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Sunulan tez ¢aligmasinda, oral mukoza yaralarinin en yaygini olan oral mukozitlerin ve
deri yaralarinin en yaygini olan ayak iilserlerinin tedavisinde kullanilmak {izere, yara
tyilesmesinde terapotik etkilere sahip bor (B) ve nanokil olarak montmorillonit (MMT)
iceren fiber matrikslerin gelistirilmesi ve yara iyilesme basamaklarinda gorev alan

keratinosit ve fibroblast hiicreleriyle etkilesiminin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Tez caligmasmin ilk asamasinda, terapdtik iyonlar arasinda yer alan borun farkli
derigimlerinin, hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilen insan endotel, keratinosit ve
fibroblast hiicrelerinin davraniglart {izerindeki etkileri, yara iyilesmesi agisindan
degerlendirilmistir. Sonuglar, 10 ve 20 ug/mL B derisimlerinde endotel hiicrelerinin
damar olusturma kapasitelerinin arttigini, keratinosit ve fibroblast hiicre gocunin bir
miktar hizlandigin1 gostermistir. Ayn1 zamanda bu bor miktari, fibroblast hucrelerinin

proliferasyonunu da desteklemistir. Hiicre kiiltiir ortamlarina 20 pg/mL’ye kadar eklenen



borun, keratinosit ve fibroblast hiicrelerinin morfolojisi ve canlilig lizerine belirgin bir

etkisi bulunmamustir.

Calismanin 2. asamasinda montmorillonitlere bor adsorpsiyonu gergeklestirilmistir.
Adsorplanan ortalama B miktar1 2847 pg/g MMT olarak hesaplanmis ve ilk 24 saatte
borun yaklasik %87’sinin salindig1 tespit edilmistir.

Uciincii asamada, MMT ve B tasiyan MMT (B-MMT) iceren PLGA (poli(laktik-ko-
glikolik asit)) fiber matrikslerin elektroegirme ile tiretimi gergeklestirilmis ve keratinosit
hlcrelerinin ~ kiltiirasyonu  yapilmistir.  Fiber — matrikslere  MMT  katkisinin
gerceklestirildigi XRD analizi ile gosterilmistir. YUzde 20 oraninda B-MMT ile
katkilanmig PLGA fiber matrikslerin 9 giin boyunca bor salimina devam ettikleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, PLGA bazli fiber matrikslerde ortaya ¢ikan biiziisme
problemi gozenekliligin azalmasina ve yapinin rijit bir hale doniismesine yol agarak hiicre

kiiltiriiniin basarisint olumsuz yonde etkilemistir.

Calismanin son asamasinda, MMT ve B-MMT katkili PLA (poli(laktik asit)) bazl fiber
matriksler Uretilmis, karakterizasyon ve hiicre kiiltiir ¢alismalari yapilmustir. Farkli
miktarlarda B-MMT katkisinin fiber matrikslerin morfolojisi, bozunma davranisi ve
kimyasal/fiziksel 6zelliklerine olan etkisi degerlendirilmistir. Antibakteriyel testler, %10
oraninda B-MMT katkili PLA matrikslerin, gram pozitif bakteri S.aureus susunda
bakterisidal etkiye sahip oldugunu gostermistir. Mukoadezyon testi ile, %10 oraninda
B-MMT igeren PLA fiber matriksin diger gruplara gére daha mukoadeziv oldugu
belirlenmistir. Keratinosit ve fibroblast hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarinda,
keratinositlerin proliferasyonunun PLA grubunda en yiiksek oldugu bulunmustur.
Fibroblast hiicrelerinde ise %10 oraninda MMT ve B-MMT igeren PLA bazli fiber
matrikslerde en yiiksek proliferasyon degerlerine ulagilmistir. Canli/6lii boyama
analizleri, her iki hiicre tipi i¢in de PLA grubunda 6lii hiicrelerin daha yogun oldugunu
ortaya koymustur. Yara iyilesmesi i¢in Onemli genlerin ifadeleri RT-PCR ile
incelenmistir. B-MMT katkili PLA fiber matrikslerde keratinositlerin damarlanma ile
iligkili blyiime faktorlerine ait gen ifadelerinin arttigi, ayni zamanda htcrelerin
proliferasyon kapasitelerinin korundugu belirlenmistir. B-MMT katkili PLA fiber
matrikslerin fibroblastlar tizerindeki en belirgin etkisi ise, hiicre dis1 matriks tiretimi ile
iligskili genlerin ifadesindeki artis ile ortaya konmustur. TUm bu sonuclardan yola

cikilarak, B-MMT katkili PLA fiber matrikslerin yara iyilesme yanitini olumlu yonde



etkiledigi, bdylelikle hem deri hem de oral mukoza rejenerasyonu igin terapotik isleve

sahip biyoaktif bir yara 6rtlisti olabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bor, nanokil, yara orttsu, deri doku mihendisligi, oral mukozit, oral

mukoza doku miihendisligi.
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The following thesis presents the development of fiber matrices containing boron (B),
which has therapeutic effects in wound healing, and montmorillonite (MMT) as nanoclay.
These are specifically used in the treatment of oral mucositis and foot ulcers, which are
the most common of oral mucosal and skin wounds, respectively. This study aimed to
evaluate the interaction of fiber matrices containing B and MMT with keratinocyte and

fibroblast cells which are involved in wound healing process.

In the first phase of the thesis study, the effects of different concentrations of boron
(a therapeutic ion) were evaluated in human endothelial, keratinocyte and fibroblast cells
on cell culture dishes for their wound healing potential. The results showed that the
vascular-forming capacity of endothelial cells increased at 10 and 20 pg/mL B
concentrations, and keratinocyte and fibroblast cell migration was somewhat accelerated.
At the same time, this amount of boron supported the proliferation of fibroblast cells. An



addition of up to 20 ug/mL of boron to cell culture media had no significant effect on the

morphology and viability of keratinocytes and fibroblasts.

In the second stage of the study, boron adsorption was carried out on montmorillonites.
On average, 2847 ug/g MMT of B was adsorbed and it was determined that approximately
87% of the boron was released in the first 24 hours.

In the third step, PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)) fiber matrices containing MMT
and B-doped MMT (B-MMT) were produced by electrospinning and cultured
keratinocyte cells. XRD analysis ensured MMT contribution to the fiber matrices. It was
determined that PLGA fiber matrices doped with 20 percent B-MMT continued to release
boron for 9 days. However, the shrinkage behaviour of PLGA-based fiber matrices caused
a decrease in porosity and a rigid structure, negatively affecting the success of cell

cultures.

In the last stage of the study, PLA (poly(lactic acid)) based fiber matrices with doped
MMT and B-MMT were produced, characterized and cell culture studies were conducted.
The effects of different amounts of B-MMT additives on the morphology, degradation
behavior and chemical/physical properties of fiber matrices were evaluated. Antibacterial
tests have shown that 10% B-MMT added PLA matrices have a bactericidal effect on
gram-positive bacteria S.aureus strains. It was determined by a mucoadhesion test that
PLA fiber matrices containing 10% B-MMT were more mucoadhesive than the other
groups. In cell culture studies with keratinocytes and fibroblast cells, the proliferation of
keratinocytes was highest in the PLA group. In fibroblast cells, the highest proliferation
values were achieved in PLA-based fiber matrices containing 10% MMT and B-MMT.
Live/dead staining analyses revealed that dead cells were more intense in the PLA group
for both cell types. Expressions of genes important for wound healing were examined by
RT-PCR. It was determined that gene expressions of vascularization-related growth
factors of keratinocytes increased in B-MMT doped PLA fiber matrices, and
simultaneously, the proliferation capacity of the cells was preserved. The increase in the
expression of genes associated with extracellular matrix production particularly
demonstrated the most significant effect of B-MMT doped PLA fiber matrices on
fibroblasts. In light of the findings, the study suggests that B-MMT doped PLA fiber
matrices positively affected the wound healing response. Thus, B-MMT doped PLA fiber



matrices might has potential as a bioactive wound dressing with potential therapeutic

function for both skin and oral mucosa regeneration.

Keywords: Boron, nanoclay, wound dressing, skin tissue engineering, oral mucositis,

oral mucosa tissue engineering.
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1. GIRIS

Deri ve mukoza, viicudumuzu disaridan ve igeriden sararak hayati organlarimizi korumak
tizere Ozellesmis en biiyiik organlarimizdir. Temel olarak benzer embriyonik tabakalardan
koken alan deri ve mukoza, yapisal ve islevsel olarak bazi farkliliklara sahip olsalar da
homeostazin saglanmasi ve siirdiiriilmesi gorevini birlikte istlenirler. Dis ortam ile
aramizda bir bariyer gérevi bulunan bu dokular, yumusak ve elastik dzellikleri nedeniyle,
fiziksel, kimyasal ya/ya da termal hasarlara karsi olduk¢a hassastirlar. Deri ve mukoza
dokusunun gesitli nedenlerle biitiinliigiinlin bozulmas1 durumu “yara” olarak tanimlanir.
Yaralar, iyilesme siirecine bagl olarak “akut” ya da “kronik” olmak iizere ikiye ayrilir.
Akut yaralar, bir kaza ya da cerrahi islem sonrasinda olusan, derinligine gore degismekle
birlikte iyilesme siiresi tahmin edilebilen (8-12 hafta) yaralardir. Kronik yaralar ise, yara
Iyilesme mekanizmasinin bozuldugu, diyabet gibi sistemik hastaliklar ya da kanser gibi
tedavisinde kemoterapétik ilaglarin kullanimini gerektiren durumlarda ortaya ¢ikar. Artan
diinya niifusu ile birlikte diyabetin 2045 yilina kadar 700 milyon insan1 etkileyecegi ve
buna bagl kronik ayak {ilserlerinin goriilme sikliginda artis olacag bildirilmistir. Kronik
yaralar hem hastanin yasam kalitesini etkileyen hem de tlke ekonomilerini tehdit eden

sessiz bir salgin niteligindedir [1-3].

“Oral mukozit” tanimu, ilk olarak 1980°1i yillarin sonlarina dogru, radyasyon, kemoterapi
ve kemik iligi nakli sonrasinda hastalarda goriilen yan etkilerden biri olan “oral mukoza
ulserlerini” tanimlamak igin kullanilmistir. Kemoterap6tik ajanlar, hizli ve kontrolsiiz
blytyen hiicrelerin yok edilmesini amacglarken, oral mukoza epiteli gibi strekli mekanik
stres altinda olmalar1 nedeniyle hizli cogalma yetenegine sahip saglikli hiicrelerin de
¢ogalma hizlarinin yavaglamasia/6lmesine yol acarlar. Agri, eritem ve filser ile
karakterize olan oral mukozitler, hastalarda tedavinin kesilmesinin yani sira, yetersiz

beslenme ve enfeksiyon gibi ikincil risklerin dogmasina da neden olurlar [4].

Normal iyilesme basamaklarinin goriilmedigi yaralarda, mikroorganizma invazyonunun
engellenmesi i¢in alinan ilk Onlem, yara bolgesinin kapatilmasidir. Eski caglardan
gunumuze, ozellikle deri dokusu yaralanmalarinda bu ihtiyaci karsilamak i¢in dogal ya
da sentetik bir¢ok malzemeden yararlanilmistir. Yara ortiisii olarak, hayvansal yaglar, bal,
stit ve bitkilerin kullanilmasi ile baslayan, sargi bezi, polimerik filmler, kdpukler ve

jellerin kullanilmasiyla devam eden bu siireg, “doku miihendisligi” yaklasimlarinin ortaya



cikmasiyla farkli bir yon ve ivme kazanmistir. Doku miihendisliginin yara
iyilesmesindeki hedefi, yalnizca yaranin kapatilmasindan 6te, bu sirecte yer alan
hlcrelere ve yara yatagina gerekli destegi verererek, rejenerasyonu saglamaktir. Yara
dokusunun rejenerasyonu, organize olamayan hiicre dis1 matriksin (ECM) skar dokusu
ile sonuglanan iyilesmesini degil, eski mekanik ve fiziksel dzelliklerine sahip dokunun
yeniden olustugu bir iyilesmeyi ifade eder [5]. Yara bolgesinin ihtiyaglari dogrultusunda
tasarlanan biyoaktif yara ortileri (doku eslenikleri ya da polimer bazli yara ortiileri),
iyilesmeyi hizlandirma ve rejenerasyonu destekleme potansiyeline sahiptir. Yara
ortiilerinden temel olarak; (i) nemliligi koruma ya da saglama, (ii) hiicresel gocii
hizlandirma, (iii) gaz degisimine izin verme, (iv) yara yataginin sicakligini koruma ve (v)
mikrobiyal invazyonu engelleme Ozelliklerini tasimasi beklenir. Bu beklentileri
karsilamak tizere sentetik ya da dogal polimerler kullanilarak tasarlanan biyoaktif yara
ortdleri, deri doku mihendisliginde genis bir arastirma alanina sahipken, oral mukoza

doku miihendisliginde hala kisitli sayida ¢alisma bulunmaktadir [6-9].

Dis ortam ile yara yatagi arasinda bir bariyer gorevi yapan ve yara iyilesmesinde etkili
vitamin, mineral, enzim, biuyime faktorleri ya/ya da ilaclar gibi gesitli ajanlarin salimini
gerceklestiren biyoaktif yara oOrtiileri lizerine ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bu
caligmalarda, biylime faktorlerinin yara iyilesmesini hizlandirdigi ancak kanser gibi
cesitli yan etkilere neden olabilecekleri bildirilmistir. Diger dezavantajlari ise, diisiik

kararliliklari, kisa yari-0mdarleri ve immiin yanit olusturma riskleridir [10, 11].

Nanokiller, silika tetrahedral ve aliimina oktohedral tabakalardan olusan, dogal, diisiik
maliyetli ve ¢evre dostu minerallerdir. Yapisal katmanlari, Van der Waals kuvvetleri,
hidrojen baglar1 ve elektrostatik kuvvetleri igeren molekiiller arasi etkilesimler yoluyla
istiflenmektedir. Bu katmanlar arasina, su, metal iyonlari ve polar organik sivilarin
girmesi genislemeye neden olur. Montmorillonitler (MMT), bir oktohedral tabakanin iki
tetrahedral tabakaya baglanmasi ile olusan ve genis ylizey alanina sahip biyouyumlu
malzemelerdir. Hidrofilik molekiilleri ve suyu tutma kapasitelerinden dolayi, biyoaktif
doku iskelesi tiretiminde dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica, MMT
katkis1 sayesinde polimerlerin bozunma davranist ve mekanik oOzellikleri
degistirilebilmektedir. MMT ler bu 6zellikleri nedeniyle, kemik doku miihendisligi, ilag
salimi ve yara iyilesmesi uygulamalarinda tercih edilmektedirler [12, 13]. Doku

miihendisligi uygulamalarinda terapétik iyonlar olan Sr?* ve Zn?* tastyan MMT’lerin
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kullanildig1 ¢alismalar bulunmakla birlikte, 6zellikle kemik doku ve yara iyilesmesinde
etkileri oldugu bilinen bor (B) ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir [14, 15]. Oysa
ki, MMT’lerin sulardan fazla borik asitin uzaklastirilmasi i¢in kullanimlar1 oldukga etkili
bir arindirma yontemi olarak literatiirde yerini almistir [16, 17]. Bu nedenle, sunulan tez
calismasinda yara iyilesmesinde hiicre gogiinii, proliferasyonunu ve damarlanmay1
arttirarak olumlu katkilar1 bulunan borun, MMT tasiyicilarla birlikte biyoaktif yara ortisu

tasariminda kullanim1 uygun buliunmustur.

Elektroegirme yontemi, ECM’yi taklit edebilen, genis yilizey alan1 ve ylksek
gozeneklilige sahip nanofiber matrikslerin retilebilmesine olanak saglayan ucuz ve hizli
bir yéntem olmasi nedeniyle hem deri hem de oral mukoza doku miihendisliginde siklikla
tercih edilmektedir. Biyobozunur 6zellige sahip poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
poli(laktik asit) (PLA) ve poli(e-kaprolakton) (PCL) gibi poliester’ler FDA onayina sahip
olmalar1 nedeniyle ginimuzde medikal uygulamalarda en ¢ok ticari Grind bulunan
sentetik polimerlerdir [6, 18, 19].

Sunulan tez calismasi, hem deri dokusu hem de oral mukoza hasarlarinin ortak
ihtiyaglarini karsilayabilecek, birden fazla olumlu etkiye sahip, biyoaktif bir yara ortusi
tasarlamayr hedeflemistir. Bu amagla yapilan c¢alismalarin temelini iki hipotez

olusturmaktadir:

(1) Endotel, keratinosit ve fibroblast hiicreleri, bor katkili hiicre kiiltiir ortamlarinda, yara

iyilesmesini hizlandirabilecek hucresel cevaplar verirler.

(2) Bor-MMT katkil1 fiber matriksler sadece MMT iceren ya da her ikisini de icermeyen
fiber matrikslerden daha ustin 6zelliklere sahip bir yara ortisi olma potansiyeline
sahiptir.

Bu hipotezlerin dogrulanmasina yonelik galigmalar temel olarak 3 asamada
gerceklestirilmistir. Ilk olarak, insan endotel, keratinosit ve fibroblast hiicreleri farkl1 bor
derisimlerindeki besi ortamlari ile hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilmistir. Bor igeren
ortamlarin anjiyogenez iizerindeki etkisi, endotel hucreleriyle, hiicre gogu, morfolojisi,
reaktif oksijen tiirleri, senesens ve yara ile iliskili gen ifadeleri lizerine etkisi ise,
keratinosit ve fibroblast hiicreleri ile yapilan ¢alismalar ile degerlendirilmistir. Ardindan,
MMT’lere bor adsorpsiyonunun gergeklestigi en uygun kosullar belirlenmis ve bor

adsorplanan MMT’lerin (B-MMT) karakterizasyon calismalari tamamlanmistir. Daha
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sonra, elektroegirme yontemi ile iretilen B-MMT katkili PLGA ve/veya PLA fiber
matriksler c¢esitli karakterizasyon testleri ile incelenmis ve Kkeratinosit ve/veya
fibroblastlar ile olan etkilesimleri biyoaktif yara ortiisii olarak kullanimlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar, istatistiksel verilere dayanarak, literatirle

karsilastirmali olarak yorumlanmustir.

Sunulan tez ¢alismasmin ilk 6zgiin yonii, yara iyilesmesinde dnemli gorevleri olan ii¢
farkli hiicrenin (endotel, keratinosit ve fibroblast) ayni derisimlerde B iceren besi
ortamlardaki hiicresel cevaplarinin yara iyilesmesi acgisindan degerlendirilmesi ve
bodylece etkili B derisiminin belirlenmesidir. Diger bir 6zgiin yonii ise, B-MMT nin doku
mithendisligi calismalarinda ilk kez arastirilmasidir. Ayrica, B-MMT katkili fiber
matrikslerin, deri ve oral mukoza hasarlarinda yara ortiisii olarak kullanilabilme
potansiyelinin hem Kkeratinositler hem de fibroblast hacreleri ile incelendigi ilk

caligmadir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde, tez ¢alismasi ile ilgili konular giincel literatiir bilgisiyle sunulmustur. flk
olarak, deri ve oral mukoza dokularimin histolojisi hakkinda bilgi verilmis, ardindan
dokularin yara iyilesme mekanizmasindaki benzerlik ve farkliliklardan bahsedilmistir.
Daha sonra, deri ve oral mukoza dokusunda en ¢ok karsilasilan hasarlar ve nedenleri
aciklanmistir. Bu hasarlara yonelik guncel tedavi yodntemlerinin avantaj ve
dezavantajlarindan bahsedilerek, yeni yaklagimlarla iiretilen yara Ortiileri hakkinda
bilgiler verilmistir. Ardindan, sunulan tez c¢alismasinin hipotezini olusturan bor

mineralinin ve nanokillerin doku miihendisligindeki 6nemi vurgulanmistir.

2.1. Deri ve Oral Mukoza

Deri ve mukoz membranlar, dis ¢evre ile bir ara yiizey olusturmak igin 6zellesmis ve
coklu fonksiyonlar1 olan en biiyiik organlarimizdir. Deri ve derinin viicudumuzun ic
kisimlarindaki devami niteliginde olan mukoz membranlar, genel 6zellikleri ac¢isindan
birbirlerine benzer olsalar da baz1 yapisal ve islevsel farkliliklara sahiptirler. Ancak her
ikisinin de biitiinliiglinin  korunmasi, yasamsal bir gereklilik olan homeostazin
saglanmasi ve siirdiiriilmesinde oldukc¢a énemlidir [20]. Bu bolimde, deri ve oral mukoza
dokusunun histoloji ve fizyolojisi karsilastirilarak detayli olarak anlatilmistir. Deri ve oral
mukozanin histolojik yapis1 ve temel islevsel farkliliklart Sekil 2.1°de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Deri ve oral mukozanin yapisal ve islevsel farklarinin sematik gosterimi

([20]°den degistirilerek).
2.1.1. Deri Dokusunun Histolojisi

Deri, viicut agirhigimin yaklasik olarak %8’ini olusturan ve yiizey alani, bireyin viicut
agirh@ina ve boyuna gore farklillk gosteren ilk savunma alanmmizdir. Zararh
mikroorganizmalara kars1 etkili bir bariyer olmasinin yani sira, duyularin algilanmasi, Su-
elektrolit dengesinin saglanmasi, viicudun termal, kimyasal ve mekanik hasarlara kars1
korunmas: gibi 6nemli g6revleri iistlenmistir [21]. Insan derisi, farkl1 dzelliklere sahip 3
tabakadan olusmaktadir: epidermis, dermis ve hipodermis. En dista bulunan epidermis
embriyonik ektoderm tabakasindan koken alan, ince (100-150 um), ancak yuksek hiicre
icerigine sahip damarsiz bir tabakadir. Ana hiicre popiilasyonunu keratinositler basta
olmak lzere, melanositler ve Langerhans hiicreleri olusturmaktadir. Epidermis, en altinda
bulunan bazal lamina ile derinin bag dokusu olarak bilinen dermis tabakasindan
ayrilmaktadir. Yaklagik 1200 pm kalinliga sahip olan dermis, kollajen lifler (6zellikle tip
1 ve 3) agisindan zengindir ve bu lifler distan i¢e dogru yogunlasmaktadir. Dermisin
kollajen lifler agisindan az yogun ve epidermise yakin olan bolgesi papillar, kollajen lifler
acisindan zengin ve hipodermise yakin olan bolgesi ise retrikiiler tabaka adin1 almaktadir.

Temel hiicre bileseni olan fibroblastlarin yan1 sira makrofajlar, mast hiicreleri, T ve B



hicrelerine de ev sahipligi yapan dermis, kan damarlari ve sinirleri de icermektedir [22].
Derinin en alt tabakasi olan hipodermis ise, yag yiginindan olusmasi nedeniyle viicut
sicakliginin diizenlenmesini saglayan bir enerji haznesidir. Tipki bir hava yastig1 gibi
davranarak, deri ve derinin bagli bulundugu kemikleri mekanik darbelerden korumaktadir
[23].

2.1.2. Oral Mukoza Dokusunun Histolojisi

Derinin yiizey alani insanda ortalama 2 m? iken, bosluklu organlarin i¢ yiizeyini déseyen

2 oldugu bilinmektedir.

mukoz membranlarin toplam yiizey alaninin yaklagik 400 m
Mukoz membranlar, sindirim, solunum ve treme sistemlerimizdeki organ ve dokularin i¢
tarafini kaplayan 1slak yapida membranlardir. Sindirim sisteminin disa agilan ilk boslugu
olan agizin i¢ini doseyen oral mukoza, deri ile ayn1 embriyonik kokene sahiptir ve deri
ile morfolojik ve islevsel agidan benzer katmanlara sahip oldugu bilinmektedir. Cok katli
yass1 epitel (oral epitelyum) ve altindaki areolar bag dokusu birlikte “oral mukoza” adini
alir. Oral epitelyum, derinin epidermis tabakasi gibi ektodermden koken alir ve bazal
membrandan oral epitelin en iist tabakasina dogru farklilagsmis olan keratinosit hiicrelerini
icermektedir. Ancak, deride oldugu gibi tamamiyla Keratinize bir iist epitel tabakasi
yerine, sadece mekanik stresin daha ¢ok oldugu damak ve gingival bolgeler gibi ¢igneme
alanlarinda keratinize epitel tabakasina rastlanmaktadir. Yanak icinde bulunan bukkal
doku ise, daha az fiziksel strese maruz kaldigi igin keratinize olmayan epitel tabakasi ile
kaplhidir. Oral mukoza epitel tabakasi, genel olarak derinin epitel tabakasindan 20-30 kat
daha kalindir ve bazal laminada bulunan hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri daha yiiksektir.
Yaklasik olarak, 14-21 glnde bir bolundrler. Oral epitelyum tabakasinda keratinositler
disinda, melanosit, Langerhans ve Merkel hiicreleri de bulunur. Epidermisin altinda
bulunan mezoderm kokenli areolar bag dokusu ise, dermisin bir boluminid olusturan
papillar tabakaya benzer ve lamina propria adin1 almaktadir. Kan damarlari, sinirler,
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve inflamatuvar hiicreler bu tabakada bulunur.
Oral mukozanin en alt tabakasi, tipki dermisin retrikiiler tabakasi gibi daha yogun ve
diizensiz bir bag dokudan olusmaktadir. Yine mezoderm kokenli olan bu tabaka sub-
mukoza olarak adlandirilmaktadir. Kan damarlar1 ve sinirleri icermesinin yani sira,
bulundugu bolgeye bagl olarak, yag dokusu, minér tiikiiriik bezleri, lenf doku ve kas
dokusunu igerebilir. Sub-mukoza, gingiva ve sert damak doku digindaki tiim agiz
boslugunda bulunur. Gingiva ve sert damak dokularinda, lamina propria dogrudan

kemige tutunur ve mukoperiosteum dokusunu olusturur [20, 24].



2.2. Deri ve Oral Mukoza Dokusunda Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi, hiicresel ve molekiiler diizeyde bircok olaym birbiri ardina
gerceklesmesi ile tamamlanan dinamik bir siirectir. Iyilesme basamaklar i¢ ice gecmis
stireglerin muhtesem bir denge ile diizenlendigi 4 temel baglik altinda incelenmektedir:
(i) kanama ve homeostaz, (ii) inflamasyon, (iii) proliferasyon ve (iv) yeniden sekillenme
[25].

Herhangi bir organ ya da dokuda olusan bir hasar/kayip sonrasinda, viicudun oncelikli
amact doku biitiinliglinlin yeniden saglanmasidir. Bu ihtiyag, 6zellikle dis diinya ile
aramizda bir bariyer olan deride, patojen mikroorganizmalarin istilasindan korunmak i¢in
kazanilmis yasamsal bir adaptasyondur. Yara iyilesmesi sirasinda eskisi gibi organize
olamayan hiicre ve ECM elemanlari, yara dokusu olarak bilinen “skar” olusumuna neden
olur. Skar olusumu, kirik bir pencere caminin, tahta pargalari ile hizlica tamir edilmesi
gibi betimlenebilir. Yeniden sekillenme basamaginda bu doku ortadan kalkmamis ise
kalic1 hale gelir ve bu da dokuda tam bir iyilesme olmadigin1 gosterir. Kisacasi, doku
bltinliigiiniin saglanmas1 her zaman gergek “doku rejenerasyonu”nun gergeklestigi
anlamina gelmemektedir. Doku rejenerasyonundan beklenen, normal dokunun yapisal ve

islevsel olarak biitliniiyle geri kazanilmasidir [26].

Deri ve oral mukoza dokusunda yara iyilesme basamaklar1 temel olarak ayni olsa da deri
ile karsilastirildiginda, mukozal yaralarda skar olusumu minimal diizeydedir. Ozellikle,
deri yaniklarindan sonra ortaya ¢ikan, kirmizi gériiniimlii, kagint1 ve agriya neden olan
hipertrofik skar olusumuna oral mukozada nadiren rastlanir [27]. Hipertrofik skar
olusumu, genellikle gecikmis inflamatuvar cevap ve diizensiz anjiyogenezin sonucudur.
Ancak, oral mukoza yara iyilesmesindeki avantajin nedenlerini, sadece hiicrelerin yer
aldig1 siirecleri goz oOniine alarak acgiklamak miimkiin degildir. Oral mikrobiyom ve
tikardk gibi cevresel etkenler de yara iyilesme siirecinde énemli rol oynarlar [24]. Deri
ve oral mukoza yaralarmin iyilesmesindeki bu farka neden olan etkenler ve hangi

stireclerde etkili olduklar1 Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2. Deri ve oral mukozada yara iyilesmesinin karsilastirilmas:t ([24] den

degistirilerek).



2.3. Deri ve Oral Mukoza Hasarlar
2.3.1. Deri Kayiplar

Gunumuzde neredeyse kaliplasmis bir cimle olan “deri viicudumuzun en biiyiik
organidir” tanimlamasi, aslinda ayni zamanda biitiinliigiiniin korunmasinin ne kadar
onemli oldugunu da ifade eder. Cesitli mekanik etkiler, cerrahi girisimler, yaniklar,
kimyasal yaralanmalar ve kronik hastaliklarin neden oldugu ilserler sonucunda deri
dokusu hasar gorir. Klinikte bu hasarin derinligine gore ¢esitli derecelendirmeler yapilir.
Yara dokusu, belirli bir dereceye kadar kendiliginden iyilesebilse de mikroorganizmalarin

neden oldugu enfeksiyonlar bu siireci etkileyebilmektedir [28].

Yaralar, genellikle “akut” ve ‘“kronik” olmak Uzere ikiye ayrilir. Akut yaralar,
mekanik/kimyasal yaralanmalar, cerrahi girisimler ve yaniklar nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu
durumda, yara iyilesmesi siireci normal olarak ilerler. Ancak, bir aydan daha uzun sure
kapanmayan ve normal iyilesme silireci gostermeyen yaralar, kronik yara olarak
tanimlanir. Kronik yaralarin temel nedeni, diyabet gibi bazi sistemik hastaliklardir. Uzun
slire kapanmayan yaralarda enfeksiyon riskinin artmasi ve dolayisiyla Glser goriilme
siklig1 oldukca fazladir [28]. Ozellikle derin ayak Glserleri deri dokusunun yan sira, Kas,
tendon ve kemik dahil olmak Uzere bir¢cok dokuyu etkilemektedir. Dunyada ayak
ulserlerinin gorilme siklig1 yillik olarak 9,1-26,1 milyon arasindadir. Kronik yaralarda
tedavi stresinin ve maliyetinin fazla olmasi, tim dlinya genelinde hem hastalara ve hem

de saglik sistemine kayda deger bir yiik olusturmaktadir [29].

2.3.2. Oral Mukozitler

Oral mukoza, gunluk yasamda surekli olarak mekanik, kimyasal ve biyolojik uyaranlara
maruz kalmaktadir. Bu nedenle, saglikli oral mukozada yiizey epiteli dokdilerek
mikroorganizmalarin ortamdan uzaklagmasini saglar ve ayni zamanda kimyasal bir

bariyer olusturarak epitel icerisine penetrasyonun énlenmesine destek olur.

Oral mukoza ulserleri (oral mukozitler), stres, travma, yiyecekler, yetersiz beslenme,
hormon degisiklikleri, vitamin eksiklikleri ve ilaglar gibi bircok nedenle ortaya
cikabilmektedir. Bunun yam sira, cesitli sistemik hastaliklar, genetik nedenler, imman
yetersizlik ve mikroorganizmalar da oral mukoza ulserlerinin nedenlerindendir [30]. Oral
eritem, Ulser ve agr ile karakterize olan oral mukozitler (OM), oral mukozanin hem

keratinize hem de keratinize olmayan bélgelerinde gorilebilir. Dinya Saghk Orgiiti
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(WHO) tarafindan 1979 yilinda OM’ler igin yapilan klinik tanimlama Kriterleri su
sekildedir: 1. derece, agri/eritem goOzlenir; 2. derece, eritem/Ulser gozlenir ancak hasta
kat: ile beslenebilmektedir; 3. derece, Ulser olusmustur ancak hasta sivi ile

beslenebilmektedir; 4. derece, hasta siv1 ya da kati olarak beslenememektedir [31].

OM’ler, kanser ya da hematopoetik kok huicre nakli hastalarinda tedavi amaciyla
uygulanan radyoterapi ve kemoterapi nedeniyle ortaya ¢ikan, yaygin bir
komplikasyondur. Tedavinin ¢esidine, dozuna ve uygulanma sikligina gore degismekle
birlikte, genellikle kemoterapiyi takiben 5-10 gin icinde gorulir. Radyoterapide ise,
belirli bir doz birikiminin ardindan ortaya ¢ikar. Kanser tedavisinin g6z ardi
edilemeyecek yan etkilerinden biri olan OM’ler, hastalarda ¢igneme, yutma ve konusma
giicliigiine yol agar. Yasam kalitesinin diistiigli hasta bireylerde aneroksiya, kaseksi,
dehidrasyon ve malniitrasyonun gelismesi, hastalarin hastanede yatis sirelerinin ve
hastane maliyetlerinin artmasina neden olur. OM’ler, kemoterapi alan hastalarin yaklasik
%30-40’1nda ortaya cikarken, hematopoetik kok hiicre nakli yapilan hastalarda bu oran
%60-85’e ¢ikmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapinin birlikte uygulandigi bas ve boyun
kanserli hastalarda ise neredeyse %90 oraninda gorulir. OM’ler oldukga ciddi yan etkileri
nedeniyle, hastalarin radyoterapi/kemoterapi dozunun azaltilmasina hatta tedavilerinin
sonlandirilmasia neden olabilir [32, 33]. Farkli yas ve cinsiyet gruplarinda hastalar igin
Klinik sorunlar bilinmesine ragmen, mukozit patogenezinin altinda yatan karmasik
mekanizma ile ilgili en ¢ok kabul goren teori 2004 yilinda Sonis [34] tarafindan

aciklanmustir. Sekil 2.3’te OM nin patobiyolojisindeki asamalar gosterilmistir.

Ozetle, sub-mukoza ve bazal epitelyal hiicrelerde, DNA hasarlar1 ve diger hiicresel
hasarlar ortaya ¢ikar ve reaktif oksijen turleri (ROS) Uretilir. Klinik olarak sessiz olan bu
donem, “baslangi¢ fazi” olarak tanimlanir. Ardindan, sitokinlerin transkripsiyonunu
destekleyen NF-kB (nikleer faktor kappa B) gibi transdiiksiyon yolaklar1 aktive olur.
NF-kB aktivasyonu, mukozal toksisite lizerinde etkili 200’den fazla genin ifadesine
neden olur. TNF-a’nin da aralarinda bulundugu bir dizi pro-inflamatuvar sitokinlerin
salimi ve birikmesiyle “sinyal gogalmasi” olarak bilinen ikinci faz baslar. Ozellikle
TNF-a, NF-xB yolag1 igin pozitif geri bildirim yapan bir aktivator rolundedir. Bununla
birlikte, hiicre 6limi ve kaspaz aktivitesine neden olan MAPK (mitojenle aktive edilen
protein kinaz) sinyalini de baslatir. Hastalarda eritremin goriildiigii bu asamada, doku
hasarina neden olan MMP lerde (matris metalloproteinazlar) siiregte yer alir. Hastalarda

siddetli agr1 ve beslenme kisitlamalarima neden olan “iilserasyon” fazinda ise,
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mikroorganizmalarin istilast s6z konusudur. Kanser tedavisi sirasinda ortaya ¢ikan bu

akut olaylar dizisi genellikle tedavinin kesilmesi ile son bulur ve iyilesme baslar [34].

Sekil 2.3. Oral mukozit patobiyolojisi: (a) Kemo ve radyoterapiye bagli hasarlar DNA
¢cift sarmalinda kirilmalara neden olur, hlcresel apoptoz tetiklenir ve hasarla
iligkili molekiiler yapilar (DAMPS) salinir. Sitokinlerin NF-xB aracili
transkripsiyonu desteklenir (b) hasar sinyalinin artmasiyla salinan TNF-a,
MAPK yolaginin aktivasyonuna neden olur (c) sub-mukozada biitiinliigiin
bozulmasiyla mikroorganizma istilast baslar, inflamasyon ve ulser ortaya
cikar (d) cesitli kemoterapi ilaglariyla tetiklenen mukozit goéruntileri
([33]’den degistirilerek).

