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OZET

DOKU MUHENDISLiIGi UYGULAMALARINDA KULLANILMAK
UZERE PEPTID BAZLI NANO OLGEKLIi DOKU iSKELELERININ
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

EKIN GELIK
Yuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. EMIR BAKI DENKBAS
Eylul 2013, 76 sayfa

Gunumuzde degisik amaclar icin PEG, PLLA, PGA pHEMA gibi bircok cesitli
biyomateryallerden yapilan doku iskeleleri kullaniimaktadir. Son yillarda ise 6zellikle
u¢ boyutlu hicre kaltira galigmalari gindeme gelmis, olusturulan doku iskelelerinin
sartlari ECM’ye uyarlanmaya calisiimistir. Calisilan sentetik 3D sistemler birgok
hicresel faaliyeti anlamamiz i¢in yardimci olsa da, fiber boyutlari hiicre boyutuyla
neredeyse ayni oldugundan hucreler 2D ortamda gézlemlenmis gibi sonug¢ vermistir.
Bunlara alternatif olarak galigilan hayvandan gelistiriimis biyomateryaller boyut
sorununu ortadan kalirsa da, genelde rezidiel buylume faktorleri icerdiklerinden ve
insan calismalarina uygun olmamalari yaninda, safliklari da tam bilinmediginden
tamamen kontrolli ¢alismalar yapilamamistir. Bu yuzden kendiliginden duzenlenen
iskeleler gundeme gelmigtir. Dogal ya da sentetik materyallerin kendiliginden
duzenlenmesi sonucu olusan iskeleler birgok uygulama icin umut vaat etmektedir.
Bu tez calismasinda kendiliginden duzenlenen Fmoc-FF-OH peptidinin hicre
ortami icerisinde c¢ozulerek kendiliginden duzenlenen hidrojel doku iskelesi
olusturmasi saglanmistir. Daha sonra bu doku iskelelerine nano-hidroksiapatit
eklenerek yapilan karakterizasyon c¢aligmalari ve optimizasyon deneyleriyle
hidrojellerin yapisina etkisi kontrol edilmistir. Ayrica doku iskelelerinin icerisine
kondrosit hucreleri hapsedilerek 3D hucre kultiri uygulamasi yapilmis, histoloji
deneyleriyle peptit hidrojellerin UG¢ boyutlu hicre kuiltiriine uygunlunluklari
arastinimistir.

Anahtar Kelimeler: Peptit hidrojel, Fmoc-FF, 3D hucre kultirt, Kendiliginden
duzenlenme, Kondrosit, Nano-hidroksiapatit.



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF PEPTIDE-PROTEIN
NANOSCAFFOLDS TO BE USED IN TISSUE ENGINEERING
APPLICATIONS

EKiN CELIK
Master of Science, Nanotechnology and Nanomedicine Division
Supervisor: Prof. Dr. EMIR BAKi DENKBAS

September 2013, 76 pages

Tissue scaffolds made of various biomaterials such as PEG, PLLA, PGA, PHEMA
or chitosan have being used for different purposes lately. In recent years, studies
have been focused especially on three-dimensional cell culture, so for tissue
scaffolds created, scientists try to mimic ECM. Altough synthetic 3D systems which
have been created helped a lot to understand many cellular activity, because the
diameter of fibers are almost the same as the cells, cells behave to be in a 2D
culture. Alternately used, biomaterials developed from animals may overcome the
problem of diameter, but because they contain residual growth factors and are not
suitable for human studies as well as being not pure enough, completely controlled
studies can not be performed. Therefore, self assembling peptide scaffolds started
to be used. Self assembling of natural or synthetic materials are promising for many
applications. In this study, self-assembling Fmoc-FF-OH dipeptides dissolved in the
cell media have self organized to form hydrogel scaffolds. Then optimization studies
performed with Fmoc-FF-OH hydrogels both containing nano-hydroxyapatite and
empty, and characterizations are done. 3D culture of chondrocytes in Fmoc-FF-OH
scaffolds has also been performed, in which cells were encapsulated, and
histological experiments are performed.

Keywords: Peptide hydrogel , Fmoc-FF-OH, 3D cell culture,Self assembling,
Chondrocytes, Nano-hydroxyapatite.
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1.GIRIS

Kendiliginden duzenlenme, pH, sicaklik, ¢ozucu etkisi, ortamin nemi gibi birgok
faktore bagli olarak molekullerin kendiliginden bir araya gelmesini saglayan ve tup,
fibril, vezikll, membran gibi gesitli yapilari ortaya ¢ikaran tersinir bir suregtir. Bu
sure¢ kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, -
11 istiflenmesi, hidrofobik gl¢cler, Van der Waals ve kiral dipol-dipol etkilesimleri gibi)
olusur. DNA, lipit, protein, peptit gibi birgok biyomolekul kendiliginden duzenlenme
Ozelligindedir ve hicre zarinin, DNA’nin olusumu gibi birgok biyolojik suregte
biyomolekullerin bu o6zelliginin rolu vardir. Bu yapilardan oOzellikle peptitler
biyouyumlulugu, kimyasal olarak modifiye edilebilir olmasi, kolay ve ucuz
sentezlenebilirligi, suda ¢ozunlr yapida olmasi, olaganustu dayaniklihgi, termal ve
kimyasal kararlihgi gibi birgok avantaja sahiplerdir. Bu 6zellikleri sayesinde peptitler
kullanilarak bircok yapi geligtirilmistir. Bunlar arasinda ilag ve gen salimi igin
geligtirilen tasiyici sistemler, doku muhendisliginde hicre proliferasyonunu ve
hdcrelerin tutunmasini saglayan doku iskeleleri, enzim immobilizasyonu olarak
kullanilan destek matriksleri, ¢esitli molekullerin tayini i¢in kullanilan gevresel ve

tibbi biyosensorler sayilabilir.

Son vyillarda doku iskelelerinde ECM'Yyi taklit etmeye yonelik c¢alismalar hiz
kazanmigtir. 3 boyutlu ortamda huicre kiltirt yapilarak, ECM sartlarinin daha iyi
saglanmasi icin calisiimaktadir. Tasarlanan doku iskelesinde kullanilacak olan
yapilarin hdcre tutunmasini saglamasi, hucreye toksik etki gostermemesi, hicre
¢ogalmasina izin verecek porlu bir yapiya sahip olmasi, hucreleri tagiyacak gerekli
mekanik guce sahip olmasi ve hucrelerin gogalmasina paralel bir sekilde bozunmasi
istenir. Peptit doku iskeleleri bu 6zellikleri sagladigi gibi dogal bir slire¢ sonucunda
olusmalari nedeniyle de oldukga énemlidirler. Son yillarda bu yapilar kullanilarak
gesitli hdcrelerin tutunmasi igin peptit doku iskeleleri gelistirilmistir. Bunlardan
Ozellikle Fmoc-difenilalanin peptidinin kendiliginden duzenlenmesi ile gelistirilen

peptit hidrojelleri oldukga basarili sonuglar sunmustur.

Bu calismada dncelikle Fmoc-FF dipeptitlerinin suda jellesme potansiyelleri degisen
konsantrasyon ve jellesme ajani(GdL) miktariyla optimize edilmistir. Daha sonra

Fmoc-FF dipeptitlerin hicre besi yeri ortaminda jellesme kabiliyetleri test edilmistir.



Bu jellere artan miktarlarda nano-hidroksiapatit eklenerek karakterizasyon

calismalari yapiimigtir.

Hucre kulturG deneyleri, kondrosit hucrelerinin G¢ boyutlu kultire yatkinliklar

bilindigi icin, primer kondrositler ile yapilmigtir.

Son olarak doku iskelelerinin G¢ boyutlu hiicre kaltirine uygunluklarini test etmek
amaciyla hem degisen miktarlarda nano-hidroksiapatit(HA) eklenerek olusturulan,
hem de nano-hidroksiapatit icermeyen Fmoc-FF/ besi yeri hidrojellerin histolojik

deneyleri gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Kendiliginden Diizenlenen Sistemler

Molekuler kendiliginden birlesme ya da diuzenlenme, belli termodinamik kosullar
altinda, molekdillerin kovalent olmayan baglar sonucu spontane bir sekilde yapisal

olarak daha duzenli ve kararli olusumlar dogurmasidir.[1]

Kendiliginden diizenlenen yapilarin érneklerine dogada da rastlanmaktadir. ipek,
orimcek agi, sagta bulunan keratin ve kolajen, hiicredeki saperon proteinler, digler

ornek olarak verilebilir.

2.1.1. Kendiliginden birlesen peptit sistemlerin agregat yapilari
Kendiliginden birlesen sistemler birka¢ sekilde gelistirilebilir:
1-molekdler lego

2-molekuler anahtar

3-molekuler kanca

4-peptit nanotlupler/ vezikul / kapsuller

5-molekuler kavite

1-Molekiiler lego: Bu grupta yer alan peptitler hem hidrofobik hem hidrofilik
gruplara sahip olduklarindan beta yaprak yapisi olusturmaktadir. En onemli
Ozellikleri de hidrofilik zeminlerde duzenli tekrarlarla tamamlayici iyonik bag

olusturabilmeleridir.[2] Hidrojel iskeleler bu yontemle olusturulmaktadir.

Jel olusturmak icin kullanilan hidrojelator peptidin hidrofobisitesi arttikga hidrojelin

saglamligi da artmaktadir. [3]

2-Molekiiler anahtar: Bu peptitler yapilarini sicaklik ve pH degisimine gore
degistirebilmektedir. Ornegin DAR16-IV peptidi, normal kosullarda beta yaprak

yapisina sahipken, sicaklik arttirilinca alfa sarmal yapiya dénismektedir.[4, 5 ]

DAR16-IV ve EAK12 peptitlerinin (-) yuklli aspartat glutamat ve (+) yikla lisin ve
arjnin gruplari bu peptitleri alfa sarmal yapilar olusturmaya tesvik etmektedir. Ayni
zamanda yapilarinda beta yaprak olusturabilen hidrofilik ve hidrofobik gruplar da

barindirdiklarindan, bu peptitler stabil degillerdir.
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3-Molekiiler kanca: Bu peptitler kendi kendilerine dedil, yalnizca bir yuzey
uzerindeyken kendiliginden duzenlenmektedirler. Yuzey Uzerinde katman
olusturarak kendiliginden birlesmis olurlar. Bu gruptaki peptitler i¢ dnemli 6zellige

sahiptir:

e En sonda bulunan boélumleri birgok fonksiyonel grupla etkilesim halindedir.
e Sert ana baglayici kisimlari bulunmaktadir.
e Ylzey kanca molekilleri sayesinde kimyasal gruplarla etkilesime gecgerek

kovalent bag da olusturabilmektedir.

4-Peptit nanotipler/ vezikiiller: Bu gruba 6rnek olarak acik uclu peptit nanotlp
aglari gosterilebilir. Bu peptitler hidrofobik ug olarak 4 ya da daha fazla glisin, polar
bas grup olarak da aspartik asit bulundurmaktadir. [6] Genelde ila¢ tasinimi igin
geligtirilen bu peptit sistemlerinin, bir tarafi ilaca tutunarak taginimini saglarken,

diger tarafi da sistemin hicre zarindan gegmesini saglamaktadir.[7]

5- Molekuler kavite: Bu grupta gelistirilen sistemler biyomineralizasyon
calismalarina yoneliktir. Genel hatlariyla sistemin polimer ve peptit kisimlari
bulunmakta, peptit kismini (-) yakli molekuller taninma grubu, polimer kismini ise
hidrofobik kuyruk olusturmaktadir. Bu kuyruklar kendiliginden dizenlenerek (-)
yuklU bloklar olusturunca (+) yUkli iyonlari kendine gekmekte ve mineral fazlar

meydana getirmektedir. [8]

ilk gruba dahil olan hidrojeller, polimerlerden ya da dogal molekillerden
olusturulabilir.  Uzun zincirli  hidrokarbonlar[9], sakkaritler[10], peptitler[11],
amidler[12], Ure[13], nukleobaz[14], steroit turevleri[15], iki bilesenli sistemler[16]
gibi bircok organik molekull hidrojelator olarak kullaniimaktadir. Dastik molekdl
agirlikh jelatérler, daha 6nce polimerden tasarlanan kendiliginden birlesen doku

iskelelerinin kararsizhid1 sonucu gundeme gelmistir.
2.1.2. Dusuik Molekiil Agirlikh Jelatorler

Dusuk konsantrasyonlarda kovalent olmayan baglarla kendiliginden birleserek 3
boyutlu fibriler ve agsi yapilar olusturan disuk molekul agirhkl jelatérler ilag salimi
ve tasinimi basta olmak Uzere bir gok alanda karsimiza ¢gikmaktadirlar.Bu iskeleler

nanomedikal alanda da asagidaki 6zellikleri bakimindan tercih edilmektedir:

e Kolay kullanilabilir materyallerdir.



e Toksik etkileri bulunmamaktadir.

o Bagisiklik sistemi yaniti gelistirmezler.

e Trombojenik etkileri yoktur.

e Biyo bozunur, biyo uyumlu malzemelerdir.

o Lokalize tedaviler i¢in oldukga uygulanabilir 6zellige sahiptir. [17]

Dusuk molekudl agirlikli jelator bilegikleri hidrofilik 6zellik gosteren hidroksi gruplari
ve hidrofobik 6zellik gésteren alkali uglar barindirir. Bu gruplar arasindaki denge ve
bilesigin sterokimyasi jel olusumunu belirler. S6z konusu bu denge, anizotropik
birlesmeden sorumludur. Duguk molekul agirlikli jelatorlerin arasinda olan -1
istiflenmesi, hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimler hidrojel olusturur. Hidrofobik
etkilesimler jel olusumunu baslatirken, aromatik gruplarin kesismesiyle olusan Tr-1r
baglari geometrik organizasyondan sorumludur. Distk molekul agirlikli jelatorler
polar ¢oOzuculeri hapsederek hidrojel olusturur, jellerin termal kararliliklar ile
kullanilan ¢ézuculerin (DMSO, etanol) miktarlar arasinda ters orantili iligki vardir.
Yani, ¢o6zicu miktari arttikgca, hidrojelin termal kararhihdr dismekte, bdylece

Ozellikleri sicaklikla degisebilen bir yapi kazanmaktadir. [18]
2.1.3. Hidrojelator Amfifiller

Jellesme igin kristallesme ve ¢ozunurlik arasinda bir denge gereklidir. Bu durumda
molekulin agregasyon saglamasi igin hidrofobik, ¢6zunurlik saglamasi igin
hidrofilik gruplara sahip olmasi ve bu gruplarin dengede olmasi, o molekulin
hidrojelator 6zelligi gostermesi icin yeterli olmaktadir. Bu denge, amfifil bilesiklerin
hidrojelator olarak kullaniimasini giindeme getirmistir. Ayrica amfifil molekullerin
sahip olduklari iyonik gruplari, olugabilecek jele pH ve iyonik baglar araciligiyla
modifiye edilebilme 06zelligi kazandirmasi, bu molekullerin hidrojelator olarak

kullaniimasina yardimci olmustur. Hidrojelator amfifiller 5 grupta incelenebilir[19] :
1-Atomik olmayan amfifiller

2-Bolaamfifiller

3-Gemini surfaktanlari

4-Seker bazli sistemler

5-Diger hidrojelatorler



2.1.3.1 Atomik Olmayan Amfifiller:

Bu molekdller bir hidrofilik bas grup ve bu bas grubu takip eden bir ya da iki
hidrofobik gruptan olusur. Polar bas grup, karboksilik asit, aminoasit, seker, fosfat
gibi bircok fonksiyonel grup olabilir. Hidrofobik gruplarin ne olduklari ise molekalin
yapisi ve uzunluguna gore cesitlilik gostermektedir. Lipidler, sabun ve deterjan

gunlik hayatimizda siklikla karsilastigimiz amfifillerdendir.

