kasi doku miihendisliginde kullanilacak bir
biyomalzemenin sahip olmas1 gereken en 6nemli 6zelliklerden biri de kopmadan 6nce
esneyebilme ve seklini koruyabilme (elastikiyet) oOzellikleridir. Bu a¢idan
degerlendirildiginde, TPUU-3 kodlu polimer ile {iretilen 3B doku iskelesi
%939.39£106.05 ve film 6rnegin %756.37+£50.21 oraninda uzama 06zelligi, ve uygun

sertlik degerine sahip olmasi ile, iskelet kast doku miihendisligine yonelik en uygun
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malzeme oldugu degerlendirilmistir. Mekanik 6zellikler incelendiginde TPUU-2"iin diger

polimerler kiyasla daha kirilgan oldugu gézlenmektedir.

5.1.4 in vitro ¢calisma bulgularinin degerlendirilmesi

TPUU-2 polimeri uygun olmayan mekanik o&zellikleri ve hizli biyobozunma
davranigsindan dolay1 in vitro ¢alismalarda deney gruplarindan ¢ikarilmistir. TPU-1 ve
TPUU-3 polimeri ile iiretilen doku iskelelerinin toksik 6zellik gostermedigi sitotoksite

testi ve immun uyumluluk testleri ile kanitlanmistir.

5.1.4.1 Doku iskelelerinin hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen sonuc¢larinin

degerlendirilmesi

C2C12 hiicrelerinin paralel hizalanmig mimariye sahip doku iskeleleri {izerinde
hizalandig1 ¢esitli aragtirma gruplar1 tarafindan gosterilmistir. Liao vd 2008 yaptiklari
calismada elektro egirme ile liretilen paralel hizalanmis doku iskelelerinde C2C12
hiicrelerinin film orneklerine kiyasla daha fazla hizalandig1 gozlenmektedir (Liao vd.
2008). Bu tez calismasinda aktin filament (Phalloidin)/hiicre c¢ekirdegi (DAPI)
boyamalar1 sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.27), TPU-1 ile iiretilen 3B doku
iskelelerinde C2C12 hiicrelerinin yilizeye yayildig1 goézlenmektedir. TPUU-3 3B doku
iskelelerinde C2C12 hiicrelerinin yiizeye yayildig1 goézlenirken, paralel fiberler lizerinde
hizalandig1 gozlenmektedir. Sekil 4. 28’de verilen Phalloidin/DAPI boyamasi goriintiisii
ile C2C12 hiicrelerinin 3B doku iskelelerinin 3B yapisina yayildig1 goriilmektedir. 3B
yapmin hiicre tutunmasi ve hiicrelerin hizalanmasinda etkili oldugu gozlenmistir.

Phalloidin/DAPI boyamas1 ve SEM goériintiilerini, Alamar Blue testi de desteklemektedir.

TPU-1 ve TPUU-3’iin mekanik 0Ozellikleri kiyaslandiginda ve hiicre kiiltiirii
caligmalarindan elde edilen bilgiler 1s181nda, TPUU-3 kodlu polimerin en uygun yap1 ve

ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
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5.1.5 in vivo ¢alisma bulgularinin degerlendirilmesi

5.1.5.1 Yiiriime testi bulgularinin degerlendirilmesi

Medinaceli ve arkadaglar1 opere edilmemis siganlarda siyatik fonksiyon indeksi ve tibial
fonksiyon indeksinin -11 ve +11 araliginda oldugunu gostermislerdir (Medinaceli vd.
1982). Bu tez calismasinda TA kasina implantasyonu gergeklestirilen siganlarin yiiriime
testi sonuglarinda siyatik fonksiyon indeksi -2.05+6.3 ve tibial fonksiyon indeksi -
5.53+7.07 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Hesaplanan indeksler Medinaceli’nin
normal si¢an indeksi ile karsilagtirildiginda, siyatik sinir ve tibial fonksiyonlarinda hasar

olusmadig1 goriilmektedir.

5.1.5.2 Histopatolojik degerlendirme bulgularinin degerlendirilmesi

Doku iskelesi kullaniminin, hiicresel tedavi segeneklerine kiyasla in vivo kas
rejenerasyonunu arttirdigi fare ve sicanlarda yapilan ¢esitli in vivo ¢aligmalarda, ¢esitli
aragtirma gruplari tarafindan gosterilmistir. Iki farkli arastirma grubu tarafindan yapilan
caligmalarda, hiicreli doku iskelelerinin kas rejenerasyonuna hiicresiz doku iskelelerinden

daha fazla katki sagladigin1 gostermislerdir (Honick vd. 2018 and Kim J. vd 2018).