2.4. Deri ve Oral Mukoza Hasarlarinda Geleneksel Tedavi Yaklasimlari

Sunulan tez ¢aligmasinin bu bolimiinde, deri ve oral mukoza hasarlarinda yaygin olarak
kullanilan tedavi yontemlerinden bahsedilmistir. Deri hasarlarinda otogref, allogreft ve
zenogreft uygulamalar1 agiklanmistir. Ardindan, OM’lerin 6nlenmesi ve tedavisinde

siklikla uygulanan geleneksel yontemlere yer verilmistir.
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2.4.1. Deri Dokusu Hasarlar/Kayiplarinda Tedaviler

Yara tedavilerinde ilk olarak yaranin ortllerek dis ortamdan izole edilmesi gereklidir.
Bunun i¢in, en ideal malzeme “altin standart” olarak adlandirilan otogreftlerdir. Hastanin
kendisinden alinan saglikli dokunun, hasarli bélgeye nakil edilmesiyle gerceklestirilen bu
yontemin bilinen ilk uygulamasi1 1872 yilinda Ollier tarafindan yapilmistir. Epidermis
tabakasinin tamamini ve dermis tabakasinin bir kismini icermesi nedeniyle “kismi kat
deri grefti” uygulamasi olarak literattirde yerini almigtir. Epidermis ve dermis tabakasinin
tamaminin kullanildig: “tam kat deri greftlerinin” ilk uygulamasi ise 1875 yilinda Wolfe
tarafindan sunulmustur. Bu uygulama, acil yanik tedavileri disinda pek tercih
edilmemektedir. GlnlUmuzde dahi, estetik ve islevsel agidan en iyi sonugclara otogreftler

sayesinde ulasilmasina ragmen, verici alanda neden oldugu problemler ve yeterli sagliklt

doku bulunamamasi nedenleriyle yeni ¢oziim yollar arayislart devam etmektedir [35].

Bagka bir insan derisinin (allogreft) ya da cesitli hayvan derilerinin (zenogreft)
kullanilmasinda yapilan ilk denemeler ise yine 19uncu yy.’1 isaret etse de 20nci yy.’1in
ortalarina Kkadar basarili bir uygulama gergeklestirilemedigi bilinmektedir. Bu
uygulamalarda en cok kadavralardan elde edilen allogreftler ve domuzdan elde edilen
zenogreftler tercih edilmistir. Ancak bu uygulamalar gegici olarak yaranin kapatilmasi
icin kullanilmig ve iki hafta sonrasinda bagisiklik reddi nedeniyle yara bolgesinden
uzaklastirllmigtir. Gunilimuizde allogreft ya da zenogreft uygulamalari, gelistirilen
saklama yontemleriyle daha kolay hale gelmistir. Dondurarak ya da gliserol icinde
saklanan bu greftlerin antijenik 0©zelligi azalmakta ve uzun siire canli kaldigi
bilinmektedir. 1960’lardan giiniimiize en ¢ok kullanilan domuz deri greftlerine alternatif
olarak sunulan en yenilik¢i yaklasim ise balik deri greftleridir. Klinik ¢alismalarin
sonuglart oldukga umut verici olmasina ragmen, hastanelerde kullanilmas i¢in daha ¢ok
calismaya ihtiyag vardir [35]. Klinikte kullanimi siire gelen bir diger dogal allojenik greft
ise plasentanin i¢ kismini olusturan ve fetiis ile dogrudan temas halinde olan amniyotik
membrandir. Bu membran, iceriden disariya dogru, epitel, bazal membran ve stroma
olmak Uzere Ug tabakadan olusur. 1900°lii yillardan bu yana, amniyotik membranin
medikal alanda kullanimi genisleyerek devam etmektedir. Cesitli hazirlama ve
sterilizasyon yontemleri ile hazirlanabilen amniyotik membranlar, deri yaniklarinda skar
olusumunu azaltmakta ve rejenerasyonu desteklemektedir [36]. Buna ragmen, biyolojik
kokenli bir malzeme olmasi nedeniyle enfeksiyon hastaliklarinin tasinmasi ihtimali

acisindan kullaniminda bazi kisitlamalar s0z konusudur. Deri yara ve yaniklarinda
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kullanilmak iizere doku miihendisligi yaklasimlariyla gelistirilen ve klinikte kullanim

alanina sahip yapay deri esleniklerine sonraki boliimde deginilmistir.

2.4.2. Oral Mukoza Hasarinda Tedaviler

OM’lerde uygulanan geleneksel tedavilerin dncelikli amaci agriy1 azaltmak ve iyilesme
stiresini hizlandirmaktir. Sekil 2.4’te OM’lerin tedavisinde kullanilan klinik yaklasimlar
Ozet olarak sunulmustur. Farmakolojik olmayan lokal 6nleyici tedaviler arasinda en
Onemlisi, kanser tedavisi baglamadan Once ve tedavi sirasinda oral hijyenin
saglanmasidir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin etkilerine bagl olarak, radyasyon/lazer
(diisiik seviyeli) terapisi ve kriyoterapiler de hem tedavi edici hem de Onleyici
uygulamalar arasindadir [37]. Farmakolojik lokal tedavilerde ise, stkralfat, pektin-kaolin
gibi agiz i¢ci mukozasmmi orten ajanlar, hidrojen peroksit, Kklorhekzidin, PVP
(poli(vinilprolidon))-iyot, tobramisin ve polimiksin gibi antiseptik ve antibiyotik ajanlar,
nistatin, klotrimazol, amfoterisin B gibi antifungal ajanlar, betametazon, benzidamin gibi
antiinflamatuvar ajanlar, allopurinol, glutamin, prostaglandin E2 gibi sitoprotektanlar ve
bunlarin karigimidan olusan agiz i¢i yikama soliisyonlar1 siklikla tercih edilir [38].
Dinamik bir ortam olan agiz iginde epitel hiucrelerinin strekli olarak yenilenmesi ve
cogalmas: oldukga Onemlidir. Kanser tedavisi nedeniyle, cogunlukla hicrelerin
boliinmeleri yavaglar. Bu nedenle, hiicre ¢ogalmasini destekleyen biiylime faktorlerinden
de faydalanilmaktadir. Palifermin (keratinosit buytime faktori-1) oral mukozit

tedavisinde onaylanmis bir rekombinant buytime faktoradur [39].

Sistemik olarak yapilan farmakolojik tedavilerde ise One c¢ikanlar sitoprotektanlar,
bagisiklik diizenleyici ilaglar, biiylime faktorleri ve antiviral ajanlardir [40]. GM-CSF
(graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér) ve G-CSF (graniilosit koloni uyarici faktor)
gibi hematopoetik blyime faktorleri ise agiz icine notrofil gocuni arttirarak etki gosterir
[41]. Cerrahi yontemler iginde her ne kadar otogreftler ideal greft malzemesi olarak kabul
edilse de ¢ok kisitli bir verici alan olmasi nedeniyle uygulanmasi oldukga sinirlidir. Doku
miithendisligi yaklasimlar1 ile otolog ya da allojenik hicrelerden elde edilen hiicre
tabakalari ve mukozal deri esleniklerine sonraki boliimde deginilmistir. OM’lerin
tanimlanmasi ve tedavisi igin farkli dneriler olsa da heniiz standart bir tedavi protokoli

Uzerinde bir fikir birligine varilamamistir.
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Farmakolojik olmayan
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tedaviler « siikralfat, pektin-kaolin gibi agiz ici mukozasini érten ajanlar
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ve antibiyotik ajanlar
« nistatin, klotrimazol, amfoterisin B gibi antifungal ajanlar
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~ « allopurinol, glutamin, prostaglandin E; gibi sitoprotektanlar ve bunlarin
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Lokal
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Sistemik

Otogreftler
Cerrahi

tedaviler, L
Oral mukoza ve Deri hiicre tabakalan

Oral mukoza eslenikleri

Sekil 2.4.  Oral mukozitlerin tedavisinde kullanilan Klinik yaklasimlar (BioRender.com

ile olusturuldu).

2.5. Deri ve Oral Mukoza Doku Miihendisligi
2.5.1. Deri Doku Miihendisligi

Guniimlzde kalict ya da gegici olarak kullanilabilen c¢ok sayida yara Ortisi
bulunmaktadir. Genel olarak kullanilan yara ortuleri (i) pasif, (ii) interaktif, (iii) gelismis
ve (iv) biyoaktif olmak tiizere simiflandirilabilir. Cizelge 2.1’de geleneksel yara
orttlerinden modern yara ortilerine kadar siniflandiriimalar: yapilmis ve genel 6zellikleri
verilmistir. Pasif ya da interaktif yara ortileri, buyik 6l¢tide deri kayb1 olan ya da kronik
yaralara sahip hastalarda yeterli destegi saglayamamakta ve rejenerasyonu
desteklememektedir [42, 43]. En genel tanimi ile doku miithendisligi, basta biyoloji olmak
uzere temel yasam bilimleri ve muhendislik prensiplerinin bir araya getirilmesiyle,
mevcut klinik sorunlara ¢6ziim bulmay1 hedefler. Doku miihendisligi alaninda yaklasik
olarak 30 yila yakin bir ge¢mise sahip ve klinikte hali hazirda kullanilmakta olan iiriinleri
bulunan deri doku miihendisligi, yara tedavilerine 6nemli dl¢lide katkida bulunmus ve
hala da bulunmaya devam etmektedir. Gelismis ve biyoaktif yara ortiileri, biyouyumlu,
biyobozunur ve toksik olmayan 6zellikleri sayesinde yara iyilesmesine destek olurken,

ayn1 zamanda biytme faktorleri, peptitler, ilaclar, vitaminler ve/veya antibiyotikler gibi
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cesitli ajanlarla birlikte ideal bir rejenerasyonun saglanmasinda da etkilidirler. Doku
miithendisligi yaklasimiyla Uretilecek ideal bir yara ortisunin Ozellikleri su sekilde
siralanabilir: (i) yaranin asir1 sizintisini absorplamali, (ii) yara yatagimin nemliligini
kontrol etmeli, (iii) mekanik olarak kararli olmali, (iv) gaz gegirgenligini saglamali,
(v) mikroorganizma koloni olusumunu ve enfeksiyonlari 6nlemeli, (vi) toksik olmamali,
biyouyumlu ve biyobozunur olmali (vii) yara yatagina yapismadan kolay ve agrisiz

cikartilabilmeli, (viii) kolaylikla ulasilabilir sekilde ucuz olmalidir [43].

Cizelge 2.2’de ticari olarak ulasilabilen ve yara iyilesmesinde kullanilan deri
esleniklerinden bazilar1 verilmistir. Bunun yani sira, deri doku mihendisligi
yaklagimlariyla, hayvan deneylerine alternatif olarak toksisite ve gegirgenlik testlerinin
yapilmasina olanak saglayan deri modellerinin de gelistirilmesi miimkiin olmustur.
SkinEthic Rhe, Episkin, Epiderm, EpidermFT, StrataTest, Epidermal Skin Test 1000 ve
Advanced Skin Test 2000 bunlardan bazilaridir [44].
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Cizelge 2.1. Yara ortiilerinin siniflandirilmasi ([42]’den degistirilerek).

Yara Turd Tanimi Yara tipi Avantajlari Dezavantajlari
ortaleri
Pasif Sarg1 bezi Pamuk, poliester ve karigimlarindan yapilir Temiz ve kuru yaralarda Ucuz ve kolay ulasilabilir Dizenli olarak
degistirilmesi gerekir
Tal Petrol tirevlerinden elde edilir Yizeysel, temiz ve Yara yatagina yapismaz Diizenli olarak
s1zintis1 az olan yaralarda degistirilmesi gerekir
Bandaj Pamuk, seliiloz ve poliamitten yapilir Genellikle diger yara Ucuz ve kolay ulagilabilir -
orttilerini desteklemek
icin
Interaktif Yari gegirgen filmler Hipoalerjenik akrilik yapistiric1 kapli poliiiretandan ~ Hafif/orta sizintili diiz ve ~ Gazi gegirir, elastik, esnek ve  Sizintiy1 absorplama
yapilmigtir derin olmayan eklem seffaftir kapasitesi diigiik
bolgesi larind .
O'gest yaralarmda Deriye kolay yapigir
Yar gegirgen kopiikler Poliiiretan veya silikon kopiikten yapilmistir Orta/yogun sizintili diiz Yiiksek gaz gegirgenligine
ve derin olmayan sahiptir
yaralarda
Yari gegirgen hidrojeller Bozunur olmayan hidrofilik polimerlerden jel veya  Kuru yaralarda Nem kaybini 6nler, gaz Yara Ortustinde biriken
film seklinde iiretilir gecirgendir sizint1 bakterilerin
¢ogalmasina neden olur
Gelismis Hidrokolloidler Elastomer veya adeziv malzemelerin bir araya Hafif/orta sizintili Nemli ortam saglar, gazi Enfekte ve agir sizintilt

Aljinatlar

Hidrofiberler

getirilmesiyle ince filmler seklinde iiretilir

Aljinik asitin kalsiyum ve sodyum tuzlarindan
yapilmustir, dondurularak kurutulmus tabakalar ve
ince filmler halinde bulunur

Sodyum karboksimetil seliiloz fiberlerden olusur

yaralarda

Orta/yogun sizintili ve
kanamali yaralarda

Enfekte, orta/yogun
sizintili yaralarda

gegirir, pH’1 diisiirerek bakteri
¢ogalmasini azaltir

Yaranin nemli tutulmasini
saglar, pthtilagsma
mekanizmasini aktive eder

Yaray1 nemli tutar, sizintilart
emer, pH’1 diisiirerek bakteri
¢ogalmasini azaltir

yaralarda kullanilmaz

Kuru veya nekrotik
yaralar icin uygun
degildir

Kuru veya hafif sizintili

yaralar icin uygun
degildir
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Cizelge 2.1. Devam.

Dekstranomerler

Toz ya da macun formunda hidrofilik polisakkarit
graniillerinden olusur

Enfekte, orta/yogun
sizintili yaralarda

Y iksek emici 6zelliktedir ve
yara yatagini nemli tutar

Biyoaktif

flag salimi1 yapabilen Ortiiler

Biyolojik ortiler

Deri eslenikleri

Antibiyotik salim1 yapan interaktif ya da biyolojik
ortuler

Dogal ya/ya da sentetik malzemelerden Uretilir

Allojenik ya da otolog hucrelerin laboratuvarda
kiiltiire edilmesiyle tiretilmis hiicre tabakalari ya da
bu hiicrelerin dogal ya/ya da sentetik polimerler
iizerinde kiiltlire edilmesiyle hazirlanan
matrikslerdir

Yaranin ihtiyacina gore
uygun ilact igerebilir

Ciddi yaniklar ve kronik
yaralarda deri kaybinin
oldugu durumlarda,
genellikle enfekte ve
nekrotik olmayan
yaralarda kullanilir

Ilag salim profilleri optimize
edilmigtir

Fibroblast cogalmasini ve
endotel hiicre gd¢iinil uyarir

Hiicre cogalmasini destekler

Yara enfekte olmasa da
antibiyotik salimi yapar

Dogal polimerler
bagisiklik cevabina neden
olabilir

Uzun sire
saklanamamalar1 ve
kisiye 6zel hazirlanmalar1
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Cizelge 2.2. Ticari olarak ulasilabilen insan deri esleniklerinden bazi 6rnekler.

Uriin Uriin tanim FDA Kullanima  Taru
onay1

Epicel® Otolog keratinosit hiicresi 2007 Kalici  Epidermal

Bioseed-S® Fibrin yapistirici ile birlikte - Kalici  Epidermal

otolog keratinosit hiicresi

Transcyte®/Dermagraft® Dondurularak saklanan dermal  1997/2001 Gegici  Dermal
eslenik: polimer ag lizerinde
kiiltiire edilmis insan fibroblast

hicreleri
Alloderm®/Strattice® Hucresiz kadavra derisi matrisi 2004 Kalic1 Dermal
Apligraf® Fibroblast ve sigir 1998 Gecici  Epidermal/Dermal

kollajeninden olusan dermal
tabakanin lizerine
keratinositlerin ekilmesiyle
olusturulur

Orcel® Tip 1sigir kollajeni tzerinde 2001/2008 Gegici  Epidermal/Dermal
ayr1 ayri kiiltiire edilen insan
epidermal keratinosit ve
dermal fibroblast hiicreleri

2.5.2. Oral Mukoza Doku Miihendisligi

Deri doku miihendisligi oldukea eski bir gegmise sahip olmasina ragmen, oral mukoza
tikdrik bezi ve periodontal ligament gibi yumusak rejenerasyonuna yonelik oral doku
miithendisligi ¢alismalari, 1990’11 yillarda temporomandibular eklem rejenerasyonu ile
ilgili yayinlanan ¢alismadan sonra baglamistir. Oral mukoza rejenerasyonu igin ilk olarak
oral keratinosit hdcrelerinin in vitro kdltdrd yapilmistir [45]. Oral mukozitlerin
tedavisinde, hiicresel terapilerin etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla insan gingiva,
kemik iligi ve yag doku kokenli mezenkimal kok hiicreler kullanilmustir. /n vivo
caligmalarin sonucunda, inflamatuvar sitokinlerin ve inflamatuvar hiicre goginin
azaldigi, yeniden epitelizasyonun hizlandig1 gosterilmistir [46-48]. Bununla birlikte

hiicre terapileri, yara bdlgesinin izolasyonunun saglanmasi ihtiyacini karsilamamaktadir.

Deri doku miihendisliginde ticari {irlinleri bulunan deri eslenikleri gibi, oral mukoza
esleniklerinin gelistirilmesi i¢in kadavradan elde edilen dermal matris (AlloDerm®) ve
oral keratinosit hiicreleri bir araya getirilerek oral mukoza eslenikleri hazirlanmistir [49].
Otolog olarak elde edilen keratinositler ve AlloDerm® ile hazirlanan biyolojik doku
iskeleleri ile 15 hasta Uzerinde yapilan ¢alismalarin sonucu histolojik olarak

degerlendirilmistir. Oral mukoza ve deri rejenerasyonunun saglanmasi amaciyla
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kullanilabilecegi Onerilen Kkeratinosit bazli oral mukoza esleniginin iyilesmeyi
destekledigi gosterilmekle birlikte, AlloDerm®’in klinikte kullamminm heniiz tim
dunyada kabul gérmemesi en biiyiik dezavantaj olarak belirtilmistir [50]. Ticari olarak
ulasilabilen bir iiriin olan kollajen bazli Mucograft® oral bosluktaki rejenerasyonu
desteklemek igin gelistirilmis biyolojik bir doku iskelesidir. Klinik ¢alismalar ile
Mucograft® n oral mukozada yara kapanmasini hizlandirdig: gosterilmistir [51]. Deri
yaniklarinin tedavisinde kullanilan bir baska biyolojik doku iskelesi olan amniyotik
membranlarin  oral mukozitlerin  tedavisindeki etkinligi in  vivo olarak
degerlendirildiginde, hiicre ¢ogalmasini ve damarlanmayi arttirmast nedeniyle etkili
bulunmustur [6]. Ancak, allojenik kaynakli olmasi kullanimini kisitlamaktadir. Hiicreli
ya da hucresiz biyolojik kaynakli doku iskeleleri biyouyumluluk agisindan yeterli
Ozelliklere sahip olmasina ragmen, mekanik o6zellikleri agisindan olduk¢a zayif
malzemelerdir [51]. A&z igindeki dinamik ortam ve maruz kaldigr etkiler

diisiiniildiiginde daha dayanikl: yara ortiilerine ihtiya¢ duyulmasi kagiilmazdir.

2.5.3. Yara Ortusi Uretiminde Polimerler ve Fabrikasyon Yontemleri

Doku miihendisliginde, rejenerasyonun saglanmasi amaciyla sentetik ya da dogal
polimerler, hiicreler, biyomolekiiller ve nanopartikiiller gibi bilesenler ile birlikte ya da
tek baslarma kullanilabilmektedir. Sentetik polimerler ile dogal polimerler
karsilastirildiginda, kolay ulasilabilmeleri, istenilen 6zellikte tasarlanabilmeleri ve kararl
yapilar1 agisindan sentetik polimerler avantajlidir. Dogal polimerler ise, biyolojik kokenli
biyomalzemeler gibi yiiksek biyouyumlulukta olmalarma ragmen hizli bozunmalar1 ve
zayif mekanik 6zellikleri nedeniyle dezavantajlidir. Genel olarak yara ortiilerinde tercih
edilen dogal ve sentetik polimerler, kitosan, poli(vinil alkol), sodyum karboksimetil
seliloz, poli(etilen glikol) (PEG), ipek fibroin, kollajen, PCL, PLA ve PLGA gibi
sentetik, dogal polimerler ve bunlarin kompozitleridir [42, 52-54]. Deri ve oral mukoza
yara Ortiilerinde kullanilan polimerlerde aranan 0zellikler genellikle benzerdir. Bununla
birlikte, oral mukoza doku miihendisliginde, agiz ortaminin dinamik yapisina uygun
mekanik Ozellikte ve adeziv polimerlerin secimi 6nemlidir. Oral mukozal adezyon
0zelligi bulunan dogal polimerler, kKitosan, hidrofilik seliiloz tiirevleri, kitre agact zamki,
hiyaluronik asit, anyonik polisakkaritler ve jelatin; sentetik polimerler ise sodyum
karboksimetilselilloz, Carbapol®, PEG ve poli(etilen oksit) (PEO)’tir [55]. Mekanik
Ozellikleri ve degradasyon sirelerinin ayarlanabilmesi gibi 6zellikler dikkate alindiginda
ise, PLA, PLGA ve PCL gibi alifatik poliesterler olan sentetik polimerler 6ne ¢ikmaktadir
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[56]. Sentetik polimerler oral mukoza yara ortiileri i¢in uygun adaylar olmalarina ragmen,
hidrofobik yapilari nedeniyle tek baslarina kullanildiklarinda oral mukozaya yapisma
ozelliginde degildirler [55]. Ancak, polimerlere mukoadeziv 6zelliklere sahip olmalarini
saglayacak katkilar eklenerek kompozit yapilar hazirlanabilmektedir [57]. Konunun

detaylarina Boliim 2.5.5’te deginilmistir.

Elektroegirme, iki ve ¢ boyutlu makro/nano fiber biyomalzemelerin hazirlanmasina
olanak saglamasi nedeniyle doku miihendisliginde tercih edilen bir fabrikasyon
yontemidir [58, 59]. Elektroegirme yonteminde 6nemli sistem parametreleri ve fiber yara
ortlilerinin istenilen 6zellikleri Sekil 2.5’te gosterilmistir. Temel olarak, siringa pompast
yardimiyla igne ucuna gonderilen polimer ¢ozeltisine yliksek voltaj uygulandiginda, igne
ucundaki damlacikta yiiklii pargaciklar artar ve Taylor konisi olusur. Taylor konisinin
yuzeyindeki elektrik alan kuvveti ylizey geriliminden daha fazla oldugunda, fiber jet
olusur. Polimer damlaciklarinin hareketi sirasinda ¢oziicii hizla uzaklasir ve bdylece

fiberler toplayici iizerinde birikmeye baslar [60].
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Fiber yara ortiisiiniin ozellikleri Nedenleri

50-500 nm fiber ¢api
Yiiksek ylizey/hacimalani
Yiiksek gozeneklilik (%60-90)

Birbiri ile baglantili nano gozenekler

Mekanik dayanim

Dogal hiicre digi matrisin taklit edilebilmesi
Homeostazin saglanmasi, ylizey modifikasyonu
Hicrelerin beslenmesi ve gaz gecirgenliginin saglanmasi
Mikroorganizma infiltrasyonunun onlenmesi

Dogal deri dokusuna benzer

Sekil 2.5. Elektroegirme yonteminde Onemli sistem parametreleri ve fiber yara

ortllerinin istenilen ozellikleri ([42, 55] den degistirilerek).

Yara ortiisii olarak kullanilacak biyomalzemelerin fiber yapida olmasi, yara bolgesinde

homestaz, sizint1 absorpsiyonu ve gaz gecirgenligini miimkiin kilarak onlar1 avantajli hale
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getirir. Ayni zamanda, rejenerasyon icin kullanilacak ilaglar, biiyiime faktorleri,
vitaminler, anestezikler, iyonlar ve diger katkilarla birlikte elde edilen fiber matriksler,
geleneksel yara ortiilerinin aksine aktif destek saglayan ideal bir yara ortiisiine doniisiir
[61, 62]. Rivelin® oral mukoza rejenerasyonunda kullanilmak iizere elektroegirme
yontemiyle retilen ve klinik deneyleri yapilan mukoadeziv martikstir. Iki katli yapiya
sahip olan Urtndn bir yizeyi PVP ve Eudragit RS100 nanofiberlerden, diger yiizeyi ise
PCL nanofiberlerden olusur [42]. Hem oral mukoza hem de deri yaralarinda kullanilmak
lizere hazirlanan yara Ortiilerinin gelistirilmesine yonelik bazi ¢aligmalara Cizelge 2.3’te

Ozet olarak yer verilmistir.
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Cizelge 2.3. Deri ve oral mukoza miithendisligi prensipleri ile hazirlanan biyoaktif yara ortiilerinden bazilari.

Biyomalzeme Biyomalzemenin bilesenleri Hucre Ozellikleri ve Avantajlar Referans

Fiber matriks PCL, kollajen, EGF In vitro-HS2 Hiicrelerin ¢gogalmasini destekler [61]
9
= :
}ED Fiber matriks Kitosan, PET, bal In vitro-1.929 Sizintiy1 absorplar, toksik degil [62]
=
E E Fiber matriks PLA, kurkumin In vitro-IDF Hiicre tutunma ve gogalmasini [63]
RS destekler, antioksidan
% § Nanokompozit PCL, kurkumin, montmorillonit In vitro-1.929 Antibakteriyel [64]
S
E’ Fiber matriks PLGA, poli(dopamin), bFGF, In vitro-BALB/C 3T3 Hiicrelerin gogalmasini destekler, [65]

ponerisin G1 anti-bakteriyel

3 Nanofiber matriks Ipek, poli(dopamin), leptin, amin-  /n vitro-HUVEC Damarlanmay1 ve rejenerasyonu [66]
2 lipozom, tetikler
% Fiber matriks PLGA - Degradasyon testi yapay tukirik [56]
E) = stvisinda yapildi
s . . .
S = Fiber matriks PCL, acyclovir, omega-3, In vitro-HaCaT Acyclovirin kontrollii salimi, [67]
£© yiiksek gozeneklilik
g s
= £ iki katmanli fiber PLA, kurkumin, diklofenak In vitro-AdMSC Mukoadeziv, antibakteriyel, 68
N
S matriks sodyum, PEO, HPMC antioksidan
=
E Fiber matriks Kitosan, hGH, Eudragit In vivo-Kopek (Beagles)  hGH salim ve hiicre cogalmasi [6]
<
o

PCL, poli(e-kaprolakton), PLA, poli(laktik asit); poli(etilen oksit);PLGA, poli(laktik-ko-glikolik asit); PET, poli(etilen tetrafitalat); HPMC, hidroksipropil metil seliiloz; EGF,epidermal biyime
faktori; hGH,insan biyiime hormonu; bFGF, fibroblast biiyiime faktorii; HS2 ve HaCaT, insan dermal keratinosit hiicre hatlari; 1929, fare fibroblast hiicre hatt;; IDF, insan dermal fibroblast;
BALB/C 3T3, fare embriyonik fibroblast hiicresi; HUVEC, insan gébek kordon damar: endotel hiicre hatti; AAMSC, yag doku kékenli mezenkimal kok hiicre.
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2.5.4. Doku Miihendisliginde Bor Kullanimi

Doku miihendisligi biyomalzemeleri tasariminda, rejenerasyonu en 1iyi sekilde
desteklemek icin ¢ok cesitli ajanlardan (vitaminler, biiyiime faktorleri, ilaglar vb.)
yararlanilmaktadir. Cogu zaman basarili uygulamalar1 olsa dahi, bu ajanlarin gesitli
dezavantajlar1 s6z konudur. Ozellikle biiyime faktorleri ve vitaminler, biyik molekil
agirliklar nedeniyle genellikle kisa salim profiline sahiptirler, ya da yar1 dmiirlerinin kisa
olmasi nedeniyle kararli kalamazlar. Diger bir dezavantajlari ise, ¢ogu zaman biyolojik
kaynaklardan elde edildiklerinden, giivenli olarak kullanimlarina dair siiphelerin
olmasidir. Bu durumda, inorganik metal iyonlarmin kullanimlar1 yiiksek stabiliteleri,
diisiik riskleri ve terapotik ozellikleri nedeniyle oldukga ilgi ¢ekicidir. Rejenerasyonu
hedeflenen dokunun ihtiyaglarina yonelik olarak secilen terapotik metal iyonu/iyonlari
sert ve yumusak doku miihendisligi yaklagimlarinda kullanilmaktadir. Uygun bir tagiyici
varhiginda biyomalzemelerin yapisina katilarak hiicre ¢ogalmasini ve anjiyogenezi
uyarabilir, bunun yani sira antibakteriyel ve antiinflamatuvar etkiler gosterebilirler [69].
Arastirmalar terapOtik metal iyonlariin, kok hiicrelerin farklilagsmasinda rehber gorevi
tistlenebildigini de gostermektedir. Bu etkilerinin nedenleri, ¢esitli enzimlerin kofaktori
olarak, hiicresel metabolizmada, sinyal yolaklarinda, iyonik kanallarda ve diger biyolojik
sireclerde sahip olduklar1 rollerdir [70]. Hiicre ¢ogalmasinda ve dokunun yeniden
yapilanmasinda gérev alan temel iyonlar, Sr?*, Si** ve Ca?* iyonlaridir. Cu*, Cu?*, Co?",
B3*, Zn?" iyonlar1 damarlanmay1 tesvik ederken, Cu®, Cu?*, Ag*, Ga®" ve Zn?" iyonlar1
pH’1 ve ROS iiretimini arttirarak antibakteriyel etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar
[69]. Hem grubumuz hem de diger arastirmacilar tarafindan, in vitro iki boyutlu hiicre
kiiltirlerinde besi ortamlarina eklenen borun ve bor katkili biyomalzemelerin kemik
rejenerasyonunu destekledigini gosteren ¢alismalar yapilmistir. Kitosan nanopartikiller
ya da hidroksiapatit tasiyicilarin varliginda bor ile katkilandirilan doku iskelelerinin
osteoindiiktif/osteokondiiktif 6zellikte olduklar1 gosterilmistir [71-74]. Bor tarafindan
uyarilan osteogenezin Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu ile regile olan bir

transkripsiyon faktoru tarafindan tesvik edildigi gosterilmistir [75].

Terapotik metal iyonlarinin, kemik rejenerasyonuna katkida bulunmasinin yani sira, yara
iyilesmesinin ¢esitli basamaklarinda da etkili olduklar1 bilinmektedir. Borik asitin suda
iyonlasmas: sonucu olusan BO3* anyonu, VEGF gen ifadesini arttirarak damarlanmaya,

TNF-a gen ifadesini arttirarak inflamasyonun azaltilmasina yardimci olmaktadir [76].
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Bor, ayn1 zamanda antioksidan ajani olan glutatyon ya da analoglarinin seviyesini
arttirarak oksidatif stresin azalmasinda da etkilidir [77]. Borun yara iyilesmesi tizerindeki
olumlu etkileri incelendiginde, deri ve oral mukoza yaralarinda kullanilmak iizere

gelistirilen biyoaktif yara Ortiisli i¢in uygun bir terapotik ajan olduguna karar verilmistir.

2.5.5. Doku Miihendisliginde Nanokillerin Onemi

2.5.5.1. Nanokillerin Yapis1 ve Cesitleri

Killer dogada ¢ok tabakali yapilar halinde bulunurlar. Bu tabakalarin kristal yapilar
tetrahedral ve oktahedral olmak {izere iki temel bilesenden olusur. Tetrahedral birim,
merkezinde bir silisyum atomu bulunan ve bu atomun dort oksijen atomuyla
cevrilmesiyle olusmus diizgiin dortyiizlii seklindedir. Burada olusan SiO4* anyonu, alkali
ve toprak alkali iyonlariyla etkilesime agiktir. Oktahedral birim, merkezinde bir
aliminyum atomu bulunan ve bu atomun dort ya da alt1 oksijen atomuyla ¢evrilmesiyle
olusmus diizgiin sekizyiizli seklindedir. Oktohedral ve tetrahedral tabakalarin
birlesmesiyle ¢ok sayida katmanlar olustururlar ve boylece kil tanecikleri olusur. Sekil
2.6’da killerin yapist ve kullamim alanlari sematik olarak gosterilmistir. Farkli
oOzelliklerine gore degisik siniflandirmalar yapilan killer, yapisal 6zelliklerine gore kaolin,
ilit ve smektit olmak tizere 3 farkli tiire ayrilmistir. Yiizey yiiklerine gore ise, anyonik ve
katyonik killer olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Giiniimiize kadar farkli alanlarda
uygulamalari olan Kkiller arasinda en fazla tercih edilenler, MMT, bentonit, sepiyolit,
laponit gibi katyonik ve LDH (tabakali ¢ift hidroksit) olarak bilinen anyonik killerdir
[78]. MMT’ler, Na, Ca, Mg, Fe ve Li-Al silikatlarin1 igeren smektit grubuna dahildir.
Genel anlamda, aliimina oktohedral tabakalarin silika tabakalari ile 1:2 oraninda
paketlenmesiyle olusan ¢cok katmanli bir mikro yapisi sergilerler. Her bir tabaka yaklasik
I nm kalinliga sahiptir. Bu tabakalarin olusturdugu ¢ok katmanli yapi ise 80 ila 300 nm
capindadir. Kristal kil yapisini olusturan katmanlarin bir arada kalmasinda, ara tabaka

katyonlari, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar
etkilidir.
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Sekil 2.6. Kil tabakalariin sematik gosterimi, siniflandirilmasi ve biyomedikal alanda

kullanimlari ([78] degistirilerek BioRender.com ile olusturuldu).

Killer yapisindaki katyonlarin yer degistirmesiyle elektriksel olarak dengede kalirlar.
Tetrahedral dizlemdeki Si** ve AP* yer degistirdigi sirada, oktahedral diizleme Al**
katyonu yerine Mg?*, Fe?* ve Fe**iyonlar1 gibi katyonlar baglanabilir. Katyon degisim
kapasitesi (meg/100 g), kilde bulunan toplam degisebilir katyonlarin sayisini ifade eder.
MMT nanokillerin katyon degisim kapasitesi 80-150 arasindadir [78, 79]. MMT’ler
katmanlar: arasina polar molekdillerin ya da suyun girmesiyle ile kolaylikla
genigleyebildikleri igin yiiksek sisme 6zelligi gosterirler. MMT’ler oldukga reaktif ve
genis yiizey alanlar1 nedeniyle polimer zincirleriyle gucli nanokompozitler
olusturabilirler. Aynm1 zamanda, cesitli ilaclar ve molekiiller icin tastyici sistemler

gelistirilmesine de olanak saglamaktadirlar [80].
2.5.5.2. Nanokil Katkih Doku Iskeleleri

Kil mineralleri insanlik tarthi boyunca biyolojik ajan olarak kullanilmistir. Eski
kaynaklarda, yara iyilesmesini sagladigi ve kanamayir durdurduguna dair kanitlar
bulunmustur [79]. Gliniimiizde hala, killer ve kil bazli malzemeler endustri, beslenme,
kozmetik, saglik ve biyomedikal basta olmak {izere bircok alanda kullanilmaktadir.
Malzeme biliminde killerin kullanimini ¢ekici kilan en 6nemli 6zellikleri, dogal ve kolay
ulagilabilir olmalaridir. Bunun yani sira, biyouyumlu yapilari ve genis yilizey alanina
sahip olmalar1 6zellikle doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmelerine neden
olmaktadir [80]. Biyouyumluluk doku miihendisligi i¢in anahtar bir 6zelliktir. Doku
miihendisliginde diger bir¢ok inorganik katki maddesinin aksine, kemik doku
miihendisligi, yara iyilesmesi, ilag salim sistemleri ve enzim immobilizasyonu gibi birgok

uygulama i¢in kullanilmislardir. Cizelge 2.4’te doku miihendisliginde farkli kullanim

26



alanlarina ait c¢aligmalardan oOrnekler verilmistir. Son yillarda yapilan calismalar,
nanokillerin yapisinda bulunan hidrofilik gruplarin (Si-OH ve Al-OH) hiicre tutunma ve
cogalmasimi destekledigini vurgulamistir. Ayni zamanda, nanokil ylzeylerinde yer
degistirme reaksiyonlarina katilan iki degerlikli katyonlar araciligiyla aktive olan integrin

proteinlerinin hiicre tutunmasinin nedeni oldugu belirtilmektedir [79].