Amfifillerin neye gore misel, tip ya da vezikul degil de hidrojel olusturdugunu hentz

tam olarak bilinmemektedir.

Kunitake ve arkadagslari, amfifilin  yapisiyla olusturduklari  agregatlar
iliskilendirdikleri ¢alismalari sonucu, amfifilleri yapisal olarak 4 kisimda

incelemislerdir [20]:

e Hidrofilik bas grup
e Bas grubu takip eden esnek baglayici
e Ardindan rijit ug

e En sondaise esnek ug

| | r . ]
A ~ N v M
Rijit ug Esnek Hidrofilik

Esnek ug o
baglayici bas grup

Sekil.2.1. Amfifil yapisi [19]

Kunitake ve arkadaslari ayrica bazi molekullerin sonuna ester veya amid grubu
ekleyerek hidrojen bagi kapasitesini arttirmak istemigler ve bu caligmalari
sonucunda, 60 farkh amfifil molekull olugturarak, bunlarin agregat morfolojilerini

belirlemiglerdir. Arastirmalari sonucunda, esnek baglayici ve u¢ kismin agregat



yapisini degistirdigi gosterilmigstir. Sert ucun ise yluzey kavisini etkiledigi sonucuna

variimigtir.

Fuhrhop ve arkadaglari ise N-dodesilglukonamid ile jellesme sagdlayan misel benzeri
fiberlerin molekuler modellemesini yapmistir. Imae ve arkadaglari ise, amfifillerin
bas grubu olarak aminoasit surfaktanlari (glutamik asit, askorbik asit, alanin)
kullanmiglardir[21]. Bu ¢alismalarda karboksil asidin bas grup oldugu molekdllerin
olusturdugu jellerin pH degisimine ve sicakliga bagiml olduklari gosterilmistir.
Hambusa ve arkadaslari da c¢alismalarinda lizin ve turevlerini bas grup olarak
kullanmis ve basarili sonuglar elde etmistir.[22] Nakashima ve Kimizuka iki bas
gruplu amfifillerle, aniyonik floresan boyasi ekleyerek agregat ve jel olustugunu
goOstermiglerdir. Bu ¢alisma iyon aligveriginin dengesini vurgulamasi bakimindan
onemlidir [23]. Batin bu ¢alismalar bilim adamlarinin amfifillerin agregat morfolojileri

hakkindaki ¢alismalarina i1sik tutmustur.

Gelistirilen en disuk molekll agirhdina sahip jelatorler ise serin bazli amfifillerdir.
Molekul agirhgr 250 Da olan bu molekiller, -1 istiflenmesi sayesinde

jellesmektedir.

Ayrica bazi amfifillerde su i¢cinde kendiliginden birlesmeye yatkin olan florokarbonlar

bas grup olarak kullaniimigtir.[24]
2.1.3.2. Bolaamfifiller

iki bas gruplu amfifiller bolaamfifiller olarak adlandirilir. Bircok degisik agregat
morfolojisi gosterebilmektedirler. Bir molekul agirhginda katman ya da kullanilan

baglayicinin boyuna ya da yapisina gore misel olusturabilirler.

Shimizu ve arkadaslari, ¢alismalarinda birgok farkli bas gruba sahip bolaamfifil
gelistirmiglerdir. Kullanilan bu molekullerin(ntkleotidler, aminoasitler, seker) jel ve

fiber olusturduklari gozlemlenmistir. [25, 26, 27]

Francheschi ve arkadaslari amfifil yapisindaki baglayici uzunlugunun misel, fiber ya
da vezikul olugmasinda etkili bir faktor oldugunu kanitlamigtir [28] . Bu g¢alismaya
gore uzun baglayiciya sahip bolaamfifiller misel olustururken, kisa baglayiciya sahip
molekuller konsantrasyona bagli olarak vezikil ya da fiber olusturmuglardir. Bu
calismada yalnizca en uzun baglayiciya sahip bolaamfifiller (20 metilen

uzunlugunda) jel olusturabilmigtir.



Alkali,  bis(aminoasit) oksalii amid gruplart da baglayici  olarak
kullanilabilmektedir.[29] Yan zincirlerin yapig! hidrofobik etkilesimler olusan yapiya
duzgun bir sekilde agrege olmayi ve duzenli fiber yapisi saglamaktadir. Oksalil
gruplari ise Tm-mm etkilesimi ve fiberlesmeyi saglayarak hidrojel olusumunu

desteklemektedir.

Hidrojel olusumu igin molekil yapisindaki hidrofobik ve hidrofilik gruplarin dengesi
ile birlikte saglanmasi gereken bir bagka sart da izomerizasyon kinetigidir. Yapilan
calismalar jellesme igin izomerizasyonun hizli olmasi gerektigini gdstermistir, yavas

izomerizasyon kristalizasyona sebep olmaktadir.
2.1.3.3. Gemini Surfaktanlar

Gemini surfaktanlari amfifillere gore daha karmagik bir molekuler yapiya sahip
olduklarindan daha cesitli agregat yapilari sunmaktadir. Yapilari molekulin iki

ucundaki esnek uclar ve 2 yuklu grup arasindaki sert ugtan olusur.

Bu molekullerin agregat morfolojilerinde en 6nemli etken hidrofobiklikleridir. [30]
Jellesme ise molekuldeki alkali grubun uzunluguna baglidir. Alkali grup uzadik¢a

jellesme saglanmaktadir.

Bu surfaktanlan kesfeden ve adini koyan Menger ve arkadaslari bu yapidaki
molekullerin hemen hemen hepsini galismistir. [30] Menger disinda, Oda ve Huc da

2 kivrimh kurdeladan olusturduklari gemini strfaktanlariyla calismislardir.[31, 32]
2.1.3.4. Seker Bazh Sistemler

Karbonhidratlar hidrojelator olusturmak icin gereken hidrofilikligi saglarken ayni
zamanda kiral gruplar i¢in de genis bir yelpazeye sahiptir.[33] Ayrica bu
molekullerden olusan jeller biyo uyumlu da olduklarindan biyolojik jel olarak

kullanilmak Gizere umut vaat etmektedir.

Shinkai ve arkadaslari, hidrojelatorlerinde hidrofilik &zellerinden  dolayi
karbonhidratlari ve -1 bagi igin degisik aromatik gruplari kullanmiglardir.[33] Bu

hidrojelatorlerden bazilarinin termal duyarl olduklari gortlmustur.[34]

Bhattacharya ve Acharya, dissakarit amfifillerin jellesme Ozelliklerini alkol
¢Ozucllerle birlikte incelemisler ve c¢alismalari sonucunda sadece gift zincirli

amfifillerin tek zincir jel olusturduklari, siklik turevlerin hidrojel olusturduklari



g6zlemlemislerdir[35] . Yani molekuller arasi hidrojen bagi kurulmasi icin polar-
apolar gruplarin dengesinin yani sira konformasyonun da énemli bir rol Gstlenmekte

oldugu sonucuna variimigtir.
2.1.3.5. Diger Hidrojelatorler

Bu grup molekillere 6rnek olarak, arberol/kaskat molekilleri, bazi tuzlar, bazi

aminoasit ve asit ttrevleri verilebilir.

Newcome ve arkadaslari, yaptiklari galismalarda arberol/kaskat molekullerini
hidrojelator olarak tasarlamislardir. Bu molekuller oldukga buyuk bolaamfifil olarak
dusunebilir ve yapidaki hidrofobik merkez agregasyon, hidrofilik gruplar ise
¢6zunurlik saglamaktadir.[36] Terpiridin iceren karboksilik asit tuzlar da ylksek
konsantrasyonda kullanildiklarinda misellerden olusan jel olusturabilmektedir.[37]
Ayrica Menger ve arkadaslari, arolyl L sistin tlrevleri sentezleyerek bunlardan

termal olarak stabil ve yogun jel olustugunu gostermislerdir. [38]

Eger bir molekul guclu sekilde anizotropik seklinde kristalize oluyorsa, jelator

olabilme kapasitesine sahiptir. Bu kristalizasyon fibril olusumunu desteklemektedir.

Bolaamfifil ve Gemini surfaktanlarin karigimi olan bis(urea) dikarboksilik ailesi de
hidrojelator olarak gcalisiimis ve basarili sonuclar vermistir. Bu molekdiller ¢ok dusuk
konsantrasyonda kendiliginden birleserek hidrojel olusturmaktadir.[39] Bu
molekuller ayrica jelasyon sirasinda dustk pH’de fibriller halinde ¢okelti
saglamaktadir, bu da olusturulan hidrojellerin pH ve iyonik guce bagimh yapisina

isaret etmektedir.[39]

Ayrica yapilan calismalardan anlagildigi Uzere, kullanilan hidrojelatérun molekul

agirhgr azaldikga jellesme pH’si dusmektedir.

Hidrojelatorin jellesmesi ya da agregasyonu, molekuildeki gruplar arasindaki
baglayici ve ug¢ uzunluklarina baglidir. Eger aralarinda uyumsuzluk varsa bu

3.boyutta dizensizlige, yani jellesmeye neden olmaktadir.

Yapilan tim calismalar sonucu, jelasyonun hidrofobisiteyle dogru orantili oldugu
goruimustir. Hidrofobisitesi 2.8’den kiuguk olan dipeptitler zayif, kararsiz jeller
olustururken, 5.5'ten buylk olanlarsa hidrojel olusturmak igin fazla hidrofobik
olduklarindan jel olusumu saglanamamaktadir. Dizgun jelasyon igin hidrofobisite
bu iki deger arasinda olmalidir, 6zellikle yan zincirlerin hidrofobisitesi 6nemlidir.[40]
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Johnson ve arkadaslarina gore, pH ne kadar hizli duserse, jel o kadar heterojen ve

yogun olmaktadir.[41]
Ayrica jellesme icin aminoasit sekansi da 6nemli oldugu gosterilmigtir.[42]
2.1.4. Kendiliginden Birlesen Peptit Yapilar

Birgok hastalikta hucre bazl terapiler ise yaradigindan genelde hayvan kaynakl
biyolojik iskeleler ile (kolajen bazli biyolojik iskeleler, turevleri, biyo uyumlu ko-
polimerler) calisiimaya baglanmistir. Yalniz bu materyaller prion, virus gibi tehlikeli
patojenler tasiyabildiklerinden, bilim adamlarini baska yollar aramaya sevk
etmistir.[43] Hem cok cesitli ve biyo uyumlu olmalari hem de c¢ok cesitli biyo
materyaller (misel, tip[44], fiber[45], kivriml kurdela[46] ) olusturduklari igin peptitler
son donemde sikga calisiilmaya baslanmistir. Boylece sentetik peptit bazli doku

iskeleleri gelistirilmigtir.
Kendiliginden birlesme mekanizmasi asagidaki 6zelliklere baghdir:

e Kendiliginden birlesme yolu
e Molekuler yapi

o Peptit sekansi
Bu 6zelliklerdeki farklliklara gore farkl agregatlar olusmaktadir. [47]
Kendiliginden birlesme mekanizmasi birkag sekilde olusabilir:

e Enzim reaksiyonlari
e Cevresel kosullardaki degisimler, sicaklik, organik ¢dzicu eklenmesi

e Sirali pH degisimi

Sirali pH yontemi kullanilarak olusturulan metotlardan en sik kullanilani ylksek
pH'de ¢6zmek ve hemen ardindan pH’yi disurerek jellesme saglamaktir. Yiksek
sicakhktaki bu ¢ozunarlik karboksil asit ucunun hidrojen kaybetmesine neden olur,

bu deprotonasyonu ve sonrasinda jellesmeyi saglamaktadir. [47]

Hidrojelatorlerin jellesmesi igin uygun pH, seker onculeri [48] ya da HCI asit [49]

sayesinde saglanmaktadir.
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Yapilan g¢alismalarda, pH ayarlamak i¢in eklenen HCI asidin jel icinde asidik cepler
olusturdugu go6zlemlenmistir.[50] Bu problem asidin yavasca eklenerek ve
sicak/soguk dénguisu yaratarak daha homojen jeller olusturmak hedeflenmisgtir.