3 grupta gerceklestirilen in vivo ¢aligmamizda, tedavi uygulanmayan deney grubunda
hasar bolgesinde kas atrofisi ile birlikte bag doku ve yag hiicreler gozlenirken (Sekil
4.22a), hiicresiz doku iskelelerinin implante edildigi deney gruplarinda bag doku
cogalmasi ve kisitlt kas yenilenmesi, hiicreli doku iskelelerinin implantasyonunda ise kas

voliimiin homojen bir sekilde geri kazanildig1 ve yogun kas rejenerasyonu gézlenmistir.

Tedavi uygulanmayan si¢anlarin histopatolojik incelemesinde, siddetli kas atrofisi ve cok
hafif kas rejenerasyonuyla karsilagilmistir. Hiicresiz doku iskeleleri yerlestirilen
sicanlarin histopatolojik incelemesinde doku iskelelerinin porlarin g¢evresinde yeni
sekillenen kapiller damar olusumlarina (neovaskiilarizasyon) ve Masson’un Trikrom
boyamasiyla bag doku hiicrelerle uyumlu olarak mavi renkte boyanan hiicrelere
rastlanmigtir. Ayrica, 6zellikle doku iskelesi porlarinin altindaki alanlarda az sayida

rejenere olan kas liflerine rastlanmistir (Sekil 4.25).
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Hiicreli doku iskelelerinin yerlestirildigi siganlarin histopatolojik incelemesinde belirgin
kas kiitlesi artis1 ve defekt yerlerinde neovaskiilarizasyonun eslik ettigi yeni sekillenen

yogun kas lifleri gozlenmistir (Sekil 4.26).

5.2 Sonug

Iskelet kasi, insan viicut agirhginin yaklasik yarisini olusturan bir dokudur ve spor
aktiviteleri, travma gibi nedenlerle hasar géormektedir. Hasar sonrasi, iskelet kas1 sahip
oldugu normalde uyku halinde bulunan uydu hiicrelerinin aktivasyonu sonucu kendini
yenileyebilmektedir. Ancak, kas iyilesmesi biiylik hacimli kas kayb1 yasanan vakalarda
tam olarak gergeklesememektedir. Bu gibi durumlarda klinikte siklikla otolog doku
greftleri kullanilmaktadir ancak bu uygulamada da yeterli miktarda doku bulunmamasi
ve greft bolgesinde yasanan sorunlar kullanimi kisitlamaktadir. Doku miihendisligi
yaklagimiyla biiyiik hacimli kas kayiplarinda kullanima ydnelik fonksiyonel kas dokusu
gelistirilmesine yonelik caligmalar yiiriitiilmektedir (A4rimaa vd. 2004, Maclean vd.

2012, Quintero vd. 2009, Turner ve Badylak 2012, Y1ilgor vd. 2012, Wang vd. 2016).

3B baskilama yontemi, paralel fiberlerden olusan ve kompleks damar ve sinir ag1 yapisi
iceren iskelet kasinin fonksiyonel sekilde iiretiminde énemli ve umut vaat eden bir 3B
iiretim teknolojisidir (Murphy ve Atala 2014, Derby 2012, Pfister vd 2003, Ong vd. 2017,
Turner ve Badylak 2012, Duan vd. 2013). 3B baskilama ile doku iskelesi {iretiminin en
onemli zorluklarindan biri mekanik ve kimyasal olarak iskelet kas doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilir uygun malzemelerin mevcudiyetidir. Sentetik polimerler
gerekli esnekligi, dogal polimerler ise kas kasilmasi sirasinda olusan kuvvetler igin

gerekli mukavemeti saglayamamaktadir (Mi vd. 2017).

Bu tez calismasinda sentezlenen o6zgiin biyouyumlu ve biyobozunur elastomerik
poliiliretan ve poliliretan-iire ile {iretilen doku iskeleleri in vitro ¢aligmalarda C2C12
hiicrelerinin tutunup ¢ogalmasi ve yonlenmeleri bakimindan elverisli olarak bulunmustur.
in vivo caligmalarda ise, hiicreli doku iskelelerinin implante edildikleri bolgede yeni
miyoblast olusumuna katkida bulundugunun gdsterilmesi, sonraki arastirmalarimiz igin
motivasyon teskil etmektedir. Bununla birlikte, doku iskeleleri iizerine hiicre

tutunmasiin artiritlmasi1 ve miyojenik farklilagmanin ve kasilma fonksiyonunun tam
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olarak saglanmasi gibi daha ileri seviye caligmalarla gelistirilmesi gerekliligini isaret

etmektedir.
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EKLER

EK 1 Alamar Blue Testi icin 1929 Hiicreleri ile Olusturulan Kalibrasyon Egrisi
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EK 2 Alamar Blue Testi icin THP-1 Hiicreleri ile Olusturulan Kalibrasyon Egrisi
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EK 3 Alamar Blue Testi icin C2C12 Hiicreleri ile Olusturulan Kalibrasyon Egrisi

Floresan Yogunlugu (a.u)
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EK 4 Etik Kurul Onay1
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