Yara iyilesme stireci, tercih edilen yara ortiisiiniin biyobozunurlugu, mikroorganizma
invazyonunu engellemesi, uygun nemliligi saglamasi ve hiicre tutunmasini desteklemesi
gibi 6zelliklerinden etkilenmektedir. Geg iyilesen kronik yaralarda yara yatagi genellikle
asidiktir. Yara ortlilerinde bulunan killer sizintiyr adsorpladiginda asidik ortamin etkisiyle
yer degistirme reaksiyonlar tetiklenir ve Li*, Mg®*, Si(OH)a gibi iyonlar salmir. Mg®*
yarada inflamatuvar cevabi hizlandirarak ve hiicre ¢ogalmasini tetikleyerek yara
iyilesmesine katkida bulunur. Yara yiizeyleri tipik olarak dizensiz morfolojiye sahiptir.
Bu nedenle yara ortulerinin adeziv 6zellik tasimasi kullanimlarini kolaylastirir. Yiiksek
sisme kapasitesi sayesinde nanokiller yara oOrtiisiine mukoadeziv 6zellik kazandirir.
Montmorillonitin de aralarinda bulundugu katyonik killer, kanamay1 durdurucu 6zellik
gosterirler. Smektit icerikli WounStat® ilk yardimda kullanilabilecek bir kanama
durdurucu ajan olarak FDA tarafindan onaylanmustir. Diger bir iiriin ise Combat Gauze™
adryla bilinen kaolin emdirilmis sarg1 bezidir ve kanamay1 durdurucu 6zelliktedir [81].
Nanokiller sayesinde, adeziv 6zellikte, sizintiy1 adsorplayabilen ve terapdtik ajanlarin

salimini yapabilen biyomalzemelerin tasarlanabilmesi s6z konusudur.
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Cizelge 2.4. Nanokil katkili polimerik doku iskeleleri.

Nanokil Katki Polimer Fabrikasyon Hicre Amaci Referans
Laponit - PEGDA-Aljinat, Jelatin 3B Biyobaskilama NIH 3T3 fare fibroblast - [82]
Amoksisilin PLGA Elektroegirme - Antibakteriyel [83]
Hallosit - PLA Elektroegirme - - [84]
Montmorillonit - PCL Elektroegirme Insan mezenkimal k&k hiicresi Kemik rejenerasyonu [85]
Venlafaksin HCI PLGA, Pluronik-F68 Iki asamali - Depresyon i¢in oral ilag 7
emdilsifikasyon salimi
Stronsiyum Kitosan Dondurarak kurutma Insan primer osteoblast Kemik rejenerasyonu [14]
5-aminovalerik asit, PCL Cozelti dokim, Insan mezenkimal kok hiicresi Kemik rejenerasyonu [86]
hydroksiapatit dondurarak kurutma
Kurkumin PCL Elektroegirme Fare dermal fibroblast hiicresi Yara ortusi [64]
Paclitaxel PLGA iki asamali Caco-2 ve HT-29, insan kalin Kanser tedavisi icin oral [57]
emlilsifikasyon bagirsak kok hiicre hatlari ilag salimi
Aniyonik kil Doksorubisin, 5-flurourasil, PLGA Cozelti dokim - - [87]
sodyum fusidat, antisens
oligoniikleotid
- PCL, Jelatin Elektroegirme SH-SY5Y Sinir rejenerasyonu [88]

PEGDA, poli(etilen glikol)diakrilat
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde tez siresince kullanilan malzemeler ve yapilan deneysel g¢alismalarin
yontemleri agiklanmistir. Calismalar temel olarak dort ana baslikta sunulmustur. ilk
bolimde, farkli derisimlerdeki serbest borun, HUVEC (insan gobek kordonu endotel),
HS2 (insan dermal keratinosit) ve BJ (insan dermal fibroblast) hiicreleri Gzerindeki
etkisinin, yara iyilesmesi agisindan, in vitro kiiltiir ¢alismalar1 ile incelenmesine yer

verilmistir.

Ikinci béliimde, bor tastyicist olarak kullanilan MMT lere bor yiiklemek amaciyla, farkli
kosullarda yapilan adsorpsiyon caligsmalari anlatilmig ve karakterizasyon g¢aligmalarina
yer verilmistir. Ayni zamanda, azometin-H ile bor tayinin hassas olarak yapilabilmesi i¢in

denenen kosullar agiklanmustir.

Uciincii bolimde, deri ve oral mukoza hasarlarinda yara drtiisii olarak kullanilmak iizere
hazirlanan, PLGA (poli(laktik-ko-glikolik asit)), PLGA/MMT (poli(laktik-ko-glikolik
asit)/montmorillonit) ve  PLGA/B-MMT  (poli(laktik-ko-glikolik asit)/bor-
montmorillonit) nanofibréz matrikslerin elektroegirme yontemiyle iiretimi anlatilmustir.
Nanofibroz matrikslerin  yapisal karakterizasyon ¢alismalarinin  ardindan, HS2
hicrelerinin nanofibroz matrikslere tutunma ve g¢ogalma davranislarinin incelendigi

in vitro ¢alismalar hakkinda bilgi verilmistir.

Son bélimde ise, PLA (poli(laktik asit)), PLA/MMT (poli(laktik asit)/montmorillonit) ve
PLA/B-MMT  (poli(laktik  asit)/bor-montmorillonit)  nanofibréz ~ matrikslerin
elektroegirme yontemiyle iiretimi ve yapisal karakterizasyonu anlatilmistir. Daha sonra,
iretilen nanofibroz matrikslerin, IDF (insan dermal fibroblast) ve HS2 hiicreleri ile yara
iyilesmesi  agisindan  degerlendirilmesine  iliskin  ¢alismalarin ~ yOntemleri

detaylandirilmistir.

3.1. Malzemeler

Deneysel calismalar igin kullanilan tiim kimyasallara ait detaylara Cizelge 3.1°de

alfabetik sira ile yer verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler.

Malzeme Kod Firma Ulke
Alexa Fluor® 488 konjuge anti Rabbit 1gG A11008 Thermo Fisher A.B.D.
ikincil antikor

Alexa Fluor® 488 konjuge phalloidin CST 8878S Cell Signaling A.B.D.
Alexa Fluor®555 konjuge anti Rabbit 1gG 4413 Cell Signaling A.B.D.
ikincil antikor

Amonyum asetat 1.01116 Merck Almanya
Azometin-H monosodyum tuz hidrat 11635 Sigma-Aldrich Almanya
Borik asit 10043-35-3 Merck Almanya
cDNA reverse transkripsiyon kiti 4368814 Applied Biosystem A.B.D.
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) D-1306 Invitrogen A.B.D.
DCF-DA (2,7’-dikolorofloresin diasetat) D6883 Sigma-Aldrich Almanya
Dekstran D4751 Sigma-Aldrich Almanya
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat 1.06580 Merck Almanya
(NazHPO4.2H-0)

DMEM-F12 319-085 CL Wisent Kanada
DMEM-HG DMEM-HPXA Capricorn Scientific Almanya
DMEM-LG DMEM-LPXA Capricorn Scientific Almanya
DMSO A3672 Applichem Almanya
Dulbecco’nun fosfat tampon ¢ozeltisi (D-PBS)  PBS-1A Capricorn Scientific Almanya
EDTA disodyum tuzu EDTO001 BioShop Kanada
Eosin Y HX61092539 Merck Almanya
Etidyum homodimer-1 46043 Sigma-Aldrich A.B.D.
Etil alkol 1.50318E+11 Teksoll Tarkiye
EvaGreen® 08-25-00001 Solis Biodyne Estonya
Fetal sigir serumu (FBS) FBS-HI-11A Capricorn Scientific Almanya
Fibronektin birincil antikor 26836 Cell Signaling A.B.D.
Glasiyal asetik asit 1.00056 Merck Almanya
Glutaraldehit G-6257 Sigma-Aldrich Almanya
Hekzametildisilazan (HMDS) 440191 Sigma-Aldrich Almanya
Hematoksilen HX84908574 Merck Almanya
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Cizelge 3.1. Devamu.

HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol) 105228 Sigma-Aldrich Almanya
Hidroklorik asit (HCI) 07102 Sigma-Aldrich Almanya
Human VEGF 165 4363-10 BioVision A.B.D.
izopropanol 1.09634.2511 Merck Almanya
Kalsein asetoksimetil (Kalsein AM) 56496 Sigma-Aldrich Almanya
Kalsiyum kloriir (CaCly) 1.02378 Merck Almanya
Kegi serumu G-9023 Sigma-Aldrich Almanya
Kloroform 1.02445 Merck Almanya
Kollajen 1Al birincil antikor 72026 Cell Signaling A.B.D-
Ksilen 16446 Sigma-Aldrich Almanya
L-askorbik asit A7506 Sigma-Aldrich Almanya
L-glutamin GLN-B Capricorn Scientific Almanya
Matrijel matriks 354230 Corning A.B.D.
MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2]- A2231 Applichem Almanya
difeniltetrazolyum bromdr)

Nanomer PGV (Bentonit) 682659 Sigma-Aldrich Almanya
Paraformaldehit P6148 Sigma-Aldrich Almanya
Penisilin-Streptomisin PS-B Capricorn Scientific Almanya
Pluronik F127 P2443 Sigma-Aldrich Almanya
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) PDLG 5010 Corbion Purac Hollanda
Poli(L-laktik asit) (PLA) PL18 Corbion Purac Hollanda
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 1.04871 Merck Almanya
Potasyum klorur (KCI) 1.04936 Merck Almanya
Ribonukleaz (RNaz) inhibitéri 1832151 Applied Biosystem A.B.D.
RNA izolasyon kiti 74004 Qiagen Almanya
RPMI RPMI-HXA Capricorn Scientific Almanya
Senesens detection kit ah65351 Abcam Ingiltere
Sigir serum albiimin (BSA) A2153 Sigma-Aldrich Almanya
Sitrik asit anhidroz 1.06488.1000 Merck Almanya
Sodyum hidroksit (NaOH) 1927280 Merck Almanya
Sodyum klorir (NaCl) S9888 Sigma Almanya
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Cizelge 3.1. Devamu.

Sodyum sitrat 8.18707.1000 Merck Almanya
Tripsin TRY-3B Capricorn Scientific Almanya
Triton X-100 215682500 Acros Organics Almanya
Trizol 79306 Qiagen Almanya

3.2. Borun insan Endotel, Dermal Keratinosit ve Dermal Fibroblast Hiicrelerine

Etkisinin Belirlenmesi i¢in Yapilan In vitro Hiicre Kiiltiir Cahismalari

Tez calismasinin bu asamasinda, yara iyilesme siirecinde serbest borun (B) dermal
hiicreler iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Hazirlanan tiim proliferasyon
ortamlarinin bor ile katkilandirilmast i¢in, 0,23 g borik asit (HsBOs) 20 mL steril ultra saf
su igerisinde ¢oziilerek stok (2,0 mg/mL) ¢ozelti hazirlanmis ve 0,22 pm’lik filtreden
gecirilerek sterilize edilmistir. Bu ilk stoktan ultra saf su ile 1,0 mg/mL ve 0,1 mg/mL
derisimde 2 seyreltik ¢6zelti hazirlanmis ve ¢ozeltilerin pH’1 2 M NaOH kullanilarak
7,4’e ayarlanmis ve tekrar 0,22 pm’lik filtreden gegirilmistir. Boylece proliferasyon
ortamlarina %1 (v/v) oraninda eklendiginde 1, 10 ve 20 ug/mL bor igeren besi ortamlari

elde edilmistir.

3.2.1. HUVEC’ler ile Bor’un In vitro Tiibiil Olusumuna Etkisi

Hicre besi ortaminda bulunan serbest bor’un in vitro tiibiil olusumuna etkisinin
degerlendirilmesi amactyla, in vitro tiibiil olusturma yetenegi oldugu bilinen insan gobek
kordonu endotel hucreleri (HUVEC) kullanilmistir. Hiicreler, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v)
L-glutamin ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin iceren RPMI (Roswell Park Memorial

Institute) besi ortaminda (proliferasyon ortami) ¢ogaltilmistir.

Matrijel kaplamanin vapilmasi

Istenilen hiicre sayisina ulasildiktan sonra, ¢alismanin yiiriitiilecegi 96 kuyucuklu hticre
kiiltiir kab1 Matrijel ile kaplanmistir. Matrijel, saklama kosulu olan -20°C’de donmus
haldedir. Bu nedenle, hiicre ekiminden bir giin 6nce +4°C’de bekletilerek sivilagsmasi
saglanmistir. Ayrica, yaklagik 10-22°C arasinda jellestiginden, yiizeylerin homojen bir
sekilde kaplanmasi igin, filtreli pipet uclar1 ve 96 gozli hiicre kiiltiir kab1 da 6nceden

sogutulmustur. S1vi halde bulunan Matrijel, soguk 96 g6zIi kiiltur kabinin ekim yapilacak
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her bir gozune 50 pL olacak sekilde eklenmis ve 37°C’deki inkiibatore yerlestirilerek
jellesmesi igin beklenmistir [89].

Bor iceren ortamlarin hazirlanmasi

Hicre ekiminde kullanilmak tizere, kontrol (O pg/mL), 1, 10 ve 20 pg/mL bor iceren
proliferasyon ortamlari, 10 pg/mL vaskiler endotelyal blyiime faktori (VEGF) icerecek

ve icermeyecek sekilde hazirlanmistir.
Hucre ekimi

Pasaj 14 HUVEC’ler tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirilarak 2x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hazirlanan farkli ortamlarla (100 uL’de) Matrijel kapli yiizeylere ekilmis
ve 6 sa boyunca 37°C’de %5 COq igeren hiicre kultirt inkibatorinde bekletilmistir.
VEGEF igeren ya da igcermeyen borlu proliferasyon ortamlar ile ekilen hiicreler 4uncl ve
6nc1 saatlerde optik mikroskop (Olympus, A.B.D.) ile gorintilenmistir. VEGF
icermeyen borlu ortamlarda kiltiire edilen hicrelerin 6 sa sonra elde edilen optik
mikroskop goriintiilerinin analizi Wimasis (http://www.wimasis.com) ile yapilmistir.

Elde edilen verilerle farkli besi ortamlarinin tiibiil olusumlarina etkisi degerlendirilmistir.

3.2.2. HS2’ler ile In-vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar

Insan dermal keratinosit hiicre hatt1 olan HS2 hiicrelerinin bor iceren besi ortamlarindaki
davraniglarinin yara iyilesmesi agisindan degerlendirilmesi amactyla iki boyutlu in vitro
hiicre Kiiltiir ¢alismalar1 yapilmistir. HS2 hiicreleri Ege Universitesi Biyomiihendislik
Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ismet Deliloglu Giirhan’in laboratuvarindan temin
edilmistir. Hicreler, %5 (v/v) FBS (fetal sigir serumu), %1 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v)
penisilin-streptomisin iceren DMEM-F12 besi ortaminda (proliferasyon ortami)
cogaltilmistir. Yeterli hiicre sayisina ulagilmasinin ardindan, analize gore 24, 48 ya da 96
kuyucuklu hiicre kultir kaplarma 5x10% hiicre/cm? yogunlukta ekim yapilmistir.
Hicrelerin bir gece kiiltiire edilmesinin ardindan ortamlar1 gruplara gore, kontrol (O
pg/mL), 1, 10 ve 20 pg/mL bor iceren proliferasyon ortamlari ile degistirilerek belirlenen

gunlerde analizler yapilmstir.
3.2.2.1. MTT Analizi

Farkli miktarlarda bor iceren proliferasyon ortamlarinda hiicre canliliginin kantitatif
olarak belirlenmesi amacryla kilturun 1, 3, 7, 10, 12 ve 14. glinlerinde her bir kuyucuga
%10 (viv) MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
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cozeltisi (2,5 mg/mL PBS) iceren serumsuz besi ortami eklenmis ve 3 sa boyunca 37°C’de
%5 CO- iceren etiivde (Heraus Instruments, Almanya) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sirasinda, canli hicrelerin  NAD(P)H-bagimli oksiredliktaz enzimleri sar1 renkli
tetrazolyum tuzu olan MTT boyasimi indirgeyerek suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan
kristallerine dontstiirmektedir. Sure sonunda, ortamlar kuyucuklardan uzaklastirilmis ve
her bir kuyucuga 400 pL izopropanol (0,04 M HCI iceren) eklenerek mor formazan
kristallerinin ¢6zinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢dzeltiden alinan 200’er uL. 6rnek, 96
gozIu kultiir kabina aktarilarak 690 nm referans olmak lzere 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Asys UVM 340, Avusturya) oOl¢iim sonucu optik yogunluk
belirlenmistir. BUtun gruplarda MTT analizleri 3 paralel 6rnek kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar, kontrol grubu hiicrelerin canliligi %100 kabul edilerek,
diger grup hiicrelerin canliliginin bu hiicrelere gore yilizde (%) olarak belirlenmesi ile

verilmigtir.
3.2.2.2. Canly/Olii Hiicre Boyama

Hiicre canliliginin kalitatif olarak degerlendirilmesi i¢in kiiltiiriin 3 ve 7. giinlerinde
canli/6lii boyama analizi yapilmistir. Canli hiicrelerin isaretlenmesi i¢in kullanilan
kalesin AM hiicre i¢ine alinmasinin ardindan hiicre i¢i esteraz aktivitesi nedeniyle yesil
floresan 151ma (ex/em 494/517 nm) yapan kalseine doniismektedir. Olii hiicrelerin
goriintiilenmesi i¢in ise, sadece hasarli hiicre membranindan gecebilen ve niikleik asitlere
baglanarak kirmizi floresan 1s1ma (ex/em 528/617) yapan etidyum homodimer-1 (EthD-
1) kullanilmistir. Tiim gruplarda 6rnek iizerindeki ortam uzaklastirilarak, kuyucuklar
Ca2" ve Mg?" igeren PBS (PBS+) ile 2 kere yikanmustir. Ardindan, PBS+ igerisinde 1 mM
Kalsein AM ve 1 mM EthD-1 olacak sekilde hazirlanan boya ¢ozeltisinden her bir
kuyucuga 250 uL eklenerek oda sicakliginda 1siksiz ortamda 30 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra orneklerin iizerindeki boya ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve PBS+ ile 2 defa
yikama yapilarak kuyucuklar hizlica floresan mikroskop (Olympus, A.B.D.) ile

incelenmigtir. Goriintiiler her bir grup i¢in 2 paralel 6rnekten elde edilmistir.
3.2.2.3. Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI Boyama

Tum gruplarda hicre morfolojisinin analiz edilebilmesi icin kultiirin 3 ve 7. glnlerinde
Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI boyama yapilarak hiicre iskeleti ve cekirdegi
gorlntiilenmistir. Hiicreler lizerindeki ortam uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklar 2 defa

5 dk olacak sekilde PBS ile yikanmistir. Hiicreler %4 (w/v) soguk paraformaldehit
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cozeltisi eklenerek oda sicakliginda 15 dk fikse edilmistir. Ardindan, 2 kez PBS ile
yikanan hiicrelerin membran gegirgenligini saglamak igin 250 puL %0,01 (v/v) TritonX-
100 cozeltisi (PBS icerisinde) eklenerek oda sicakliginda 10 dk daha inkiibe edilmistir.
Tiim kuyucuklar 3 defa 5 dk PBS ile yikandiktan sonra, 1:100 Alexa Fluor® 488
Phalloidin ve 1:1000 DAPI iceren PBS-A (%1 (w/v) BSA (sigir serum alblmin) iceren
PBS) ile 30 dk oda sicakhiginda ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 PBS-A ile 3 kere 5 dk olacak sekilde yitkama yapilmis ve floresan mikroskop ile
gorlntiilenmistir. Hiicre iskeleti yesil, hiicre ¢ekirdegi ise mavi olarak goriilmektedir.

Tiim gruplarda incelemeler 2 paralel 6rnek lizerinden gerceklestirilmistir.
3.2.2.4. Hiucre Gogu Analizi (Scratch Assay)

Farkli derisimlerde bor igeren proliferasyon ortamlarinin yara iyilesmesinde biiyiik dnemi
olan hiicre goc¢iine etkisinin belirlenebilmesi icin ¢alismalar 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarinda yiiriitiilmiistiir. HS2 hiicreleri 7,5 x10® hiicre/cm? olacak sekilde proliferasyon
ortami ile ekilmistir. Hiicreler yaklasik %80-90 doygunluga ulastiginda tizerlerindeki
ortam uzaklastirilmis ve 200 pL’lik steril pipet ucu kullanilarak yara iyilesmesi modelleri
olusturulmustur. Biitiin  kuyucuklar, mekanik etki ile kaldirilan hiicrelerin
uzaklagtirilmasi amaciyla 2 kere steril D-PBS ile yikanmistir. Ardindan, gruplara bor
igeren proliferasyon ortamlari eklenerek 48 sa boyunca 37°C’de ve %5 CO igeren etlivde
inkiibe edilmistir. Her grup icin 3 paralel 6rnek ile calisilmis, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde
optik mikroskop ile goriintilleme yapilmistir. Goriintiilerin ImageJ (NIH, A.B.D.)
programi ile analizi yapilarak, hiicre gociiniin kantitatif olarak degerlendirilmesi

saglanmustir.
3.2.2.5. Reaktif Oksijen Turlerinin Belirlenmesi

Hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu belirlemek igin, kiiltiiriin 7. ve 14.
ginlerinde tim gruplar DCF-DA (2’,7’-Diklorofloresin diasetat) ile boyanmustir.
Floresan o&zelligi bulunmayan DCF-DA hiicre membranindan gecebilmekte ve
sitoplazmada esterazlar ile DCF’ye doniismektedir. DCF’nin ROS varliginda okside
olmasi sonucunda ortaya ¢ikan floresan 1s1ma kalitatif ve kantitatif olarak
degerlendirilmistir. DCF-DA stok ¢0zeltisi 1 mM derisimde olacak sekilde DMSO
igerisinde ¢Oziilmiis ve -20°C’de saklanmustir. Kiltirin belirlenen gunlerinde, tim
gruplarda kuyucuklardaki ortam uzaklastirilmistir. YUzde 1 (v/v) DCF-DA stok ¢ozeltisi
ve %1 (v/v) L-glutamin iceren PBS+ eklenerek 30 dk 37°C’de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyonun ardindan, tiim kuyucuklar 1 kere PBS+ ile yikanmuis ve kuyucuklara PBS+
eklenerek Spectramax cihazinda (ex/em 485/535 nm) floresan siddetleri Olglilmiistiir.
Daha sonra hizlica floresan mikroskop ile goriintiilemeleri yapilmistir. Degerlendirmeler

3 paralel 6rnek iizerinden yapilmistir.
3.2.2.6. Hiicrelerin “Senesens” Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bor katkili hiicre kiiltiir ortamlarinda hiicrelerin senesens (yaslanma) o6zelliklerinin
belirlenmesi icin kiltdrin 10. giiniinde senesens kiti kullanilarak boyama yapilmustir.
Hicrelere verilen X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside)
substratinin, SA-R-gal (senesens iliskili B-galaktosidaz) enzimi ile pargalanmasi ile
yaslanan hiicreler tespit edilmistir. Kisaca; hiicreler lizerindeki ortamlar ¢ekilerek 1 defa
PBS ile yikanmustir. Kit igindeki fiksasyon cozeltisi ile 10-15 dk fiksasyon yapilmistir.
Boyama karigimi taze olarak hazirlanarak her bir géze 250 pL (235 pL boyama ¢ozeltisi
+ 2,5 pL boyama takviyesi + 12,5 pL X-gal (20 mg/mL)) eklenmistir. Ardindan hiicre
kiiltiir kabinin etrafi CO2 almayacak sekilde sikica Parafilm ile sarilarak 1 gece 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda optik mikroskop ile gérintiileme yapilmistir.
Senesense giren hiicrelerdeki artan B-galaktosidaz aktivitesi nedeniyle, yesil-mavi renkte
hicre boyamalar1 elde edilmistir. GOrlntller 2 paralel 6rnek zerinden alinarak

degerlendirilmistir.
3.2.2.7. Yara lyilesmesinin RT-PCR ile Degerlendirilmesi

Besi ortamlarinda bor katkisi bulunan HS2 hiicrelerinin yara iyilesmesi ve damarlanma
ile iligkili genlerinin ifade diizeylerinin 6l¢imi kultlrin 7. ve 14. gunlerinde gercgek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi ile incelenmistir. Bu amagla,
kiiltiir yiizeyinden tripsin yardimiyla kaldirilan hiicreler 2 kere D-PBS ile yikanmis ve
analiz giiniine kadar Eppendorf tiipler icerisinde hiicre pelleti seklinde -80°C’de
saklanmistir. Analizin ilk basamagi olan total RNA izolasyonu i¢in hiicrelerin bulundugu
Eppendorf tiiplerin her birine 500 pL Qiazol (trizol) eklenmis, 20 dk oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Stire sonunda 100 pL kloroform eklenerek calkalanan tiipler 5 dk daha
inkiibe edildikten sonra, 13.000 rpm’de 15 dk oda sicaklifinda santrifiijlenmistir.
Tiiplerde faz ayriminin gergeklesmesinin ardindan, en {istteki sulu fazda toplanan
RNAlar yeni tiiplere aktarilarak, esit hacimde olacak sekilde %70 (v/v, RNaz icermeyen
suda) etil alkol (EtOH) ¢6zeltisi eklenerek yikanmistir. Bu asamadan sonra RNA’nin

saflastirilmas1 icin RNeasy® Mini Kit (Qiagen, UK) kullanilmis ve kit protokolii
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uygulanmistir. Total RNA’lar 30 pL RNaz igermeyen su igerisinde toplanmistir.
RNA’nin derigimi ve kalitesi Nanodrop (Thermo Scientific 2000c, A.B.D.) cihazi ile
olgiilmiistiir. Ikinci basamakta RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi
gergeklestirilmistir. Biitiin 6rneklerde esit miktarda RNA kullanilarak, High Capacity
cDNA Reverse Transkripsiyon Kit (Thermo Fischer, A.B.D.) protokolii uygulanmstir.
cDNA sentezi Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher
Scientific, A.B.D.) cihazinda, 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk reaksiyon
programiyla gerceklestirilmistir. RT-PCR i¢in gerekli olan c¢cDNA’larin eldesinin
ardindan, 5X HotFire Pol® Eva Green® gPCRMix Plus (SolisBioDyne, Estonya) ve
primerler kullanilarak hazirlanan reaksiyon karisim tiiplere eklenmis ve LightCycler®
Nano Instrument (Roche, Isvigre) cihazinda analiz gerceklestirilmistir. Son asamada
Cizelge 3.2°de baz dizileri verilen primerler ile RT-PCR yapilmaistir. Cihaz, denatiirasyon
basamagi 95°C’de 900 s, uzama basamagi 95°C’de 15 s, primerin yapisma sicakliginda
(Tanneating) 20 s ve 72°C’de 20 s olacak sekilde 45 dongii ve son olarak ayrilma basamagi
60°C’de 20 s ve 95°C’de 20 s olacak sekilde programlanmistir. Her bir gen i¢in ifade
degerinin referans gen olarak segilen insan B-aktin geninin ifade degerine orami 2-44Ct
metodu kullanilarak hesaplanmis ve bor icermeyen grubun 7. giin degerleri kontrol olacak

sekilde hesaplamalar yapilmistir. Her bir grup igin 4 paralel 6rnek ile ¢aligilmistir.

Cizelge 3.2. HS2 hicrelerinin RT-PCR analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri.

Primer Kisaltma Baz dizisi (5°-3°)

Keratinl4 KRT14

T

TGCCGAGGAATGGTTCTTCACC
R GCAGCTCAATCTCCAGGTTCTG

Fibroblast buyime faktori2 FGF2 F  AGCGGCTGTACTGCAAAAACGG
R CCTTTGATAGACACAACTCCTCTC

Damar endoteli biytime faktoru VEGF F  TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA
R GATGGCAGTAGCTGCGCTGATA

Trombosit kokenli blyiume faktoric PDGF F CAGCGACTCCTGGAGATAGACT
R CGATGCTTCTCTTCCTCCGAATG

B-aktin p-aktin F CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
R AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
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3.2.3. BJ’ler ile In vitro Hiicre Kiiltiir Calismalari

Insan dermal fibroblast hiicre hatt1 olan BJ hiicreleri, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Ogretim tiiyesi Prof. Dr. Mehtap Kili¢ Eren’in laboratuvarindan temin edilmistir. BJ
hlcrelerinin bor iceren besi ortamlarindaki davraniglarinin yara iyilesmesi agisindan
degerlendirilmesi amaciyla iki boyutlu in vitro hiicre kiltlr ¢alismalar1 yapilmustir.
Hicreler, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin iceren
DMEM-HG besi ortaminda (proliferasyon ortami) ¢ogaltilmistir. Yeterli hiicre sayisina
ulagilmasinin ardindan, analize gore 24, 48 ya da 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 5-
8x10° hiicre/cm? yogunlukta ekim yapilmustir. Hiicrelerin bir gece Kiiltiire edilmesinin
ardindan ortamlar1 gruplara gore, kontrol (0 pug/mL), 1, 10 ve 20 pg/mL bor igeren
proliferasyon ortamlari ile degistirilerek belirlenen giinlerde asagida belirtilen analizler

yapilmustir.
e MTT Analizi
e Canl/Olii Hiicre Boyama
e Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI Boyama
e Hicre Gocu Analizi (Scratch Assay)
e Reaktif Oksijen Turlerinin Belirlenmesi
e Hiicrelerin “Senesens” Ozelliklerinin Belirlenmesi
e Yara lyilesmesinin RT-PCR ile Degerlendirilmesi

Kisacasi, HS2 hiicreleri i¢in yapilan tiim analizler BJ hiicreleri i¢in de ayn1 yontemlerle

yapilmustir ve detaylarina Boliim 3.2.2.1-7 arasinda yer verilmistir.

BJ hucreleri icin RT-PCR analizinde incelenen belirtecler ve baz dizileri Cizelge 3.3’te

verilmistir.
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Cizelge 3.3. BJ hucrelerinin RT-PCR analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri.

Primer Kisaltma Baz dizisi (5°-3°)

Kollajen tip I alfa 1 zinciri COL1A1

T

GATTCCCTGGACCTAAAGGTGC
R AGCCTCTCCATCTTTGCCAGCA

Fibronektin FN F ACAACACCGAGGTGACTGAGAC
R GGACACAACGATGCTTCCTGAG

Laminin altiinite alfa-5 LAMAS F GTCACAGAGCAGGAGGTGGCT

R GCTTCTGTCAAGACTCTCCAGG
Fibroblast buyime faktori2 FGF2 F AGCGGCTGTACTGCAAAAACGG

R CCTTTGATAGACACAACTCCTCTC
Damar endoteli biyiime faktori VEGF F TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA

R GATGGCAGTAGCTGCGCTGATA
Trombosit kokenli bllyime faktorl PDGF F CAGCGACTCCTGGAGATAGACT

R CGATGCTTCTCTTCCTCCGAATG
B-aktin [S-aktin F CACCATTGGCAATGAGCGGTTC

R AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT

3.3. Nanokillere Bor Adsorpsiyonu

Tez calismasinda, hidrofilik 6zellikteki bentonit grubuna ait nanokillere (MMT) bor
adsorpsiyonu iki farkli sekilde gergeklestirilmistir. Her ¢alisma Oncesinde, MMT’ler
105°C vakum etiiviinde 2 sa stireyle kurutulmustur. Ik adsorpsiyon ¢alismalarinda, diisiik
bor derisimleri ile denemeler yapilarak adsorpsiyonun dengeye ulastigi kosullarin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bor adsorpsiyonunda etken olan faktorleri belirlemek icin
yapilan bu 6n ¢alismalarda, adsorpsiyon sonrasinda supernatanda kalan bor, kolorimetrik
olarak azometin-H yontemi ile analiz edilerek, kilin adsorpladig: bor miktar1 indirekt
olarak hesaplanmistir. Daha sonra ise, nanokilin katyon degisim kapasitesi hesaplanarak,
daha yiiksek derisimlerde bor ile adsorpsiyon ¢alismalar1 yapilmis ve hem stipernatandaki
hem de nanokillerdeki borun tayini endiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi

(ICP-MS) ile gergeklestirilmistir.
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3.3.1. Bor Adsorpsiyonunda Etken Faktorlerin Belirlenmesi

Adsorpsiyon ¢alismalarinda yapilan ilk denemelerin kosullar1 bu boliimde 6zetlenmistir.
Denge ¢alismalarinda kullanilan stok bor ¢6zeltisi, Hs3BO3’Un ultra saf suda ¢oziinmesiyle
100 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Cozeltinin pH’t 10 M NaOH c¢ozeltisi
yardimiyla 9,0-9,5 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Tiim c¢alismalarda pH ve
sicaklik sabit tutulmustur. Bu boliimde yapilan tim deneyler icin, adsorpsiyon sonrasi
stpernatandaki bor tayini azometin-H yontemiyle gergeklestirilmis ve MMT’nin
adsorpladigi bor miktar1 Esitlik 3.1 ile hesaplanmistir. Burada q kilin bor adsorpsiyon
kapasitesini (mg B/g kil), Ci baslangi¢ bor derisiminin (mg/L), Ce denge bor derisimini
(mg/L), V toplam ¢ozelti hacmini (L), m ise MMT agirligini (g) tanimlar.

_ (Ci_ce)v
- m

(Esitlik 3.1)
3.3.1.1. Azometin-H Yontemi

Spektrofotometrik bor tayini igin bor-azometin-H bilesiginin olusumuna dayanan
azometin-H yontemi kullanilmustir. Tlk olarak, olusan bilesigin adsorpsiyon spektrumu
UV-Vis spektrofotometre cihaziyla (Thermo Scientific GENESYS 10, A.B.D.) elde
edilmistir. Analitik yontemin gelistirilmesi i¢in, farkli bilesimlerdeki reaktif ve tampon
cozeltilerinden  yararlanilmistir.  Denemelerde  kullanilan  farkli  ¢Ozeltilerin

hazirlanmasina iliskin detaylar asagida aciklanmistir.

Stok bor c¢ozeltisi: 1000 ug/mL stok bor ¢6zeltisinin hazirlanmasi igin 0,23 g H3zBO3
tartilarak 40 mL ultra saf suda ¢ozlilmistiir. Alt stok olarak 100 pg/mL bor c¢ozeltisi
hazirlanmis, pH’1 9,0-9,5 olacak sekilde ayarlanmistir. Bor derisimine karsilik gelen
absorbans degerini gosteren kalibrasyon egrisinin elde edilmesi igin, en yiksek
derisimden baglanarak yar1 yartya seyreltme yapilmis ve kor ¢0zelti de dahil olmak tizere

8 farkl1 bor derisimi i¢in analiz gerceklestirilmistir.
Azometin-H cozeltileri:

e Azo0-H/A: 0,1g azometin-H sodyum tuzu ve 0,3 g L-askorbik asit 10 mL ultra saf

suda ¢oziilmistiir.

e Az0-H/B: 0,1g azometin-H sodyum tuzu ve 0,2 g L-askorbik asit 10 mL ultra saf

suda ¢oziilmistiir.
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Tampon ¢ozeltiler:

e Tampon cozelti 1: 28,88 mL 0,002 M sitrik asit ve 19,41 mL 0,001 M sodyum

sitrat karigtirilarak ultra saf suyla 100 mL’ye tamamlanmuistir.

e Tampon ¢ozelti 2: 0,002 M sitrik asit ve 0,001 M sodyum sitrat igeren 100 mL

¢ozelti hazirlanmistir.

e Tampon ¢Ozelti 3: 20 g amonyum asetat tuzu 40 mL ultra saf suda ¢6ziindikten
sonra, 10 mL glasiyal asetik asit ve 0,56 g EDTA disodyum tuzu eklenerek

hazirlanmustir.