Kullanilan kendiliginden birlesen peptitler [4]:

RADA16-1 + ¥ + T
n-RADARADARADARADA-c
RGDA16-] + + + - +
n-RADARGDARADARGDA-c
RADAS-I + +
n-RADARADA-¢
RADI6-II + + + +
n-RARADADARARADADA-c
RADS-II + +
n-RARADADA-¢
EAKA16-] T 0. T 0.
n-AEAKAEAKAEAKAEAK-c
EAKAS-I + +
n-AEAKAEAK ¢
RAEAI16-] + + + +
n-RAEARAEARAEARAEA-¢
RAEAS-I + +
n-RAEARAEA-c
KADA16-] + + + - +
n-KADAKADAKADAKADA-¢
KADAS-I + - +
n-KADAKADA-
EAHI16-I1 + + + +
n-AEAEAHAHAEAEAHAH-c
EAHS-II + +
n-AEAEAHAH-c
EFK16-I1 + + + +
n-FEFEFKFKFEFEFKFK-c
EFK12-] + + +

n-FEFKFEFKFEFK-c
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KLE12-] + -+ -+ -
n-KLELKLELKLEL-¢

RADI16-IV ++++ - - - -
n-RARARARADADADADA-c
DARI6-IV - - = —++++
n-ADADADADARARARAR-¢
DARI16-TV* - - - = ++++
n-DADADADARARARARA-c
DAR32-IV - - = —=++++
n-(ADADADADARARARAR)-c
EHK16 + =+ =—+++++ =+ = ++++
n-HEHEHKHKHEHEHKHK-¢
EHKS-1 + -+ =-++++

n-HEHEHKHK ¢
VE20* (NaCl) - - - - - - - - - -
n-VEVEVEVEVEVEVEVEVEVE-<
RF20* (NaCl) ++++++++++
n-RFRFRFRFRFRFRFRFRFRF-c

EFKS-II -+ - +
n-FEFKFEFK-¢
ELK16-11 - —++ - -+ +
n-LELELKLKLELELKLK-c
ELKS-II - -+ +
n-LELELKLK-c
EAK16-1T - —_—t++ = =+ +
n-AEAEAKAKAEAEAKAK-c
EAK12 - - - =+ +
n-AEAEAEAEAKAK-c
EAKS-II - -+ +
n-AEAEAKAK-c
KAElI6-IV ++++ - — — —
n-KAKAKAKAEAEAEAEA-c
EAKI16-IV - - - - +++ +
n-AEAEAEAEAKAKAKAK-c
KLDI12-I + -+ =+ =

n-KLDLKLDLKLDL-¢
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2.1.5. Aromatik Grup Konjuge Edilmis Peptitler

Hidrojelatér peptitlerin gindeme gelmesiyle beraber, aromatik koruyucu grup
eklenen peptitler calisiimaya baglanmistir. Bu konuda ilk olarak Groot ve arkadaslari
isovaline-FA’nin ph 5.8'de jel olusturdugunu gostermistir.* Bu peptitler asagida 3
grup halinde agiklanmigtir[51]:

a. Piren dipeptitleri
Bu konuda 6rnek olarak vankomisin ¢alismasi gosterilebilir.

D-Ala-D-Ala peptidine vankomisin ekleyerek jel olusturan bilimadamlari ayni

calismayi L-Ala-L-Ala peptidiyle yapmis, G degerinin arttigini gostermistir.
b. Naftalin dipeptitleri

Xu ve arkadasglari naftalin konjuge edilmis peptitlerden olusan hidrojeller
gelistirmistir. [52] Duzgun hidrojel olusturan naftalin dipeptitlerin OCHz baglayicisina
sahip oldugu anlasiimigtir. Ayrica Fmoc hidrojeller gibi bunlarin da hucrelere toksik

etkisi olmadigi1 sonucuna variimistir.
c.Fmoc dipeptitleri

Fmoc-FF dipeptidinden jel olusturmak i¢in suda ¢é6zmek disinda, DMSO ya da HFIP
gibi ¢ozuculer icerisinde ¢éozmek de denenmistir. Ancak bu tampon coézeltilerin
kullanilmasi, suda c¢ozulerek yapilan Fmoc-FF hidrojellerine gore daha kararsiz

yapilar olusmasina sebep olmaktadir.[52]

Fmoc-FF dipeptidinin bazik kosullarda jellesmesinin sebebi, karboksil ucunun sahip

oldugu yuksek pKa degeridir.

Fmoc-FF hidrojelleri enkapsulasyon, hicre kalturt ¢alismalarinda kullaniimaktadir.
Ayrica ilag salimi icin de kullanilabilmektedir, daha once yapilan calismalarda
floresan molekullerin  hapsoldugu, buyuk molekdllerin jelde hapsoldugu
gOsterilmigtir. Yapilan bir galismada hamster yumurtalik hicrelerinin Fmoc jel
icerisinde dagitildiginda hicrelerin yagamini surdtrdtigu goértlmastir. Liebmann ve
arkadaslari da igerisinde hicre bulunduran PBS tampon ¢ozeltisine DMSO’da
¢6zUnmus peptit solusyonu eklendiginde iginde hucre hapsedilmis hidrojel olustugu

gOstermistir.[53, 54]
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Ulijn ve arkadasglari enzimle indiklenmis hidrojelasyon gercgeklestirmislerdir.[55]

Fmoc tripeptitler ile de hidrojel olusturulmustur. Bu peptitlerin de duguk ya da yuksek

pH’de boraks tampon ¢dzeltisinde jel olusturdugu gosterilmistir.[56]
2.2, Diusuk Molekul Agirlikli Jelatorlerin Kullanim Alanlari

Ozellikle doku mihendisligi alanindaki tedavi potansiyelleri sebebiyle, bilim
dunyasinda sik¢a galisilan hidrojelatorler, guiniumuzde birgok alanda bilim adamlari
tarafindan calisiimaktadir. Duguk molekdl agirlikli  jelatorler ylksek biyo
uyumluluklarindan dolayi, basta biyomedikal uygulamalarda olmak Uzere, farkh
birgcok uygulamada kullaniimaktadir. Polimer bazli olanlar, ayristirma teknolojileri ve
sensor gelistiriimesi basta olmak Uzere, gida, kozmetik, ilag sektorlerinde de tercih

edilmektedir.

Agrege olma 6zellikleri bakimindan antibiyotik aktivitesi géstermektedirler.[57] Gen
tasinim araci, kontrolll salim sistemleri gibi ¢alisma alanlarinda kullanilabilecek bu
hidrojeller kolay hazirlanabilirlikleri ve dusuk konsantrasyonlarda sonu¢ vermeleri

sebebiyle daha birgok alanda yer almaya adaydir.
Kendiliginden birlesen materyallerin kullanim alanlart:

e Biyosensorler

e Kontrollu salim mekanizmalari

e Yara onarimi i¢in matrisler

e Jelasyonla hicre yasaminin kontrolU
e Biyokatalist immobilizasyonu

e Nanofabrikasyon

e Kaliplastirma

e Hducre igi goruntuleme
seklinde siralanabilir.[58]
2.3. Hidrojeller

3 boyutlu surekli faz madde olarak tanimlanan jeller; gunlik hayatta yemek, ilag,
kozmetik gibi alanlarda oldugu gibi, laboratuvar ortaminda da biyomateryaller
seklinde sikhkla kullaniimaktadir. GUnlik kullanimda aliskin oldugumuz jelatin

puding, sac¢ spreyi, deterjan jeller gibi jellerin ana maddesi sivi olup az miktarda kati
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icermektedirler. Ancak hidrojel olarak adlandirilan sivi ¢ézeltilerin jelleri, 6zellikle ilag
endustrisinde birgok kullanima elverigli oldugundan, bilim dinyasinda son yillarda

sikga bahsedilmeye baglanmistir.

Hidrojel galismalari Wichterle ve Lim’in HEMA hidrojeli calismasiyla baslamistir.[59]
Bu calismadan itibaren de biyomedikal alanlardaki kullanilabilirliklerinden 6ttru bilim
adamlarinin ilgisini gekmektedir. Hidrojeller suda kendi agirliklarinin binlerce kat
fazlasini absorbe edebilen hidrofilik polimer baglaridir. Olusturulduklari materyale
gore kimyasal olarak kararli ya da ¢ok kararsiz olabilirler, bu jeller hidro yapilarindan
dolay! fiziksel, geri donuasturilebilir jellerdir. Geri donusturalebilir olmalari
molekullerin arasinda olusan bagdlarin zayif, ikincil kuvvetler (iyonik, H bagi,
hidrofobik kuvvetler) olmasindan ileri gelmektedir.[60] pH, isik, 1sI gibi fiziksel
kosullarda kolay yonlendirilebilen 6zelliklerinden dolayr akilli jel olarak da
adlandirilan bu jelleri fiziksel kosullara gore degisimlerine gbre asagidaki gibi

gruplandirmak mumkuanddar:

a) pH duyarli hidrojeller: Boden’in oligopeptitleri bu gruba 6rnek olarak verilebilir.
[46] Stupp ve arkadaslari da oligopeptitlere Ca iyonu ekleyerek hidrojel olusumunu

saglamislardir.[8]

b) Spesifik molekuller arasi baglarla olusturulan hidrojeller: [49] EGer bir polielektrolit
karsit yukla bir multivalent iyonla birlestirilirse, bu bag iyonotropik bir fiziksel jel

olusturmaktadir. Kalsiyum aljinat jeli bu jellere érnek olarak gdsterilebilir.

c) Isiga duyarli hidrojeller: Bu jeller 1g1iga duyarli molekuller aracihigiyla jel

olusturmaktadirlar.[61]

d) Enzimle indlklenen hidrojeller: F-moc dipeptitlerine alkalin fosfat enzimi

eklendiginde jel olusumu goézlemlenmigtir.[55]

e) Isiya duyarli hidrojeller: Yapilan arastirmalarda DNA saliminin bu sekilde

saglanabilecegi gosterilmigtir.[62]

Kuru durumda olan jel su ¢ekmeye basladiginda, énce en polar, hidrofilik gruplari
sulu hale getirmektedir. Bu gruplarin sulu hale gelmesiyle birincil bagli su gruplari
olusmaktadir. Polar gruplarin sulu hale gelmesiyle hidrofobik gruplar ortaya c¢ikar,

su molekulleri bu gruplarla ikincil bagli su gruplarini olugturur. Hem polar hem apolar
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gruplarin suyla bag kurup, toplam bagl su gruplarini olugturmalarindan sonra, jel
fazla suyu da emer. Jele hapsedilen fazla su, jelin ag yapisindan o6tura elastik ag
geri gekme kuvveti olusturur. Boylece jel dengedeki sisme seviyesine ulagsmis olur.
Fazla su serbest zincirlerden olugan bosluklara dolarak aglarin su almasini saglar.
Bu da capraz baglanmalarin ve zincirlerin pargalanmasina yardimci olur ve jel
bozunur. [63]

Hidrojel olusma suresince ne kadar uzun, ince ve elastik fiberler olursa, jelasyon o
derecede iyi gergeklesmis, ¢cozucu o kadar iyi hapsedilmis demektir. Ayrica jelasyon
sicakhgi arttirildikga jel olusturan fiberlerin dallanmasinin arttigi da gosterilmigtir.
[63]

2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Hidrojel Yapilan

Fiziksel jeller elektrostatik kuvvetlerle, hidrojen baglari, -1 baglari, van der Waals
bagdlar gibi zayif baglar araciligiyla olusur, olusturduklari bu zayif baglar yizinden
homojen yapida degillerdir. Bu yluzden olusan serbest zincir uglari veya zincir

halkalari, bu jellerin sorunlari olarak sayilabilir. [63]

o}
o
| |

5A 10 nm 10 pem

Sekil.2.2.Fiziksel jellerin birincil ve ikincil yapilari [19]
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Bazen fiziksel jeller biyospesifik taninmalar da gercgeklestirebilir, 6rnek olarak

polimerik seker - concanavalin A, ya da avidin - biyotin.

Eger bir jel, bilegenlerin kovalent baglari araciligiyla olugsmussa, bu jel kimyasal jel
adini alir. Buna ornek olarak, Wichterle ve Lim’in olugturduklari HEMA-EGDMA jeli
gosterilebilir. Fiziksel jeller gibi kimyasal jeller de homojen degillerdir. Bu jellerde
hidrofobik agregasyon sonucu olusan topaklar bulunmaktadir, geri dénisu olmayan
direngli bir yapi olusturmaktadirlar. Ayrica esnekligi engellemeyen serbest zincir

uglari ve zincir halkalari kimyasal jellerde de gorulmektedir.

1980’de kalsiyum aljinat mikro kapstulleri gelistiriimig[64], daha sonra Yannas ve
arkadaslar da olusturduklari hidrojellerin igine kolajen ve képek baligi kikirdagi
ekleyerek bunlari yanik dokulari yenilemek[65] icin kullanmiglardir. Son yillarda ise,
hicre hapsedebilme yeteneklerinden dolayi hidrojellerden direk yapay doku Uretme
calismalari hiz kazanmigtir. Hubbell ve arkadaslari PEG bazli MMP’ye duyarl
hidrojel [66] Anseth ve arkadaslari tarafindan da yara onariminda kullaniimak Gzere
elastaza duyarl hidrojel olusturmustur.[67] Xing ve arkadaslari g¢alismalarinda

vankomisin-piren tirevinden antibiyotik 6zellik tagiyan hidrojel gelistirdiler.[68]
2.3.2.Doku Miihendisliginde Hidrojeller

Doku muhendisligi yaklasiminda kullaniimasi tasarlanan bir doku iskelesinin sahip

olmasi gereken oOzellikler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

o Kolay dizayn edilebilir olmahdir.

o Kolay degisiklik yapilabilir olmahdir.

e Kontrolli bozunur olmalidir.

o Sitotoksik olmamalidir.

e Hucreyle iskele materyali etkilesmemeli, ya da hlcre tutunmasini arttiracak
sekilde olmalidir.

e Enflamasyon ve bagisiklik sistemi yaniti minimal duzeyde olmalidir.

e Kolay uretilebilir, saflastinlabilir ve islem uygulanabilir oimahdir.

e Fizyolojik kogullara uyum saglamalidir.