Reaktif ¢cozelti: Azometin-H ve tampon ¢6zeltilerinin reaksiyon dncesinde esit hacimlerde

(1:1) karistirilmasiyla elde edilmistir.

Analizler 96 kuyucuklu kultlr kaplarinda yapilmistir. Toplam hacim 200 pL olacak
sekilde, 1:1 ve 1:3 olmak Uzere, iki farkli reaktif:6rnek oranlar1 denenmistir. Bitln
denemelerde azometin-H bor kompleksi olusmasi i¢in ortam sicakligr 23°C, baglanma
stiresi 30 dk, ¢alkalama hiz1 150 rpm olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen
¢ozeltilerin optik yogunlugu 420 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340,

Avusturya) ile spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.
3.3.1.2. Diisiik Derisimlerde Bor Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon ortami olarak g¢alismalar boyunca ultra saf su ya/ya da 0,01 M CaCl>
cozeltisi kullanilmustir. Kalsiyum kloriir ¢ozeltisinin iyon siddeti (u) Esitlik 3.2 ile

hesaplanmistir. Burada Ziiyon yukind, Cj ise iyonun derisimini tanimlar.
n=-XZ2C (Esitlik 3.2)

Bor adsorpsiyonunda, iyon siddetinin, siirenin ve adsorpsiyon ortam hacminin etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan tim calismalarda ¢ozelti pH’lar1 9,0-9,5 arasinda olacak
sekilde ayarlanmistir. Deneyler daha 6nce kurutulan 1 g MMT ’ler ile 23°C sabit sicaklikta
gerceklestirilmistir. Cizelge 3.4°te deneylere ait parametreler agiklanmistir. Adsorpsiyon
calismalarinin sonunda karigimlarin 4.500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmesiyle elde edilen

slipernatandan azometin-H yontemi ile bor tayini yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Adsorpsiyon deneylerine ait parametreler.

Bor Adsorpsiyon

derisimi Adsorpsiyon ortaminin hacmi Sure
(ug/mL) ortami (mL) (sa)
. ] o ultra saf su ya
Iyon siddeti ve bor derisiminin etkisi 0-100 10 2

da 0,01 M CaCl;

ultra saf su ya
10 10 0-24
da 0,01 M CaCl;

Surenin etkisi

5 0,01 M CaCl; 5 0-24
25 0,01 M CaCl; 5 0-2
Adsorpsiyon ortam hacminin etkisi 5 0,01 M CaCl, 5-10-25 2

3.3.2.

Kilin Katyon Degisim Kapasitesinin Belirlenmesi ile Yapilan Adsorpsiyon

Cahsmalan

3.3.2.1. Katyon Degisim Kapasitesinin Hesaplanmasi

Nanokilin katyon degisim kapasitesi (KDK) ANSI/ASTM C837-76 standardina gore

belirlenmistir. Bu yontem, belirli pH ve derisimde hazirlanan metilen mavisi ¢6zeltisinin

kil tarafindan adsorpsiyonuna dayanir. Bu standarda gore su islemler yapilmistir.

0,01 N metilen mavisi ¢ozeltisi hazirlanir.

2 g kil 300 mL ultra saf su ile homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirilir

ve pH’12,5-3,8 arasi olacak sekilde siilfiirik asitle ayarlanir.

0,01 N’lik metilen mavisi ¢ozeltisinden 5 mL karisima eklenir ve manyetik

karistiricida 1-2 dk karigmasi beklenir.

Cam baget yardimiyla karigimdan alinan damla filtre kagidina damlatilir ve rengi

g6zlemlenir.

Standartta belirtilen renge ulasilana kadar islem tekrarlanir.

Deneyde ilk olarak cevresinde renksiz bir su halkasi bulunan mavi damlalar elde

edilmistir (Sekil 3.1). Zamanla kilin adsorpladigi metilen mavisi arttigindan, agik mavi

renk koyu mavi olarak gézlemlenmistir. Koyu mavi damla disinda agik mavi renkli halka

gorulene kadar deneye devam edilmistir. Bu noktaya ulasildiktan sonra deney
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sonlandirilarak harcanan metilen mavisi miktarindan Esitlik 3.3 yardimiyla kilin KDK’s1
(meg/100 g kil) hesaplanmistir. Burada, E metilen mavisi ¢06zeltisinin derigimi
(mmol/mL), V kullanilan metilen mavisi ¢ozeltisinin toplam miktarin1 (mL), W ise kilin

agirhigini (g) ifade etmektedir.

KDK = (E x ) x 100 (Esitlik 3.3)

Sekil 3.1. ANSI/ASTM C837-76 standardina gore yapilan metilen mavisi deneyi.

3.3.2.2. Yuksek Derisimlerde Bor Adsorpsiyonu

Bor adsorpsiyon calismasinin bu boélimiinde, katyon degisim kapasitesinin 2 ya da 5
katina esdeger olacak sekilde bor ¢Ozeltileri sirasiyla 2,50 mmol (2x) ve 6,25 mmol (5x)
bor derisiminde hazirlanmistir. Bu amagla, 1,24 g ve 3,10 g HsBOs 80 er’mL ultra saf su
icinde ¢oziilerek pH’lar1 9,0-9,5 arasinda ayarlanmistir. Adsorpsiyon caligsmalari, her iki
derisimdeki ¢ozelti icin de 1 g MMT ile 23°C’de karistirmali ortamda 24 sa slreyle
gerceklestirilmigtir. Sure sonunda oOrnekler 4.500 rpm de 10 dk santrifiijlenerek
stipernatanlar toplanmigtir. Tekrar santrifij yardimiyla MMT’ler 3 defa ultra saf su ile
yikanmigs ve dondurarak kurutma (Christ, Almanya) yontemiyle kurutulmustur. Bu
asamada toplanan supernatanlar ve B-MMT d&rnekleri adsorpsiyon miktarinin
hesaplanmasi igin ICP-MS ile analiz edilmistir. Kurutulan B-MMT 6rneklerinin bir kismi
ile bor salim ¢aligmalar1 yapilmistir. Salim ¢alismasi igin, 2X ya da 5x B-MMT’den 1 g
tartilarak 10 mL ultra saf su igine eklenmis ve 37°C calkalamali ortamda 24 sa sureyle
inkiibe edilmistir. Slre sonunda O6rnekler 4.500 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek

stpernatanlar toplanmistir. Tekrar santrifilj yardimiyla B-MMT’ler 3 defa ultra saf su ile
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yikanmig ve liyofilizatorde kurutulmustur. Supernatanlar ve salim sonrasi B-MMT
ornekleri bor salim miktarmin hesaplanmasi igin ICP-MS (Perkin EImer DRC Il, A.B.D.)
ile analiz edilmistir. Ayrica, MMT ve 5XxB-MMT lerin kimyasal yapilar1 Nicolet iS10
FTIR spektrofotometresi (Thermo Scientific, A.B.D.) ile 400-4000 cm™ dalga sayis1

araliginda belirlenmistir.

3.4. PLGA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi ve Hiicre Kiltiir Cahsmalar

Sunulan tez ¢alismasinin bu boliimiinde, PLGA, PLGA/MMT ve PLGA/B-MMT fiber
matrikslerin elde edilmesine ve karakterizasyonuna yonelik ¢alismalara yer verilmistir.
Hazirlanan fiber matrikslerin, fizyolojik kosullarda gosterdigi biiziisme probleminin
¢Ozumune yonelik yapilan denemeler agiklanmistir. Ayrica, farkli oranlarda MMT ve
B-MTT kullanilarak hazirlanan fiber matrikslerin, HS2 hiicrelerinin canlilik ve

morfolojisine etkilerinin incelendigi deneysel ¢aligmalar agiklanmigtir.

3.4.1. Elektroegirme ile PLGA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi

Nanokil icermeyen PLGA fiber matrikslerin elde edilmesi amaciyla, Corbion Purac
(Hollanda) firmasindan temin edilen PLGA polimeri, derisimi %7 (w/v) olacak sekilde
HFIP icerisinde, manyetik karistirict yardimiyla bir gece karistirilarak ¢ozdiirtilmiistiir.
PLGA/B-MTT fiber matrikslerin eldesinde ise, ilk olarak HFIP igerisine polimere gore
degisen farkli oranlarda (10, 20, 40 (% w/v)) 5xB-MMT eklenerek 30 dk streyle
ultrasonik banyoda (Sonorex Super 10 P, Bandelin, Almanya) tutulmus ve homojen
olarak dagilmalarinin ardindan derisimi %7 (w/v) olacak sekilde PLGA eklenmistir.

Karigimlar bir gece boyunca manyetik karistiricida ¢oziinmeye birakilmistir.

Bor katkili fiber matrislerin hazirlanmasinda 5XxB-MMT kullanilmigtir. PLGA/MMT
cozeltileri de PLGA/B-MMT ile ayn1 sekilde tiretilmis sadece 5xB-MMT yerine herhangi
bir muamele yapilmayan MMT kullanilmigtir. TUm ¢Ozeltiler, plastik siringalara alinarak,
siringa pompasina (New Era Systems, A.B.D.) yerlestirilmistir. Belirli bir akig hiz1 ile
polimer akitilirken, siringa ignesinin ucuna yiiksek voltaj giic kaynagi (Gamma High
Voltage Research, A.B.D.) araciligiyla elektrik akimi uygulanmis ve nanofibréz formda
matriksler diiz bir toplayicida biriktirilmistir. Elektroegirme parametreleri; uygulanan
voltaj 20-22 kV, akisi hiz1 1,0-1,5 mL/sa, siringa ucu-toplayici uzakligi 10-15 cm olacak
sekilde degistirilmis ve fiberlerde boncuk olusumunun goézlenmedigi uygun Uretim

kosullar1 belirlenmistir.
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3.4.2. PLGA Bazh Fiber Matrikslerin Karakterizasyonu

Bu bolumde, yaklasik 7 sa slreyle elektroegirme ile elde edilen ve ortalama 80 pm
kalinlikta olan fiber matrikslere ait karakterizasyon c¢alismalarina yer verilmistir. Genel
olarak, farkli oranlardaki MMT katkilarinin fiber matlar Gizerindeki etkisinin anlasilmasi
amaglanmistir. Bu nedenle analizlerde farkli gruplar kullanilmis ve bir 6n degerlendirme

yapilmustir.
3.4.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

PLGA, PLGA/10 MMT ve PLGA/20 MMT fiber matrikslerin morfolojilerinin
incelenmesinde SEM (GAIA3, Tescan, Cek Cumbhuriyeti) analizi kullanilmistir. Ornekler
analiz oncesi altin-paladyum ile kaplanmis ve farkli biyltmelerde goruntiler elde
edilmistir. Fiber ¢aplar1 ve ¢ap dagilimlarinin belirlenmesi igin, her bir drnekten en az

100 tane fiber ¢ap1, Image J programi (NIH, A.B.D.) 6l¢iilmiistiir.
3.4.2.2. Kimyasal ve Kristalografik Karakterizasyon

PLGA, PLGA/10 MMT ve PLGA/20 MMT fiber matrikslerin kimyasal yapilari, ATR
teknigi kullanilarak Nicolet iS10 FTIR spektrofotometresi (Thermo Scientific, A.B.D.)
ile 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda belirlenmistir.

Fiber matrikslerin ve MMT nin kristal yapilar1, X-1sin1 Kristalografisi (Wide angle XRD)
analizi (Ultima IV, Rigaku, Japonya) ile incelenmistir. Analiz, 2°-70° tarama araliginda

ve 2°/dk hizinda gerceklestirilmistir.
3.4.2.3. Su Temas Acis1 Analizi

Hidrofilik 6zellikte olan MMT "nin, iiretilen fiber matrikslerin 1slatilabilirlik 6zelliklerine
olan etkisi, elektroegirme ¢ozeltilerinin, Teflon Petri kaplarina dokiilmesiyle elde edilen
membranlar ile incelenmistir. Bunun nedeni ise, fiber matrikslerde bulunan gézeneklilik
ve hava etkisinin diglanarak, sadece MMT nin neden oldugu islatilabilirlik farkinin
degerlendirilebilmesidir. PLGA, PLGA/20 MMT ve PLGA/40 MMT membranlarin su
temas agis1 6lgtimleri Kriiss DSA 100 (Almanya) cihaziyla yapilmistir.

3.4.2.4. Termal Karakterizasyon

Bor katkisinin malzemelerin termal Ozelliklerine etkisi olabilecegi diisiincesiyle,
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve Termogravimetri (TG) analizlerinde, MMT

katkili fiber matrikslerin yani sira, g¢esitli oranlarda B-MTT katkisina sahip fiber
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matrikslerin incelenmesine de yer verilmistir. Ayrica, PLGA recine, MMT ve B-MMT

ornekleri de analiz edilmistir.

DSC analizi (Diamond DSC, Perkin Elmer Inc., A.B.D.) oda sicakligindan 400°C’ye
kadar 5°C/dk hizinda gergeklestirilmistir. Termal kiitle kayiplarinin belirlendigi TG
analizi (EXSTAR 6000, SII Nanotechnology Inc., Japonya) ise oda sicakligindan
600°C’ye kadar 5°C/dk hizinda yapilmustir.

3.4.2.5. PLGA/20 B-MMT Fiber Matrikslerden Bor Salim Cahismasi

Fiber matrikslerden bor salim profilinin belirlenmesi icin PLGA/20 B-MMT
orneklerinden yararlanilmistir. Esit agirliga sahip 5’er adet fiber matriks kesilerek
hazirlanmis ve 5’er mL PBS igeren iki adet cam siseye yerlestirilmistir. Siseler 37°C’de
9 giin siireyle, calkalamali ortamda inkiibe edilerek, farkli zaman araliklarinda alinan

orneklerden bor tayini azometin-H yontemiyle gerc¢eklestirilmistir.
3.4.2.6. Fiber Matrikslerin Biiziisme Probleminin Onlenmesine Yonelik Calismalar

Sunulan ¢aligmanin bu boliimiinde, karakterizasyon ve hiicre kiiltiir caligsmalar1 6ncesinde
yapilan sterilizasyon sirasinda ortaya c¢ikan matrikslerin biiziisme probleminin
Oonlenmesine yonelik denemelere yer verilmistir. Elektroegirme sonrasinda hazirlanmis
olan fiber matrikslerin fizyolojik ortamda boyutunun degismesi nedeniyle, PLGA/20
MMT ornekleri model olarak belirlenmis ve 3 farkli modifikasyon islemine tabi
tutulmustur. Uygulamalar, fiber matriksler aliiminyum folyo tizerinden kaldirilmadan
gerceklestirilmistir. Yapilan uygulamalar su sekildedir: (1) 70°C’de 3 sa inkiibasyon, (2)
50°C’de 2 sa inkiibasyon + %75 (v/v) EtOH ile muamele, (3) 40 mM EDC/20 mM NHS
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorit/N-hidroksistlfosuksinimit) ile
capraz baglama. Fiber matrikslerin uygulama 6ncesi ve sonrasit morfolojik incelemesi
SEM goriintillemesi ile yapilmistir. Bu yontemlerin sonuglar1 incelendiginde, fiber
morfolojisindeki degisimin 6nlenmesinde etkili olmadiklar1 belirlenmistir. Bu nedenle,
fiber matrikslerin sicaklik kontrollii bir 1sitic1 sistem tasarlanarak, PVC (poli(vinil
kloriir)) laminasyon kagitlarina sabitlendigi c¢alismalar yapilmistir. Ancak, biiziisme
problemi yine Onlenememistir. Son olarak, fiber matriksler aluminyum folyodan
kaldirilmadan 50°C’de 2 sa inkiibe edilmis ve ardindan uygun boyutlarda kesilerek, sol-
jel ozellige sahip Pluronik F127 (%55, w/v) jel igerisinde tekrar 70°C’de 3 sa
bekletilmistir. Pluronik F127’nin uzaklastirilmas: igin fiber matriksler ultra saf su

kullanilarak yikanmaistir.
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3.4.3. HS2 Hucrelerinin PLGA Bazh Fiber Matriksler Uzerindeki Davramislariin

incelenmesi

3.4.3.1. Hicre EKimi

Hiicre kiiltiirii caligmalari, laminar akisl kabinde (Bioair, Type II Laminar Flow Cabinet,

Italya) gerceklestirilmistir.

Calismalarda, detaylarma B6lUm 3.2.2°de yer verilen HS2 keratinosit dermal hiicre hatti
kullanilmistir. Bu b6élimde yapilan tim galismalarda, Pluronik F127 muamelesi yapilan
(BoOliim 3.4.2.6) fiber matriksler kullanilmistir. Hucre kilturi 6ncesi 1x1 cm kesilen fiber
matrikslerin sterilizasyonlar1 EtOH-UV uygulamasiyla yapilmistir. Bu amacla, fiber
matriksler %70 (v/v) EtOH cozeltisinde ¢oktiiriilmiis ve 1 sa bekletilmistir. Ardindan,
laminer akisli kabin igerisine alinan matriksler 2 kez D-PBS ile yikanmig ve her bir y(izi
30 dk UV 1s18a maruz birakilmistir. Sterilizasyonu tamamlanan fiber matriksler, 24

kuyucuklu doku kiltir kaplarina alinmistr.

Hiicreler her bir fiber matriks tizerine 1x10° hiicre olacak sekilde 20 pL proliferasyon
ortamu ile ekilmistir. Hlcre ekiminden 2 sa sonra kiltur ortami 1 mL’ye tamamlanmistir.
Kiilttire 14 siireyle devam edilmis ve 2 giinde bir kiiltiir ortami tazelenmistir. Calismada
kullanilan gruplar su sekildedir: (1) PLGA, (2) PLGA/20 MMT, (3) PLGA/20 B-MMT,
(4) PLGA/40 MMT, (5) PLGA/40 B-MMT.

3.4.3.2. Hucre Kultiriande Yapilan Analizler
MTT Analizi

Farkli 6zelliklere sahip fiber matrikslerin hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi
icin, kiiltiir sliresinin farkli zamanlarinda MTT analizi yapilmistir. Bu analiz igin
matriksler iizerindeki proliferasyon ortami uzaklastirilarak, her bir 6rnek yeni bir 24
kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmistir. Ardindan, kiiltiir kabinin her bir goéziine 660 pL
%10 (v/v) MTT cozeltisi (2,5 mg/mL, PBS igerisinde) igeren serumsuz besi ortami
eklenmis ve hiicreler 37°C’de 3 sa inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi, fiber matriksler
tizerindeki ortam uzaklastirilmis ve formazan kristalleri 400 pL izopropanol ile (0,04 M
HCl igeren) ¢oziilmiistiir. Her bir kuyucuktan 200 pL 6rnek alinarak, 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina aktarilmis ve ¢Ozeltinin optik yogunlugu 690 nm referans olmak (izere 570 nm
dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Asys UVM 340, Avusturya) spektrofotometrik

olarak Ol¢tilmiistiir.
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SEM Analizi

Kltartn 1. ve 7. gunlerinde fiber matriksler Gizerindeki hiicre morfolojisini goruntiilemek
amaciyla SEM analizi yapilmistir. Bu kapsamda, Bolim 3.5.3.2’de detayli olarak
aciklandigir gibi, Orneklere sirasiyla fiksasyon, susuzlastirma ve kurutma islemleri

uygulanmis ve altin-paladyumla kaplanarak goriintiileme yapilmistir.

Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI Boyama

Hicre kaltirin 7. ve 14. giinlerinde kiiltiir ortamlar1 uzaklastirilarak 6rnekler D-PBS ile
yikanmis ve 30 dk fikse edilmistir. Analizin diger detaylarina Boliim 3.2.2.3’te yer

verilmigtir.

3.5. PLA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi ve Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Sunulan tez calismasmin bu bolimiinde, PLA, PLA/MMT ve PLA/B-MMT fiber
matrikslerin elde edilmesine, karakterizasyonuna ve antibakteriyel &zelliklerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalara yer verilmistir. Ayrica, farkli oranlarda MMT ve
B-MTT kullanilarak hazirlanan fiber matrikslerin, HS2 ve IDF hiicrelerinin canlilik ve

morfolojisine etkilerinin incelendigi deneysel ¢alismalar detayl olarak agiklanmustir.

3.5.1. Elektroegirme ile PLA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi

PLA fiber matrikslerin elde edilmesi amaciyla, Corbion Purac (Hollanda) firmasindan
temin edilen PLA polimeri, derisimi %8 ve 10 (w/v) olacak sekilde HFIP igerisinde,
manyetik karistirict yardimiyla bir gece karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Boliim 3.4.1°de
PLGA/B-MTT fiber matrikslerin hazirlanmasi igin yapilan iglemler PLA/B-MMT
matriksler i¢cin de uygulanmistir. Elektroegirme parametreleri; uygulanan voltaj
15-20 kV, akis hiz1 1,0-1,5 mL/sa, siringa ucu-toplayici uzakligi 20-25 cm olacak sekilde
degistirilmis ve fiberlerde boncuk olusumunun gozlenmedigi uygun iretim kosullari

belirlenmistir.

3.5.2. PLA Bazh Fiber Matrikslerin Karakterizasyonu

3.5.2.1. SEM Analizi

PLA, PLA/IMMT ve PLA/B-MMT fiber matrikslerin morfolojilerinin incelenmesinde

SEM analizi kullanilmistir. Analiz detaylarina Boliim 3.4.2.1°de yer verilmistir.
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3.5.2.2. Kimyasal ve Kristalografik Karakterizasyon

PLA, PLA/MMT ve PLA/B-MMT fiber matrikslerin kimyasal ve kristal yapilari sirasiyla
ATR-FTIR ve XRD analizleri ile incelenmistir. Analizlerin detaylarina Boliim 3.4.2.2°te

yer verilmistir.
3.5.2.3. Su Temas Acis1 Analizi

Hidrofilik 6zellikte olan MMT 'nin Uretilen PLA bazli fiber matrikslerin islatilabilirlik
Ozelliklerine olan etkisi, elektroegirme ¢ozeltilerinin Teflon Petri kaplarina dokilmesiyle
elde edilen membranlar kullanilarak incelenmistir. Analiz detaylarina Bolim 3.4.2.3de

yer verilmistir.
3.5.2.4. Termal Karakterizasyon

PLA, PLA/IMMT ve PLA/B-MMT fiber matrikslerin termal 6zellikleri, DSC ve TG

analizleri ile incelenmistir. Boliim 3.4.2.4°de analiz detaylar1 agciklanmastir.
3.5.2.5. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davramsinin incelenmesi

PLA, PLA/MMT ve PLA/B-MMT fiber matrikslerin bozunma davranislarinin
incelenmesi amaciyla, hidrolitik ve enzimatik ortamlar hazirlanmigtir. Enzim olarak, lipaz
ve lizozim kullamilmustir. Elli mg lipaz ya da lizozim enzimi, 100 mL PBS icerisinde
¢ozdiirilmis ve ¢ozeltilere %0,1 (w/v) oraninda sodyum azid eklenmistir. Ayrica, fiber
matrikslerin enzim igermeyen PBS ortaminda inkiibe edilmesiyle hidrolitik bozunma
davranislar1 da incelenmistir. Orneklerin bozunma ortamlar1 haftada bir yenilenmistir.
Ornekler ¢alkalamali etiivde ve 37°C’de 21 giin boyunca inkiibe edilmistir. Bozunurlugun
belirlenmesi igin, test suresince &rneklerin morfolojilerindeki degisimler SEM

gorintiileri ile incelenmistir.
3.5.2.6. Mekanik Analiz

Fiber matrikslerin mekanik 6zellikleri Tekstur Analiz (TA.XTPlus, Stable Microsystems,
Ingiltere) cihazinda gekme testi ile incelenmistir. ASTM standartlarma uygun olarak 10
mm X 100 mm x 80 pm boyutlarindaki drnekler analiz 6ncesi bir gece boyunca 37°C’de
PBS cozeltisi icerisinde bekletilmistir. Islak numuneler, ¢ekme ¢enelerinin arasina
yerlestirilmis ve 5 N yiik hiicresi kullanilarak, 0,05 mm/s hizla tek-yonli ¢cekme testine

tabi tutulmustur. Her bir 6rnekten 3 tekrar yapilmistir.
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3.5.2.7. Mukoadezyon Testi

Yara Ortlisu olarak kullanilmasi1 6ngorilen fiber matrikslerin yapisma 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla, Tekstlr Analiz cihaz1 ile yapilan ¢alismalarda ilk olarak fiber
matrikslerden 1 cm capinda kesilmis ve 6rnekler cihazin Ust probuna cift tarafli bant
yardimiyla sabitlenmistir. Alt kismina mukoadeyzon test halkasi kullanilarak koyun agiz
icinden alinan bukkal mukoza dokusu yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Islem parametreleri,
prob hizi 1,0 mm/sn, probun uyguladigi kuvvet 0,2 N, 6rnek ile temas stiresi 300 s olacak
sekilde belirlenmistir [90]. Temas siiresi sonunda iist probun dokudan ayrilirken

olusturdugu grafik yardimiyla “biyoadezyon isi” degeri yazilim tarafindan

hesaplanmastir.

Mukoadeyzon test diizenegi
, .

Mukoadezyon
i testhalkasi ¢

Fiber matriks gift
tarafli bant ile proba
yapistirilir
g m— | o
A - o | Koyun bukkal
I Xt mukoza dokusu £

Sekil 3.2. Tekstiir analiz cihazi ile yapilan mukoadezyon test diizenegi.

3.5.2.8. Anti-bakteriyel Ozelliklerin Belirlenmesi

Konvansiyonel yontem olan EtOH-UV ile sterilize edilen fiber matrikslerin antibakteriyel
ozelligi, Escherichia coli (gram negatif) ve Staphylococcus aureus (gram pozitif) model
bakterileri kullanilarak optik yogunluk metodu ile incelenmistir [91]. Bu yontemde, fiber
matriksler 0,005 g/mL derisimde olacak sekilde tartilmis ve sterilize edilerek 2 mL
Mueller-Hinton s1v1 besi yeri igeren tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0,5 McFarland (~10
kob) 6l¢eginde 2 pL bakteri susu inokiile edilerek, drnekler ¢alkalamali etiivde 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0., 3., 6., 9., 12. ve 24. sa) 6rnekler

alinarak 5 kat PBS c¢ozeltisi ile seyreltilmis ve 610 nm dalga boyunda UV
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spektrofotometrede absorbans degerleri Olgiilmiistiir. Kontrol grubu olarak ayni

derisimde sadece bakteri susu igeren orneklerle calisiimistir.

3.5.3. HS2 ve IDF Hucrelerinin PLA Bazh Fiber Matriksler Uzerindeki

Davranislarinin incelenmesi

3.5.3.1. Hiicre Ekimi

Hicre kultlr ¢alismalarinda, insan dermal keratinosit hiicre hatt: (HS2) ve insan dermal
fibroblast hiicreleri (IDF) kullanilmistir. Fiber matriksler, konvansiyonel sterilizasyon
isleminin ardindan, hiicreye uygun besi ortami ile bir gece boyunca sartlanmistir. Hiicre
ekim verimini arttirmak igin, sartlama sonrasi1 Ornekler otoklav ile sterillenmis filtre
kagitlarina yerlestirilerek hafif¢e kurutulmasi saglanmistir. HS2 ve IDF hiicreleri ile ayri
ayr1 gergeklestirilen 21 giinliik kiiltiir galismalarinda, bir sonraki paragrafta detaylarina
yer verilen dekstran yontemi ile hiicre ekimi yapilmistir. MTT, SEM ve RT-PCR
analizleri icin her bir rnege 2x10* hiicre ekilirken, boyamalari iceren diger analizler igin
her bir 6rnege 4x10* hiicre ekilmistir. HS2 hiicreleri igin %5 (v/v) FBS, %1 (v/v)
L-glutamin ve %21 (v/v) penisilin-streptomisin iceren DMEM-F12 besi ortaminda
kullanilmustir. IDF hiicreleri igin ise, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v)

penisilin-streptomisin iceren DMEM-F12 besi ortami kullanilmustir.

Yukarida bahsedilen ana calismalardan dnce, statik hiicre ekiminin en verimli sekilde
yapilmasi i¢in bazi 6n deneme calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda HS2 ve BJ
hiicreleri kullanilmistir. ik olarak, PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber
matrikslerden olusan iki deney seti hazirlanmis ve birine HS2, digerine ise BJ hiicreleri
aym yogunlukta (2x10* hiicre 20 pL proliferasyon ortamiyla) ekilmistir. Kulttre 7 gin
devam edilmis ve kiiltiir siiresince belirlenen giinlerde hem fiber matrikslere hem de fiber
matrikslerin alindigs TCPS (doku kulturu polistiren) yizeylere MTT analizi
uygulanmustir. ikinci ¢alismada, yine ayni fiber matriksler kullanilarak hiicre ekim
yogunlugu 1x10° olacak sekilde BJ hiicreleri 20 pL proliferasyon ortami ile ekilmis ve
kltire 14 gun boyunca devam edilmistir. Belirlenen glinlerde MTT ve SEM analizleri
yapilarak, hlcre davraniglar incelenmistir. PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber
matrikslerde hicresel canliligin diisiik bulunmasi nedeniyle, ¢alismalara daha diisiik
oranlarda MMT ya da B-MMT iceren fiber matriksler ile devam edilmistir. Segilen fiber

matrikslere ve TCPS yiizeylere, proliferasyon ortam1 veya dekstran iceren (%10, w/v)
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proliferasyon ortami ile 1x10% yogunlukta BJ hiicreleri ekilip, sonuglar karsilastirilarak

uygun ekim yontemi belirlenmistir.
3.5.3.2. Hucre Kulturtnde Yapilan Analizler
MTT Analizi

Hicre kaltirtnin 1, 3, 7, 14 ve 21. gunlerinde yapilmistir. Analizin detaylarina BolUm

3.2.2.1°de yer verilmistir.
SEM Analizi

Hicre kiltir ¢calismalarinin 7, 14 ve 21. glnlerinde alinan érnekler Uzerinde hucrelerin
morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir. Bu amagcla, fiber matrikslerin ortami
uzaklastirilarak 2 defa D-PBS ile yikama yapilmistir. Hlcrelerin fiksasyonu PBS icinde
hazirlanan %2,5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile gerceklestirilmistir. Yikama isleminin
ardindan, analiz glnune kadar érnekler %1 (v/v) P/S iceren PBS ortaminda +4°C’de
saklanmistir. Analiz éncesinde susuzlastirma icin EtOH serilerinden (sirayla %30 - %50
- %70 - %90 - %100, v/v) gegirilmistir. Her bir basamakta 2 dk tutulan 6rnekler, son
olarak 5 dk streyle HMDS ile muamele edilmis ve siire sonunda HDMS uzaklastirilarak,
¢eker ocakta kurumalart saglanmistir. Analiz Oncesinde altin-paladyum ile kaplanan

ornekler farkli biiyiitmeler altinda incelenmistir.

Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI Boyama

Hdicre kulttrunln 7 ve 14. giinlerinde yapilmistir. Analizin detaylarma Bolum 3.2.2.3’de

yer verilmistir.

Canl/Oli Hiicre Boyama

Hicre kdlturunin 7, 14 ve 21. ginlerinde yapilmigtir. Analizin detaylarma Bolim

3.2.2.2°de yer verilmistir.

Hematoksilen&Eozin Boyama

Fiber matrikslerin  kultir sonrasi histolojik ac¢idan incelenmesi amaciyla,
Hematoksilen&Eozin (H&E) boyama yapilmistir. Bu amacla, ornekler %10 (v/v)
formalin ile fikslenerek, susuzlastirmak amaciyla ksilen ve EtOH serilerinden gegirilmis

ve boyamalar gergeklestirilmistir (Ek 1).
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Immunohistokimyasal Boyama

Bu analiz sadece IDF hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiir galismasinda gergeklestirilmistir.
Kiltirin 21. giniinde fiber matrikslerdeki ECM’nin incelenmesi icin, érnekler yeni bir
kiiltiir kabina aktarilarak 3 defa D-PBS ile yikanmis ve %4’liik soguk paraformaldehit ile
20 dk fiksasyon yapilmistir. Siire sonunda fiksasyon ¢ozeltisi uzaklastirilarak, 3 defa daha
D-PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra, drnekler 60 dk bloklama serumu (%5 (v/v)
keci serumu ve %0,3 (v/v) Triton-X 100 iceren PBS) ile inklbe edilmistir. Ardindan,
bloklama serumu uzaklastirilarak, antikor seyreltme ¢ozeltisi (%1 (w/v) BSA ve %0,3
(v/v) Triton-X 100 iceren PBS) icerisinde hazirlanan primer antikor (Fibronektin, 1:100
ya da Kollajen 1A1, 1:200) ile bir gece +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ornekler 3
defa D-PBS ile yikandiktan sonra, antikor seyreltme ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan ikincil
antikor (Alexa Fluor® 555 konjuge anti Rabbit 1gG ikincil antikor, 1:500 ya da Alexa
Fluor® 488 konjuge anti Rabbit IgG ikincil antikor 488, 1:500) ¢ozeltisi eklenmis ve 2 sa
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Cekirdek boyamasi igin ise, 3 defa daha D-PBS ile
yikanan 6rnekler, DAPI ¢ozeltisi (1:1000) eklenerek 5 dk daha inkiibasyona birakilmistir.
Son yikamalar1 D-PBS ile yapilan drnekler, mounting medium ile kapatilarak floresan

mikroskop altinda incelenmistir.

RT-PCR Analizi

Fiber matriksler tzerinde kultire edilen HS2 ve IDF hiicrelerinin yara iyilesmesi
acisindan degerlendirilmesi, RT-PCR analizi ile gergeklestirilmistir. Kiiltiiriin 7 ve 21.
glinlerinde alinan Ornekler 3 kere D-PBS ile yikanmis ve analiz glintine kadar Eppendorf
tipler icinde -80°C’de saklanmistir. RT-PCR analizi icin ilk olarak HS2 ve IDF
hiicrelerdeki mRNA izole edilmis, ikinci asamada elde edilen mRNA igerigi cDNA’ya
cevrilmis ve Ug¢ilincli asamada ise RT-PCR yapilmistir. Analizin detaylarma Bolim
3.2.2.7°de yer verilmistir. IDF hiicrelerinin analizinde kullamlan primerlerin dizileri
Cizelge 3.3’te verilmistir. HS2 hiicrelerinin analizinde ise, Cizelge 3.2’de verilen
primerlere ek olarak LAMAS ve Tumor protein 63 (TP63) primerleri kullanilmustir.
TP63  primerinin baz  dizisit F; 5-GAAACCAGAGATGGGCAAGT-3’,
R; 5’-ATGCTATCTTCATCCGCCTTC-3” seklindedir.
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3.6. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Prism v7 (GraphPad Software, A.B.D.)
programi kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Her bir deney igin veriler
ortalama =+ standart sapma degerleri ile sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi i¢in tek ya da iki yonli varyans analizi (ANOVA) yontemi Tukey-
Kramer post hoc testiyle birlikte kullanilmis ve p degerinin 0,05’ten az oldugu durumlar

anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasimin bu boliimiinde yapilan deneysel calismalarin sonuglar1 4 ana
baslikta sunulmustur. Oncelikle, besi ortamlarma eklenen farkli derisimlerdeki borun,
HUVEC, HS2 ve BJ hiicrelerinin davranislarina olan etkisi yara iyilesmesi agisindan
incelenmis ve degerlendirilmistir. Daha sonra, nanokile bor adsorpsiyonunda uygun
kosullarin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarin sonuglarina deginilmistir. Ardindan, bor
adsorplanan nanokiller ile katkilandirilan PLGA bazli fiber matrikslerin Gretimi,
karakterizasyonu ve hiicre kiiltiir caligmalarinin sonuglart degerlendirilmistir. Son olarak,
bor adsorplanan nanokiller ile katkilandirilan PLA bazli fiber matrikslerin Gretimi,
karakterizasyonu ve hiicre kiiltiir ¢alismalarinin sonuglari verilmis ve elde edilen veriler

literatiir bilgileri 1s181nda yorumlanmstir.

4.1. Borun Insan Endotel, Dermal Keratinosit ve Dermal Fibroblast Hiicrelerine

Etkisinin Belirlenmesi i¢in Yapilan In vitro Hiicre Kiiltiir Cahsmalar
4.1.1. HUVEC’ler ile Bor’un In vitro Tiibiil Olusumuna EtKkisi

Yara iyilesmesinin inflamasyon basamaginda en 6nemli olaylardan biri, yeni damar
filizlerinin olusmasi anlamima gelen “anjiyogenez”dir. Kronik yaralarin tedavisinde
anjiyogenezin uyarilmasi, dokunun daha iyi beslenmesini, oksijen doygunlugunun
artmasini ve atiklarin uzaklagsmasini saglayarak iyilesmeye katkida bulunur [92]. Endotel
hiicreleri kan damarlarinin i¢ yiizeyini ddseyen ve kan ile damar duvari arasinda ayirici
bir yiizey olusturan hiicrelerdir. Insan gdébek kordonu toplar damaridan elde edilen
endotel hiicreleri (HUVEC), kolay ulasilabilir olmalarmin yani sira, vlcutta bulunan
endotel hucrelerinin temel 6zelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle in vivo endotel

tabakasinin taklit edilebilmesi igin kullanilan uygun bir model hucredir [93].

Sunulan tez ¢alismasinda, besi ortamlarina eklenen farkli derisimlerdeki borun in vitro
tibil  olusumuna etkisi Matrijel iizerinde kiiltire edilen HUVEC’ler ile
degerlendirilmistir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve tiibiil olusturmasini
destekleyerek anjiyogenezi uyardigi bilinen biilyiime faktori VEGF i igeren ve icermeyen
bor katkili besi ortamlarinda kiiltiire edilen hiicrelerin optik mikroskop goriintiileri Sekil

4.1°de verilmistir.

VEGEF igeren kultir ortamlari, pozitif kontrol gruplari olarak kabul edilmistir. Sonuglar

incelendiginde bu grubun tamaminda, 4 sa sonunda tdbul olusumunun basladig:
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gozlenmistir. Altinci saat sonunda elde edilen gorintiler ise VEGF ile birlikte bor da
iceren kiltir ortamlarinda olusan tiibil yapilarinin daha fazla endotel tabakasindan
olustugunu gostermistir. Besi ortaminda VEGF bulunmayan gruplarda, kiltirin 6inci
saatinde elde edilen gorintiler Wimasis yazilimi ile degerlendirilmis (mavi renkli hiicre
goruntdleri) ve borun yeni damar olusumuna etkisi kantitatif olarak sunulmustur.
Anjiyogenezin erken belirteci olan tubul olusturma, dallanma noktalar1 ve diigiim sayilari
karsilastirildiginda, 10 ve 20 ug/mL B iceren ortamlarda anjiyogenik aktivitenin arttig
belirlenmistir. Toplam tiip uzunlugu, 20 pg/mL B grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak yuksektir (p<0,05). Toplam diigiim sayisi, kontrol grubuna goére 10 ug/mL
(p<0,05) ve 20 pg/mL (p<0,01) gruplarinda anlamli olarak daha fazla bulunmustur.
Toplam dallanma noktalar1 sayis1 karsilagtirildiginda ise kontrol grubuna goére anlamli bir
fark bulunmazken, 1 pg/mL bor iceren gruba gére hem 10 hem de 20 pg/mL B iceren
grubun anlamli olarak daha yilksek oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Ozellikle,
10 ve 20 pg/mL derisimlerde bor igeren besi ortamlarinda kiiltiire edilen hiicrelerin tiibiil
olusturma yetenekleri artmistir. Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde, besi
ortamlarinda, pro-anjiyogenik buyime faktoéri VEGF bulunmadigi halde, borun tek

basina anjiyogenezi destekleyebilen bir terapotik iyon oldugu sonucuna varilmistir.

Durand ve ark yaptiklari in vitro [94] ve in vivo [95] ¢alismalarda borat iyonlari igeren
tampon ¢ozeltilerin pro-anjiyogenik 6zellikte oldugunu gostermiglerdir. Bu etkinin borat
iyonlarinin, endotel hiicrelerin anjiyogenez ile iligkili sitokinlerin ve buytime faktorlerinin

salimini arttirmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.1. Farkli derisimlerde bor igeren besi ortamlarinda kiiltiire edilen HUVEC’ler
ile yapilan in vitro tbdl olusumu ¢alismasina ait optik mikroskop goruntileri
ve Wimasis yazilimi ile yapilan analizler sonucu elde edilen grafikler

(Istatistiksel anlamli farklilik, n=3: kontrol grubuna gére ep<0,05, @ #p<0,01;

gruplar arasinda *p<0,05).
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4.1.2. HS2 ve BFler ile In vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar1

4.1.2.1. MTT Analizi

Keratinositler ve fibroblastlar deri yara iyilegsmesindeki inflamasyon fazina yanit veren
ana hiicrelerdir. inflamatuvar sinyaller aracilig1 ile aktive olan hiicre cogalmasi ve
farklilagsmasi yara iyilesmesinin rejenerasyon siireci igin olduk¢a 6nemlidir [96]. Farkli
derisimlerde bor i¢eren besi ortamlari ile hiicre kiiltiir kaplarinda ayr1 ayr1 kultiire edilen
HS2 ve BJ hicrelerinin metabolik aktiviteleri MTT analizleri ile o6lcilerek, hiicre
canliliklart (kontrol grubuna gore) belirlenmistir (Sekil 4.2). HS2 hiicrelerinin canliliklari
kaltar stiresince bltun gruplarda artmis olmasina ragmen, gruplar karsilastirildiginda, bor
katkil1 besi ortamlarinin HS2 proliferasyonuna olumlu ya da olumsuz yonde anlamli bir
etkisinin olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.2a). BJ hiicrelerinde ise, 6zellikle 20 pg/mL bor
iceren besi ortaminin hiicre canliligini arttirict etkisi, kiltliriin 3. gliniinden itibaren
belirgin bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.2b). Onuncu giinden itibaren hiicre canlilig1 bor
igeren gruplarda %500’{in iizerindedir. Ozellikle 14. giinde kontrol grubuna kiyasla bor
uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin oldukga anlamli sekilde artmis oldugu

belirlenmistir (p<0,0001).

Literatiirde yer alan calismalarda, besi ortamina eklenen bor bilesiklerinin hiicre
cogalmasindaki etkileri ile ilgili farkli sonuglara ulasilmistir. 1929 fare fibroblast
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada yaklasik olarak 33 pg/mL {izeri derisimlerdeki bor,
hiicre ¢ogalmasina olumsuz etki gosterirken [97], transforme insan fibroblastlari
(46BR-IGI) ile yapilan bir ¢alismada bu olumsuz etki yaklasik 950 pg/mL bor varliginda
goriilmistiir [98]. Ayrica, bu ¢alismalarda bor bilesiklerinin hiicre proliferasyonuna
olumlu bir etkisinin oldugundan bahsedilmemektedir. Bununla birlikte, Park ve ark. [99]
tarafindan yapilan ¢alismada, 6 pg/mL ve daha az bor iceren ortamlar ile kilttre edilen
HelLa hicrelerinin proliferasyonunun arttigi gosterilmistir. Hiicre proliferasyonunun
artmasinin, NaBC1 ad1 verilen borat reseptdrl aracilifiyla aktive olan MAPK sinyal
yolagi ile iliskili oldugu dusiiniilmektedir [100]. Bor bilesiklerinin hiicrelere etkisinin
incelendigi bu ¢alismalarda farkli bor tirevleri kullanilmistir. Ayrica ¢alismalar arasinda,
uygulama yapilan hiicre turleri, sayilar1 ve uygulamanin hiicre mitogenezinin hangi
evresinde yapildigina dair farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolay: fibroblast
proliferasyonunda etkili bor derisimi hakkinda kesin bir fikir birligi bulunmamakla
birlikte, sunulan tez calismasinda bor uygulamasinin BJ hiicrelerinin proliferasyonuna

olan olumlu etkisi agik¢a ortaya konmustur.
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Sekil 4.2. Farkli derisimlerde bor i¢eren besi ortamlari ile 14 giin boyunca kilture edilen

(@) HS2 ve (b) BJ hicrelerinin MTT analizine ait grafikler (istatistiksel

anlamli farklilik, n=4: ayn1 giin farkli gruplar arasinda, *p<0,05, **p<0,01,

##1<0,001, ****p<0,0001).
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4.1.2.2. Canly/Olii ve Alexa Fluor® 488/DAPI Boyama

Bir, 10 ve 20 pg/mL derisimlerde bor igeren besi ortamlariyla kiiltiire edilen HS2 ve BJ
hlcrelerinin canliliklart ve morfolojileri belirlenen ginlerde floresan boyamalar ile
incelenmistir (Sekil 4.3). HS2 hiicrelerinin kultlrin 3. gliniinde gergeklestirilen canli/6lii
boyama analizleri incelendiginde, 0zellikle 20 pg/mL B grubunda canli (yesil) hicre
sayisinin diger gruplara gore azaldigi ve 6lii hiicre sayisinin (kirmizi) arttigi goriilmiistiir.
Kltdrin 7. gununde ise 10 ve 20 ug/mL bor uygulanan gruplarda hiicrelerin canliliklarini
korudugu, ancak hiicre yogunlugunun diger gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir.
HS2 hicreleri batin gruplarda keratinositlere 6zgiu  kaldirnm tasi  morfolojiyi
sergilemiglerdir [101]. Saglikli keratinositlere 6zgii diger bir isaret olan koloniler halinde
biiylime davranisi ise, Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI boyamanin 3. giininde elde

edilen gorlntiler ile gosterilmistir.

BJ hucrelerinin canli/6lii boyama goriintiileri incelendiginde, gruplar arasinda hiicre
canlilig agisindan belirgin bir farka rastlanmamistir. Bitlin gruplarda, hiicre canliliginin
7 giin boyunca oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI
boyamasi ile yapilan morfolojik incelemede ise, BJ hucrelerinin kiltirtin 3. glininden
itibaren bltun gruplarda karakteristik igsi morfolojiye sahip olduklari ve saglikli bir
fibroblast kiiltlirliniin gostergesi olan sarmal sekilde ¢ogalma davranisi sergiledikleri
belirlenmistir [101]. Bor uygulamasinin fibroblastlarin hiicre iskeleti ve cekirdek

morfolojisi tizerinde belirgin bir degisiklige neden olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli derisimlerde bor igeren besi ortamlari ile kiiltiire edilen HS2 ve BJ
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hiicrelerinin canli/6lii ve Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI floresan boyama
goruntdleri. Canli/6li boyamada kirmizi renk 6lii, yesil renk canli hiicreleri
gostermektedir. Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI boyamada ise, yesil renk

F-aktin filamentlerini, mavi renk ise hiicre ¢ekirdegini ifade etmektedir.
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4.1.2.3. Hicre Gogu Analizi (Scratch Assay)

Bor igeren besi ortamlarinda HS2 ve BJ hiicrelerinin gé¢ davraniglari in vitro yara
tyilesme modelinde ¢alisilmistir. Yara modeli olusturulduktan 6, 12, 24 ve 48 sa sonra
hiicreler fikse edilerek Alexa Fluor® 488 Phalloidin/DAPI boyama yapilmis ve elde
edilen goriintiiler Sekil 4.4’te verilmistir. Ayn1 zamanda, hiicre gogi kantitatif olarak

degerlendirilerek yara kapanmasi incelenmistir (Sekil 4.4).

Yara iyilesme siirecinde hem bireysel hem de toplu olarak yapilan hiicre gocii oldukca
onemlidir. Olusan hasarin ardindan, gesitli fiziksel ve kimyasal uyaranlarin etkisiyle
kanla birlikte gevresel bag doku ve epitel hiicreleri hizlica yara bolgesine gog ederler.
Hicresel go¢ yara iyilesmesinin biitiin asamalarinda gereklidir ve iyilesmenin hizini
etkiler. Ornegin, keratinosit hiicrelerinin hizli bir sekilde gd¢ etmesi yara bdlgesine
yabanci maddelerin girmesini ve mikroorganizmalarin invazyonunu engelleyerek

Iyilesme siirecine 6nemli 6l¢iide katkida bulunur [102].

HS2 hicrelerine ait boyamalarin 12 sa sonunda elde edilen goriintiileri incelendiginde, en
hizl1 bireysel hiicre gociiniin 10 pg/mL bor uygulanan grupta, en hizli toplu hiicre
gocinln ise 1 pg/mL bor uygulanan grupta oldugu tespit edilmistir. Kirk sekizinci sa
sonunda yapilan kantitatif incelemede, 10 ve 20 pg/mL bor uygulanan gruplarda yara
kapanmasinin sirastyla %85 ve %80 seviyelerine ulastig1 halde kontrol grubunda ve 1
pg/mL bor uygulanan gruplarda %70 seviyelerinde kaldigi belirlenmistir. Keratinosit
hicrelerinin gogu, yara olusumundan 6-24 sa sonra, keratin gen ifadelerinin degigsmesiyle
birlikte baglamaktadir. Besi ortamlarinda bor igeren gruplarda, 12 sa sonunda kontrol
grubuna gore daha hizli bir yara kapanmasi oldugu goriilmiistiir. Chebassier ve ark. [103]
yaptiklar1 ¢aligmada bor ve manganez tuzlarinin keratinosit hiicre gogiinii hizlandirdigini
ve Ozellikle 5 pg/mL bor uygulanan grupta yara kapanmasinin 24 sa sonunda

tamamlandigini ortaya koymuslardir.

BJ hucrelerinin go¢ davraniglart incelendiginde, 10 pg/mL bor uygulanan grupta 6 sa
sonunda hicre goglnin diger gruplara gore daha hizli oldugu, 12 sa sonunda belirgin
olarak hucrelerin F-aktin filamentlerinin yara bolgesine goc etmek Uzere yonlendikleri
goriilmiistiir. Ayrica, yara bolgesinin 10 ve 20 pg/mL bor uygulanan gruplarda 12 sa
sonunda %50’nin tizerinde kapandigi, ancak diger gruplarda bu oranin %40’n altinda
kaldig1 Sekil 4.4’teki BJ hiicre gocii grafiginde gosterilmistir. Kirk sekiz sa sonunda ise

gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli derisimlerde bor igeren besi ortamlarinda HS2 ve BJ hiicrelerinin gé¢
davraniglarinin in vitro yara modeli ile incelenmesi. Hucreler belirlenen
zamanlarda fikse edildikten sonra Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI ile
boyanmistir. Yesil renk F-aktin filamentleri, mavi renk ise hiicre ¢ekirdegini
ifade etmektedir (sol). Elde edilen goriintiler Image] yazilimi ile analiz
edilerek, olusturulan yara bolgesine go¢ eden hiicrelerin kapladig: alanin

yiizde cinsinden grafikleri (sag).

4.1.2.4. ROS ve Senesens Analizi

Oksijen iceren reaktif turler genel olarak “ROS” seklinde tanimlanir. Bu tiirlerden
bazilari, hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu, lipit hidroperoksit ve hidroksil
iyonu/radikali’dir. Hiicre i¢i ROS {iiretiminde mitokondri, peroksizomlar ve endoplazmik
retikulum santral noktalardir. Bir yandan iistelendikleri gorevler nedeniyle ROS dretimi
yapan bu organeller, asir1 birikiminin hiicreye verecegi zararlar1 6nlemek ve homeostazi

saglamak icin kendi antioksidan mekanizmalarin1 da devrede tutarlar. Ornegin, siiper
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oksit dismutaz ve glutatyon, mitokondri tarafindan iiretilen antioksidanlardir. insan
hicrelerinde oksijen ve hidrojen peroksit tiretimine neden olan 41 adet, hipoklorz asit
ve lipit hidroperoksidaz iiretimine neden olan 50’den dazla enzim tanimlanmistir [104].
Hiicreler tarafindan iiretilen ROS yara iyilesmesinde kritik bir 6dneme sahiptir. Diislik
seviyelerdeki ROS iiretimi yara iyilesmesine olumlu yonde katkida bulunurken, yiiksek

miktarlardaki ROS {iretimi oksidatif strese neden olarak iyilesmeyi geciktirir [105, 106].

Farkli bor derisimlerinin HS2 ve BJ hiicrelerinin, ROS ve senesens aktiviteleri Gizerindeki
etkileri sirasiyla, hiicre ici ROS tiirevlerinin floresan isaretlenmesi ve [-galaktosidaz
aktivitesinin boyanmasi (mavi-yesil) ile incelenmistir (Sekil 4.5). HS2 hicrelerinin ROS
analizine ait 7. giin gorintiileri ve floresan 1simanin Kantitatif olgiim sonuglar
incelendiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Kilttriin 14. glninde
elde edilen veriler ise, 10 ve 20 ug/mL B uygulanan gruplarda ROS aktivitesinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigini1 gostermektedir (p<0,05). BJ hiicrelerinde yapilan
incelemede ise kiiltiiriin 14. giiniinde elde edilen grafik, istatistiksel olarak anlamli bir
farka isaret etmese de HS2 hiicrelerindekine benzer bir profil tespit edilmistir. Bor
bilesikleri hiicrelerdeki ROS seviyesini, antioksidan mekanizmay1 aktive ederek
diistirmektedir. Demirci ve ark. [107] primer dermal fibroblast hiicreleri ile yaptiklar
calismada, 200 pg/mL borik asit (~35 pg/mL bor) uygulamasinin nitrik oksit seviyesinin
azalmasina neden oldugunu ortaya koymustur. Akciger fibroblast hiicre hatt1 ile yapilan
diger bir ¢aligmada ise, 0,05-2 pg/mL bor uygulamasinin hidrojen peroksit seviyesini

azalttig1 gosterilmistir [108].

Senesens, hiicrenin ¢esidine, yogunluguna ve stresin kaynagina bagli olarak verilen
hicresel cevaplardan biridir. Hiicre dis1 ya da igi birgok neden ile ortaya ¢ikan bu hticresel
cevap, gen ifadelerini etkileyebilmektedir. Venoz bacak iilserli hastalardan alinan
fibroblastlarin {ireme hizlarmm diisiik oldugu ve senesens Ozelligi gosterdikleri
bildirilmistir [109]. Bor uygulamasiin senesens {iizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaciyla kdltirin 10. guninde gerceklestirilen senesens boyamalari incelendiginde,
gruplar arasinda belirgin bir fark olmamakla birlikte hem HS2 hem de BJ hucrelerinde,
20 pg/mL bor uygulanan gruplarda mavi boyama yogunlugunun daha az oldugu yorumu
yapilabilir (Sekil 4.5). Yaygin olarak tiim gruplarda goriilen yogun boyanma, kullanilan

hiicre hatlarinin pasaj numaralar1 ve kiiltiir siiresinin uzunlugu ile agiklanabilir.
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Sekil 4.5. Farkli derisimlerdeki borun HS2 ve BJ hucre kdltirlerinde hicre ici ROS

Floresan siddeti (a.u)

BJ§

¢

aktivitesi ve senesens iizerine etkisinin sirastyla, DCF-DA floresan isaretleme
ve senesens boyama Kiti ile analizi (sol). DCF-DA floresan isaretleme sonrasi
floresan siddetinin kantitatif analizine ait grafikler (n=3, istatistiksel anlaml

farklilik: *p<0,05).

4.1.2.5. RT-PCR Analizi

Besi ortamlarina eklenen serbest borun HS2 ve BJ hiicrelerinin yara iyilesmesi ve
damarlanma ile iligkili genlerinin ifade diizeylerinin 6l¢timii kiiltiiriin 7. ve 14. gilinlerinde
RT-PCR analizi ile incelenmistir. Sonuclar referans gen olarak secilen B-aktin gen
ifadesine gore normalize edilmistir. Tiim gruplarin gen ifadeleri besi ortaminda bor

icermeyen kontrol grubunun 7.giin sonuglarinin kat farki seklinde sunulmustur.

Besi ortamlarinda bor katkis1 bulunan HS2 hiicrelerine ait RT-PCR grafikleri Sekil 4.6’ da
verilmistir. Kiiltiirtin 7. giiniinde KRT14 gen ifadeleri igin gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamuis, ancak 14. giinde 1 pug/mL B grubunda, kontrol (p<0,05) ve 20 pg/mL
bor (p<0,01) grubuna gore anlamli bir azalma oldugu gortlmistiir. Kontrol (p<0,01) ve

20 pg/mL B (p<0,05) grubunun kaltirtn ilerleyen ginlerinde KRT14 gen ifadesinin
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anlaml dl¢tide arttig1 goriiliitken, 1 ve 10 pg/mL B gruplarinda anlaml bir degisiklik

olmamustir.

VEGF gen ifadeleri incelendiginde, her iki giinde de gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (Sekil 4.6). Kontrol, 1 ve 20 ug/mL B gruplarinda 7. giinden 14. glne
gelindiginde artis tespit edilmistir (p<0,05).

HS2 hiicrelerinde FGF2 gen ifadesi zamana bagl olarak tiim gruplarda artis gostermistir
(Sekil 4.6). Bu artig, kontrol grubu (p<0,05) ile kiyaslandiginda diger gruplarda (p<0,01)
daha anlamlidir. Gruplar arasindaki FGF2 gen ifadesi degerlendirildiginde, 7.glinde 20
pg/mL B grubu kontrol grubundan daha fazladir (p<0,05). Kiiltiiriin 14. giiniinde gen

ifadesi diger bor igeren gruplara gore 20 pg/mL B grubunda anlamli olarak artmistir.

PDGF gen ifadesinde hem 7. hem de 14. giinde gruplar arasinda bir farklilik
belirlenmemistir (Sekil 4.6). Hatta kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde de 20 pg/mL B (p<0,01)

grubunda goriilen azalma haricinde anlamli bir degisiklik olmamustir.

Besi ortamlarinda bor katkist bulunan BJ hiicrelerine ait RT-PCR grafikleri Sekil 4.7 de
verilmistir. Farkli bor derisimlerinin BJ hiicrerlerinin ECM iiretimlerine olan etkisinin
degerlendirilmesi i¢gin COL1A1, LAMAS5 ve COL4 gen ifadeleri, damarlanmaya olan
etkisinin degerlendirilmesi igin ise VEGF, FGF2 ve PDGF gen ifadeleri incelenmistir.

COL1A1, LAMAS ve COL4 gen ifadeleri kiiltiiriin 7. giiniinde en fazla 20 ug/mL (p<0,05
ya da daha istiinde anlamli) grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.7). Bu genlerin ifade
diizeylerinde zamana bagl bir degisim belirlenmemistir. Ayrica, LAMAS gen ifadesi,

kalturin 14. giintinde de en yiiksek 20 pg/mL B grubunda goriilmistiir.

BJ hiicrelerinde damarlanma ile iligkili genlerden biri olan VEGF gen ifadeleri
incelendiginde, diger gruplara kiyasla, 20 pg/mL B grubunda kiiltiiriin 7 ve 14. glinlerinde
anlaml dercede yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001 ya da daha iistiinde anlamlilik).
Kultartn ilerleyen gunlerinde, hicbir grupta VEGF gen ifadesinde bir degisiklik
olmamuistir (Sekil 4.7).

FGF2 gen ifadesi ise diger genler kadar ¢arpici olmasa da kiiltiiriin 7. giliniinde, kontrol
(p<0,05) ve 10 ug/mL B (p<0,01) grubuna kiyasla 20 ug/mL B grubunda daha yiiksektir

(Sekil 4.7). Bu genin ifadesinde zamana bagli bir degisim saptanmamustir.

HS2 hucrelerinin aksine, BJ hiicrelerinin PDGF gen ifadesinde gruplar arasinda anlamli

farklara rastlanmistir (Sekil 4.7). FGF gen ifadesine benzer sekilde, kiltiiriin 7. glintinde,
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kontrol (p<0,05) ve 10 pg/mL B (p<0,01) grubuna kiyasla 20 pg/mL B grubunda PDGF
gen ifadesi daha fazladir. Kiiltiiriin ilerleyen zamanlarinda, tiim gruplarda bir diisiis profili

saptanmistir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, farkli derisimlerde bor igeren besi ortamlari
ile kultire edilen HS2 ve BJ hiicrelerinin gen ifadelerinde degisiklikler ortaya ¢ikmuistir.
RT-PCR analiz sonuglari, yara iyilesmesinde olduk¢a 6nemli ECM iiretimi ve
damarlanmanin bor sayesinde indiiklenebilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte,
TCPS yizeylerde kilture edilen hiicreler, otokrin ve parakrin etkilerin oldugu gergek bir
mikrogevrede olmadiklarindan, tespit edilen gen ifadeleri, borun olasi etkilerinin bir 6n

degerlendirmesi niteligindedir.
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Sekil 4.6. Farkli derisimlerde bor igeren besi ortamlarinda gergeklestirilen HS2
kilturasyonunun 7. ve 14. gununde KRT14, FGF2, VEGF ve PDGF gen
ifadelerinin RT-PCR analizi ile kantitatif olarak degerlendirilmesine ait
grafikler (Bagil gen ifadesi, -aktin geni ile normalize edilen gen ifadelerinin
kontrol grubuna gore kat farkin1 gdstermektedir. Istatistiksel olarak anlamli
farklilik: n=4, ayn1 grup farkl giinlerde ep<0,05, #ep=<0,01; ayn1 giin farkl
gruplar arasinda *p<0,05, **p<0,01).
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kilturasyonunun 7. ve 14. giininde COL1A1, LAMAS5, COL4, VEGF, FGF2
ifadelerinin RT-PCR analizi

degerlendirilmesine ait grafikler (Bagil gen ifadesi, f-aktin geni ile normalize

ve PDGF gen

edilen gen ifadelerinin kontrol grubuna gore kat farkini gdstermektedir.
Istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=4, ayn1 grup farkli giinlerde ®p<0,05,
eep<0,01, e0ep<0,001, ®@0ep<0,0001; ayn giin farkli gruplar arasinda
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

##r*n<0,0001).
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4.2. Nanokillere Bor Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon olay1 en genel tanimiyla adrorbat molekiiliin, sabit sicaklik ve sabit basingta
adsorban malzemenin yiizeyinde tutunmasidir. Cesitli adsorpsiyon mekanizmalari
arasinda en yaygin olarak kullanilan ve kabul edilen mekanizmalar, Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermleridir [110]. Killer ile bor arasindaki adsorpsiyon
mekanizmasi, genellike Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri ile agiklanmistir
[111]. Ancak sunulan tez ¢alismasinda, denge bor derisimi saptanamadig i¢in, herhangi
bir izoterm isaret edilememistir. Stronsiyum veya ¢inko iyonlarinin adsorplandigi killerin
kullanildigr doku miihendisligi calismalar1 incelendiginde, adsorpsiyonda kullanilacak
iyon derisimine Kilin KDK degerine gore karar verildigi goriilmiistir [14, 15]. Bu
nedenle, yiiksek derisimlerde bor ile yapilan adsorpsiyon ¢alismalarina bu bakis agisiyla

devam edilmesine karar verilmistir.

4.2.1. Bor Adsorpsiyonunda Etken Faktorlerin Belirlenmesi

4.2.1.1. Azometin-H Yodntemi ile Bor Tayini

Bor analizi i¢in siklikla, azometin-H, kurkumin ya da karmin gibi kimyasallar ile bor
arasindaki  kolorimetrik  tepkimelere  dayanan  spektrofotometrik  ydntemler
kullanilmaktadir [112]. Sunulan tez ¢alismasinda, diisiik derisimlerde bor ile yapilan
adsorpsiyon ¢alismalarindaki degerlendirmeler i¢in, kolay uygulanabilir, hizli, ucuz ve
hassas bir yontem olmasi nedeniyle azometin-H yontemi tercih edilmistir. Bununla
birlikte, azometin-H yonteminin iyilestirilmesi igin farkli tampon ¢ozeltiler ve
reaktif:6rnek oranlart denenmistir. Ancak, azometin-H ¢ozeltisi olarak Azo-H/A ve
tampon ¢ozelti olarak da tampon ¢6zelti 3 disindaki ¢ozeltiler kullanildiginda dogrusal
bir grafik elde edilememistir. Reaktif:6rnek oraninin 1:3 olarak kullanildigi durumlarda
analiz hassasiyetinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Secilen bu kosullar ile elde edilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Ultra saf suda coziinen borik asitin oda sicakliginda azometin-H ile

reaksiyonu sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tez caligmasi kapsaminda, azometin-H yonteminde yapilan iyilestirmeler ile 10 ug/mL
bor derisimine kadar dogrusal bir kalibrasyon grafigi elde edilmesi saglanmistir.
Kalibrasyon grafiginin regresyon analizleri yapilmis ve bor i¢in en diisiik tayin limiti
0,30 pg/mL olarak bulunmustur. Lopez ve ark [113] dogrusal kalibrasyon egrisini 5
pg/mL bor derisimine kadar elde etmisler ve en diisiik tayin limitini 0,02 pg/mL olarak
belirlemislerdir. Ayrica, azometin-H ydnteminin, bor analizinde kullanilan karmin ve
kurkumin gibi diger spektroskopik yontemlere gore daha segici ve hassas oldugunu

belirtmislerdir [113].
4.2.1.2. Diisiik Derisimlerde Bor Adsorpsiyonu

Diisiik bor derisimleri ile gergeklestirilen ¢alismalarin amaci, denge bor derisimini
belirlemenin yani sira, ideal adsorpsiyon ortami ve siiresine karar vermektir. Caligmalarda
pH 9,0-9,5 arasinda olacak sekilde ayarlanmigtir. Bunu nedeni, en yiiksek adsorpsiyonun
¢ozelti pH’1 8-10 iken gergeklestiginin literatiirde agik¢a belirtilmis olmasidir [114, 115].
Farkli adsorpsiyon ortamlarinin tercih edilmesinin nedeni, bor adsorpsiyonunda iyon
siddetinin etkisinin degerlendirilmesidir. Bor ¢0zeltisi, ultra saf su disinda 0,01 M CaCl:
ve 0,03 M KCI ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmistir ve iyon siddetleri ayni olup, 0,03M

olarak hesaplanmistir.

70



Sekil 4.9a’da 2 sa sonunda, artan bor derigimine kars1 adsorplanan bor miktarina ait grafik
sunulmustur. Adsorpsiyon ortami olarak, 10 mL 0,01 M CaCl, ve/veya ultra saf su (UPW)
kullanilmus, ancak her iki ortamda da denge bor derisimi saptanamamustir. Adsorplanan
bor miktari, UPW ve 0,01M CacCl, ortamlarinda benzer profillere sahip olmakla birlikte,
gorece 0,01 M CaCl; ortaminda daha yiiksek bulunmustur. Uygun stirenin belirlenmesi
icin, adsorplanan bor miktarinin zamanla degisim grafigi elde edilmistir (Sekil 4.9b). Bu
grafikten anlasildig1 gibi, adsorpsiyon 2 sa’ten daha az siirede ger¢eklesmis ve zamana
bagli herhangi bir degisiklik olmamustir. Sekil 4.10a ve b incelendiginde, 0,01M CaCl»
ortaminda yiiriitilen ¢alismalarda adsorplanan bor miktarinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Sekil 4.9c ve d’ de sunulan grafiklerde, adsorpsiyon miktarinin sirasiyla,
cozelti/kil oranmyla ve zamanla degisimi gosterilmektedir. Bir gram Kil icin 5 mL
adsorpsiyon ortami kullanildiginda adsorplanan bor miktar1 daha yiiksek olmustur (Sekil
4.9¢). Bununla birlikte, ylksek miktarda adsorpsiyon gergeklesen bu kosullarda, strenin,
adsorplanan bor miktarina etkisi belirlenememistir (Sekil 4.9d). Daha sonra, gbrece
yiiksek bor derisiminde, adsorplanan bor miktarinin zamanla degisim grafigi (Sekil 4.9¢)
incelenmis, fakat denge zamaninin tespit edilmesi miimkiin olmamuistir. Son olarak, Sekil
4.9f°de kalsiyum ile modifiye edilen MMT (Ca-MMT) ile MMT Kkarsilastirilmas,

aralarinda adsorpladiklar1 bor miktar1 agisindan belirgin bir fark bulunmamustir.

Sunulan tez ¢alismasmin bu boliminde en 6nemli kisitlayic1 faktor, analizlerin
azometin-H yontemi ile yapilmast olmustur. Siipernatan ile indirekt olarak yapilan bor
tayini literatiirde yaygin olarak tercih edilmesine ve hesaplamalar dogrusal bir
kalibrasyon grafigi kullanilarak yapilmasina ragmen, denge grafikleri elde edilememistir.
Sekil 4.9°da sunulan grafiklerin tamami degerlendirildiginde, neredeyse tim kosullarda
(Sekil 4.9d hari¢) 1 g kil icin ortama eklenen borun tamaminin kil tarafindan
adsorplandigi sonucuna varilmaktadir. Bu durumda, denge bor derisiminin belirlenmesi
icin daha yiiksek derisimlerde bor ile yapilacak izoterm c¢alismalarina ihtiyag
duyulmustur. Ancak, elde edilen kalibrasyon grafiginde, 10 pg/mL B’un 420 nm’deki
absorbansinin 2,0’ye yakin olmasi, yliksek bor derisimlerinde seyreltmeler yapilmasini
gerektirdiginden, olusabilecek sapmalar gbéz Oniine alinarak adsorpsiyon izoterm
caligmalarina devam edilmemistir. MMT killerin kullanildig1 bir ¢caligmada, denge bor
adsorpsiyonunun 20 ug/mL bor derisiminde, 30 dk’da ve 1 g kil kullanildig1 durumda
gerceklestigi gosterilmistir [111].
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Sekil 4.9. MMT ile yapilan bor adsorpsiyon ¢alismalarinda adsorplanan bor miktarini

etkileyen degiskenlere ait grafikler (a) c¢Ozeltideki bor konsantrasyonu,
(b, d ve e) adsorpsiyon siiresi, (c) ¢ozeltinin kile orani ve (d) kilin kalsiyum

ile modifiye edilmesi.

4.2.2. KDK’nin Belirlenmesi ve Yiiksek Derisimlerde Yapilan Adsorpsiyon

Cahismalan

Metilen mavisi yontemiyle, MMT’nin KDK degeri 125 meq/100 g kil (1,25 mmol/g kil)

olarak bulunmustur. Yaghoobi-Rahni ve ark. [116] tarafindan yapilan ¢alismada da MMT

icin KDK degeri 118 meq/100 g kil olarak tespit edilmistir ve bdylece caligma

kapsaminda yapilan analiz ile elde edilen KDK degerinin literatiir ile uyumlu oldugu

anlasilmistir. Adsorpsiyon ve salim ¢aligmalarinda, kilin KDK degerinin 2 ve 5 katina
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denk gelen (2,50 ve 6,25 mmol bor) miktarlarda bor ¢ozeltilerinin kullanilmasina karar
verilmigtir. Diisiik derisimlerde bor ile yapilan adsorpsiyon c¢alismalarinda elde edilen
sonuglar her ne kadar iyonik giiciin adsorpsiyonu arttirdigini gosterse de belirlenen bor
miktarlar1 0,01 M CaCly ortaminda ¢Oziinememistir. Bununla birlikte, c¢alismalar
sonucunda adsorpsiyonun 30 dk’dan daha kisa siirelerde tamamlandigi diisiiniilmiis,
ancak adsorpsiyon ve salim calismalar1 24 sa siirede yapilmistir. ICP-MS analizi
sonuglaria gore yapilan hesaplamalar ile elde edilen veriler Cizelge 4.1°de sunulmustur.
Sonuglar incelendiginde, Kilin KDK degerinin 2 ya da 5 kat1 derisimde bor ile yapilan
adsorpsiyonun, adsorplanan bor miktari {izerinde anlamli bir farka neden olmadigi tespit
edilmistir. Salim sonuglart ise, MMT nin adsorpladigi borun, baslangigta 2,50 mmol B/g
Kil kullanilan grupta ~%88’ini, 6,25 mmol B/g kil kullanilan grupta ise ~%87’sini ilk 24
sa’te saldigmi gostermistir. Caligmalara, anlamli olmamakla birlikte daha yiiksek
adsorpsiyonun elde edildigi 6,25 mmol B/g kil kullanilarak hazirlanan B-MMT’ler ile

devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.1. MMT ye bor adsorpsiyon ve salimimin ICP-MS analizi sonuglari.