Ayrica son yapilan ¢alismalar doku iskelesinin dizayninin da ¢ok énemli oldugunu
gostermektedir. Geometriye badli olarak iletilen mekanik gug, kullanilan iskele
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materyalinden bagimsiz olarak hicrelerin yasami ve sekli Uzerinde rol

oynamaktadir.[63]
Doku muhendisligi ¢alismalarinda hidrojellerin kullaniimasinin avantajlari:

e Sulu yapida oldugu icin tasidiklari ilag ya da hucreleri korumaktadir.

e Hucrelere tasinacak besin igin iyi bir nakil aracidir.

e Kolay modifiye edilebilmektedir.

e Vulcut sicakhginda jellesecek sekilde hazirlanirsa direk sivi olarak enjekte

edilebilmektedir.

e Biyo uyumluluklari bilinmektedir.
Doku muhendisligi ¢alismalarinda hidrojellerin kullaniimasinin dezavantajlari:

e Kontrol edilmesi zordur.

e Mekanik olarak zayif 6zellik gdstermektedirler.

e lag yiikledikten sonra ¢apraz baglama yapmak zor olabilmektedir.
e Sterilize etmek zordur. [63, 69]

Hidrojel olusturmak icin kullanilan polimerler:
-Dogal polimerler ve turevleri

-Anyonik polimerler: HA, aljinik asit, pektin, deniz yosunu, kondroitin sulfat,

dekstran sulfat
-Katyonik polimerler: kitosan, poli-lisin
-Amfipatik polimerler: kolajen (ve jelatin), karboksimetil kitin, fibrin
-Notr polimerler: dekstran, agaroz, pullulan

-Sentetik polimerler

-Poli esterler: PEG-PLA-PEG, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLA-PEG-
PLA, PHB, P(PF-co-EG), P(PEG/PBO)

-Diger polimerler: PEG-bis-(PLA-akrilat), PEG, PEG-g-P(AAm-ko-Vamin),
PAAmM, P(NIPAAm-co-AAc), P(NIPAAm-ko-EMA), PVAc/PVA, PNVP, P(MMA-ko-
HEMA), P(GEMA-sulfat)

-No6tr ve sentetik polimer kombinasyonlari
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P(PEG-ko-peptitleri), aljinat-g-(PEO-PPO-PEO), P(PLGA-ko-serin), kolajen-akrilat,
aljiant-akrilat, P(HPMA-g-peptit) [70]
2.3.3. Fmoc Dipeptitlerin Hidrojel Uygulamalari

Kendiliginden birlesen protein yapilarin kararlihgi peptitler arasi hidrojen baglari,
olusan Tr-1r istiffenmesi ve polar-apolar dengesine baglidir. Bu kendiliginden
birlesme mekanizmasi, son yillarda ucuna aromatik grup eklenmis, 2-6 aminoasit
uzunlugundaki kisa peptitler araciligiyla saglanmaya baglanmistir. Fmoc ya da
naftalin gibi bu koruyucu aromatik gruplarin -1 etkilesimleri ve hidrojen bagi
yaratarak, kendiliginden birlesme olusturdugu disundlmektedir.[71] Son dénemde
calismalar oOzellikle Fmoc (Flourenyl-9-methoxycarbonyl) eklenmis peptitler

Uzerinde yogunlagmistir.

NH,+
Sekil.2.3. Fmoc dipeptitlerinin molekuler yapilari: Gly (a), Ala (b), Leu (c), Phe (d),
and Lys (e) [50]

ilk olarak Vegners ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda hidrojel olabilme
kapasitesi belirtilen Fmoc eklenmis peptitlerden hidrojel olustugu daha sonra Zhang

ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda[72] gosterilmigtir.

Fmoc bagh dipeptitler, hidrofiliklikleri arttikga jellesmeleri i¢cin daha yUksek
konsantrasyona ihtiya¢c duymaktadirlar. Peptit konsantrasyonu arttikga jelin guci

artmakta, ag yapisinin boyutu kugulmektedir.
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Fmoc-FF dipeptidi, dusuk pH’lerde jellesen baska Fmoc bagh dipeptitlerden farkh
olarak fizyolojik pH'de jelleserek, biyomedikal alanlarda kullanim kolayhgi

saglamaktadir.

Ustelik belli kosullar altinda, peptit sekansina gére farkli fiziksel, morfolojik ve
mekanik 6zelliklerde nano yapilar olusturulabilir. Ornegin daha 6nce yapilan
calismalarda Fmoc-FF ile 3nm ¢apinda fibriler yapilar, Fmoc-L3 ten 20nm ¢apinda
tibdler yapilar ve Fmoc-L5ten mikroskobik yaprak benzeri yapilar
olusturulmustur.[19] Bunun vyaninda butin aromatik amfifiller hidrojel
olusturmamaktadir. Ornegin ayni kosullarda Fmoc-FG hidrojel olustururken, Fmoc-

GF ¢Okelti olusturmustur. [72]

Cizelge 2.1.Fmoc dipeptitlerinin fiberlesme 6zellikleri [47, 50]

Fmoc peptidi Olusturdugu fiber kalinhgi Fiber olusturdugu pH

Gly- Gly 338 <4
Ala- Gly 306 <4
Ala- Ala 68+18 <4
Leu- Gly 2215 <4
Phe- Gly 2516 <4
Gly- Phe - -

Phe- Phe 56+13 <8

Fmoc peptidinin  Boc grubuyla olan bilesikleri de hidrojel c¢alismalarinda
kullanilmigtir. Fmoc —VLK(Boc) ve Fmoc-K(Boc)LV bilesiklerinin, lisin yapisi Boc
grubu tarafindan korunarak yuk ve fazladan kisimlarin varligindan dogabilecek

sorunlari engelledigi igin, hidrojel olusturduklari gézlemlenmistir.[72]

Uljin ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismalarda F-moc molekulunin GG; GF; FG ve FF
bilesiklerinin kendiliginden birlesme kapasitelerini karsilastirmis, pKa gegislerinin
molekulin hidrobisitesine bagli oldugunu géstermigslerdir. [50] Jellesme pH’si( gegis
pH’si) Fmoc-GG molekulunde(en dusuk hidrofobisite) en dusuk, Fmoc-FF de(en
yuksek hidrofobisite) en yluksek degerini almistir.[50]
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Ayrica floresan spektroskopisi ile molekdllerin supramolekuler etkilesimlerine de
bakilmig, Fmoc-FF nin diger molekullere gore daha fazla kesigen florenil kisimlara

sahip oldugu gosterilmigtir.

Yapilan FTIR deneylerinde, Fmoc’un FG, GF ve GG bilesiklerinde dusuk pH’de beta
yaprak yapilarinin olusmadigi gézlemlenmistir. Ancak Fmoc-FF ayni pH'de beta
yaprak yapilarina rastlanmistir. Bu bulgudan yola ¢ikilarak fenilalanin molekulinin
sahip oldugu buyuk fenil yan gruplarin disuk pH’de genis beta yaprak olusumunda
ve kararliginda énemli bir role sahip oldugu sonucuna varilmistir. Fmoc grubuna
glisin eklenmesiyle artan esneklik, beta yaprak sert yapilarinin olusumuna izin

vermemektedir.

Ancak beta yaprak olusturmasa da dusuk pH'de Fmoc GG, GF, FG bilesiklerinin de
genis kendiliginden birlesmis yapilar olusturmaktadir. Bu durum dusik pH’de
gerceklesmesi kaydiyla, beta yaprak olusumu ile kendiliginden diizenlenen yapilarin
olusumunun alakal olmadigini goéstermektedir. Yani Fmoc molekullerinin sahip
oldugu florenil kisimlar arasindaki T1r-11 etkilesimleri kendiliginden birlesme
mekanizmasinin gerceklesmesi igin yeterlidir. Fakat yuksek pH'de Fmoc GG ve
Fmoc GF nin kendiliginden birlesmis yapilar olusturamamasindan da anlasilacagi
uzere, kendiliginden birlesmis yapilarin olusmasi molekulin beta yaprak olusturma

kapasitesine baghdir.

Fmoc-FF molekilinden olusan yapilarin iyi tanimlanmis lamelar organizasyonuna
diger Fmoc bilesiklerinde rastlanmamaktadir, bu durum molekillerin olusturdugu
kendiliginden duzenlenmis yapilarin farkl kararhliklara sahip olmalari sonucunu
dogurmaktadir. Fmoc FF molekulindn olusturdugu yapilar birgok fiberin bir araya
gelerek lateral birlesmesi sonucu olusurken; diger bilesiklerde tekil fiberlerin lateral

buyumesi sonucunda olugsmaktadir.[19]

Ayrica Yang ve arkadaslarinin[73] yaptiklari ¢galigmalarda Fmoc-Phe jellerinin 1r-11
istiflenmelerinin daha gu¢li oldugu ve bunun sonucunda da Fmoc-Leu jellerine gore
daha guglu ve daha esnek yapida olduklarini gosterilmistir. Fmoc-FF molekulinin
sahip oldugu anti inflammatuvar o6zellikler de g6z 6nunde bulundurularak bu

calismada Fmoc-FF molekull tercih edilmistir.

Fmoc dipeptit gozeltisinin pH’sinin dismesi sonucu jellesme gergeklesmektedir. Bu

durum kendiliginden birlesen yapilar arasindaki organizasyonu arttirarak duzenli
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fibriller olusmasini saglamaktadir. pH’nin dasurtulmesi HCI asit eklenmesi ya da
Glukono-delta-Lakton (GdL) ilavesi ile saglanmaktadir. Ancak HCI eklenerek
yapilan caligmalarda jelasyon sirasinda olusan ¢dzunurlik farki ya da agregat
olusumu yuzunden heterojen yapilar gorulebilmektedir. Bu sorun isitilarak
¢6zllmeye calisilmistir. Buna karsin, GdL eklenerek yapilan ¢alismalarda pH’nin
yavasca dustigu ve bunun sonucunda daha homojen yapilar olustugu

g6zlemlenmistir.[19]
GdL’nin ¢ozeltinin pH’sini yavasga disurmesinin avantajlari asagida siralanmigtir:

e GdL’nin ¢6zunme hizi, hidrolize olma hizindan daha fazladir, bu da hidrojelin
daha dluzgun olmasini saglamaktadir.
e GdL’nin hidrolize olma hizi olabildigince disuk oldugundan hidrojelin dlizgin

birlesmesini saglamaktadir.
2.4. Doku Miihendisliginde Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Bilindigi Uzere hicre kultart deneyleri su an biyoloji, tip, genetik konularinda her
turld calismanin temelini olusturmaktadir. Hucre kaltaru, hicrelerin buylime sartlari
ne kadar gergcege yakin olursa o kadar basarili olmaktadir. Ancak gunumuzde
kullanilan pek c¢cok hucre kultiru teknikleri 2 boyutta kalmakta, bu da hucrelerin
yasam dongulerinin her agamasinda gereken boyutsal ve zamansal organizasyona
olanak vermemektedir. Ayrica 2D hucre kilturlerinde hicre zarinin sadece bir kismi
hicre disi matriks (ECM) ile temas halinde olup, diger kisimlar ise bos kultlr
ortamina maruz kalmaktadir. Bu durum dogal olmayan, polarize integrin
baglanmasini, hicrelerin gereksiz kimyasal aktiviteler icerisine girmesine sebep
olmakta ve hucreleri kot etkilemektedir.[74] Ek olarak 2D yuzeysel bir ortam
oldugundan hucre gocunu ¢ok kolay hale getirmektedir, ancak bu normal kogullarda
hacreler icin bu kadar kolay degildir.

3D hucre kdltGrinin o6nemi en fazla kanser arastirmalarinda kendini
gOstermektedir. 1992°de, Peterson ve arkadaslari insan meme epitel hucrelerinin
3D Kkdaltur igerisinde normal biylime davranisi igerisinde bulundugunu, fakat 2D

kultarde timor olusumuna gittigini gostermistir.[75]
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3D ortamlarin 2D ortamlara goére;
e Farkhlasma
e [lag metabolizmasi
e Ekspresyon (Gen, Protein)
e Genel hucre faaliyetleri
e In vitro ortama benzerlikleri
e Morfolojileri
e (Cogalma
e Uyarana kargi verdikleri tepkileri
e Canhhk

basliklarinin hepsinde daha basarili olduklari gdsterilmistir. Bu yuzden bilim

adamlari 3 boyutlu kultur caligmalarina gegmenin yollarini aramaktadir.

2.4.1. Doku Miihendisliginde Hiicre Digi Matriksin Onemi
Doku mduhendisligi alanindaki hucre kaltiriG c¢alismalarinda asil  hedef
cekirdeklestirmeye tegvik edici cevre yaratmaktir. Bilindigi Gzere hicrelerin saglikh
blylylp yasamasinda en énemli faktor hiicre disi matrikstir. Bu yizden bu alandaki
calismalarda, laboratuvar ortaminda hicre disi matriks taklit edilmeye
calisiimaktadir. Hlcre disi matriks hlcrelere mekanik destek (fibronektin, kolajen,
laminin ), direkt hidcre baglanmasi, proliferasyon, farklilasma, morfoloji, gen
ekspresyonu, go¢ ve hucreler arasi iletisim saglamaktadir. 3D kuiltdr i¢in tasarlanan
doku iskeleleri ECM’in bu 6zelliklerine sahip olmalidir.
Bunlara ek olarak onemli olan ECM’ye benzerlik saglanirken, tasarlanan doku
iskelesinin hucrelerin besin ve atik aligverisine elverisli olmasi gerektigidir. ECM'yi
tam olarak taklit edebilmesi igin tasarlanan doku iskelesinin 6zellikle onemli olarak,

e Integrin baglanma bélgesi olmalidir.

e BulyUme faktori salimi yapabilecek yapiya sahip olmalidir.

e Biyomekanik 6zellikleri ECM’ye benzer olmalidir.[76]
Bir doku iskelesinin 3D hucre kalturinde kullanilabilmesi igin belli sartlari saglamasi
gerekmektedir:

e Hucre gogune izin verecek sekilde makro gozenekli yapiya sahip olmalidir.

e Hucrelerin baglanabilmesi icin mikro gdzenekli alanlari da olmalidir.
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e Besin aligverisi, doku infiltrasyonu ve damarlanmayi saglamak i¢in birbirine
bagli porozite yapisinda olmalidir.[77]
Ayrica tasarlanan doku iskelesi kullanim amacina gére dizayn edilmelidir. implant
olarak tasarlanmis bir doku iskelesinin Gzerindeki hicrelere rehberlik edip, daha
sonra bagisiklik yaniti yaratmaksizin pargalanmasi beklenir. Buna karsilik 3D
in vitro model olarak kullanilacak bir doku iskelesinin, ECM'yi iyi taklit etmesi yeterli

olacaktir.