Adsorpsiyon ortamina eklenen bor miktart

2,50 mmol B/g kil 6,25 mmol B/g kil
(~27000 pg B/g kil) (~67500 g B/g kil)
Adsorplanan bor (ug B/g Kil) 2123,34+445,05 2847,30+936,36
Adsorplanan bor (%) ~8 ~5
Salinan bor (ug B/g kil) 1881,37+64,47 2485,60+39,64

4.3. PLGA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi ve Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Sunulan tez ¢alismasinin bu boliimiinde, PLGA, PLGA/MMT ve PLGA/B-MMT fiber
matrikslerin elektroegirme yontemi ile hazirlanabilmesi i¢in belirlenen parametreler ve
ideal bir yara Ortiisiiniin sahip olmas1 gereken Ozellikler g6z Oniine alinarak yapilan
karakterizasyon ¢alismalarinin sonuglarina yer verilmistir. Ardindan, fiber matrikslerin,
fizyolojik kosullardaki biiziisme probleminin ¢oziimiine yonelik olarak yapilan
denemelerin sonuglar1 sunulmustur. Sonrasinda farkli oranlarda MMT ve B-MTT igeren

fiber matriksler ile yapilan hiicre kiiltiir calismalarinin sonuglarina deginilmistir.
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4.3.1. Elektroegirme ile PLGA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

Gelismis bir biyoaktif yara Ortiisli, ¢esitli terapotik ajanlarin salimini yaparak, yara
iyilesmesini ve rejenerasyonunu en iyi sekilde desteklemek {izere tasarlanmalidir.
Biyouyumlu polimerler kullanilarak, nano ve mikro fiberlerin {iretimine izin veren
elektroegirme yontemi bu tasarimin ihtiyaglar1 olan yiliksek yiizey alan1 ve baglantili
gozeneklerin elde edilmesinde olduk¢a basarilidir. Fiber matriksler gibi daha ince yara
Ortllerinin yani sira, genis ve derin hasarlarin tedavisinde kullanilabilecek {i¢ boyutlu yara
ortiilerinin hazirlanmasi igin de gerekli potansiyele sahip bir Gretim yéntemidir [117].
Gilinlimiize kadar elektroegirme ile yapilan calismalar incelendiginde, biyoaktif yara
ortiillerinin  hazirlanmasinda ¢esitli dogal ve sentetik polimerlerin  kullanildig:
goriilmistiir. Sentetik bir polimer olan PLGA yara iyilesmesi de dahil birgok biyomedikal
uygulamada kullanilmigtir. Sunulan tez c¢alismasinda, yiiksek mekanik 6zelligi,
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve ayni zamanda FDA onayina sahip bir polimer
olmasi nedenleriyle PLGA tercih edilmistir. PLGA, oral mukoza ve deri hasarlar1 igin
gelismis biyoaktif bir yara Ortiisii elde etmek amaciyla MMT ve B-MMT ile
katkilandirilmistir.

Diizglin ve homojen PLGA bazli fiberlerin elde edildigi kosullar Cizelge 4.2’de
verilmistir. Polimer ¢ozeltisine eklenen MMT ya da B-MMT katkisinin elektroegirme
parametrelerini degistirmedigi goriilmistiir. Biitiin gruplarda, elektroegirme siirecinde
gerekli olan Tylor konisi gézlemlenmis ve fiberler diiz bir toplayicida biriktirilerek fiber

matriksler elde edilmistir.

Cizelge 4.2. PLGA bazli fiber matrikslerin elektroegirme kosullari.

Polimer MMT Voltaj  Toplayict mesafesi Akis hizi

(Yow/v) (Yow/w) (kV) (cm) (mL/sa)
PLGA 7 - 22 14 1,0
PLGA/MMT 7 10 ve 20 22 14 1,0
PLGA/B-MMT 7 10 ve 20 22 14 1,0
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4.3.1.1. SEM Analizi

Elektroegirme yontemiyle fabrikasyonu tamamlanan PLGA, PLGA/10 MMT ve
PLGA/20 MMT fiber matrikslerdeki fiber morfolojisinin incelenmesi amaciyla SEM
analizi yapilmistir. Her {i¢ gruba ait farkli biiylitmelerdeki goriintiiler incelendiginde,
rastgele toplanan fiberlerin dallanma géstermedikleri ve diizgiin ve morfolojiye sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10). PLGA fiber matrikslerde ihmal edilebilir diizeyde
goriilen boncuk olusumuna, MMT katkili fiber matrikslerde rastlanmamistir. Bunun
nedeninin, MMT katkis1 ile artan ¢ozelti vizkositesiyle iligkili olabilecegi yorumu
yapilmistir. Herhangi bir muamele yapilmayan MMT’lerin bulundugu ¢ozeltilerde,
elektroegirme siirecince nerdeyse higbir ¢okme gozlenmemis ve ¢ozelti homojenligi
korunmustur. Buna bagli olarak, MMT’lerin fiber igerisindeki dagilimmin da homojen
oldugu sonucuna vartlmistir. SEM goriintiilerinde MMT yi1ginlarina rastlanmamasi da bu
sonugla uyumludur. SEM analizinde elde edilen goriintiilerin ImagelJ programu ile yapilan
analizleri sonucunda PLGA, PLGA/10 MMT ve PLGA/20 MMT fiber matrikslerin
ortalama c¢aplar1 sirasiyla, 478 nm + 205, 368 nm % 118 ve 399nm + 117 olarak
hesaplanmistir. Fiber ¢ap dagilim grafikleri incelendiginde, MMT katkisinin fiber ¢ap

dagilimini olumlu yonde etkiledigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.10. Elektroegirme ile tretilen PLGA, PLGA/10 MMT ve PLGA/20 MMT fiber

Fiber sayis

PLGA/10 MMT

Fiber Sayisi

PLGA/20 MMT

matrikslere ait SEM goriintiileri ve fiber ¢ap dagilim grafikleri.
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4.3.1.2. Kimyasal ve Kristalografik Karakterizasyon

Bor adsoplanan MMT’lerin kimyasal yapindaki degisikligin belirlenmesi amaciyla ATR-
FTIR analizi yapilmustir (Sekil 4.11a). Yaklasik olarak 1040 cm™ dalga boyunda Si-O
gerilimine ait Kkarakteristik pik, MMT ve B-MMT d&rneklerinin her ikisinde de
goriilmiistiir. Spektrumda goriilmesi beklenen, 3300-3600 cm™ dalga boyu arasindaki O-
H gerilim ve 1600 cm™ dalga boyu civarindaki H-O-H biikiilmesi pikleri de tespit
edilebilmistir [116]. Iki spektrum karsilastirildiginda, bor adsorpsiyonundan sonra
MMT’nin kimyasal yapisinin degismedigi goriilmiis, boylece, bor ve MTT arasindaki
etkilesimin fiziksel oldugu ¢ikarimi yapilmstir.

Sekil 4.11a’da PLGA, PLGA/10 MMT ve PLGA/20 MMT fiber matrikslere ait ATR-
FTIR spektrumlar1 verilmistir. Fiber matrikslere ait spektrumlarda, ester gruplarinin
varligin1 isaret eden, 1746 cm™’de karbonil gerilmesi (C=0) ve 1093-1452 cm™ dalga
boyu araligindaki C-O gerilmelerine ait pikler belirgin bir sekilde goriilmektedir [118].
Fiber matrikslerde MMT ve PLGA’nin karakteristik pikleri ile ¢akistigr icin spektrumlar

incelendiginde, gruplar arasinda arasinda bir farka rastlanmamastir.
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Sekil 4.11. PLGA ve PLGA/MMT fiber kimyasal ve kristalografik karakterizasyon
sonuglar1 a) ATR-FTIR spektrumu, b) XRD spektrumu (V, karakteristik
MMT piki; e, amorf PLGA piki) ve c) su temas agis1 dlgtimleri.
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Fiber matrikslerdeki MMT’nin varligt XRD analizi ile gosterilmistir (Sekil 4.11b).
PLGA/20 MMT’de 20=7° civarinda goriilen yeni pik, MMT igin Kkarakteristik olan ve
2,5°-7,5° arasinda g6zlenen pike aittir [119]. XRD spektrumunda 10-25° arasinda goriilen
genis pik ise PLGA kopolimerin amorf yapisimin bir gostergesidir [120]. Fiber
matrikslerde 21,2°°de goriilen genis pik ¢aligma kapsaminda kullanilan PLGA’nin amorf
yapisint dogrulamaktadir. MMT katkist PLGA nin kristalinitesini degistirmemistir.

4.3.1.3. Su Temas Aqis1 Analizi

Hidrofilik 6zellikte oldugu bilinen MMT’lerin, fiber matrikslerin 1slatilabilirlik
ozelliklerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in gdzeneksiz olarak iiretilen membranlarin su
temas acilart Olglilmustir (Sekil 4.11c). Boylece fiber matrikslerde gozeneklilik
nedeniyle matriks i¢indeki havanin su temas agis1 lizerindeki etkisi diglanmistir. PLGA
membranin su temas agis1 107° £ 7 olarak bulunurken agirlik¢a %20 ve %40 oranlarinda
MMT igeren membranlarin su temas agilari sirasiyla, 90° + 6 ve 87° + 2 derece olarak
Olgiilmiistiir. Bu da hidrofilik karakteri nedeniyle MMT’nin fiber matrikslerin

hidrofobisitesini azalttifini gdstermektedir.
4.3.1.4. Termal Karakterizasyon

Biyomalzemelerin sterilizasyon yontemlerinin belirlenmesi ve fizyolojik ortamdaki
davraniglarinin 6ngorilebilmesi igin termal karakterizasyon analizlerinin yapilmasi dnem
tasimaktadir. Bu amagcla yapilan DSC ve TG analizlerinin sonuglar1 Cizelge 4.3’te
verilmistir. TG analizine gore, fiber matrikslerin maksimum bozunma sicakliklar1 otoklav
ile sterillenebilme kosulu olan 121°C’nin {izerinde bulunmustur, ancak polimerde kiitle
kaybi: olmamasina ragmen morfoloji tamamen bozulmustur. Bu nedenle, otoklav ile
sterilizasyon yontemi fiber matriksler i¢in uygun bulunmamustir. Bozunma yuzdeleri
incelendiginde, PLGA reg¢ine ve PLGA fiber matrikslerin neredeyse 600°C’de tamaminin
bozundugu, yapisinda MMT bulunan fiber matrikslerde ise inorganik yapidaki MTT nin
bozunmadan kaldigi tespit edilmistir. TG analizi sonuglar1 fiber matrikslerde MMT
varligim gostermektedir. PLGA fiber matrikslerde kalan kiitle yiizdeleri incelendiginde,
artan kil oranlar1 ile bozunma sonrasi kalan kiitle kismen uyumlu bulunmugstur. Teorik
olarak polimere gore agirlikca eklenen MMT miktarlarinin kalan kiitle ile dogrusal bir
iligkisinin olmamasinin nedeni, elektroegirme siiresine bagli olarak Ozellikle B-MMT

iceren ¢ozeltideki kilin gokmesi ile agiklanabilir.
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DSC analizi ile belirlenen camsi gegis sicakliklar1 Cizelge 4.3’te sunulmustur. PLGA
recinesinin camsi gegis sicakligi 49,31°C olarak tespit edilirken, PLGA ve PLGA/MMT
ve PLGA/B-MMT (PLGA/40 B-MMT hari¢) fiber matrikslerin camsi gegis sicakliklari
daha diisiik bulunmustur. Bu farkliligin, fiber matrikslerdeki genis yiizey/hacim oranin
yant sira, elektroegirme nedeniyle molekiil =zincirlerinin diizenlenmesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Ayn1 zamanda, fiber morfolojisindeki polimerlerin,
recine formuna gore daha diisiik kristaliniteye sahip olmasi beklenmektedir. Baska bir
deyisle, reginedeki molekiil zincirleri fiber morfolojisinde olduklarinda molekiil zincirleri

cok daha dolanmis haldedir. Elde edilen sonuclar ilgili literatir ile uyumludur [118].

Cizelge 4.3. PLGA bazli fiber matrikslerin camsi gegis sicakliklart ve bozunma yiizdeleri.

DSC TGA
T,(°C) Kalan kiitle (%) (600°C)
PLGA recine 49,31 1,55
PLGA 33,60 2,44
PLGA/10 MMT 29,05 5,52
PLGA/10 B-MMT 26,54 6,33
PLGA/20 MMT 36,11 6,77
PLGA/20 B-MMT 33,73 7,12
PLGA/40 MMT 47,34 21,02
PLGA/40 B-MMT 31,01 12,42
MMT : 87,40
B-MMT - 87,20

4.3.1.5. PLGA/20 B-MMT Fiber Matrikslerden Bor Salim Calismasi

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, fiber matrikslerden bor salim ¢aligmalar1 i¢in model
olarak PLGA/20 B-MMT segilmistir. Salim ¢alismalarinin sonuglar1 azometin-H yontemi
ile indirekt olarak tespit edilmistir. Dogrudan MMT’lerden yapilan ve ICP-MS ile tayin
edilen bor salim sonuglar ile karsilastirildiginda (Cizelge 4.1), PLGA/20 B-MMT’den
saliman bor miktarinin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12). Ancak hem
analizlerin farkliligi hem de MMT nin serbest halde degil fiberler igerisinde oldugu

diisiiniildiiglinde elde edilen sonuglarin farkli olmasi anlasilir olarak yorumlanmaistir.

78



0,30
0,25

0,20 .

ms{a@%

-
-

0,15

0,10

Salinan bor
(ug B/cm? fiber matriks)

r"v""’u'.l..ﬁ

0,05

0,00 (3

Giin

Sekil 4.12. PLGA/20 B-MMT fiber matrikslerden borun salim kinetigi.

4.3.1.6. Fiber Matrikslerin Biiziisme Probleminin Onlenmesine Yonelik Calismalar

Sunulan tez ¢alismasinin son asamasina gelindigi diisiiniiliirken karsilasilan en 6nemli
problem, Sekil 4.13’teki fotograftan agik¢a goriildiigii Uzere PLGA fiber matrikslerin
sterilizasyon (%70 (v/v) EtOH/UV) islemi sirasinda aniden biiziigmesi olmustur. Fiber
matrikslerin boyutlar1 tamamen degismis ayni zamanda gozenekliligin kaybolmasi
nedeniyle oldukc¢a rijit bir hale doniismiislerdir. Bu problemin nedenlerine yonelik
literatiir taramasi yapildiginda, elektroegirme yonteminin elektrik alanin etkisiyle polimer
zincirlerinde bir a¢ilmaya neden oldugu ve fiber halindeki polimer zincirlerinin camsi
gecis sicakliklariin {stiinde bir sicaklik ile karsilasana kadar olduklari durumlar
korudugu bilgisine ulasilmistir [121, 122]. DSC analiz sonuglar1, elektrik alan etkisiyle
fiber matrikslerin camsi ge¢is sicakliklarinin fizyolojik sicaklik olan 37°C’nin altina
diistiigiinii gostermistir. Kisacasi, elektrik alan etkisiyle rahatlayan polimer zincirleri
camsi1 gegis sicakliginin tistiinde bir sicaklikla karsilastiginda tekrar eski haline donmekte
ve bu durum fiber matrikslerin biiziismesiyle sonu¢lanmaktadir. Ayni1 davranig etanol

muamelesi sonrasinda da gorilmektedir.
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Sekil 4.13. Sterilizasyon islemi sirasinda biiziisen PLGA fiber matriksler (sol) ve
PLGA/20 MMT fiber matrikslerin biiziisme oOncesi ve yapilan 3 farkli

muamele sonras1 SEM goruntileri (sag).

Biiziigmenin Onlenmesine yonelik, PLGA/20 MMT fiber matrikslere 3 farkli
modifikasyon yapilmis [123, 124] ve SEM analizi goriintiilerine Sekil 4.13’te yer
verilmistir. Uretilen fiber matrikler aliiminyum folyodan kaldirilmadan énce 70°C’de
3 sa inkiibe edildiginde fiber morfolojisinin ve gozenekli yapmin bozuldugu tespit
edilmistir. Diger modifikasyon ise, yine aliiminyum folyodan kaldirilmadan once
50°C’de 2 sa inkiibe edilen fiber matriksin daha sonra %75 EtOH ¢0zeltisinde
bekletilmesiyle yapilmistir. Bu modifikasyon sonrasinda, fiber morfolojisinde belirgin bir
bozulma goriilmemis ancak gézenekli yap1 kaybolmustur. Bir sa siireyle 40 mM EDC/20
mM NHS c¢ozeltisinde (saf EtOH icinde) modifiye edilen 6rneklerin SEM goruntileri
incelendiginde ise, fiber morfolojisinin tamamen degistigi ve yine gozenekliligin
kayboldugu belirlenmistir. Elde edilen SEM goruntileri, bozulan fiber morfolojileri ve
g6zeneklilik nedeniyle, her 3 yontemin de basarisiz oldugunu gostermistir. Ru ve ark.
[125] tarafindan yapilan bir ¢alismadan esinlenerek PLGA fiber matrikslerin sicaklik
uygulamasiyla laminasyon kagitlarina sabitlendigi c¢alismalarda da %70 (v/v) EtOH
icerisine yerlestirilen drnekler ilk 30 dk’da morfolojilerini korusalar da 60 dk sonunda
polimer zincirlerinin konformasyon degisimi gii¢lii bir etkiyle bliziismeye ve laminasyon

kagitlarindan ayrilmalarina neden olmustur.

Tseng ve ark. [126] amorf polimerlerden elektroegirme yontemiyle elde edilen fiber
matrikslerde ortaya ¢ikan boyut degisiminin, fiber matrikslerin isil-tersinir bir jel olan
Pluronik F127 hidrojeli icerisinde (%55-60 (w/v)) 70°C’de 3 sa inkiibe edilmesiyle
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Onlenebildigini ifade etmislerdir. Sunulan tez calismasinda, fiber matriksler once
aliminyum folyadan kaldirilmadan 50°C’de 2 sa bekletilmis ve sulu ¢ozeltisi +4°C’de
stvi halde bulunan Pluronik F127 ig¢ine yerlestirilerek 70°C’de 3 sa daha inkibe
edilmistir. Hi¢chbir muamele yapilmayan ve Pluronik F127 iginde sicaklik uygulamasi
yapilan fiber matrikslerin sterilizasyon sonrasi biiziisme yiizdeleri hesaplanmis, sonuclar

Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Fiber matrikslerin biiziisme yiizdeleri.

Muamele yok S0°C 2 sa Pluronilf(l)?‘olcé'?’(sii ;0°C 3sa
PLGA %80,8+4,6 %64,2+6,0 %38,7+7,1
PLGA/20 MMT %91,8+3,2 %75,8+1,4 %51,3+7,3
PLGA/20 B-MMT %86,0+2,8 %74,4+3,3 %35,2+6,9
PLGA/40 MMT %93,5+3,5 %88,0+2,3 %70,3+5,7
PLGA/40 B-MMT %88,0+0,0 %76,8+1,8 %065,8+3,6

Higbir muamele yapilmayan ve Pluronik F127 uygulamasi (50°C 2 sa + Pluronik F127°de
70°C 3 sa) yapilan PLGA ve PLGA/20 MMT fiber matrikslerin sterilizasyon sonrasinda
degisen fiber morfolojilerini gdsteren SEM fotograflar1 Sekil 4.14’te verilmistir. Bu
uygulama gorece basarili bulunarak, HS2 ile yapilacak olan hiicre kiiltiir ¢alismalarinda

kullanilabileceklerine karar verilmistir.
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Muamele yok Pluronik F127

PLGA

PLGA/20 MMT

Sekil 4.14. Hi¢bir muamele yapilmayan ve Pluronik F127 uygulamasi (50°C 2 sa +
Pluronik F127°de 70°C 3 sa) yapilan PLGA ve PLGA/20 MMT fiber
matrikslerin sterilizasyon sonrasinda degisen fiber morfolojilerini gosteren

SEM analizi.

4.3.2. HS2 Hiicrelerinin PLGA Bazh Fiber Matriksler Uzerindeki Davramsinin

Incelenmesi

Pluronik F127 muamelesi (50°C 2 sa + Pluronik F127°de 70°C 3 sa) yapilan PLGA bazli
fiber matrikslerin, HS2 hiicrelerinin tutunma ve ¢ogalma davranislarina etkisinin

incelenmesi amaciyla, 14 gilinliik hiicre kiiltiir calismasi yapilmaistir.
MTT analizi

Hiicrelerin ¢ogalma davranmiglarini gosteren MTT analizinin sonuglart Sekil 4.15°te
verilmistir. PLGA fiber matriksin 1. giin hiicre canlilif1 %100 kabul edilmistir. Sonuglar
incelendiginde kiiltiirin 10. giintine kadar PLGA ve PLGA/20 B-MMT grubunun benzer
profile sahip olduklar tespit edilmistir. Her iki grupta da hiicre canlililigr diger gruplara
gore anlamli olarak yiiksektir. Bununla birlikte, analiz sonuglart MMT ve B-MMT igeren
fiber matrikslerde hiicre canliliginin PLGA fiber matrikslere gore oldukca diistik

oldugunu ifade etmektedir. Daha oOnce Cizelge 4.4’te verilen biiziisme ylizdeleri
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incelendiginde hiicre canliligi daha yiiksek bulunan PLGA ve PLGA/20 B-MMT fiber
matrikslerdeki kiiciilmenin %35 civarlarinda oldugu, diger gruplarda ise bu oranin
%350’nin {izerinde oldugu tespit edilmistir. Fiber matrikslerin boyutlarinda gériilen
degisim her ne kadar Pluronik F127 uygulamasi ile azaltilmis olsa da fiber morfolojisi ve

gbzenekliligin olumsuz olarak etkilendigi MTT sonuglarindan agik¢a anlagilmistir.

[ IPLGA
1400 4 ] PLGA20 MMT
B PLGA/20 B-MMT
1 B PLGA/40 MMT
I PLGA/40 B-MMT
1200 — *

i
—

—

1000 M —

*

800 —

HS2 canhlik (%)

600 — *

400 —

200

-

Sekil 4.15. PLGA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 hiicrelerinin 14 giinliik kiltlr
boyunca mitokondriyal aktivitelerini gosteren MTT analiz sonuglari
(Istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=3, ayn1 giin farkli gruplar arasinda
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; aym giinde PLGA grubu
kontrol olarak kabul edildiginde op<0,05, eep<0,01, eeep<0,001,
eeee<0,0001).

SEM Analizi

PLGA bazl fiber matrikslerin tizerinde kultire edilen HS2 hticrelerinin morfolojileri ve
hicre-fiber etkilesimleri, kiiltliriin 1 ve 7. glinlerinde SEM analizi ile degerlendirilmistir
(Sekil 4.16). Birinci gin sonuglart incelendiginde, biitiin gruplarda hiicrelerin fiberlere
tutunduklari tespit edilmistir. Ancak, PLGA/40 MMT ve PLGA/40 B-MMT gruplarinda
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hiicre membranlarinin ve morfolojilerinin saglikli olmadigir bolgelere rastlanmistir.
Kultiriin 7. glnidnde ise tam olarak tespit edilememekle birlikte, PLGA/40 MMT ve
PLGA/40 B-MMT gruplarinda diger gruplara gore hiicre yogunlugunun daha az oldugu
dikkati ¢ekmistir. Saglikli keratinositlerin gosterdikleri siki hiicre baglantilarina ait

goriintliye engok PLGA fiber matrikslerin 7. glinlinde rastlanmustir.

PLGA PLGA/20 MMT PLGA/20 B-MMT PLGA/40 MMT PLGA/40 B-MMT

A & e

7.glin

Sekil 4.16. PLGA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 hucrelerinin kiiltiirasyonlarinin
1. ve 7. ginunde SEM analiz gorunttleri.

Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI Boyama

Fiber matrikslere ekilen HS2 hiicrelerinin morfolojileri kiiltiirasyonlarinin 7. ve 14.
giinlerinde, Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI boyamasi yapilarak incelenmistir (Sekil 4.17).
Fiber matrikslerin genel goriintiisii degerlendirildiginde, en fazla hiicre yogunlugu her iki
giin i¢in de sirasiyla en ¢ok PLGA ve PLGA/40 B-MMT gruplarinda goriilmiistiir. Fiber
matrikslerin kigllmesi nedeni ile elde edildigi diistiniilen bu farkli sonuglar, degisen
MMT katkisinin ve B-MMT’nin gercek etkisi hakkinda tam bir ¢ikarim yapilamamasina

neden olmustur.
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PLGA PLGA/20 MMT PLGA/20 B-MMT PLGA/40 MMT PLGA/40 B-MMT

7.gln

14. giin

Sekil 4.17. PLGA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 hiicrelerinin kiiltiirasyonlarmin
7. ve 14. ginlinde hucre iskeleti/cekirdek boyama goruntileri (hiicre iskeleti

yesil; hiicre ¢ekirdegi mavi renkle boyanmaistir).

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinin sonuglari, EtOH ve/veya sicaklik nedeniyle fiberlerin
boyutlarindaki degisimin, hiicre ¢ogalmasi ve morfolojisi lizerindeki olumsuz etkisini
ortaya koymustur. Fiber morfolojisindeki degisim, ayn1 zamanda fiber matrikslerin
sertliklerinin artmasi ve gozenekliligin azalmasi gibi problemleri de beraberinde
getirmistir. Bu nedenle, bor vee MMT katkisinin yara iyilesmesi {izerindeki olasi
etkilerinin incelendigi tez ¢alismasinda, cams1 gegis sicakligi daha yiiksek oldugu bilinen

PLA polimeri ile yapilan caligmalarla devam edilmistir.

4.4. PLA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi ve Hiicre Kiiltiir Calismalar:
4.4.1. Elektroegirme ile PLA Bazh Fiber Matrikslerin Uretimi

PLA, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi sayesinde rejeneratif tip, gen transferi, ilag
salim1 ve doku miihendisligi alanlarinda siklikla tercih edilen, hidrofobik ve yari kristalin
bir polimerdir [127]. Sunulan tez c¢alismasinda, PLGA yerine PLA polimerinin
kullanilmasima karar verilmesinin ardindan, fiber matriks {retiminde uygun
elektroegirme parametrelerinin belirlenmesi igin %8 (w/v)’lik ve %10 (w/v)’luk PLA
cozeltileri ile galistlmistir. Yiizde 8‘lik PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber
matriksler, akis hiz1 1,2 mL/sa, voltaj 20 kV ve siringa ucu-toplayict uzakligr 25 cm
olacak sekilde iiretilmistir. Yiizde 10’luk PLA fiber matriksler i¢in kullanilan
parametreler, akis hiz1 1,2 mL/sa, voltaj 20 kV ve siringa ucu-toplayici uzakligr 25 cm
iken, PLA/IMMT ve PLA/B-MMT fiber matriksler i¢in bu kosullar 1,0 mL/sa, voltaj

17 kV ve siringa ucu-toplayici uzakligi 25 cm olarak belirlenmistir.
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4.4.2. PLA Bazh Fiber Matrikslerin Karakterizasyonu

4.4.2.1. SEM Analizi

Ylzde 8 (w/v)’lik PLA ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan fiber matrikslerin optik
mikroskop ile yapilan ilk incelemelerinde fark edilemeyen boncuk olusumu, SEM analizi
goriintiilerinden tespit edilmistir (Sekil 4.18). Boncuk olusumunun en 6nemli nedeni
cozelti vizkositesinin diisiik olmasidir. Cozeltide polimer derigimi arttiginda vizkozite
artar, buna bagli olarak artan ylzey gerilimi, boncuk olusumunun azalmasina neden olur
[128]. Bu bilgiler 1s18inda, PLA ¢0Ozeltisinin derisimi %10 (w/v)’a ¢ikarilmistir. Sekil
4.20’de bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmis olan PLA bazli fiber matrikslere ait
SEM goriintiilerine yer verilmistir.

PLA PLA/40 MMT PLA/40 B-MMT
AP Al o » 5 T y PRGN

Sekil 4.18. Yilzde 8 (w/v)’lik PLA ¢o6zeltisi kullanilarak hazirlanan PLA bazli fiber

matrikslerin SEM analizi. Boncuk yapilari beyaz ¢izgiler ile daire igine

alinarak gosterilmistir.
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4 PLA/10 MMT PLA/20 MMT PLA/40 MMT A

N

Sekil 4.19. Yilzde 10 (w/v)’luk PLA ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan PLA bazli fiber
matrikslerin SEM analizi. Yesil oklar ile fiberler igerisindeki MMT ya da
B-MMT ler isaret edilmektedir.

Sekil 4.19°da verilen SEM analizleri, dlzensiz olarak toplanan fiberlerin dizgin
morfolojide boncuk i¢ermeyen yapiya sahip olduklarmni gostermektedir. PLA/10 MMT
ve PLA/10 B-MMT gruplarinda gorece az olan MMT’lere SEM goriintiilerinde
rastlanmamustir. Yiizde 20 ve daha tistinde MMT ya da B-MMT igeren gruplarda ise
fiber yapisina katilan nanokillerin varligi tespit edilmistir. MMT ya B-MMT katkisi fiber
morfolojisinde 6nemli bir degisiklige neden olmamakla birlikte, fiberlerin siirekliliginin

bozulmasiin mekanik 6zellikleri etkileyebilecegi diisliniilmiistiir.
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Sekil 4.20. PLA bazli fiber matrikslerin ortalama ¢aplart ve ¢ap dagilim grafikleri.
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SEM gorintuleri, fiber cap dagiliminin belirlenmesi amaciyla ImageJ yazilimi ile analiz
edilmistir (Sekil 4.20). Ortalama fiber ¢ap1 en diistik grup PLA (287 nm+111), en ylksek
olan ise PLA/40 B-MMT grubudur (481 nm +115). Bununla birlikte, fiber ¢aplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(Sekil 4.21). Kisacasi, MMT ya da B-MMT Kkatkisi ortalama fiber ¢aplarinda anlamli bir

degisiklige neden olmamustir.
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Sekil 4.21. PLA bazl fiber matrikslerin fiber ¢aplarinin karsilastirilmasi.

4.4.2.2. Kimyasal ve Kristalografik Karakterizasyon

PLA bazli fiber matrikslerdeki MMT katkisinin kimyasal yapiya etkisi ATR teknigi
kullanilarak FTIR analizi ile karakterize edilmistir. FTIR spektrumlari incelendiginde,
matrikslerin kimyasal yapilarinda bir farklilik saptanmamustir (Sekil 4.22a). Bitiln
gruplarda 1710-1770 cm™ dalga sayisinda ester baglarmin yapisindaki karbonil grubuna
ait pik saptanmistir. PLA ana zincirindeki ester gruplarina ait karakteristik pikler de
(1178, 1128 ve 1083 cm™) belirgin sekilde goriilmektedir [129]. MMT grubuna ait
piklerin goriilmemesinin nedeni polimer ve MMT arasinda kimyasal bir etkilesimin
olmamasi seklinde yorumlanmistir. MMT ler polimer igerisinde bor tasiyan bir katki

malzemesi olarak gorev yapmuistir.

XRD spektrumlar1 incelendiginde, PLA’ya ait amorf pikin yani sira, MMT’ye ait
karakteristik pikin (26=7°) varligi, elektroegirme yontemiyle PLA bazli MMT ve B-
MMT fiber matrikslerin basarili bir sekilde hazirlanabildigini gostermistir (Sekil 4.22b).
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Sekil 4.22. PLA bazli fiber matrikslere ait (a) ATR-FTIR ve (b) XRD spektrumu.

4.4.2.3. Termal Karakterizasyon

MMT ve B-MMT nin degisen oranlardaki katkisinin PLA’nin termal davranislarina olan
etkisi DSC ve TG analizleri ile degerlendirilmistir (Cizelge 4.5). PLA bazli fiber
matrikslerin erime sicakliklari 175-178°C arasinda bulunmustur ve sonug literatiirde
belirtilen 174-184°C degeri ile uyumludur [130]. PLGA fiber matrikslerde kargilasilan
biiziisme probleminin, PLA fiber matrikslerde gériilmemesinin nedeni T, sicakliginin
elektroegirme yontemine ragmen fizyolojik sicaklik olan 37°C’den oldukga ylksek
olmasidir. Sunulan tez calismasi kapsaminda iiretilen PLA fiber matriksin Tg degeri
60,9°C olarak kaydedilmistir. Bu sonug, literatirdeki 59,8 ve 62,6°C sonuglari ile
uyumludur [129, 131]. MMT ve B-MMT katkili PLA fiber matrikslere ait T degerleri
ise PLA grubuna gore bir miktar daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde, MMT katkisinin
Ty degerini arttirdigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [129]. TG analizi, fiber
matrikslerde dekompozisyon sicakligindan sonra kalan kiitlenin, yapiya katilan MMT ile
iligkili oldugunu gostermektedir [15]. Teorik olarak %10, %20 ve %40 MMT ya da
B-MMT igeren fiber matrikslerin 600°C’de kalan kiitlesi incelendiginde, killerin basarili
bir sekilde yapiya katildig1 ¢ikarimi yapilmastir.
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Cizelge 4.5. PLA bazli fiber matrikslere ait DSC ve TG analiz sonuglart.

DSC TG
T,(°C) Kalan kiitle (%) (600°C)
PLA recine - 25+0,6
PLA 60,9 51+0,6
PLA/10 MMT 64,1 9,0+1,1
PLA/10 B-MMT 63,3 11,8 +1,0
PLA/20 MMT 62,4 143+25
PLA/20 B-MMT 62,3 16,5+0,2
PLA/40 MMT - 273+29
PLA/40 B-MMT - 222+13

Sunulan tez ¢alismasinda, yara iyilesmesinde etkili olan bor derisiminin tespit edilmesi
icin TCPS yiizeylere ekilen HUVEC, HS2 ve BJ hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarda, besi
ortamlarinda dogrudan borun etkileri Boliim 4.1°de detayl1 olarak tartisilmistir. Sonuglar,
20 pg/mL bor derisimin dahi olumsuz bir etkisinin olmadigini ve 6zellikle bor iceren besi
ortaminda kiiltiire edilen BJ hiicrelerinin proliferasyonlarinin arttigini gostermistir. Hiicre
kiiltiir calismalarinda kullanilan PLA/10 B-MMT ve PLA/20 B-MMT fiber matrikslerin
nanokil icerikleri, teorik olarak %10 ve %20 (w/w) olsa da elektroegirme sirasinda olusan
cokme ile olusan kayip ve fiber matrikslerdeki dagilimin ne kadar homojen oldugunun
tam olarak bilinmesi miimkiin degildir. B-MMT katkisindan dolayi, TG analizindeki
kalan kitle ve gravimetrik analiz verilerinden yola ¢ikilarak 1 cm? fiber matrikslerde
bulunan kil miktar1 hesaplanmistir. Adsorpsiyon sonuglari ile her bir fiber matriksteki
nanokil miktarina karsilik gelen bor miktarmin hesaplanmasi miimkiin olmustur ve
sonuglar Cizelge 4.6°da verilmistir. Bu iki yaklagim ile yapilan hesaplamalara gore
PLA/10 B-MMT ve PLA/20 B-MMT gruplarinin ortalama bor miktarlari sirasiyla, 2,8 ve

5,8 ug B/cm? fiber matriks olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan PLA/B-MMT fiber matrikslerinin iki farkli

yontemle hesaplanan bor miktarlari.