2.4.1.1. Ug Boyutlu Hiicre Disi Matriks Calismalarina Ornekler

o Mikro gozenekli doku iskeleleri: Bu iskelelerin gdzenekleri ¢cok genistir(100
mikron), bu ylzden hucrelerin daha ¢ok 2D ortamda gibi davranig
sergiledikleri gozlenmistir.

e Nano fibriler doku iskeleleri: Bu gruptaki iskeleler ECM’yi daha iyi taklit
etmekle beraber, strese dayanakli olmadiklari goralmustar.

e Hidrojel doku iskeleleri: Hem kl¢uk gbzeneklere hem de strese karsi daha
dayanikli bir yapi gostermektedirler. Bu doku iskeleleri yuksek miktarda su
tutmakta ve hucrelerin oksijen, besin, atik tasinimi gibi temel aligveris
gereksinimlerini yurutebilmektedir. Dogal hidrojeller ECM’yi daha iyi taklit
edebilmesi icin hiicre disi matriks bilesenlerinden olusturulmaktadir [78]:

o Kolajen

o Fibrin

o Hyaluronik asit

o Kitosan

o Aljinat

o lIpek fibrilleri

Bunlarla beraber,

Poli etilenglikol (PEG), poli vinilalkol(PVA), poli(2-hidroksietil metakrilat), PHEMA
gibi dogal kaynakli olmayan hidrojeller de bulunmaktadir, ancak dogal kaynaklar
turevlenerek uUretilen doku iskelelerinin (kitosan, vb.) biyo uyumluluklari ve biyo
aktiflikleri olduk¢a ylUksek oldugundan daha c¢ok tercih edilmektedir. Ancak bu
iskelelerin de bazi dezavantajlari bulunmaktadir:

o Kompleks tanimlanmig yapiya sahiplerdir.

o Kullanilan materyalin siklik uyumlamasi zor, olusturulan doku iskelesinin
Ozelliklerini degistirmek kolay dedgildir.
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o Kontaminasyon riski yuksektir.
o Cok kolay bozulabilmektedirler. [78]

Yapay olarak tasarlanan ECM’ler hicre blUylumesini ve tutunmasini arttirdigi
bilindiginden kolajen, fibronektin, elastin, laminin gibi hicre digi matriks
proteinleriyle desteklenmistir. Bu proteinlerin varligi integrinlerin daha kuvvetli
baglanmasini ve dogal olarak hucrelerin ECM’ye daha saglam tutunmasini
saglamaktadir.[79] Hucre disi matriks proteinleri gibi, buyime faktorleri de jele

hapsedilebilir. Ayrica jele spesifik ligandlar baglanabilmektedir.

3D hucre kaltGranun zorluklari:
e Oksijen saglanmasi sikintisi vardir.
e Ortam 2D’ye gore daha heterojen yapidadir.
e Bulyume faktorlerinin dagilimi zor olmaktadir.

e Goruntileme ve karakterizasyonu zordur. [78]

3D hdcre kultirt calismalari dncelikle kdk hicre alaninda bilim adamlarinin dikkatini
cekmistir. ilk olarak 2006’da Baharvand ve arkadaslari insan embryonik kok
hacrelerinin 3D kolajen doku iskelesi igerisinde hepatositlere donustugunu
goOstermiglerdir[80]. Tanaka ve arkadaslari da fare embriyonik kok hicrelerinde 3D
kultdr icerisinde kondrojenik baskalasim saglamayi basarmiglar [81]. Levenberg ve
arkadaslari yaptiklari calismada hESC hucrelerin buylime faktorleriyle desteklendigi
takdirde, 3D kultlr igerisinde sinir, kikirdak, karaciger hicrelerinin karakterlerini

gosterdigini ispatlamistir.[82]

Bu tip galismalar sonucu daha spesifik tasarimlar yapilmaya calisiimis ancak ne
yazik ki stabilite korunamadigindan basarili olamamigtir. Fakat bu ¢alismalarda da
ise yarayabilirlik ve dretilebilirlik sorunlari dogdugundan, arastirmalar peptit
turevlerinden hidrojel gelistiriimesi ¢calismalari Gzerine yogunlastiriimistir.
Peptit iskelelerin avantajlart:

e Doku iskelesinin olugmasi igin gok az miktarda peptit yetmektedir.

e Polimer iskelelerine gore daha kuguk alan kaplamaktadir.

e Toksisiteleri oldukga dusuktur.
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e Spesifik dizayn yapilabilmektedir.[83]

2.4.1.2. Ug Boyutlu ECM Benzeri Peptit Hidrojeller

Daha onceki cgalismalarda birgok hiacre hattinin peptit jel yuzeylere tutunup
¢ogaldigr gosterilmistir. Ayrica RADA4 ve EAK4 peptitlerinden olusturulan
hidrojellerin de bagisiklik sistemi cevaplari kontrol edilmis, toksik reaksiyon
vermedikleri ispatlanmistir. [83] Zhang ve arkadaslari Oktapeptitler ve
hekzadekapeptitlerden kondrosit, sinir ve endotel hlcre kultlrlerinde kullanilan
hidrojeller gelistirmiglerdir. [84] Ayrica Stupp ve arkadaglari da oktapeptit ve alifatik
uclarla modifiye edilmis biyo aktif penta peptitlerden nanofibriler doku iskeleleri
gelistirmiglerdir.[45] Fmoc peptit tarevleri hidrojel calismalarinda ilk olarak Xu ve
arkadaslari (2003) tarafindan kullaniimaya baslanmistir. Daha sonra Ulijn ve
arkadaslari (2006) da bu peptitlerin esnek ve kullanilabilir oldugunu ispatlayarak, 2D
ve 3D hucre kaltard ¢alismalarinda kullanmiglardir. Bu galismalardan bir stire sonra
da Gazit ve arkadaslari benzer bagka bir dipeptit tirevinden olusturduklari hidrojelde

2 boyutlu hicre kultart gelistirmislerdir.[85]

2.4.1.3. Ug Boyutlu ECM Benzeri Ticari Hidrojeller
Kullanilan ticari matriksler tabloda gosterilmistir:

Cizelge 2.2. Kullanilan ticari 3D matriksler [83]

Karakter h9e Puramatrix gel (BD Matrigel (BD Alginate hydrogel
Biosciences) Biosciences) (ALgimatrix)
Materyal Peptit (19 a.a.) Peptit (16 a.a.) EHS fare Polisakkarit
timoriinden alinan
baz membranindan
gelistirilmistir.
Gozeneklilik 50-200 nm 50-200 nm 50-400 nm 50-200 ym
Cozelti pH'si Notr Asidik pH 3 Degisken (asidik Kuru
pH’den fizyolojik
pH’ye dogru)
Jellesme Hidrojel direkt olarak  pH 4.5-5'ten yiksek Jellesme 10C’den Jellesme igin kalsiyum

hucre kulttr
ortaminda ya da
Ca?, Na* iyonlari
iceren bir
solusyonda
karistirilarak
olusturulabilir.

pH'de jellesme
baglamaktadir.

yuksek sicaklikta
baslamaktadir.

iceren jel katilagtirma
tamponu eklenmelidir.
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2.5. Osteokondral Dokularin Anatomisi
2.5.1. Artikiler kikirdak

ArtikUler kikirdak sinoviyal eklemlerdeki uzun kemiklerin uglarini kaplayarak,
esnekligi ve agirhgin dagitilmasini saglayarak eklem hareketlerinin kolaylastiran
yapidir.[86, 87]

A

Ir \41?\ 'o

&

Sekil.2.4. Osteokondral doku [89]

ArtikUler kikirdakta bulunan tek hicre kikirdak hicresidir. Bu hicreler embriyo
gelisimi sirasinda mezenkimal kok hulcrelerden gelismistir, matriksin blyuk bir
bdlimunu olusturmaktadirlar, toplam doku hacminin %10’unu kaplamaktadirlar.[88]
Kikirdak ECM’si %75 su ve %25 kati matriksten olusmaktadir. Bu matriks alan %50-
73 kolajen, %15-30 proteoglikan ve daha az miktarda glikoproteinden olugsmaktadir.
Bulunan kollajenin %90-95’i tip 2 kolajendir, kolajenfiber olusturarak dokunun hacmi

ve seklinin korunmasini saglamaktadir.

Kolajen tip IX, X, XI ve VI gibi diger kolajenler de dokunun yapisina destek
olmaktadir. Bir ya da daha fazla glikoazamin(GAG) molekulinin kovalent
baglanmasiyla olusan proteogikanlar, kolajen ag icine gomulmustur.[88] Ekleme
uygulanan asiri yik, negatif yukli GAG zincirlerinin suyla temas etmesi sonucu
olusan kompleks yapinin yarattigi sisme basinci sayesinde tolere edilmektedir.
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Yapilan daha 6nceki galismalarda, artikuler kikirdak dokusunun ¢ok dizenli, 4 ayri
alana sahip oldugu goérulmustar. Bu alanlar dis tanjansiyel, orta, derin and kalsifiye

alan [90-93] olarak adlandiriimaktadir.

Alanlarda bulunan kondrositler yogunluklari, morfolojileri, mitotik ve metabolik

aktiviteleri agisindan farkliliklara sahiptir.[94,95]

Dis tanjansiyel alan (toplam kalinligin %10-20),artikiler ylizeyde kaygan bir alan
olusturur, uzunlamasina yerlesmis hucreler ve sikga yerlestiriimis kolajen fibriller

barindirmaktadir.

Orta alan (toplam kalinhdin %40-60) daha daginik siralanmig, daha genis kolajen

fibriller ve daha yuvarlak kondrositler bulunmaktadir.

Orta alanin tam altinda yerlesmis derin alanda ise elips hipertrofik kondrositler daha

kalin kolajen fiberler arasinda dagiimistir.

En sonda bulunan kalsifiye alanin ise icerisinde daha kuglk kondrositler, kalsiyum
tuzlari ve kikirdaktan kemige doku gecisini saglayan zayif bir damar agi

bulunmaktadir.

Artikuler yuzeyden subkondral kemige dogru ilerlendikge, alanlar igerisindeki su
miktarinda orantili bir digts gérulmektedir. Ayrica kolajen miktari %86’ dan %67’ ye
dusmekte, proteoglikan icerigi ise dis tanjansiyel alandan orta alana gecgerken

artmakta, derin alanda tekrar azalmaktadir.[90]

Artiktler kikirdak ¢ok hucre barindirmamasi, kanla beslenmemesi, progenitor
hucrelere iletisimi olmamasi gibi sebeplerden dolay! kendini tamir etme yeteneqi
oldukga azdir.[96,97] Kikirdak kisminda olan kismi kalinlik hasarlarinin kemik
iligindeki progenitor hucrelere erisimi olmadigindan hemen iyilesmezler. Buna
kargin tam kalinlik hasarlari subkondral kemige penetre ederek kemik iligine ulasir,
bu da progenitor hucrelerin infiltrasyonunu saglayarak iyilesme islemini baslatir.
Ancak iyilesme, artikuler kikirdak dokusu yerine zamanla dejenerasyona ugrayacak
olan hiyalin kikirdak ya da fibroz kikirdak dokusu olusturulmasiyla yapilir. [96,97]

Yani son durumda tam iyilesme saglanamamaktadir.
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Sekil.2.6. Artikuler kikirdak yapisi [99]
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2.6. Osteokondral hasarlar

Batlnleyici ve fonksiyonel kikirdak onarimi igin osteokondral ara yulzeyin
yenilenmesi gerekmektedir. Osteokondral ara ylzey kalsifiye edilmis kikirdak
yuzey, tip 2 ve X kolajen matriks igerisine gdomulu kondrositler ve proteoglikanlardan
olusur. Kikirdak kemik entegrasyonunu ve fiziksel bariyer olarak gorev yaparak
artikiler kikirdagin islevini yapmasini saglamaktadir. Bu bariyerin ilerleyen zaman
icinde tamir edilen kikirdagin butanlugunt korumasi igin gerekli oldugu
bilinmektedir.[100]

Osteokondral hasarlar en genel haliyle eklem yerlerindeki kikirdak dokunun zarar
gormesi olarak aciklanabilir. En sik diz ve ayak/ bilek eklemlerinde gortlmektedir.
Bu hasar gereken kikirdak dokunun kismen ya da tamamen kopmasi ya da
zedelenmesi, ya da olan bir genetik hata sonucu dogustan hi¢g olmamasi seklinde
kendini gosterebilir. Osteokondral hasarlar osteokondral kirik, osteokondral

alezyon, transkondral kirik, intra artikiler kirik olarak da isimlendirilmektedir.[101]

2.6.1. Osteoartirit

Dejeneratif artirit ya da dejeneratif eklem hastali§i olarak da gecen osteoartirit,
eklemlerde bulunan artikuler kikirdak ve subkondral kemigin degredasyonu sonucu
olusmaktadir. Son verilere gére ingiltere’de 8 milyon, Amerika’da yaklasik 27 milyon
osteoartirit hastasi bulunmaktadir. Semptomlari eklem agrilari, eklemlerde sertlik,
hassaslik, efizyon olarak sayilabilir. Kalitsal, gelisimsel, metabolik ya da mekanik
eksiklikler gibi birgcok sebep yuzinden gelisebilir. Ancak asil sebebinin mekanik
stres( kemiklerin yanhs dizilimi, fazla kilo, yaralanma, eklemi destekleyen kaslarin
zayiflamasi, periferal sinirlerde zayiflik) ve eklemlerin kendiliginden iyilesmesinin
yetersiz kalmasindan dolayl oldugu dusunulmektedir.(8) Hastallk zaman iginde
kikirdak dokusunun iyice yipranmasi sonucu kemigin zarar gormesine sebebiyet
verebilir. Bu ylzden tedavisi mutlaka yapiimalidir. GUnumuzde ilag, fizik tedavi,
gerekli durumlarda ameliyat ile tedavi edilmektedir.
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Sekil.2.7. Artikller kikirdagin 3 boyutlu semasi [102]

Osteoartirit yaslanma ile alakalidir, fakat yaslanma yuzinden gelistigi sOylenemez.
Yaglandikga azalan proteoglikan igeriginden dolay! kikirdak dokudaki su orani
azalmaktadir, bu kikirdagin esnekligini kaybetmesine sebep olmaktadir. Esnekligini
kaybeden kikirdak icerisine Gibbs-Donnan etkisi ve kikirdak proteoglikanlarinin
yarattigi ozmotik basing ile daha fazla su alir, ancak bu durum kikirdagin mekanik

Ozelliklerini bozarak dejenerasyona ve osteoartirite sebep olmaktadir. [103]
2.6.2. Osteokondral Hasarlarda Doku Miihendisligi Yaklagimlari

Kaybolan kikirdak dokusunu yenilemeye yonelik ¢alismalar uzun yillardir devam
etmektedir. Yumusak dokulara fiziksel ve mekanik benzerliklerinden dolayi
hidrojeller bilim adamlarinin oldukga dikkat gekmektedir. [104] Ornegin yapilan bir
calismada, poli(2-akrilamit-2-metilpropanesulfonik asit) ve poli(N,NO-
dimetilakrilamit) den olusan hidrojel osteokondral hasarin oldugu bdlgeye
yerlestiriimis ve hiyalin kikirdak dokusuna benzer Ozellikler gosteren bir yapinin
olustugu gosterilmigtir. [105] Bununla birlikte gelistirilen MPEG-PLGA/ kondrosit

kompozitinin kikirdak onarimina destek oldugu gosterilmistir.