PLA/10 B-MMT  PLA/20 B-MMT

Agirhk hesabina gore (ug B/cm?fiber matriks) ~3,4 ~7,5
TGA sonucuna gore (ug B/cm?fiber matriks) ~2,2 ~4,2
Ortalama ~2,8 ~5,8

4.4.2.4. Su Temas Acis1 Analizi

Biyomalzemelerin hidrofilisitesi, hiicre tutunmasimi ve ¢ogalmasini etkileyen anahtar
faktorlerden biridir. Ayrica biyobozunur poliesterlerin hidrofilisitesi degradasyon hizinin
artmasina da neden olmaktadir [132]. Ancak, PLA yapisindaki metil gruplari nedeniyle
hidrofobik 6zellik gostermektedir [130]. Fiber matrikslerin hidrofilisitesinin arttirilmasi
amactyla MMT’lerden faydalanilmigtir. Su temas acgist Olgiimleri sonuglar
incelendiginde, MMT varligindan beklenen hidrofilisite artis1 tespit edilememistir
(Cizelge 4.7). Su temas ag1s1 6lgtimleri, su damlasinin malzemeye temas etmesinden 20 s

sonra yapilmustir.

Cizelge 4.7. PLA bazli membranlarin su temas agilari.

Membran Su temas acisi(°)
PLA 72441
PLA/40 MMT 70,1+3,0
PLA/40 B-MMT 74329

4.4.2 5. Hidrolitik ve Enzimatik Bozunma Davramsinin Incelenmesi

Biyobozunur 6zellikte olan polimerlerin degradasyon davranisi bir¢ok etken tarafindan
kontrol edilmektedir. Molekiil agirligi, kKimyasal ve stereo izometrik bilesim, kristalinite
ve yiizey yiikii gibi dogrudan polimerle iligkili etkenlerin yani sira, morfoloji, ylizey
puriizluligi, goézeneklilik gibi fabrikasyon yontemi ile iliskili etkenler de bozunma
siresini  etkilemektedir. PLA’nin bozunma siiresi, 6 ay ile 2 yil igerisinde
gerceklesmektedir. Ancak bu siire, biyomalzemenin hazirlanmasinda polimere eklenen

katkilar ya da viicutta implante edildigi bolgeye bagl olarak degisiklik gosterebilir.
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Laponit nanokil katkisinin, nanohibrit hidrojellerin degradasyon siiresini azalttig
bildirilmistir [133]. Ayrica, PCL, PHBV (poli(3-hidroksibitirat-ko-3-hidroksivalerat) ve
PLA polimerlerine eklenen organo-modifiye MMT (O-MMT)’nin polimerlerin

degradasyon suresini azalttigi rapor edilmistir [134].

PLA hidrolitik bozunma davranig1 gdsteren polimerler arasindadir. Hidrolitik bozunma,
ilk olarak su molekillerinin kolaylikla igeriye niifuz edebildikleri amorf bdlgelerden
baslar. Heniiz mekanik 6zelliklerde bir kayip olmasa da bu asamada molekiil agirliginda
bir azalma meydana gelir. Amorf bdlgenin tamamen bozunmasinin ardindan kristal
bolgelerde baslayan hidroliz, kiitle kaybiyla sonuglanir. Bu nedenle tamamen amorf olan
malzemeler kristal malzemelere gore daha hizli bozunurlar [130]. Poliesterlerin
degradasyonunda enzimler iki farkli sekilde etki gostermektedir. Enzimler, polimerin
yuzeyindeki zincirleri rastgele olacak sekilde kesebilir ya da icine girerek zincirlerin ug
noktalarina baglanabilirler [135]. PLA’nin enzimatik degradasyonu lipaz, esteraz ve
alkalaz enzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Ancak, literatiirde PLA nin enzimatik
degradasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan g¢alismalarda proteinaz K ve kitinaz-tipi
enzimlere de rastlanmaktadir. Lizozim, gozyasi, tiikiirik ve ter gibi viicut sivilarinda
bulunan protein yapili glikozit hidrolaz tirt bir enzimdir. Lipaz ise, lipitlerin ester
baglarinin hidrolizini katalizleyen esterazlarin bir alt tiiriidiir. Poliesterler, ester baglari

nedeniyle lipaz ile degrade olabilirler [136].

Sunulan tez ¢aligmasinda, yara iyilesmesini desteklemek iizere gelistirilen biyoaktif yara
Ortllerinin bozunma davranislari, 21 glnlik in vitro biyobozunurluk testleriyle
incelenmigtir. Fiber matrikslerin hidrolitik ve enzimatik bozunma ortamlarindaki
morfolojik degisimler, Sekil 4.23’de verilen SEM goruntileri degerlendirilmistir. In vivo
degradasyonun ilk asamasmi hidrolitik degradasyon olusturmaktadir. Ardindan,
hidrolitik olarak bolinmiis ve diisiik molekiil agirhigma sahip PLA’nin enzimatik
degradasyonunu igeren ikinci asama baglar. Fiber matrikslerin hidrolitik ortamda 21 giin
sonunda elde edilen SEM goriintiilerinde, fiber morfolojilerinin degismeye basladigi, en
fazla degisimin ise PLA/20 B-MMT grubunda oldugu goriilmiistiir. 0,5 mg/mL lipaz
iceren enzimatik ortamda ise, 21 giin sonunda fiber matriksler tamamen bozunmus
oldugundan, 14 gun sonundaki goriintiilerine yer verilmistir. On dordiincii giinde, PLA/20
MMT fiberlerin morfolojisinde belirgin bir deformasyon oldugu saptanmistir. PLGA/20
B-MMT grubunda ise, 14 giin sonunda analiz yapilabilecek bir 6rnek kalmadigi tespit

edilmistir. Yani, 6rnek 14 giinden 6nce tamamen bozunmustur. 0,5 mg/mL lipaz igeren
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enzimatik ortamda ise 21 gilin sonunda fiber yapisi en ¢ok degisen yine PLA/20 B-MMT
grubu olmustur. Elde edilen sonuglar, MMT ve B-MMT katkisinin PLA’nin
biyobozunurlugunu arttirdigini ortaya koymustur. Gelistirilen biyoaktif yara ortiisiinin,
yara iyilesmesini destekleyebilecek uygun biyobozunurluk slresine sahip oldugu

cikarimi yapilmustir.

94



Hidrolitik-PBS Enzimatik-Lipaz Enzimatik-Lizozim
21.giin 14.gii i

PLA/10 B-MMT PLA/10 MMT PLA

PLA/20 MMT

PLA/20 B-MMT

Sekil 4.23. PLA bazli fiber matrikslerin 21 gunlik in vitro hidrolitik ve enzimatik

bozunma analizi sonundaki fotograflari ve SEM goruntleri.
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4.4.2.6. Mekanik Analiz

Yara ortiilerinin ve diger deri doku miihendisligi iirlinlerinin sahip olmasi gereken ideal
¢ekme dayanimi 0,8-18,0 MPa arasindadir [137]. Sunulan tez ¢alismasinda tiretilen PLA
bazli fiber matrikslerin ¢ekme dayanimlar1 0,9-3,2 MPa arasinda bulunmustur ve bu
ozellik agisindan uygun bir yara ortiisii adayidir. MMT ve B-MMT katkili PLA fiber
matrikslerin kopma noktasindaki uzamasi ve elastik modiil degerleri (PLA/10 MMT
grubu hari¢) PLA fiber matrikslere gore daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.8). Bu
durumda fiber matriksler gorece daha sert ve daha az esnektir. Fiberlerin yapisina katilan
nanokiller, fiberlerde bir miktar deformasyona neden olmaktadir. Ozellikle yiiksek
miktarda MMT ile katkilandirilan PLA/40 MMT ve B-MMT gruplarinin elastik modiil
degerlerinin oldukea diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu fiber matriksler HS2 ve IDF

hiicreleri ile yapilan Kiltir ¢alismalarinda kullanilmamustir.

Cizelge 4.8. PLA bazli fiber matrikslere ait gerilme-gerinim egrilerinden elde edilen

¢ekme dayanimi, kopma noktasindaki uzama ve elastik modiil degerleri.

Cekme dayannnn ~ Kopma noktasindaki Elastik modul
(MPa) uzama (%0) (MPa)
PLA 3001 70519 91,4+355
PLA/10 MMT 3,2+0,.2 59,1+79 140,6 £ 5,1
PLA/10 B-MMT 15+00 47,8+5,6 70,6 £13,5
PLA/20 MMT 1,4+0,.3 31,6 +10,8 66,9 + 12,7
PLA/20 B-MMT 16+0,5 31,7+x124 77,5+ 26,3
PLA/40 MMT 15+0,2 52,1+12,6 13,5+4,0
PLA/40 B-MMT 09+04 50,8 +4,6 22311

4.4.2.7. Mukoadezyon Testi

Biyoadezyon, en az biri biyolojik olan iki substrat yiizeyin, yiizey giigleri aracilig ile
uzun siire bir arada tutunmasi olarak tanimlanir. Adeziv baglanma, mukus membrana ya
da epitel mukozaya oldugunda bu tanim mukoadezyon adini almaktadir. Mukoadeziv
malzemenin yiizeyi, mukozanin iist tabakasi ve mukoza ile malzeme arasindaki mukus
ara ylzeyi adeziv baglarin olusmasinda gorev alir. Mukus tabakasininda, en ¢ok
glikozillenmis glikoproteinler olan “miisinler” bulunur ve mukus tabakasinin negatif

yukll olmasini saglar. Mukoadezyon mekanizmasint agiklayan teoriler sunlardir;
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(i) 1slanma teorisi, (ii) diflizyon teorisi, (iii) elektron transferi teorisi, (iv) adsorpsiyon
teorisi, (v) kopma teorisi. Mukoadezyonda fiziksel ve mekanik etkilesimlerin (polimer
yiizeyinin piirtizliiligii gibi) yani sira kimyasal etkilesimler de (kovalent ve iyonik baglar,
Van der Waals baglari, elektrostatik etkilesimler, distilfit baglari) rol oynar. Polimer ile

mukoza arasindaki mukoadezyonun kararlilig1 ya da giicii bu etkilesimlere baglidir [138].

Sunulan tez calismasinda, adezyon isi, adezivlik ve mukozadan ayrilma mesafelerinin
belirlendigi analizler, Tekstiir analiz cihaz1 kullanilarak  gergeklestirilmistir.
Sekil 4.24a’da analiz sonucu elde edilen giig-zaman grafigine ait bir 6rnek sunulmus ve
kullanilan parametreler verilmistir. Koyun bukkal mukozasinin analiz siiresince
kurumasini 6nlemek amaciyla yapay tikiiriik sivist ya da fosfat tampon ¢ozeltisiyle
1slatilmasi ile elde edilen mukoadezyon test sonuglarina ise sirasiyla Sekil 4.24b ve ¢’de

yer verilmistir.

Adezyon isi, iki yiizeyin birbirinden ayrilmasi i¢in yapilmasi gereken is olarak tanimlanir.
Adezivlik ise is yapilirken gereken en yiiksek kuvvet degeridir. iki yiizeyin arasindaki
etkilesimin tamamen bittigi anda Sl¢iilen mesafe ise mukozadan ayrilma mesafesi olarak
belirtilmistir (Sekil 4.24a). Sekil 4.24b’de sunulan grafikte, PLA ile karsilastirildiginda
PLA/10 B-MMT (p<0,01), PLA/20 MMT (p<0,01) ve PLA/20 B-MMT (p<0,001) fiber
matrikslerin adeziv 06zelliklerinin anlamli olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Mukoadezivlik karsilastirildiginda ise PLA/10 B-MMT (p<0,05) ve PLA/20 B-MMT
(p<0,05) fiber matrikslere gore anlamli olarak yiikksek bulunmasi, adezyon isi
grafiklerinden elde edilen sonucu kismen dogrulamaktadir. Calismada, mukozadan
ayrilma mesafeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. PLA hidrofobik ve
mukoadeziv  6zellige sahip olmayan bir polimerdir. Mukoadezyonda yizey
puriizliliigiiniin etkili oldugu diistiniildiigiinde, yapiya katilan MMT’lerin PLA fiber
matrikslere kazandirdigi topografinin bu artista etkili oldugu yorumu yapilabilir. Yiiksek
yiizey alanlar1 ve ylizeylerindeki doymamis kimyasal baglar nedeniyle nanokillerin

polimerlerin adeziv 6zelligini arttirdigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir [139].
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Sekil 4.24. PLA fiber matriksler ile koyun bukkal mukozasi kullanilarak gerceklestirilen
in vitro mukoadezyon testi (a) Tekstir analizi ile elde edilen giig-zaman
grafigi ve analiz parametreleri (b) yapay tiikiiriik sivisinda ve (c) fosfat
tampon ¢ozeltisinde mukoadezyon test sonucuna ait grafikler (istatistiksel
anlamlilik; n=3, kontrol grubu PLA olarak alindiginda, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001).
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4.4.2.8. Antibakteriyel Ozelliklerin Belirlenmesi

Antibakteriyel etkiye sahip olan antibiyotiklerin ve bilesiklerin bu etkisi iki farkl sekilde
gorulmektedir. “Bakteriyostatik etki” bakterilerin ¢ogalmasini durduran, “bakterisidal
etki” ise bakterilerin 6liimiine neden olan etkiyi ifade eder [140]. Bor bilesiklerinin, gram
pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 bakterisidal aktivite ve antibiyofilm 6zellikleri
oldugu bilinmektedir. Bakterisidal etki mekanizmalar1 tam anlasilmamis olmasina
ragmen Ozgiin olmayan bir etkiye sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Bor bilesikleri,
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan fosfolipitler, liposakkaritler ve glikoproteinler ile
etkileserek islevsel ozelliklerinin degismesine neden olur. Ayrica, 6zellikle borik asit,
mikrobiyal membrani gecerek metabolik yolaklarda gorev alan enzimleri inhibe edebilir.
Bor iceren titanyum oksit kapli ylizeylerin S.aureus susuna karsit bakterisidal etki
gosterdigi  bildirilmistir [141]. Nanokillerin sahip oldugu antibakteriyel etkinin
mekanizmasi da tam olarak tespit edilmemistir. Ancak, aliimina tabakasinin pozitif yikl{
olmasinin bakterilerin hiicre duvarina zarar verdigi rapor edilmistir. Ayrica, bakterilerin
hiicre duvarinda bulunan liposakkaritler ve nanokiller arasindaki elektron degisimi,

liposakkaritlerin fosforil gruplarinin ayrilmasina neden olur [142].

Farkli oranlarda MMT ve B-MMT iceren PLA bazli fiber matrikslerin antibakteriyel
Ozellikleri Escherichia coli (gram negatif) ve Staphylococcus aureus (gram pozitif) model
bakterileri kullanilarak optik yogunluk metodu ile belirlenmistir. Bu amacla, PLA bazli
fiber matriksler bakteri igeren sivi besi yerinde inkiibe edilmis ve belirli saatlerde alinan
ornekler ayn1 baslangi¢ konsantrasyonuna sahip bakteri populasyonuyla karsilagtirilarak
inhibisyon varligi incelenmistir. Yirmi dort saat boyunca gergeklestirilen ¢aligmalarda,
belirgin bir inhibisyon goriilmemistir (Sekil 4.25). Sadece PLA/10 B-MMT grubunda
S.aureus icgin optik yogunluk 9. saatten itibaren 0,85 £ 0,04 degeri ile gorece sabit
kalmistir. PLA/10 B-MMT grubunda go6rulen bu inhibisyon, fiber matriksin
antibakteriyel etkisinin bakterisidal bir etki oldugunu gostermistir. Gruplar arasinda
degisen oranlarda bulunan MMT’lerin fiber matrikslerin antibakteriyel 6zelliginde bir
degisime neden olmadig1 goriilmiistiir. Fiber matrikslerin yapisinda bulunan MMT ler,
fiberlerin icerisinde bulunmaktadir. MMT’’nin dogrudan etkisinin goriilebilmesi i¢in ise
bakterilerin dogrudan MMT’ler ile temas halinde olmasi gerekmektedir. Ayrica,
karsilastirabilir etkinin, degradasyona bagli olarak MMT ve borun daha ¢ok ortaya
cikmasiyla, zaman igerisinde gerceklesebilecegi ve optik yogunluk testindeki siirenin bu

etkinin goriilmesi i¢in yeterli olmadig1 yorumu yapilmistir.
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Sekil 4.25. E.coli ve S.aureus bakteri suslarina karsi PLA fiber matrikslerin
antibakteriyel aktivite grafikleri (n=3).

4.43. HS2 ve IDF Hiicrelerinin PLA Bazh Fiber Matriksler Uzerindeki

Davranislarinin incelenmesi

4.4.3.1. Hiicre Kiiltiirii On Cahsmalar

Sunulan tez ¢aligmasinin bu boliimiinde, PLA fiber matrikslerdeki B-MMT nin, yara
iyilesmesi tizerindeki etkisinin tespit edilebilecegi en iyi hiicre kiiltiir kosullarinin
belirlenmesi amaclanmustir. ilk olarak, BJ hiicrelerinin gérece yilksek MMT ve B-MMT
iceren PLA fiber matriksler ile etkilesiminin belirlenmesine yonelik ¢alisma yapilmustir.
PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber matrikslere ekilen BJ hiicrelerinin (1x10°
hiicre/cm?) metabolik aktiviteleri 14 giin siireyle takip edilmis ve belirlenen giinlerde
SEM goruntileri alimmustir. Kultardn ilk gununden itibaren, PLA/40 MMT ve
PLA/40 B-MMT fiber matrikslerdeki htcrelerin metabolik aktivitelerini gosteren
absorbans degerleri oldukga diisiik seyretmistir. Bu sonuglar, kilturin 4 ve 14. glnlerinde
SEM goriintiileri ile dogrulanmistir (Sekil 4.26). Yiizde %40 oraninda kil katkisinin ¢ok
yiiksek ylizey piriizliiliigiine neden olmasi nedeniyle hiicrelerin tutunma ve yayilma
davraniglarin1 etkilemis olabilecekleri yorumu yapilmistir. Fiber matrikslerdeki bor
miktarlari, besi ortamina dogrudan eklenen bor miktarlarinin (tez ¢alismasi kapsaminda
yapilan ilk hiicre kiiltiir ¢alismalarindaki) altindadir. Bu nedenle, bor kaynakli bir
toksisiteden bahsetmek mimkun degildir. PLA fiber matrikslerdeki hiicrelerin ¢ogalma
profili incelendiginde, her ne kadar diger gruplardan daha iyi oldugu goriilse de kultirin
ilerleyen gunlerde metabolik aktivitenin distiigii belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
fiber matrikslere hiicre ekim yogunlugunun ve hicrelerin saglikli olup olmadiklarinin

degerlendirildigi yeni bir ¢alismanin yapilmasini gerektirmistir.
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Sekil 4.26. PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber matrikslere ekilen BJ

hlcrelerinin MTT analizi ve SEM gorntuleri.

PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber matrikslere ekilen BJ ve HS2 hiicrelerinin
metabolik aktiviteleri 7 gunlik kiiltiir siiresince MTT analizi ile takip edilmistir.
Hiicrelerin ekim sayis1, bir 6nceki ¢alismadan daha diisiik tutulmustur (2x10* hiicre/cm?).
Hiicrelerin saglikli olup olmadiklari, fiber matrikslerin kiiltiire edildigi TCPS yiizeylere
tutunan hacrelerin takibi ile yapilmistir. Sekil 4.27’de verilen MTT grafikleri
incelendiginde, fiber matrikslere ekilen BJ hucrelerinin metabolik aktivitelerinin, HS2
hicrelerinden oldukg¢a diisiik oldugu saptanmistir. HS2 hiicrelerinin PLA/40 MMT ve
PLA/40 B-MMT fiber matrikslerdeki metabolik aktiviteleri PLA grubundan daha diisiik
olmustur. PLA ile kiyaslandiginda, her iki hiicrenin proliferasyonuna olumsuz etkileri
olan PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MTT gruplart bundan sonraki hiicre kiiltiirleri igin
calisma dis1 birakilmistir. Fiber matrikslerin kaldirildig1 yiizeylere tutunan hiicrelerin
MTT analizleri incelendiginde, BJ hiicrelerinin 7 giinliik kiiltiir boyunca ¢ogaldiklar
ancak metabolik aktivitelerinin diisitk oldugu sonucu ¢ikarilmistir. HS2 hiicreleri ise

¢ogalmaya devam etmislerdir.
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Sekil 4.27. PLA, PLA/40 MMT ve PLA/40 B-MMT fiber matrikslerdeki ve fiber
matrikslerin kaldirildigi TCPS yiizeylerdeki BJ ve HS2 hiicrelerinin MTT

analizi.

PLA/40 MTT ve PLA/40 B-MMT fiber matrikslerin hiicre ¢cogalmasina olumsuz etkileri
tespit edildikten sonra, daha diisiik oranlarda MMT ve B-MMT iceren fiber matrikslere
BJ ve HS2 hiicre ekimi (2x10* hiicre/cm?) yapilarak metabolik aktiviteleri takip edilmistir
(Sekil 4.28). BJ hucrelerinin ekildigi fiber matrikslerde kiiltiiriin 3. giinii tespit edilen
kontaminasyon nedeniyle ¢alisma sonlandirilmistir. HS2 hiicrelerinde 6zellikle kiiltiiriin
14. gtininde MMT ve B-MMT katkili fiber matrikslerde hiicre iiremesi PLA’ya gore daha
yiiksek bulunmustur.

3 BJ

1
Giin

= PLA = PLA/10 MMT = PLA/10 B-MMT = PLA/20 MMT = PLA/20 B-MMT

Sekil 4.28. PLA, PLA/10 MMT, PLA/10 B-MMT, PLA/20 MMT ve PLA/20 B-MMT
fiber matrikslerde kilttre edilen BJ ve HS2 hiicrelerinin MTT analizi.
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Hiicre kiiltiirii 6n ¢aligmalarmin  bu asamasina kadar elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, hiicre ekim veriminin iyilestirilmesi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.
Ortalama 80 um kalinliga sahip fiber matrikslere, 20 pL besi ortami ile hiicre ekimi
yapildiginda hiicre siispansiyonunun bir kisminin kolaylikla TCPS yiizeylere yayildigi
goriilmistiir. Bu amagcla, ekim asamasinda hiicrelerin besi ortamina %10 (w/v) dekstran
eklenmesine karar verilmistir. Dekstranli besi ortaminin BJ hiicrelerinin morfolojisine ve
tutunma surelerine olan etkisi, dncelikle TCPS yizeylerde optik mikroskop ile 18 sa
streyle degerlendirilmistir (Sekil 4.29). Dekstranli ortam ile ekilen BJ hiicrelerinin 2 sa
sonunda elde edilen gorintiler incelendiginde, yilizeye tutunan ve yayilan daha ¢ok hiicre
oldugu tespit edilmistir. Dekstran icermeyen besi ortami ile ekilen grubun 3. sa
goruntdlerinde hala kiresel morfolojide hticreler bulunurken, dekstranla ekilen hiicrelerin
yayilma davranis1 gosterdikleri acik¢a goriilmektedir. Kiiltiiriin 5. sa goriintiilerinde de
benzer sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, dekstran iceren ve
icermeyen besi ortami ile TCPS yiizeylere ve PLA fiber matrikslere ekilen BJ
hlcrelerinin 24 sa sonundaki mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile incelenmistir
(Sekil 4.29). Dekstran ile hiicre ekiminin 24 sa sonunda belirgin bir fark yaratmadigi
tespit edilmesine ragmen, hiicre tutunmasini homojen ve hizli olacak sekilde destekledigi

sonucuna varilmistir.

Hicre ekiminin verimi, biyomalzeme-hiicre etkilesiminin degerlendirildigi ¢alismalarin
sonuglarini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Statik hiicre ekiminde karsilasilan
problemler arasinda hiicre tutunmasinin zayifligi yer almaktadir. Bununla birlikte ekim
sirasinda hiicrelerin aglomere olmasi ve hiicrelerin homojen olmayan sekilde dagilmasi
hiicre kiiltiirliniin bagarisin1  etkilemektedir. Besi ortamlarina eklenen %10 (w/v)
dekstranin, vizkosite ve yogunlugu arttirarak mezenkimal kok hiicrelerlerin ekim

verimini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir [143].

Hiicre kiiltiiri 6n ¢alismalarinin sonuglart genel olarak degerlendirildiginde, ¢aligmalara
dekstran iceren besi ortamu ile 2-4x10* hiicre/cm? yogunlukta %40 (w/w)’1n alttnda MMT
ve B-MTT igeren gruplarla devam edilmesine karar verilmistir. BJ hiicrelerinin fiber
matrikslerdeki absorbans degerlerinin genel olarak diisiik seviyelerde olmasi nedeniyle,
farkli bir insan dermal fibroblast hicresinin (IDF) (CC-2511, Lonza) temini
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.29. Ylizde 10 (w/v) dekstran igeren besi ortamimin BJ hicrelerinin tutunma
davranigina olan etkisinin optik mikroskop ve MTT analizi ile

degerlendirilmesi.
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4.4.3.2. Hiicre Kiiltiiriinde Yapilan Analizler
MTT Analizi

PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicrelerinin mitokondriyal aktivitelerini
gosteren MTT analizinin sonuglar1 Sekil 4.30°da verilmistir. PLA fiber matriksin 1. gun
hicre canliligit %100 kabul edilmistir. HS2’lerle yapilan kiiltiiriin MTT sonuglar
incelendiginde, tiim gruplarda hiicre canliliginin, kiiltiiriin 14. gliniine kadar arttig1
g6zlenmistir. On dordiincii giinden 21. giine gelindiginde hiicre canliligi neredeyse sabit
kalmistir. Gruplar kendi arasinda degerlendirildiginde, en yiiksek hiicre canliliginin genel
olarak PLA fiber matriksler {izerinde oldugu belirlenmistir. Kiiltiirin 7. gln0
PLA/10 MMT grubunun da hiicre canliligini diger gruplara gore daha fazla arttirdigi
gorilmektedir. Ayrica kiiltiiriin son giinii, PLA/20 B-MMT grubunda hiicre canlilig1 diger
gruplara gore anlamli derecede azalmistir. MMT ve B-MTT katkisinin HS2 hiicrelerinin

proliferasyonu iizerinde anlamli bir etkisinin oldugu diistiniilmemektedir.

IDF hiicreleri ile yapilan Kiiltiriin MTT sonuglar1 incelendiginde ise tiim gruplarda hiicre
canliliginin 3. gune kadar neredeyse sabit kaldigi gortilmistiir. Kiiltiiriin 7. giinii PLA
grubundaki hiicre canliliginin PLA/20 MMT grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede
artmis  (p<0,01) oldugu gorilmistir. Diger yandan kiiltiiriin 14, gilinlinde
PLA/10 B-MMT grubunda hiicre canliliginda 6nemli bir artis belirlenmistir. Kiiltiiriin 21.
ginunde bu etki devam etmis ve PLA/10 MMT ve PLA/20 B-MMT gruplarinda hiicre

proliferasyonu diger gruplara gore anlamli 6l¢lide yiiksek bulunmustur.
SEM Analizi

PLA fiber bazli fiber matrikslerin HS2 ve IDF hiicrelerinin morfolojilerine etkisi kiiltiiriin

7., 14. ve 21. giinlerinde SEM analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.31).

HS2 hucrelerinin fiber matriksler tzerindeki SEM goriintiileri incelendiginde, MTT
sonuglar1 ile uyumlu olarak hiicre sayisinin kiiltliriin ilerleyen giinlerinde arttig1
goriilmektedir. Baglangicta fiberlerin iizerinde tek tek goriilen hiicreler, kultirin ilerleyen
giinlerinde yerini yogun bir ECM varligina birakmistir. Kiiltiiriin 7. guiniinde, 6zellikle
PLA/10 B-MMT o6rnekleri Gzerinde keratinosit hicrelerine 6zgu “kaldirim tas1”
morfolojisi daha belirgindir. Ayrica MMT ve B-MMT katkili fiber matrikslerdeki
hiicrelerde, yogun metabolik aktiviteyi isaret eden yiizey pirlzliligiinin arttig

gorulmektedir.
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IDF hiicrelerinin fiber matriksler tizerindeki SEM gériintiileri incelendiginde de benzer

sekilde hiicre yogunlugunun kiiltiir siiresi ile dogru orantili olarak arttig1 belirlenmistir.
Ozellikle, PLA/10 B-MMT, PLA/20 MMT ve PLA/20 B-MMT gruplarinda hiicresel
igerigin diger gruplara gére daha fazla oldugu ve hiicrelerin tiim yiizeyi kapladigi

gorulmektedir. Bu gruplarda hcrelerin dermal fibroblastlara 6zgu bir morfoloji

sergileyerek, neredeyse hizalanmis bir sekilde bir araya gelip hiicre demetleri

olusturduklart goézlenmistir. Ayrica, PLA/10 MMT vePLA/10 B-MMT grubunda

hiicrelerin sentezledikleri yogun ECM yapisinda kollajen fiberler ayirt edilmektedir.
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Sekil 4.30. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicrelerinin 21 giinliik kiiltiir

boyunca mitokondriyal aktivitelerini gosteren MTT analiz sonuglari

(Istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=3, ayn1 giin farkli gruplar arasinda

*p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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—— insan Dermal Keratinosit 1T i insan Dermal Fibroblast ———
7.giin 14.giin 21.giin 7.giin 14.giin 21.giin

PLA/10 B-MMT PLA/10 MMT

PLA/20 MMT

PLA/20 B-MMT

Sekil 4.31. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hicrelerinin

kiiltirasyonlarinin 7., 14. ve 21. glininde SEM analiz goruntileri.

Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI Boyama

PLA bazli fiber matriksler iizerinde kiiltiire edilen HS2 ve IDF hiicrelerinin hiicre iskeleti
ve cekirdek morfolojileri kiltirin 7 ve 14. giinlerinde Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI
boyamast ile incelenmistir (Sekil 4.32). Alexa Fluor® 488 Phalloidin konjuge anti F-aktin
boyasi hiicrelerin aktin filamentlerinin yesil renkte gériinmesini saglarken, DAPI boyas1

hiicre ¢ekirdegine baglanarak ¢ekirdeklerin mavi renkte 151ma yapmasini saglamaktadir.

HS2 hcrelerinin F-aktin/gekirdek boyamalari incelendiginde tiim gruplarda hiicrelerin
keratinositlere 6zgu poligonal morfoloji sergiledikleri ve baslangigta gruplar halinde
cogalan hiicrelerin daha sonra tiim yiizeyi kapladiklar1 goriilmektedir. Ozellikle B-MMT
katkili fiber matrikslerde kiiltiire edilen HS2 hiicrelerinin 14. giinde yogun bir F-aktin
iskeleti boyanmasi gosterdikleri dikkati ¢gekmistir.
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PLA bazl1 fiber matrikslerde kiiltiire edilen IDF hiicreleri ise biiyiik, yass1 ve uzamus igsi
morfolojilerini tum gruplarda sergilemistir. Hiicrelerin SEM goriintiileri ile benzer
sekilde belirli bir yonde diizenlenmeye basladiklar1 goriillmektedir. Kiiltiiriin 14. giiniinde,
Ozellikle PLA/20 B-MMT grubunda hiicre ¢ekirdeklerinin ¢ok daha belirgin oldugu ve

hiicre iskeletinin daha yogun oldugu belirlenmistir.

— insan Dermal Keratinosit | 1T i insan Dermal Fibroblast ——
7. giin 14. giin 7.glin 14.giin
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Sekil 4.32. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicrelerinin
kiiltiirasyonlarinin 7. ve 14. giiniinde Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI boyama

goruntdleri (hiicre iskeleti yesil; hiicre ¢ekirdegi mavi ile boyanmustir).
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Canli/Olll Boyama

Canl1/6lii boyamada kullanilan boyalardan kalsein AM, canli hiicrelerin membranindan
sitoplazmaya gecerek kalseine indirgenmekte ve yesil renkte floresan 1s1ma yapmaktadir.
Etidyum homodimer-1 ise canli hiicre membranindan gecemez ve 6lii hiicrelerin hasar
goren membranlarindan gecerek dogrudan niikleik asitlere baglanip kirmizi renkte
floresan 151ma yapar. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicrelerinin
canliliklarinin belirlenmesi amaciyla kiiltiirasyonlarinin 7., 14. ve 21. giinlerinde canli/6lii
boyama yapilmis ve floresan mikroskop gorlntlleri sirasiyla, Sekil 4.33 ve 4.34’te

sunulmustur.

Canli/6li boyama sonuglari incelendiginde, her iki hicre igin de tiim gruplarda canli
hiicre yogunlugunun oldukgca fazla oldugu goriilmektedir. Olii hiicre sayisinin gok az
olmast PLA bazli fiber matrikslerin hiicre canliligini oldukca etkin bir sekilde
destekledigini gostermektedir. Ayrica MMT ve B-MMT katkisinin hiicre canliligi
tizerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmadig1 belirlenmistir. Hiicre canlilig1 her iki hiicre
icin de kiiltiiriin ilerleyen glinlerinde artmistir. Ayn1 zamanda, kulttriin son gtinu 6zellikle
IDF hiicreleri igin PLA grubunda daha fazla 6lii hiicre gorulirken MMT ve B-MMT

katkili fiber matrikslerde daha az 6lii hiicre oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.33. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 hiicrelerinin kiiltiirasyonlarinin 7., 14.

ve 21. giiniinde canli/6lii boyama goriintiileri (canlt hiicreler yesil; 6li

hiicreler kirmiz1 renkle boyanmustir).
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Sekil 4.34. PLA bazl1 fiber matrikslere ekilen IDF hiicrelerinin kiiltiirasyonlarinin 7., 14.
ve 21. giiniinde canl/6lii boyama goriintiileri (canli hiicreler yesil; 6l

hiicreler kirmiz1 renkle boyanmustir).

Hematoksilen £Eo0zin Boyama

Hematoksilen boyasi hiicre ¢ekirdegini morumsu mavi renkte boyarken, eozin, ECM ve
sitoplazmay1 pembe renkte boyamaktadir. Histolojik analizler kapsaminda yapilan H&E

boyamalar1 incelendiginde, diger analizler ile uyumlu olarak, her iki hiicrenin de fiber
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matriksler iizerinde oldukca iyi bir sekilde c¢ogaldiklar1 ve yogun bir sekilde ECM
sentezledikleri gorilmektedir (Sekil 4.35). PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2’lerin
boyama goriintiileri incelendiginde, 6zellikle PLA/10 MMT, PLA/20 MMT ve
PLA/20 B-MMT gruplarinda keratinositlere 6zgii hiicre gruplarmin olduk¢a yogun
oldugu goriilmiistiir. IDF hiicreleri ise diizensiz fiber matriksler {izerinde bulunmalarina

ragmen yonelerek cogalma 6zelliklerini korumuslardir.

— insan Dermal Keratinosit } 1T i insan Dermal Fibroblast ———
21.Giin 21.Giin

PLA/20 MMT PLA/10 B-MMT PLA/1‘0 MMT PLA

PLA/20 B-MMT

Sekil 4.35. PLA bazli fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicrelerinin
kiiltirasyonlarmin 21. guninde Hematoksilen&Eozin boyama goruntileri
(Hematoksilen boyasi hiicre g¢ekirdegini morumsu mavi renkte boyarken,

eozin, ECM ve sitoplazmay1 pembe renkte boyamaktadir).
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Immunohistokimyasal Boyama

PLA bazl1 fiber matriksler iizerinde kiiltiire edilen IDF hiicreleri tarafindan sentezlenen
kollajenlA1 (COL1Al) ve fibronektin yapilarin1 tespit etmek amaciyla
immiinohistokimyasal boyamalar yapilmistir (Sekil 4.36). Deri dokusunda %80’ini
COL1AL1 tipi kollajen olusturmaktadir. Yara iyilesmesinin proliferasyon basamaginda ilk
olarak grantllasyon dokusu gorulir. Bu doku tipki bir doku iskelesi gibi davranarak
kanamanin durmasina ve yara yataginin ihtiya¢ duydugu mekanik destegin olusmasina
destek olur. Bu asamada fibroblast hiicreleri tarafindan yogun bir pro-kollajen sentezi
olmaktadir. Yara iyilesmesi sirasinda skar olusumuna neden olabilecek fazla kollajen ise
MMP’ler (matriks metalo-proteinazlar) tarafindan degrade edilmektedir. Granilasyon
dokusu zamanla yerini zengin bir fibronektin ve yeniden sekillenme basamaginda

olgunlasacak olan pro-kollajene birakir [144].

Tum gruplarda kollajen varligini isaret eden bir boyama goriilmekle birlikte, 6zellikle
PLA/10 MMT ve PLA/10 B-MMT gruplarinda ¢ok daha yogun bir kollajen igerigine
rastlanmistir. Bu sonuclar, SEM goruntilerinde belirlenen kollajen fiberleri dogrular
niteliktedir. Ayrica, PLA/10 MMT grubunda fibronektin yogunlugunun diger gruplara
kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kollajen ve fibronektin sentezi hicrelerin aktif

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.36. PLA bazli fiber matrikslere ekilen IDF hiicreleri tarafindan sentezlenen
COL1A1 ve FN  yapilarmin  kiiltirasyonlarin ~ 21.  giiniinde

immunohistokimyasal boyamalarla gésterilmesi.

RT-PCR Analizi

Yara iyilesme siirecinde hiicre davraniglari, g¢esitli etkiler ile degisen gen ifadeleri
tarafindan belirlenmektedir. Yara iyilesmesinin proliferasyon basamaginda, yara
kapanmasi, ECM’nin sentezi ve damarlanmanin ger¢eklesmesi i¢in keratinosit hiicreleri,
fibroblastlar, makrofajlar ve endotel hiicreler biiyiik bir uyum iginde is birligi yaparlar.
Yara kapanmasi icin ¢ogalma 6zelligi bulunan keratinosit hiicreleri (bazal tabakadaki)
yara kenarlarindan birbirlerine dogru go¢ ederler. Bulusmalarinin ardindan farklilagmaya
baslayarak epidermisin {ist tabakalarini olustururlar. Bazal tabakadan yukariya dogru
gidildikge keratinosit hicreleri terminal diferensiyona yaklasirlar. Fibroblastlar ise
COL1AL1 ve FN gibi ECM elamanlarinin sentezinden sorumludur [144].

114



Keratin-14 (KRT14) epidermis tabakasinin en altinda bulunan ¢ogalma kapasitesi yiiksek
bazal keratinositlerde ifade edilir. Saglikli deri dokusunda sadece bazal keratinositlerde
bulunurken yara dokusunda da yaralanmanin ilk haftasindan sonra sonra suprabazal
keratinositlerde de tespit edilmistir [145]. HS2 hicrelerinin PLA fiber matrikslerdeki
KRT14 ifadeleri incelendiginde, kiltlirin 7. guniinde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (Sekil 4.37). Kalturin 21. glininde ise gen ifadeleri tum gruplarda 8 kat
ve daha fazla olacak sekilde artmistir. PLA/10 B-MMT grubundaki KRT14 gen ifadesi
PLA/10 MMT grubuna (TP63) ve PLA/20 B-MMT grubuna gore anlamli derecede
yuksektir (p<0,0001). PLA/20 B-MMT grubunda ise gen ifadesi neredeyse tum
gruplardan (PLA/10 MMT hari¢) anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0,001 ve
daha Ustt). Bu durumda keratinosit hiicrelerinin proliferatif 6zelliklerini en iyi sekilde

destekleyen fiber matriksin PLA/10 B-MMT oldugu yorumu yapilmistir

Tumor protein 63 (TP63) keratinositlerin farklilasmasinda rol oynamaktadir. TP63 gen
ifadesi epidermisin tim tabakalarindaki keratinositlerde olsa da bazaldan yukariya dogru
gidildikce ifadesi artmaktadir. Kisacasi, TP63 gen ifadesinin artmasi keratinositlerin
farklilastigini gostermektedir [146]. Sekil 4.37°de tum gruplarda gen ifadesinin kulttriin
ilerleyen zamanlarinda TP63 gen ifadelerinde belirgin degisiklik olmamistir. Kiltlrdn
21. guninde KRT14 gen ifadesi en diisiik olan PLA/20 B-MMT grubunda, yine ayni
giinde diger gruplara gore daha yiiksek TP63 ifadesi tespit edilmistir. Bu sonuclar
farklilagmanin tespitinde birbirini desteklemektedir. Kiiltiiriin hem 7 hem de 21. giiniinde
TP63 gen ifadesi PLA/10 B-MMT grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (sirasiyla
p<0,05, p<0,01).

Hiicre dis1 matriks elemanlarindan biri olan laminin-5 (LAMADB) igerdigi RGD sekansi
nedeniyle hiicre tutunmasinda 6nemli rol oynayan bir glikoproteindir. Keratinositler gog
ederken ayn1 zamanda LAMAS sentezleyerek olusacak yeni epidermal dokunun bazal
membranint olusturmak i¢in hazirlik yaparlar. Dermal fibroblastlar da LAMAS sentezi
ile yara iyilesmesine katkida bulunurlar [147]. Sekil 4.37°de HS2 hiicrelerinin LAMA5
gen ifades diizeyleri verilmistir. PLA bazli fiber matriklere ekilen HS2 hiicrelerinin gen
ifadeleri kdltirin ilerleyen ginlerinde 2-3 kat artis gostermistir. Bununla birlikte,
kaltarin 21. guninde gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda, PLA10/B-MMT
grubundaki gen ifadesinin, PLA (p<0,01), PLA/10 MMT (p<0,05) ve PLA ve
PLA/20 B-MMT (p<0,05) grubundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.38’de ise

IDF hiicrelerinin LAMAS gen ifadeleri gosterilmektedir. Kiltirin ilerleyen giinlerinde
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tim gruplarda LAMAS gen ifadesi ya sabit kalmis ya da bir miktar diigmistiir. Ancak bu
diisiis bir kattan daha azdir. IDF hiicrelerinde PLA/20 B-MMT grubundaki gen ifadeleri,
PLA (p<0,0001), PLA10/ MMT (p<0,05) ve PLA/10 B-MMT (p<0,01) gruplarindan

anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Kollajen 1A1 (COL1A) deri dermal dokusunda ECM’nin 6nemli bilesenlerinden biridir
ve Uretiminden fibroblastlar sorumludur [148]. IDF hiicrelerinin farkli fiber matriksler
tizerindeki COL1Al gen ifade diizeyleri Sekil 4.38’te verilmistir. Ilerleyen kiiltiir
siresince COL1Al gen ifadesi tiim gruplarda artmustir. PLA grubu disindaki tiim
gruplarda bu artis anlamli bulunmustur. Ozellikle PLA/10 B-MMT ve PLA/20 B-MMT
gruplariin giinler arasinda 6nemli derecede arttig1 dikkati gekmektedir (her iki grup i¢in
de p<0,0001). Kilturin 21. gininde COL1Al gen ifadesinin en fazla oldugu grup
PLA/10 B-MMT olarak tespit edilmistir (p<0,05 ve Ustl).

Fibronektin (FN) yara iyilesmesinde keratinosit go¢ii icin gerekli olan ve fibroblastlar
tarafindan sentezlenen bir ECM elemanidir. Yara olusumunun ilk dakikalarindan itibaren
sentezlenmeye baslar [149]. IDF hiicrelerinin FN gen ifadeleri incelendiginde, 7. glinde
gruplar arasinda bir anlamlilik bulunmamustir. Kiiltiir stiresince zamana bagh olarak
PLA/20 MMT grubu harig tiim gruplarda anlamli bir artig goriilmiistiir (biitiin gruplarda
p<0,0001) (Sekil 4.38). PLA fiber matrikslerin MMT ya B-MMT igermesi FN ifadesinde
anlamli bir fark yaratmamakla birlikte, bu katkinin oram1 anlamli bir gen ifadesi
degisikligine neden olmustur. PLA/10 MMT grubunda FN gen ifadesi, PLA/20 MMT ve
PLA/20 B-MMT grubundan 6nemli derecede yiksektir (p<0,0001). Yine ayni sekilde
PLA/10 B-MMT grubundaki gen ifadesi, PLA/20 MMT grubundan 6nemli Olcude
(p<0,0001) yiiksek iken, PLA/20 B-MMT grubundan anlaml: bir farkla daha yuksektir
(p<0,01).

Fibroblast blytime faktorlti 2 (FGF2) yara iyilesmesinin erken basamaklarinda yiiksek
dizeyde ifade edilen mitojenik bir faktordlr. Yara iyilesmesinin proliferasyon
basamaginin tamamlanmasinin ardindan zamanla ifadesi azalir. FGF2 keratinositler ve
fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir [150]. HS2 hicrelerinin fiber matriksler
uzerindeki FGF2 gen ifadeleri Sekil 4.37°de sunulmustur. Biitiin gruplarda gen ifadeleri
zamana bagli olarak anlamli derecede artmistir (p<0,0001). Kultirtn 7. gininde FGF2
gen ifadesinde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir. PLA/10 B-MMT,
PLA/20 MMT ve PLA/20 B-MMT gruplarinin FGF2 gen ifadesi PLA/10 B-MMT
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmakla birlikte (sirasiyla p<0,01, p<0,05 ve
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p<0,001), bu gruplarin kendi arasinda ya da PLA grubuna gore anlamli bir fark:
bulunmamaktadir. IDF hiicrelerinin FGF2 gen ifadeleri incelendiginde, Kultiiriin
ilerleyen zamanlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi gériilmiistiir (Sekil 4.38). Kulturin
7.ginlinde PLA/20 B-MMT grubundaki IDF hiicrelerinin FGF2 gen ifadeleri, PLA ve
PLA/10 B-MMT grubuna goére daha yiksek olarak tespit edilmistir (sirasiyla p<0,05 ve
p<0,01). Yine kiltiriin 21. giininde PLA/20 B-MMT grubunda gen ifadesi, PLA/10
MMT grubundan daha fazladir (p<0,05), ancak diger gruplarla anlamli bir farki

bulunmamaktadir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) yara iyilesmesinin proliferasyon
basamaginin basinda anjiyogenezi uyaran, endotel htcrelerinin  gog¢ini ve
diizenlenmesini saglayan bir biiyiime faktortidir. Uretiminden keratinositler, fibroblastlar
ve makrofajlar sorumludur [150]. HS2 hicrelerinin fiber matrikslerdeki VEGF gen
ifadeleri kiiltiiriin ilerleyen zamaninda biitlin gruplarda anlamli sekilde artig gostermistir
(p<0,0001) (Sekil 4.37). Gruplar arasinda 7. giinde herhangi bir fark bulunmamustir.
Bununla birlikte, 21. giine gelindiginde, PLA/20 B-MMT fiber matrikslerin HS2
hiicrelerinin gen ifadesini 6nemli 6l¢iide arttirdig belirlenmistir (p<0,05 ve Ustt). PLA/10
MMT ve PLA/20 MMT gruplari karsilastirildiginda, MMT katkis1 daha fazla olan grupta
gen ifadesi daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sekil 4.38’de verilen IDF hiicrelerinin
VEGF gen ifadeleri incelendiginde ise kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde PLA/20 MMT grubu
disindaki gruplarin gen ifadelerinde artis oldugu goriilmiistiir (p<0,01 ve Ustu). Kalturin
7. guininde PLA/20 MMT grubunda kulture edilen huicreler, tim gruplardan daha yiksek
bir gen ifadesine sahiptir (p<0,0001). B-MMT igeren gruplar karsilastirildiginda ise, gen
ifadesi PLA/20 B-MMT grubunda, PLA/10 B-MMT grubundan anlamli olarak daha
yuksektir (p<0,05). Yirmi birinci giinde ise VEGF gen ifade duizeyi en yiiksek olan grup
PLA/10 MMT grubu olarak belirlenmistir (p<0,01 ve Usti). PLA/20 B-MMT grubunnda
da PLA/20 MMT grubuna gore gen ifadesi anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0,05).

Platelet kaynakli biiyime faktorii (PDGF), kemotaktik ve mitotik etkiler gostererek yara
iyilesmesinde rol oynamaktadir [151]. PDGF keratinositler, fibroblastlar ve makrofajlar
tarafindan sentezlenmektedir [66, 144]. Sekil 4.37°de PLA bazli fiber matrikslerde
kilture edilen HS2 hicrelerinin PDGF gen ifade diizeyleri sunulmustur. Kiiltiiriin
ilerleyen giinlerinde biitiin gruplarda gen ifadesi artmustir (p<0,0001). Kdltirin 7.
giiniinde gruplar arasinda PDGF gen ifadesi agisindan anlamli bir fark tespit

edilmemistir. Yirmi birinci giine gelindiginde ise, PLA/20 B-MMT grubundaki HS2
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hlcrelerinin gen ifadesi, PLA/10 B-MMT disindaki biitiin gruplardan anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05 ve iistii). IDF hiicrelerinde PDGF gen ifadesi incelendiginde
ise kultrdn ilerleyen giinlerinde sadece PLA/20 B-MMT grubunda bir artig saptanmis
(p<0,0001), diger gruplarda gen ifade diizeyi sabit kalmistir (Sekil 4.38). Kultlrin 21.
giiniinde gruplar arasinda bir fark bulunmazken, en diisiikk gen ifadesi PLA/20 B-MMT

grubunda tespit edilmistir. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunmamastir.

Genel olarak RT-PCR sonuglart degerlendirildiginde, MMT ve B-MMT Kkatkil1 fiber
matrikslerin yara iyilesmesinde damarlanma ve hiicre matrisinde sorumlu genlerin aktive
olmasinda etkili oldugu gériilmektedir. Ozellikle IDF hiicrelerinde ECM’nin 6nemli bir
bileseni olan COL1A1’in gen ifadesi B-MMT gruplarinda daha yiiksek bulunmustur. Her
iki hiicrede de mitotik etkiye sahip FGF2 ve PDGF gen ifade duzeyleri B-MMT katkili
fiber matrikslerde daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Borun bu etkileri ¢esitli
caligmalarda gosterilmis olmasina ragmen B-MMT nin yara iyilegsmesindeki etkileri ilk

kez sunulan tez ¢aligsmasi kapsaminda gosterilmistir.
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Sekil 4.37. HS2 hiicrelerinin PLA bazli fiber matrikslerde kultiirasyonunun 7. ve 21.

guninde gen ifadelerinin RT-PCR ile kantitatif olarak degerlendirilmesi
(Bagil gen ifadesi, f-aktin geni ile normalize edilen gen ifadelerinin PLA

grubuna gore kat farkin1 gostermektedir (Istatistiksel olarak anlamli farklilik:

n=4, ayni gin farkli gruplar arasinda *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

**xk<0,0001).
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Sekil 4.38. IDF hiicrelerinin PLA bazli fiber matrikslerde kiltirasyonunun 7. ve 21.

guninde gen ifadelerinin RT-PCR ile kantitatif olarak degerlendirilmesi
(Bagil gen ifadesi, f-aktin geni ile normalize edilen gen ifadelerinin PLA
grubuna gore kat farkin1 gostermektedir (Istatistiksel olarak anlamli farklilik:

n=4, aym gilin farkli gruplar arasinda *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

*xx%n<0,0001).
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5. YORUM

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, en genel ¢ergevede, terapotik etkilere sahip oldugu

bilinen borun, serbest halde ya da bir nanokil tasiyici ile bilikte kullanildiginda, deri ve

oral mukoza yara iyilesmesi Uzerindeki olasi etkilerinin, bu siiregte yer alan ana hiicre

tiplerinin yanitlariyla degerlendirilmesidir.

Literatirde bor bilesiklerinin ¢esitli hiicreler lizerine etkilerinin arastirildigi
caligmalar bulunmasina ragmen, borun toksik ya da faydali dozu ya da bilesigi
hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle, calismanin ilk
asamasinda, hiicre kiiltiir ortamlarina eklenen serbest borun, HUVEC (endotel),
HS2 (keratinosit) ve BJ (fibroblast) hiicrelerine olan etkileri, hiicrelerin yara

yatagindaki onemli gorevleri goz Oniine alinarak degerlendirilmistir.

HUVEC’ler ile yapilan in vitro tiibiil olusumu analizi sonucunda ortamda VEGF
ya da B+VEGF bulundugunda, beklenildigi gibi, hiicrelerin tiibiil olusturmalari
gerceklesmistir. Ortamlarda anjiyogenezi tetikleyen VEGF olmadiginda B
icermeyen gruplardaki tiibiil olusumu olduk¢a smirliyken, ortamlar 10 ve 20
pg/mL B igerdiginde hiicrelerin tiibiil olusturma yeteneklerinin artmasi dikkat
cekicidir.

HS2’lerin farkli B derisimlerindeki kiiltiirlerinden hiicre proliferasyonunun
artigina dair bir etki tespit edilmemistir. Alexa Fluor® Phalloidin/DAPI
boyamalarinda gruplar arasinda belirgin bir farklilik yoktur, ancak canli/6li
boyamalarinda 20 pg/mL B igeren kiltlr ortamlarinda daha ¢ok 6lii hiicreye
rastlanmigtir. Bor bilesiklerinin keratinosit hiicre gogiinii arttirdigini gdsteren
sinirl sayidaki calismada rapor edilen etki, sunulan tez ¢aligmasinda sadece 12 sa
sonunda 10 pg/mL B grubunda tespit edilmistir. ROS analizi 14 giin sonunda 10
ve 20 pg/mL bor igeren gruplarda ROS’un azaldigin1 gostermektedir. Bu azalis,
borun mitokondrinin antioksidan mekanizmasi {izerindeki etkisi ile agiklanabilir.
Ancak kesin bir yargiya varmak i¢in hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ROS birlikte
degerlendirilmelidir. Bu analiz i¢in ileride yapilacak caligmalarda, negatif ve
pozitif kontrol gruplarinin eklenmesi degerlendirmeler agisindan yararli olacaktir.
Ozellikle hidrojen peroksit ile hiicrelerin oksidan mekanizmasi aktiflestirildikten
sonra borun antioksidan etkisi daha iyi analiz edilebilir. HS2 hiicrelerinin yogun

senesens boyanmalari, proliferasyon kapasiteleri ile uyumsuzdur, bu nedenle g-



galaktosidaz  boyamas: senesens-iligkili gen ifadelerinin tespiti ile
dogrulanmalidir. RT-PCR sonuglari, HS2’lerin damarlanma ile iligkili genlerinin
ifadesinde bir farklilik olmadigini, bununla birlikte mitotik biyume faktoru olan
FGF2 gen ifadesinin en iyi oldugu grubun 20 ug/mL B igeren grup oldugunu
gostermistir. Genel sonuglar, HS2 hiicrelerinde yara iyilesmesi igin terap6tik B

dozunun 10-20 pg/mL arasinda oldugunu gostermistir.

BJ’lerin farkli bor derisimlerindeki kiiltiirlerinde hiicre proliferasyonlarinin
HS2’lerde goriilmeyen sekilde arttig1 tespit edilmistir. Ozellikle, kultiirin 7.
giiniinden itibaren 10 ve 20 pg/mL B igeren ortamlarda kilttre edilen hicrelerin
metabolik aktiviteleri kiiltiir sliresince kontrol grubundan yaklasik 2 kat daha
fazladir. HS2’lerde oldugu gibi, BJ’lerin huicre morfolojilerinde de belirgin bir
degisiklik gézlenmemistir. Canli/6lii hiicre boyamasinda da gruplar arasinda fark
tespit edilmemistir. Hiicre go¢ii ve senesens sonuglar1 yine HS2ler ile benzerdir.
Hiicre i¢i ROS aktivitesinde bir fark bulunmamistir. RT-PCR analizi sonuglarz ise,
BJ’lerin hiicresel cevaplarinda carpici sekilde farkliliklarin oldugunu gostermistir.
Hem hiicre disi matris elemanlarmin sentezinden sorumlu genlerin hem de
damarlanma ile iligkili genlerin ifadesinin 20 pg/mL B iceren grupta en yuksek

oldugu bulunmustur.

Borun hiicre dogrudan etkisinin incelendigi bu asamanin genel sonugclari, her ii¢

hicre igin de terap6tik bor dozunun 10-20 pg/mL oldugunu gostermistir.

Yara iyilesme siireci, farkli iyilesme basamaklarinin birbirini takip etmesiyle
tamamlanmaktadir. Bu nedenle, borun yara bdlgesinde uzun siire kalmasi ve yara
ortiisiinden kontrollii bir sekilde salinmas1 gerekmektedir. Bu amacla bor tasiyici
olarak MMT’lerden faydalanilmistir. MMT kendi basina yara iyilesmesi {izerinde
olumlu etkilere sahip dogal bir malzemedir. Calisma kapsaminda tercih
edilmesinin en 6nemli nedeni yiiksek bor adsorplama yetenegi ve toksik olmayan
dogasi sayesinde yara oOrtiisii i¢in ideal bir bilesen olmasidir. Literatiirde siklikla
modifiye killer tercih edilse de son yillarda yapilan arastirmalar, kilin polimerler
icerisinde daha iyi dagilmasini saglamak icin organik kimyasallar ile yapilan bu
modifikasyon isleminin, hiicreler icin toksik olabilecegini gostermistir. Bu
nedenle ¢alismada killere herhangi bir modifikasyon uygulanmadan adsorpsiyon
gerceklestirilmistir. Diisiik bor derisimleri ile adsorpsiyon igin en uygun

kosullarin belirlenmesine yonelik calismalarda analiz yonteminin kisitlamalari



nedeniyle denemeler tamamlanamamaistir. Ancak, en genel ¢ikarimlar goz oniine
alinarak, kilin KDK degeri hesaplanmis ve bu degerin 5 katina denk gelecek
konsantrasyondaki B bor adsorpsiyon ortamina eklenmistir. Adsorpsiyon siiresi
sonunda 1 g MMT’de ortalama 2847 pg B tespit edilmistir. Killerden 24 sa
sonunda 2485 pg B salinmustir. Gelistirilecek yara oOrtiilerinde B-MMT’ler
fiberlerin igerisinde bulunacaklari i¢in B salim hizinin daha diisiik olacagi ve daha

uzun siireli salimin gerceklesecedi ongdrilmiistiir.

Caligsmanin iigiincii boliimiinde, elektroegirme yontemi ile farkli oranlarda MMT
ve/lveya B-MMT’leri iceren PLGA bazli fiber matriksler hazirlanmistir. B-
MMT’ler ile yapilan denemelerden once kil katkisinin fiber caplari ve ¢ap
dagilimlarina etkisinin belirlenmesi igin MMT katkili fiber matriksler
hazirlanmistir. Ortalama fiber ¢aplari en yiiksek PLGA (478 nm) grubunda olsa
da gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. MMT ve PLGA arasindaki
etkilesim fiziksel oldugu i¢in FTIR analizi sonucunda kimyasal yapida degisiklik
tespit edilmemistir. Elektroegirme siirecinde MMT’nin fiberlerin iginde
konumlandigi PLGA/20 MMT grubuna ait XRD spektrumundaki nanokil piki ile
tespit edilmistir. PLGA/20 B-MMT’dan salinan bor miktar1 azometin H yontemi
ile tespit edilmistir. Analiz sonuclar1 lcm? fiber matriksten 9 giin sonunda
toplamda 0,20-0,25 ug B salindigin1 gostermektedir. Ancak, analiz yeterince
hassas olmayan bir yontemle yapildigindan, bu degerlerin gergegi tam olarak
yansitmamis olabilecegi degerlendirilmistir. Elde edilen fiber matrikslerin
karakterizasyon sonuglari her ne kadar istenilen ozelliklerle sahip bir
biyomalzeme oldugunu gosterse de hiicre kiiltiir ¢alismalar1 i¢in yapilan
sterilizasyon sirasinda ortaya cikan biiziisme problemi, malzemenin hiicre
davraniglarina olan etkisinin belirlenmesini olanaksiz hale getirmistir.
Elektroegirme sirasinda elektrik alan etkisiyle rahatlayan molekiil zincirleri etanol
ya da camsi gegis sicakligina yakin bir sicaklik ile karsilastiginda konformasyon
degistirir. PLGA’nin camsi gecis sicakligir elektroegirme sonrast fizyolojik
sicakligin altinda bulunmustur. Sterilizasyon sirasinda hem etanol hem de
fizyolojik sicakliklarda c¢ozeltilerin  kullanilmas: fiber matrikslerin ani
biiziismesine neden olmustur. Literatiir bilgisi 1s18inda, PLGA fiber matrikslere
farkli modifikasyonlar yapilmis, ancak biizlisme problemi Onlenememistir.

Yapilan denemeler sonucunda, fiber morfolojisi ve matriks boyutunun en iyi



korundugu islem olarak 50°C’de 2 sa bekletmenin ardindan, Pluronik F127
icerisinde 70°C’de 2 sa daha bekletmek oldugu belirlenmis, ancak bu yaklagim
sonrasinda yapilan uzun yikama islemi ¢ok fazla 6rnegin kaybedilmesine ve zarar
gbérmesine neden olmustur. Yine de elde edilen 6rneklerle HS2 hiicreleri ile kilttr
calismalar1 gergeklestirilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasinin en iyi PLGA grubunda
oldugu bulunmus, bu grubu PLGA/10 B-MMT grubu izlemistir. Ancak, azalan
gozeneklilik ve fiber morfolojisindeki degisimler nedeniyle, hiicresel cevaplar ile
gruplarin bilesimi arasindaki iligki belirlenememistir. Ayrica kiiltiiriin ilerleyen

giinlerinde yavas da olsa fiber matriksler biliziismeye devam etmislerdir.

Calismanin son boliimiinde, calismalara PLGA yerine camsi gegis sicakligi daha
yiiksek olan PLA ile devam edilmesine karar verilmistir. Ilk olarak PLA bazli
fiber matrikslerin tiretim kosullar1 belirlenmistir. SEM analizi sonuglarindan %10,
20, 40 oranlarinda MMT ya da B-MMT igeren PLA bazli fiber matrikslerin 350-
480 nm arasinda degisen ortalama fiber caplarinin arasinda anlamli bir fark
olmadigi tespit edilmistir. PLA bazli fiber matrikslere MMT ya da B-MMT katkisi
XRD analizi ile gosterilmistir. Matrikslerin camsi gegis sicakliklart 60°C ve
Ustiinde bulunmustur. Bu nedenle, biiziisme problemi ile karsilasilmamistir. Fiber
matrikslerin agirliklar1 ve TG analiz sonuglarina gore yapilan hesaplamalara gore
yaklagik kil igerikleri tespit edilmis ve kilin adsorpladigi bor miktar1 bilgisinden
yararlanilarak, PLA/10 B-MMT ve PLA/20 B-MMT fiber matrikslerin 1 cm?
basina sirastyla, 2,8 ve 5,8 pg B icerdikleri bulunmustur. Ozellikle lipaz enzimi
varliginda matriksteki bozunmanin diger ortamlara nazaran daha hizli oldugu
gozlemlenmistir. Artan MMT oraniyla bozunma hizi artmistir. MMT nin varligi
fiberlerde defekt noktalarina neden olmakta ve ayn1 zamanda hidrofilik yapisi
nedeniyle degradasyon ortaminin fiberler igerisine girmesini saglamaktadir.
Bununla iligkili olarak artan MMT Kkatkisi ile birlikte fiberlerde hem bulk erozyon
hem de yiizey erozyonu goriilmiistiir. Yara Ortiisii materyalinin tagimasi gereken
ozellikler arasinda bulunan antibakteriyel etki incelendiginde, PLA/10 B-MMT
grubunun gram pozitif bakteri S.aureus susuna kars1 diger gruplara gore belirgin
bakterisidal etki gésterdigi tespit edilmistir. Antibakteriyel etkinin MMT ve
B-MMT gruplarina bagh olarak belirlenebilmesi igin bakterilerin dogrudan
malzeme  yiizeyine  ekiminin = ¢alismalara  ihtiyag =~ duyulmaktadir.

Karakterizasyonlar1 tamamlanan PLA bazli fiber matriksler ile hiicre kiiltiir



calismalar1 yapilmigtir. Fiber matrikslerde bulunan bor miktarlarn diistik
oldugundan ilk olarak %40 oraninda MMT ve B-MMT igeren fiber matrikslere
HS2 hiicrelerinin ekilmesiyle denemeler yapilmistir. Ozellikle MTT analizi
sonuglar1 yliksek oranda MMT igeren fiber matrikslerde hiicrelerin canliliginin
azaldigin1 gostermistir. En iyi grup PLA olmakla birlikte, onda da zamana bagl
hiicre canliligr diisiik bulunmustur. Bu sonuglardan ekim veriminin arttirilmasi
gerektigi ve %40’ altindaki oranlarda MMT ya da B-MMT igeren gruplarla
caligmalara devam edilmesi gerektigine karar verilmistir. Ekim verimi farkli
orneklerin bulundugu in vitro hiicre kiiltiir analizlerini i¢eren c¢aligmalarda
oldukga oOnemlidir. Homojen bir ekim analiz sonuglarmin karsilastirilabilir
olmasini saglamaktadir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda bu nedenle dekstran ile ekim
yontemi tercih edilmistir. Diger yandan yapilan 6n deneme sonuglari, BJ
hiicrelerinin PLA bazli fiber matrikslerdeki canliligiin diisiik oldugunu ortaya
koymustur. Bunun nedeni ilerleyen pasaj sayist ya da tespit edilemeyen bir
kontaminasyon olabilir. Ilerleyen ¢alismalarda BJ yerine IDF adi verilen
fibroblast hiicreleri ile ¢alismalara devam edilmistir. Hiicre kiiltiir sonuclari
degerlendirildiginde, borun dogrudan etkisini gosteren ilk ¢alismada oldugu gibi
MMT ya B-MMT katkis1 HS2’lerin proliferasyonunu 7. giin sonuglar1 disinda
olumsuz etkilenmistir. Bu durum, matriksin yizey morfolojisi ile
iliskilendirilebilir. Keratinosit hucreleri dokuda daha az hiicre dist matrisin
bulundugu bir ortamda, diizenli bir dizilimde tabakalar halinde bulunurlar. Yani
Ozellikle PLA/10 B-MMT grubunda 14.gun itibariyle en yuksek proliferasyon
hizina sahip IDF hiicrelerinin aksine, yiizey piiriizliiliigiinden olumsuz olarak
etkilenmis olabilirler. Bununla birlikte, SEM goriintiileri hiicrelerin saglikli
morfolojilerini koruduklarin1 gostermektedir. Canli/61ii boyama analizlerinde tiim
gruplarda 6li HS2 hucrelerinin bulunmasi yine fiberlerin ylzey morfolojisi ile
aciklanabilir. Diger boyama analizlerinde de kiigiik farkliliklar tespit edilmesine
ragmen her iki hiicrede de gruplar aras1 anlaml farkliliklara rastlanmamistir. Bu
boliimiin en ¢arpict sonuglart RT-PCR analizinden elde edilmistir. Damarlanma
ile iligkili genler olan VEGF ve PDGF"in ifadesi ve hiicrenin mitotik aktivitesini
arttiran gen FGF2 gen ifadesi HS2 hucreleri igin en yuksek PLA/20 B-MMT
grubunda bulunmustur. Aymi genler icin IDF hiicrelerindeki sonuglar
incelendiginde, PDGF acisindan olumlu bir artis olmadigi, VEGF agisindan ise
en yliksek gen ifadelerinin PLA/10 MMT ve PLA/20 MMT gruplarinda oldugu



goriilmiistiir. FGF2 ifadesi de PLA/20 B-MMT grubunda daha yuksektir. PLA
fiber matrikslerde kulture edilen HS2 hucrelerinin TP63 ve KRT14 gen ifadeleri
PLA/10 B-MMT gruplarinda yiiksektir. IDF hiicrelerinde COL1A1 gen ifadesi en
yuksek  PLA/1I0 B-MMT  grubundadir. Bu  bolimiin  sonuglari
degerlendirildiginde, yara ortiisii olarak kullanilmak iizere hem PLA/10 B-MMT
hem de PLA/20 B-MMT gruplarinin farkli 6zellikler agisindan yara ortiisii olmaya
uygun adaylar oldugu tespit edilmistir.

Sunulan tez ¢alismas1 hem serbest borun hem de bor katkili montmorillonit nanokil iceren
fiber matrikslerin yara iyilesmesi tizerindeki etkilerinin farkli hiicreler varliginda detayli
olarak incelenmesi ile tamamlanmigtir. B-MMT katkili PLA fiber matriksin, yara
iyilesme basamaklarinda, yara yatagina hem mekanik hem de bor ve MMT sayesinde
biyolojik olarak destek verebilecek, raf omrili uzun biyoaktif bir yara Ortiisii adayi

olabilecegi degerlendirilmistir.
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EKLER

EK 1: Hematoksilen&Eozin (H&E) Boyama

PLA bazl1 fiber matrikslere ekilen HS2 ve IDF hiicreleri kiiltiirasyonlarmin 21. giiniinde

fikslenerek, H&E boyama ile incelenmistir.

Fiksasyon:

Fiber matriksler %10 (v/v) Formalin ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 1 sa fikslenir. Sire

sonunda PBS ile 3 defa 5 dk yikama islemi yapilir ve boyama islemine kadar %1 (v/v)

P/S iceren PBS icerisinde +4°C’de saklanir.

Susuzlastirma:

Fiber matriksler doku kasetlerine aktarilir.

Doku kasetleri, %70’lik (v/v) EtOH icerisinde 30 dk bekletilir.

Daha sonra, %95°lik (v/v) EtOH icerisinde 30 dk bekletilir.

Yeni hazirlanan %95’lik (v/v) EtOH igerisinde kasetler 30 dk daha bekletilir.

Doku kasetleri, %100’liik EtOH igerisine alinir ve 30 dk bekletilir. Bu islem
%100’ lik yeni EtOH ¢ozeltisi ile iki defa daha tekrarlanir.

Ardindan, doku kasetleri ksilen icerisine aktarilir ve 30 dk bekletilir. Bu islem

yeni ksilen ¢ozeltisi ile bir kere daha tekrarlanir.

Ornek kalinliklar1 151k mikroskobu altinda incelemeye uygun olduklarindan,
ksilen sonrasi kesit alinmasi i¢in yapilan parafine gdbmme basamagina ihtiyag

duyulmamustir.

H&E Boyama:

Fiber matriksleri iceren doku kasetleri sirasiyla asagidaki islemlere tabi tutulmustur.

1.

2.

Ksilende 4 dk (2 kere) bekletilir.
%100’liik etanolde 2 dk bekletilir.
%100’liik etanolde 3 dk bekletilir.
%95°1ik (v/v) etanolde 1 dk bekletilir.

%70’1ik (v/v) etanolde 1 dk bekletilir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Distile suda 2 dk bekletilir.

Mayer’s hemotoksilin boya ¢ozeltisinde 10 dk bekletilir.

Musluk suyunda 1 dk bekletilir

Asit-alkolde (%70°1ik (v/v) etanol igerisinde %5 (v/v) asetik asit) 20s bekletilir.
Musluk suyunda asit-alkol hizlica uzaklastirilir

Scott’s tamponuna 10 kere hizlica daldirilip ¢ikartilir. Fiber matriksler mor-mavi

renge doniisiir.

Doku kasetleri, musluk suyuna daldirilip ¢ikartilir.

Doku kasetleri, %70’lik (v/v) etanole daldirilip ¢ikartilir.
Eozin boya ¢ozeltisinde 1 dk bekletilir.

%95’lik (v/v) etanolde 1 dk bekletilir.

%95’lik (v/v) etanolde 1 dk bekletilir.

%100’liik etanolde 2 dk bekletilir.

%100’liik etanolde 3 dk bekletilir.

Ksilende 3 dk (2 kere) bekletilir.

Son olarak, boyanmis fiber matriksler ksilen bazli kapatma ortamiyla iki lam arasina

yerlestirilerek ¢eker ocak altinda kurumaya birakilmis ve optik mikroskop altinda

incelenmistir.



EK 2 - Tez Calismasi Orjinallik Raporu