Kikirdak dokusunu onarmak icin doku iskeleleri tasarlamak adina biyolojik kdkenli
ya da sentetik bircok materyal arastiriimaktadir. Kolajen bazli doku iskeleleri
ornegin, tip | Kolajen jel ve tip I, tip 2 Il kolajen sungerler, poliglikolik asit ve polilaktik
asit, fibrin, aljinat, agaroz, polietilen oksit matrikslerin 6zellikle kondrosit cogalmasi,

fenotip ekspresyonu ve ECM uretimine etkileri aragtiriimaktadir.[83]
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Hidroksiapatit (HAp, Ca10(PO4)6(OH)2) kemik ve diglerin temel mineral
maddesidir. Biyo aktif 6zelliginden dolay! gesitli kemik graftlerinde ya da biyo
uyumluluklarini arttirmak amaciyla implantlara kaplama malzemesi olarak da
kullaniimaktadir. Osteo iletim 6zelligi olan HA termodinamik olarak ¢ok kararli bir
yapidadir. Bu yuzden ev sahibi doku ile bag olusturma kapasitesi ¢ok yuksektir.
Ayrica HAp seramiklerinin higbir sekilde toksik etkisi bulunmadigi, bagisiklik yaniti
gelistirmedigi ve sert doku ve deri ve kas hucrelerine biyo uyumlu oldugu
bilinmektedir.[106,107]

HAp bu 6zelliklerinden dolayi 6zellikle kemik doku ¢alismalarinda kullaniimaktadir.
Herhangi bir biyo polimer matrikse eklenen HAP molekulleri mekanik destek
saglamakta ve matriksi kemik dokusu yapisina daha da yaklastirmaktadir. Bu
matriksler PLLA, PGLA gibi sentetik polimerlerden olusabildigi gibi [108-111], nano
hidroksi apatit ile birlestiriimis dogal polimerler( kolajen, kitosan)[112-115] de olabilir.
Eklenen HAP miktarinin 6zellikle hucrelerin ilk yasam evrelerinde(baglanma ve
cogalma) daha etkili oldugu gérilmustir.[116] Ornegin, kitosan doku iskelesine
eklenen hidroksi apatitin hicre proliferasyonunu ve morfolojisini olumlu yoénde
etkiledigi bilinmektedir.Tang ve arkadaslari yaptiklari calismada[117] hidroksi apatit
ve kitosan kompozitlerinin biyo uyumluluklarini ve osteo iletim o6zelliklerini
gOstermistir. Ayrica yapilan calismalarda aljinat icerisine gomdulen HA partikillerinin
kondrosit buyumesi, kolajen ¢okelmesi ve hipertrofide olumlu etkisi oldugu
gOsterilmigstir.[118] Jayabalan ve arkadaslari[119] da kalsine edilmis HAp igeren
nano kompozitlerin biyo uyumlu ve osteouyumlu oldugunu goéstermigstir. Ayrica
Zhang ve arkadaslarn tarafindan HAP/kitosan nano kompozit nanofiberleri
olusturulmustur ve baska bir calismada [120] olusturulan
kitosan/montmorillonit(MMT)/ HAp nanokompoziti de biyomedikal uygulamalar icin
umut vadetmektedir.

Osteokondral hasarlar igin doku iskelesi tasarlanirken 6ncelikle hasarli alaninin
boyu ve sekli géz dninde bulundurulmalidir. Ayrica hasarl bdlgedeki hicre tipi,
matriks olusturulurken kullanilacak materyal ve olusturulan doku iskelesinin

fonksiyonelligi, nasil uygulanacagi ve maliyeti de disinulmelidir.[121]
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Daha once calisilan doku iskeleleri:

Cizelge.2.3. Osteokondral hasarlarin tedavisi i¢in alisiimig olan doku iskeleleri [121]

Kondral bilesen Subkondral bilesen | Osteokondral
gelisim icin
tasarlanan model
sistem

Domuz  artiktler | PLA ve kolajen/HA | Silindirik kompozit

kondrositleri yapilarin in vitro
kaltara

Sigir artiktler | Gozenekli Silindirik kompozit

kondrositleri kalsiyum fosfat yapilarin in vitro
kaltara

Koyun artiktler | Gézenekli Silindirik kompozit

kondrositleri kalsiyum fosfat yapilarin in vitro
kaltard

PLA doku iskelesi | Osteojenikle Klbik kompozit

uzerindeki induklenmisg yapilarin in vitro

mezenkimal  kOk | mezenkimal  kok | kalturi

hicreler hlcreler

Agaroz jeli | Sigir trabekular | Silindirik kompozit

icerisinde sIgir | kemigi yapilarin in vitro

artikuler kaltard
kondrositleri

PGA/PLA Dogal/ sentetik | Silindirik kompozit

ylzeyinde sigir | kalsiyum karbonat | yapilarin

artikuler biyoreaktor sistemi

kondrositleri

icerisindeki in vitro

kaltard

doku

iskelesinde  kultir

Jelatin

edilmis domuz

kondrositleri

Sigir  kemiginden
uretilmis  kalsiyum

fosfat

Silindirik kompozit
yapilarin

biyoreaktor sistemi
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icerisindeki in vitro

kaltard

PGA ag: igerisinde

Kolajen/HA slingeri

Tavsana implante

kaltar edilmis edilen kompozitler

tavsan artikuler

kondrositleri

PGA agi icerisinde | PLGA/PEG Silindirik kompozit

sIgir artikuler | sungeri yapilarin

kondrositleri osteojenik  ortam

icerisindeki in vitro
kaltara

Hyaluronik asit | Mezenkimal  kok | Fareye  implante

sungerine ekilmis | hicre ekilmis | edilen kompozitler

fare  mezenkimal | kalsiyum fosfat

kok hucreleri seramigi

PLGA/TCP iskelesi | Gozenekli Silindirik kompozit
heterojen doku | yapilarin in vitro
iskelesi kaltura

HA igerisine ekilmis | PLA/ kompozit | Fareye  implante

insan fibroblast | doku iskelesi edilmis silindirik

hacreleri kompozitler

PLGA doku iskelesi | Homojen/ Kecilere implante
heterojen doku | edilmig silindirik
iskelesi kompozitler

PCL doku iskelesi

icerisinde kultar

Homojen PCL doku

iskelesi

Kompozit yapilarin

in vitro kalturd
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edilmis

mezenkimal  kok

hlcreler

PEG hidrojeline | Hidrojel ¢ozeltileri | Farelere implante
gOmulmas edilmis
mezenkimal  kok osteokondral
hlcreler kompozitler

HA kaplanmis | Homojen doku | Tavsanlara
polietilen fiber doku | iskelesi implante  edilmis

iskelesi

doku iskeleleri
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Fmoc-FF Hidrojellerinin Hazirlanmasi

40 mg tartilan Fmoc-FF dipeptidi (Bachem, Almanya) 3ml saf su ve 0.1M 1 ml NaOH
¢Ozeltisi icerisinde ¢ozulmustur ve yaklasik 0.02 M konsantrasyona sahip ¢ozelti
elde edilmistir. Cézinme islemi igin solisyon c¢alkamali su banyosunda 40°C
sicakhkta, 125 karistirma hizinda 1 saat bekletiimigtir. C6ziUnmeyen Fmoc-FF
dipeptidi filtre kagidiyla uzaklastirimigtir. Daha sonra ¢ozeltiye 1ml’lik alikotlar
halinde 4 mg (0.006 mmol) Glukono-d-lakton eklenmistir. 10 saniye yapilan vorteks

isleminden sonra 24 saat oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.
3.2 Fmoc-FF/HA’'nin Hucre Kiltlirii Ortaminda Jellestirilmesi

40 mg tartilan Fmoc-FF dipeptidi, 0.1M 1 ml NaOH eklenmis 4ml DMEM sollUsyonu
icerisinde ¢ozulmustur. Cozunme islemi ¢calkalamali su banyosunda 40°C sicaklikta,
125 karnigtirllma hizinda, 1 saat bekletilerek gerceklestiriimigtir. Daha sonra ¢ozeli
1 ml’lik alikotlara ayrilmistir. Deney her tekrarlandiginda alikotlardan ¢ tanesine 5
mg, 10 mg, 20 mg miktarlarinda HA eklenmig, bir érnek de HA eklenmeden
birakilmistir. Bu iglemler vortekslenerek yapiimistir. HA eklenmesinden sonra 4 mg
GdL vyine vortekslenerek eklenmis, sollisyon sonrasinda 24 saat inkibatorde

bekletilmistir.
3.3. Kondrosit Huicrelerinin Fmoc-FF Jelinde Enkapsulasyonu

Tasarlanan deney planina gore, HA’siz, 5mg HA iceren, 10mg HA iceren, 20 mg HA
iceren 4 farkl drnek igin 4 ml’lik stok Fmoc-FF solUsyonu yukarida belirtilen metotla
hazirlanmistir. Sonrasinda stok 1 ml’lik 4 tp halinde bdllnerek, tlplere sirasiyla 5,
10, 20 mg HA vortekslenerek eklenmis, bir tanesi de HA icermeyen 6rnek olarak
birakilmistir. HA eklenmesinden sonra; 7 gun flask iginde kultur edilmis kondrositler,
her tlipte 1x10° hiicre olacak sekilde 1imli karistilarak eklenmistir. En son olarak her
tipe 4 mg GdL eklenmis, well platede her wellde 1x10° hiicre olacak sekilde
bolundukten sonra jellesmeye birakiimigtir. Jellesmeden sonra well’lere 150 pl besi
yeri eklenmis, kondrositler 5 gun jel igerisinde kultar edilmigtir.
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3.4. Nanohidroksiapatit Sentezi

Distile suyun icerisinde 0.25M fosforik asit(HzsPO4)(PA) solisyonu hazirlanmigtir.
Sonrasinda amonyak eklenmis, pH 10’da sabitleninceye kadar karistiriimigtir.
Double distile suda hazirlanmig olan 1M’lik kalsiyum nitrat tetrahidrat(CNT) ¢Ozeltisi
PA-amonyak ¢Ozeltisine yavasga eklenmigtir. Ayrica gerekli durumlarda yine
amonyak eklenerek c¢ozeltinin pH si 10'da sabit tutulmustur. Cozelti 1 saat
karistiriimis ve 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir Bunun sonucunda elde edilen
jel, 65°C’ye isitilmis firlnda 24 saat kurutulmustur. Kuruyan jelin tozlari NH4 ve
NOs'ten kurtulmak amaciyla defalarca yikanmigtir. Yikanan tozlar daha sonra 200-

800 °C arasinda degisen sicakliklarla 30 dakika kalsine edilmistir. [122]
3.5. Kondrosit Kulttri

Sigir kikirdagindan alinip dondurulmus olan primer kondrosit hiicreleri %89 DMEM,
%10 FBS ve %1 streptomisin iceren besi yerinde 7 gun kaltlr edilmistir. Hlcreler

¢ogalmalari igin 2.gun pasajlanmisg, 5.gun besi yerleri degistirilmigtir.
3.5.1. Kondrosit Hiicrelerinin Agiimasi

Dondurulmus olan kondrosit hicreleri falkon tipe alinmistir. 2500 devirde 2 dakika
santrifij edildikten sonra her bir flask icin 3 ml besi yeri eklenerek 6 flask’a

ayrilmistir.
3.5.2. Kondrosit Hiicrelerinin Cogaltilmasi

6 flask’a aktarilmis olan hicreler 2.gun 0,5ml tripsin EDTA ile kaldiriimis, toplam
flask sayisi 10’a gikarilmistir. 5.glinde besi yerleri degistirilmis, 7.gun tekrar besi

yerleri degistirilerek dondurulmustur.

3.6. Hiicre Kiiltiir Deneylerinin Degerlendirilmesi
3.6.1. ikili boyama(Double Staining) ¢aligmalari
3.6.1.1.Galisma Solusyonunun Hazirlanmasi

Ribonukleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde, Hoechst ise 1 mL
PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlanmistir. Propidium lodide 1mL PBS’de

100 mikrogram olacak sekilde hazirlanmistir. Solusyonlar kullanilana kadar — 20
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°C’de saklanmistir. 10 mL PBS igine RNAaz stoktan 100 mikrolitre, Hoechst stoktan

500 mikrolitre Propidium lodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlanmistir.
3.6.1.2.ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

ikili boyama metodu gekirdedi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
goOstermektedir. Ribonukleaz A kullaniimaktadir. — 20 °C’de saklanir (Sigma R-500).
Ribonlikleaz A RNA’ylI boyamaz ve bu sayede sitoplazmik RNA'y1 yok eder. Hoechst
ise +4 °C’de saklanir (33342) ve apoptotik hlcreleri boyar. Bu sayede gercek
apoptotik hucreler belirlenir. Propidium lodide +4 °C’de saklanmakta ve DNA'yI ve
RNA’yI boyamaktadir. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gésterir. ikili boyama
icin 48 well plate kullaniimigtir. Hicre sayimindan sonra canli hicre sayisina gore
her well’de 20x10? hicre olacak sekilde hesaplama yapilmigtir. 48 well plate’de her
kuyucuga 200pul hdcre koyulmus ve 24 saat slre ile inkUbasyona birakiimistir.24
saat sonunda hucrelerin well plate yuzeyine tutunup tutunmadigi kontrol edilerek
kuyucuklardaki medyum bosaltiimistir. ilk kuyucuklar bos kalacak sekilde diger
kuyucuklara 100er yl medyum koyulmustur. 1mg/ml’lik karisimlardan 6.25 ila 200
Mg/ml konsantrasyonlarda 3 tekrarli olarak caligiimigtir. Kontrol grubuna sadece
medyum eklenmigtir. 48 saat inkube edildikten sonra kuyucuklardaki medyum
bosaltilarak her kuyucuga 70 pl ikili cahisma solisyonu(double staining calisma
solUsyonu)eklenmistir. 48 well plate hi¢ 1sik gormeyecek sekilde kapatilip 15 dakika
inkiibe edilmistir. inkibasyon sonunda floresan mikroskopta DAPI filtresi
kullanilarak apoptoza ugramis hucrelerin ve FITC (480-520nm dalga boyunda)

kullanilarak nekroza ugramis hucrelerin degerlendirmesi yapilmistir.
3.6.2. Hematoksilen/Eozin Boyamalari

Hematoksilen alkali pH’da bir boya maddesi olup hiicre ¢ekirdedini ve kalsiyum
cokuntulerini kirmiziya boyamaktadir. Eozin ise sitoplazma, protein birikimi gibi
yapilari pembeye boyamaktadir. Deneye baslanmadan hemotoksilen ve eozin
boyalari 1:10 oraninda seyreltilmigtir. Lamin Uzerine alinan hicreler oncelikle soguk
asetonla sabitlenmigtir. Sonrasinda sirasiyla %96 etanol, %80 etanol ve %70
etanolle yikanmigtir. Daha sonra hematoksilen ve eozin boyalariyla boyanan
hlcreler, saf suyla yikanarak asiri boyadan arindiriimistir. Son olarak tekrar soguk
asetonla sabitlendikten sonra floresan atagmanli isik mikroskobu(Leica DM5000 B)

altinda goruntulenmigtir.
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3.6.3. Toluidine Blue boyamalari

Bu boya sulfat gruplarini mavi renge boyamaktadir. Kondrositlerin GAG sentezini
ayirt etmek icin kullaniimistir. GAG sentezleyebilen hucrelerin sitoplazmalarinin
etrafinda daha koyu mavi renkte c¢ember olusmasi beklenmektedir.
Hematoksilen/eozin boyamasindaki gibi oldugu gibi hicreler ilk olarak soguk
asetonla sabitlendikten sonra sirasiyla %96 etanol, %80 etanol ve %70 etanolle
yikanmistir. Daha sonra toluidine blue boyasiyla boyanan hucreler, saf suyla
yikanarak asirt boyadan arindinimistir. Tekrar soJuk aseton sabitlenmesi
yapillmadan, floresan atagmanh 1sik mikroskobu altinda goruntilenmigtir.
Goruntuleme sirasinda istatiksel galisma olarak skorlama yapilmis, her drnekten

200-300 hucre sayllimistir.
3.6.4. Toksisite deneyleri

Toksisite deneyi igin WST kiti( Roche, Almanya) kullaniimistir. Hicre sayimindan
sonra canli hlicre sayisina gore her well’de 20x10? hiicre olacak sekilde hesaplama
yapilmistir. 48 well plate’de her kuyucuga 200ul hicre koyularak 24 saat
inkiibasyona birakiimistir. 24 saat sonunda hucrelerin well plate ylzeyine tutunup
tutunmadigi kontrol edilmistir. inkiilbasyon sonunda well platelerdeki medyum
bosaltiimis, Fenol red icermeyen DMEM kullanilarak hazirlanan DMEM/F-12
medyumdan 200 pl kuyucuklara koyularak, Gzerine 10 ul WST-1 ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. 37 °C’de 4 saat inkUbe edildikten sonra hucre yagayabilirliginin tespiti icin
48 kuyucuklu plate’in absorbans yogunluk degerleri ELISA plate kuyucuda 420-480
nm’de okunmustur. WST-1 toksisite testinde yasayan hucreler sari renk

olustururken, 6l hicrelerde renk olusumu gézlenmemektedir.
3.7. Alkalen Fosfataz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri Sensolyte, Anaspec (ABD) firmasindan temin
edilen kit ile tayin edilmistir. Analiz 6ncesinde dondurulup, Isitilarak membranlari
pargalanan hucre-jel karigimlarina 300 pl liziz ortami (0,5% v/v Triton X-100, 50 mM
Tris (pH 7,6) ve 1 mM MgCI2) eklenmigstir. Eppendorf tiplere alinan lizatlar 10000
rpom’de santriflij edilmis ve sipernatandan alinan 50 pl'lik miktar 50 p-nitrofenil fosfat
reaktifiyle 96 kuyucuklu kaplarda etkilestiriimigtir. Karanlikta ve 37 °C’de 30 dakikalik
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bekleme sonucunda érnekler 405 nm dalga boyunda analiz edilmis ve elde edilen
absorbanslar kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem yardimiyla ng/ml birimine

cevrilmistir.
3.8. Jellerin Reolojik karakterizasyonu

Reolojik élgimler Thermo-Haake (MARS)(Modular Advanced Rheometer System)
reometre cihazi ve koni-plaka geometrisi (34 mm c¢ap, 4°) kullanilarak 25°C’de,

denge sisme seviyesine ulasmis jellerle gergeklestiriimistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMALAR
4.1.Fmoc-FF-OH hidrojelinin karakterizasyonu

Fmoc-FF dipeptidinin farkl konsantrasyonlari ve degisen miktarlarda GdL

kullaniimasiyla olusturulan jel yapilari Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Fmoc-FF-OH hidrojelinin konsantrasyon ve GdL miktari optimizasyonu

2mg GdL 3mg GdL 4mg GdL 5mg GdL 10mg GdL
20mg Jel olmadi. | Jel olmadi. | Jel olmadi. | Jel olmadi. | Pargali jel
Fmoc
30mg Jel olmadi. | Jel, kararli | Jel, kararl | Jel, kararli. | Pargal jel
Fmoc deqil. degil.
40mg Jel olmadi. | Jel, kararl. | Jel, kararl. | Jel, kararli. | Pargal jel
Fmoc
45mg Jel olmadi. | Jel, kararli. | Jel, kararli. | Jel, kararli. | Pargali jel
Fmoc
50mg Jel olmadi. | Jel, kararl. | Jel, kararli. | Pargali jel | Pargal jel
Fmoc
60mg Jel olmadi. | Jel olmadi. | Jel olmadi. | Parcali jel Parcall jel
Fmoc

Yapilan optimizasyon galismasi sonucu, en uygun hidrojelin 40 mg Fmoc-FF ve
4mg GdL kullanilarak yapilmis oldugu sonucuna varimistir. 3mg’dan fazla
kullanilan GdL pH'’yi gerekenden fazla ve istenenden hizli bir sekilde dusurmustur,
bu da jelin olusup parcalanmasina ya da jelin en basindan olusmasina engel
olmustur denebilir. 3mg’'den az eklenen GdL miktari ise pH'yi istenilen kadar
disurmediginden jel olusamamistir. Genel itibariyle 3mg GdL ve 4mg GdL
miktarlarinin pH’ye etkisi ayni olmakla beraber, deneyler sirasinda 4mg GdL
eklenerek yapilan jellerin 3mg ‘ye gore daha homojen jeller olusturdugu
g6zlemlendiginden 4mg GdL kullanilarak yapilan hidrojeller tercih edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda ise, GdL miktari degismedigi slUrece, SEM
fotograflarindan da anlagilacagdi Uzere fazla bir fark gorilmemektedir. Yalnizca
konsantrasyon arttikca fiber yogunlugunun arttigi yorumu yapilabilir. Hidrojel
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icerisinde hucre kultart uygulamasi yapilacagi géz énunde bulundurularak 40 mg

konsantrasyonda karar kilinmistir.

30 mg c¢ozulerek, 4 mg GdL eklenerek hazirlanan Fmoc-FF hidrojelinin SEM

goruntuleri:

> v N
HFW | HV spot| mag O | det | tilt | WD
17.8 ym|10.00 kV| 3.0 |14 370 x |ETD[-0 °[10.2 mm

Sekil.4.1. 30 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goruntisu (1)

~ ——500 nm —
UNAM

Sekil 4.2. 30 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goérintisu (2)
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40 mg Fmoc-FF c¢ozulerek ve 4 mg GdL eklenerek hazirlanan hidrojelin SEM

goérantuleri:

HFW HV spot|mag O | det | tilt WD 10 pm
31.9 um|10.00kV| 3.0 | 8018 x [ETD|-0 *|10.1 mm UNAM

Sekil 4.3. 40 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goérintist(1)

WD |
3.14 ym|10.00 kV| 3.0 |81 401 x [ETD[-0 */10.1 mm UNAM

Sekil 4.4. 40 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM gorintisu
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50 mg Fmoc-FF c¢ozulerek ve 4 mg GdL eklenerek hazirlanan hidrojelin SEM

goruntuleri:

G Y 5
HFW HV spot| m
24.6 ym|[10.00 kV| 3.0 {10406 x |[ETD|-0 °/10.1 mm

Sekil 4.5. 50 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goérinttsu(1)

{

| HFW | HV [spot| mag 00| det tﬂt‘ ) ‘*1um—'

8 um|10.00 kV| 3.0 [83 247 x |[ETD|-0 *[10.1 mm UNAM

Sekil 4.6. 50 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goruntisu(2)
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Ayrica GdL miktarlarinin zamana bagli pH degisimine etkisi de kontrol edilmistir.

Cizelge 4.2. GdL miktarinin pH Gzerindeki zamana bagli etkisi:

Sure(dakika) | 2mg GdL 3mg GdL 4mg GdL 5mg GdL
1 pH: 9.55 pH: 9.20 pH: 8.94 pH: 7.95
2,5 pH: 9.36 pH: 8.55 pH: 8.50 pH: 7.78
5 pH: 9.18 pH: 8.33 pH: 8.20 pH: 7.63
10 pH: 8.43 pH: 8.20 pH: 8.06 pH: 7.50
20 pH: 8.12 pH: 8.04 pH: 7.98 pH: 7.32
30 pH: 8.04 pH: 7.93 pH: 7.84 pH: dlgim
yapilamadi.
45 pH: 8.08 pH: Olgum | pH: Olgum | pH: 0Olgum
yapilamadi. | yapilamadi. | yapilamadi.

Cizelge 4.2.’den de anlasildigi Gzere 2mg GdL miktari pH’yi disirmeye yetmemis,
5mg GdL miktari ise istenilenden fazla dusurerek kristalizasyona sebep olmustur.
Olglim yapilamadi verileri jellesmenin basladigini gdstermektedir. Goéruldugu tzere
3mg ve 4mg jellesme icin uygun pH’yi saglamistir. Ancak 4mg GdL miktarinin
fizyolojik pH'ye daha erken ulastirmasi géz 6ninde bulundurularak deneylerde 4mg

GdL miktarinin kullaniimasina karar verilmistir.

Fmoc-FF konsantrasyonlarinda ise, gizelgede goéruldugu uzere, 20mg ve 60mg
Fmoc-FF dipeptit miktarlari jel olusturamamigtir. 20mg Fmoc-FF beta yaprak yapisi
olusturarak jellesmeye yetmezken, 60mg Fmoc-FF miktari ise hidrojel olusumu igin
¢cok fazla gelmis, jelden ¢ok agregat olusumuna sebebiyet vermigtir. Yapilan
deneyler ve SEM fotograflarinin degerlendiriimesi sonucu 40mg kullanilan Fmoc-FF

dipeptidinin olusturdugu jelin en optimal 6zellikte oldugu sonucuna variimigtir.
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Sekil 4.7. 40 mg Fmoc-FF ve 4 mg GdL kullanilarak yapilan hidrojelin fotografi

Sulu ortamdaki jellesmis bilesenlerin molekuller arasi etkilesimlerinin anlasiimasi
icin jellesme oOncesi ve sonrasi FTIR spektrumlart kargilastirmali olarak
incelenmigtir. Jellesme 6ncesi (i) ve sonrasi (ii) Fmoc-Phe-Phe-OH molekdillerinin
spektrumlari agagida verilmigtir. Buna gore jellesmenin varligina dair kanit sunan 3
ana pik hakkinda bazi yorumlar yapilabilir. Bu pikler 3310-3290 cm-1 dolaylarindaki
N-H gerilme (amit A) ; 1650-1630 cm-1 arasi >C=0 gerilmesi (amit I) ve 1530 —

1540 cm-1 arasi N-H egilmesi (amit Il) olarak tanimlanabilir.

Jel olusumundan sonra amit A pikinin 3304 cm-1’den 3295 cm-1’e ; amit I'in 1652
cm-1'den 1634 cm-1’ e ve amit |l pikinin de 1529 cm-1'den 1537 cm-1’e kaymasi
hidrojel olusumunun bir gdstergesidir (sekil 4.8) [48]. ilk iki banttaki (amit A ve amit
[) kirmiziya kayma ve amit || bandindaki maviye kayma yapida hidrojen bagi sonucu
bir yapilanma oldugunun gostergesidir. Amit | ve amit Il bantlarindaki bu kaymalarin
bir diger aciklamasi da yapida meydana gelen B-tabakalarinin olusumudur (sekil
4.9.)).
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Sekil 4.8 Fmoc-FF ve nanoHA katkili Fmoc-FF hidrojellerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.9. Fmoc-FF ve nanoHA katkili Fmoc-FF hidrojellerin 1200-2000 cm™* arasi
FTIR spektrumu
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4.2.NanoHA karakterizasyonu

Olusturulan hidroksiapatitlerin Zeta sizer cihazinda boyutlari kontrol edilmistir.

Size Distribution by Intensity

30. ...........................................................................................
: : 5 M :
1 ( | :
. I[ :
33’ b1 R R R R x .. .................
== .
7] T ] \j
S .
E 11 I I |F .................
[
0 / 4 :
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.10. nanoHA’larin zeta sizer karakterizasyonu

Sekil 4.10°daki grafikte goruldigu gibi Uretilen nanoHA 2 pik vermistir. Yaklasik
boyutlari 100-120nm olmakla birlikte, gortlen daha yuksek piklerin agregasyon

sonucu gelistigi dustinilmektedir.
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Sekil 4.11 Sentezlenen hidroksiapatit tozunun FTIR spektrumu

Spektrumda P-O (gerilme ve egilme) bandi belirgin bicimde gdzlenmistir. 1100 —
1100 — 950 cm-1 arahginda go6zlenen pikler PO43- gruplarina ait P-O egilme

frekanslarindan kaynaklanmaktadir.
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4.3.NanoHA katkili Fmoc-FF-OH jellerin karakterizasyonu

Yapilmig olan optimizasyon sonucu 40 mg Fmoc-FF-OH ¢6zinmesi ve 4 mg GdL
ile pH’nin dusUrdlmesiyle olusan hidrojelin en kararli yapida oldugu goérulmustar.
Ayni formul Fmoc-FF dipeptidinin DMEM hicre besi yeri ortaminda ¢éziinmesiyle
denenmistir. Olusturulan jelin fotograflari agagida gérulmektedir.

Sekil 4.12. Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelinin fotografi

Bir sonraki asamada denenen, 5 mg, 10 mg ve 20 mg HA eklenmesiyle olusturulan
jeller de basarih olmustur.

Sekil 4.13. HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelinin fotografi
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Bu jellerin SEM fotograflari asadida gosterilmigtir.

V ~ [spot| mag OO | det [tilt| WD —
3.5um[15.00 kV| 2.5 ( 10.1 mm

ﬂJ m
UNAM

Sekil 4.15. HA eklenmemis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelinin SEM goriintlsi(2)
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spot’-'mag O | det [tit| WD
/| 25 [115 445 x |[ETD |0 °[9.6 mm

S

Sekil 4.17. 5 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelinin SEM goruntisi(2)
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b2 AL
tsb | O pem [toge

.‘ ’/ 1 ¥ * » f x‘;‘ /1; 7

| HFW HV |spot| mag O | det |tilt| WD —— 500 nm
2.36 um|15.00 kV| 2.5 [108 577 x |[ETD |0 °[ 9.1 mm UNAM

Sekil 4.19. 10 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelinin SEM goérintisi(2)
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) R W .=
HFW HV spot| mag [OJ | det | tilt /D

2.40 ym|[15.00 kV| 2.5 | 1( x [ETD [0 °|{9.6 mm

Sekil 4.21. 20 mg HA eklenmis 40 mg Fmoc-FF hidrojelinin SEM goruntisi(2)
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4.4. Fmoc-FF-OH ve NanoHA katkih Fmoc-FF-OH jellerin Reolojik

degerlendirmeleri

Asagidaki grafikler %0.1’ lik deformasyon oraninda 0.01-10 Hz frekans araligindaki

frekans-sweep taramasi sonucu elde edilmistir. Siyah G’, kirmizi G” verilerini

gOstermektedir.

WO HA-
- 3 |
- G =1(f)

rquu#ang, sweep 0.1%der-0.01-10 HE frequency

Ghin FaG"inFa

10
..'."iit-.--i'iiiiii"
0%
"
....... - =
I.[J?-
102 10 1? A o,

finHz

Sekil 4.22. HA icermeyen Fmoc-FF/DMEM hidrojelinin viskoelastisite grafigi

5mg HA-frequency sweep 0.1%def-0.01-10 Hz frequency

* G =f(f)
. G'=f(f)
104_ ...........................................
S 1033 Y S B P
= CotetragpopeerretrT 4,
m -
o
= -
0 102_________________"__?_T"__'_'__’_r_?__-__.__'_._._._-___'_r_f_: ____________________________
10 ; ; . :
10 107 10° 10’ 10°

Sekil 4.23. 5 mg HA eklenmis Fmoc-FF/DMEM hidrojelinin viskoelastisite grafigi

fin Hz
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10m%HA%fr;equency sweep 0.1%def-0.01-10 Hz frequency
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Sekil 4.24.10 mg HA eklenmis Fmoc-FF/DMEM hidrojelinin viskoelastisite grafigi

Frequency Sweep

20mg HA-frequency sweep 0.1%def-0.01-10 Hz frequency
- G'=1(f)
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Sekil 4.25. 20 mg HA eklenmis Fmoc-FF/DMEM hidrojelinin viskoelastisite grafigi

G’ degeri elastik modulus, G” degeri ise viskositeyi gostermektedir. Hidrojellerin
reolojik degerlendirmelerinden beklenen G’ degerlerinin G” degerlerinden yuksek
olmasidir.[51] Yukarida Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25te goruldugu Uzere tim
hidrojellerin G’ deg@erleri beklenildigi gibi G” dederlerinden ylksektir, jellerin elastik

yapida olduklarini gostermektedir.
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4.5.NanoHA katkii Fmoc-FF-OH hidrojellerin 3 boyutlu hiicre kiultiirtinde
kondrosit uygulamalari

Kondrositler DMEM besi yeri ortamindan hazirlanan Fmoc-FF-OH hidrojellerinin
icerisine metotta anlatildigi gibi hapsedilmistir.

Sekil 4.26. Hidrojel igerisine hapsedilmis kondrositler
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4.5.1.Hematoksilen/ eozin boyamalari

Jel icerisinde hapsedilen hicrelerin hematoksilen/ eozin ile boyandiktan sonra

floresan atagmanli 1sik mikroskobunda ¢ekilen fotograflari asagida gosterilmigtir.

Sekil 4.27. HA eklenmemis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli icerisindeki kondrositlerin

boyamalari(20X)

Sekil 4.28. 5 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli igerisindeki
kondrositlerin boyamalari(40X)
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Sekil 4.29. 10 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli igerisindeki
kondrositlerin boyamalari(20X)

Sekil 4.30. 20 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli i¢erisindeki

kondrositlerin boyamalari(40X)
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4.5.2. Toluidien Blue boyamalari

Hidrojeller igerisinde hapsedilen kondrositlerin GAG sentezlerini ve mitotik
aktivitelerini belirlemek adina toluden blue boyamasi yapiimistir.

Sekil 4.31. HA eklenmemis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli icerisindeki kondrositlerin
toluidien blue boyamalari(10X)

Sekil 4.32. 5 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli igerisindeki
kondrositlerin toluden blue boyamalari(20X)
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Sekil 4.33.10 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli igerisindeki
kondrositlerin toluidien blue boyamalari(20X)

Sekil 4.34.20 mg HA eklenmis Fmoc-FF/ besi yeri hidrojeli igerisindeki

kondrositlerin toluidien blue boyamalari(20X)

(Resimlerde a.kondrosit hicrelerini, b.Hidroksi apatitleri géstermektedir.)
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4.5.3. Apoptoz/nekroz oranlari

Fmoc-FF/ besi yeri doku iskelesindeki kondrositlerin 5.gunde apoptoz/ nekroz

oranlari asagida gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Hidrojel igerisinde 5 gun kultir edilmis kondrositlerin apoptoz/nekroz

oranlart:
HA 5 mg HA|10 mg HA |20 mg HA
eklenmemis eklenmis eklenmis eklenmis
hidrojelde hidrojelde hidrojelde hidrojelde
Apoptoz 21 31 62 81
Nekroz 1+1 4+2 10+4 14+£5

Kondrositlerin 5 gun hidrojeller igerisinde kultur edilmelerinden sonra yapilan ikili
100 hucre

sayllarak hesaplanmistir. Yani 6rnegin 10 mg HA eklenmig hidrojel icerisindeki 100

boyama c¢aligsmalari sonucu hesaplanan apoptoz/nekroz verileri,

hicreden 6+2 tanesi apoptoz gecirmig, 10+4 tanesi ise nekroza ugramigtir. Bu
verilerden HA eklenmesinin hiucrelerdeki hem apaptoz hem nekroz oranini arttirdigi
gorulmektedir. HA eklenmemis hidrojel icerisindeki kondrositler neredeyse hig
nekroz yasamazken, 20 mg HA eklenmis hidrojel icerisindeki hicrelerin neredeyse
%15’i nekroz gegirmigstir. Bu veriler isiginda HA eklenmesinin ve artiginin kondrosit

canlihgina olumsuz etkide bulundugunu soylemek mumkundar.
4.5.4.WST sonuglari

Fmoc-FF/ besi yeri hidrojelleri igerisindeki kondrositlerin 5.ginde canlilik oranlari

hesaplanmigtir.

Cizelge 4.4. Hidrojel igerisinde 5 gun kultur edilmis kondrositlerin toksisite sonuglart:

HA 5 mg HA[10 mg HA|20 mg HA

eklenmemisg eklenmis eklenmis eklenmis

hidrojelde hidrojelde hidrojelde hidrojelde
Canlihk %97 £1,5 %92 + 3,2 %84 + 3,8 %76 + 4,6
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Yukarida verilen Cizelge 4.4. WST deney sonuglarini gostermektedir. Goraldugu
uzere, ikili boyama (double staining) sonuglarinda oldugu gibi jeller igerisindeki HA

miktari arttik¢a toksisite artmakta, canlilik azalmaktadir.
4.5.5. Hucrelerin mitotik aktivite ve GAG sentezi skorlamalari

Cizelge 4.5. Hidrojel igerisinde 5 gun kultar edilmis kondrositlerin mitotik aktivite ve

GAG sentezi skorlari:

Mitotik aktivite GAG sentezi

HA igcermeyen hidrojelde %42 + 3,4 %40 + 2,3

5 mg HA eklenmig %27 + 2,3 %36 + 1,7
hidrojelde

10 mg HA eklenmis %24 +1,8 %32 £ 2,5
hidrojelde

20 mg HA eklenmis %15+ 2,6 %20 + 2,1
hidrojelde

Toludien Blue boyamalarindan sonra i1sik mikroskobuyla goéruntulenen hucreler
skorlanmistir. Goruldigu Uzere diger histolojik deneylerde oldugu gibi, HA artisi
hem mitotik aktivitede hem GAG sentezinde azalmaya sebebiyet vermistir. GAG
sentezi kondrositlerin matrikse tutunma egilimlerini gostermektedir. Cizelge 4.5'te
goéruldugu Uzere, HA olmayan ortamda hicreler yuksek miktarda GAG
sentezleyerek matriks olusturma egilimindeyken, 20 mg HA iceren hidrojel igerisinde
bu oran %20’lere kadar azalmistir. Ayni sekilde mitotik aktivite skorlarinda da HA

eklendikge dusus gorulmektedir.

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4'ten de cikarilabilecegi gibi HA artisinin kondrositlerin

buyumeleri ve ¢cogalmalarinda olumlu etkisi olmadigi sonucuna varilmistir.
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4.6. Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

450

400

350
300
250
200
150
100
50
0

peptit jel 5 mg/ml HA 10 mg/ml HA 20 mg/ml HA

ALP Aktivitesi (ng/ml)

Sekil 4.35. Alkalen Fosfataz Aktiviteleri

ALP testleri sonucunda elde edilen grafikte goraldigu gibi hidroksiapatit eklenmis
peptit jel icindeki hucrelerin ALP aktiviteleri eklenmemis peptit jele gore bir dusus
gOstermigtir; ancak gorulen bu diusus istatiksel olarak anlamli olmamakla beraber,

hidroksiapatit ylizdelerinin arasinda da bir fark saptanmamistir.
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5.SONUGLAR ve ONERILER

Sunulan tez calismalari kapsaminda kendiliginden dizenlenen Fmoc-FF-OH

peptidinin jellesme potansiyelleri arastirilarak optimize edilmis, daha sonra bu

jellerin hacre kalturane uygunluklari kontrol edilmistir.

Buna gore,

Yapilan optimizasyon c¢alismalariyla, suda ¢6zunen Fmoc-FF-OH
dipeptidinin denenen 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg ve 60 mg’lik
konsantrasyonlardan en uygun olanin 40 mg Fmoc-FF-OH miktar oldugu
gorulmustar.

2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg ve 10 mg GdL miktarlari denendikten sonra, Fmoc-
FF-OH dipeptidinin jellesmesi igin en uygun pH ortamini 4 mg GdL’nin
sagladigi gosterilmigtir.

Su icerisinde kendiliginden birlesen Fmoc-FF-OH dipeptidinin jelleserek
nano boyutta fiberler olusturdugu SEM goérintileriyle gosterilmistir.
Fmoc-FF-OH dipeptidinin  hlcre besi yeri ortaminda kendiliginden
dizenlenme potansiyelleri kontrol edilmis, DMEM igerisinde jellesme
saglandigi gorulmustar.

DMEM hucre kaltir ortaminda Fmoc-FF-OH hidrojellerin olustugu ve fiber
yapisi olusturdugu SEM gorintileriyle gosterilmistir.

Hucre kaltirl ortaminda olusturulan Fmoc-FF-OH hidrojellerinin olusturdugu
beta yaprak yapisi FTIR spektrumlariyla gosterilmigtir.

Nano boyutta hidroksi apatit sentezlenmis ve bu hidroksi apatitlerin FTIR ve
ZETA potansiyelleri gosterilmigtir.

5 mg, 10 mg, 20 mg HA katkii Fmoc-FF-OH/ DMEM hidrojellerinin
olusabilirlikleri test edilmis, olugan hidrojellerin 6zellikleri SEM goruntuleriyle
ve FTIR sonugclariyla analiz edilmigtir.

Hidrojellerin reoloji deneyleri yapilmis, elastik yapida olduklari gosterilmigtir.
Fmoc-FF-OH/ DMEM hidrojellerinin  G¢ boyutlu hicre  kaltirine
uygunluklarini test etmek igin kondrosit hucreleriyle histolojik deneyler

gercgeklestirilmigtir.
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Yapilan hematoksilen/eozin boyamalari kondrositlerin tim Fmoc-FF-OH/
DMEM hidrojellerinin icerisinde hapsoldugunu, jel igerisine girebildigini
gOstermigtir.

Toluidien boyamalari sonucunda kondrositlerin hidrojeller igerisinde
cogalmaya basladi§i, GAG sentezine baglayarak kendi matrikslerini
olusturmaya basladiklari  gorulmustir.  Ancak vyapilan  skorlama
calismalarinda goéruldagu tUzere, HA miktari arttikga GAG sentezi ve mitotik
aktivite degismistir.

Kondrositlerin hidrojeller icerisindeki yasayabilirliklerinin kontroli amaciyla
ikili boyama testleri yapiimig, apaptoz/nekroz oranlarinin artan HA miktariyla
az da olsa arttig1 sonucuna ulagiimigtir.

ALP testi yapilarak, farkl hidrojeller igerisine hapsedilmis kondrositlerin ALP
aktivitelerinde anlamli bir degisiklik olmadigi sonucuna varilmigtir.

Toksisite kontrolleri WST metoduyla gergeklestiriimistir. Yapilan deney
sonucunda canllik oranlarinin HA miktar arttik¢ca degistigi géralmustur.
Yapilmis olan bu yenilik¢gi ¢alisma sonucu, Fmoc-FF-OH dipeptitlerinin
DMEM hdacre kudltir ortaminda fiber yapisi olusturarak jellestikleri
gosterilmigtir. Bu jeller icerisinde gergeklestirilien 3 boyutlu hicre kultlra
deneyleri basariyla sonuglanmig, toksisite oranlarinin olduk¢ca dusuk ve
yasayabilirlik, mitotik aktivite ve GAG sentezi oranlarinin oldukga ylksek
oldugu gorulmastar. HA katkii  Fmoc-FF-OH/ DMEM hidrojelleriyle
gergeklestirilen histolojik ¢alismalarla HA'nin kondrositler Uzerindeki etkisi
test edilmis ve yasamsal bulgularin HA miktari arttikca degistigi
gozlemlenmistir.  Ancak degisimlerin istatistiksel anlami olmadigi
dusundlmektedir. Sonraki calismalar daha uzun sure yapilacak hicre kultira

calismalariyla sekillendirilebilir.
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