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OZET

INSAN DERMAL FIBROBLAST ve KERATINOSITLERINI ICEREN
KITOSAN-JELATIN/FIBRIN YAPISTIRICI ESASLI iKi TABAKALI
YAPAY DERI SiSTEMININ GELiSTIRILMESI

Miisra ZEREN
Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Subat 2014, 97 sayfa

Sunulan tez calismasinda iki tabakali yapay deri eslenigi olusturulmasi amaciyla
kitosan-jelatin siperg6zenekli hidrojel (SPH) doku iskelelerinde kiltive edilen insan
dermal fibroblast hiicreleri (Detroit 551) ve TISSEEL®, fibrin yapistirici icerisinde
suspanse edilen insan keratinosit hucreleri (HS2) ile ko-kultir sistemi

olusturulmustur.

Kitosan-jelatin doku iskelelerinin Uretimi mikrodalga-destekli gaz kopuklestirme
yontemi ile gergeklestiriimistir. Gaz kopuUklestirici ajan olarak NaHCOg3; capraz
baglayici olarak ise glioksal kullaniimistir. Kitosan-jelatin hibrid doku iskelelerinin
mikroyapisi SEM (taramali elektron mikroskobu) kullanilarak incelenmis ve ortalama
gbzenek caplari 509+101 pm olarak bulunmustur. Sikistirma testi ile doku
iskelelerinin elastik modul degeri 0.01 MPa olarak belirlenmistir. Doku iskelelerinin su
tutma kapasitesi, sisme orani ve denge sisme degerine ulasma suresi sirasiyla; %48,
42.4+2.9 ve 60 s olarak hesaplanmigtir. Bosluk kesri 0.22+0.08 mL/g olarak bulunan
hidrojellerin  yogunluklari 0.07£0.00 g/mL olarak hesaplanmistir. Kitosan-jelatin
yapilya ait molekuler gruplarin gosterilmesi amaciyla Fourier donusumliu toplam
yansimali azaltiimis kizilétesi spektroskopisi (ATR-FTIR) kullaniimigtir. Hidrojellerin

termal davranigi termogravimetrik analiz ile belirlenmigtir.



Sunulan ¢alismada iki tabakali yapay deri esleniginin olugturulmasi amaciyla 4 farkli
hicre kiltir sistemi kurulup 28 giin surdurilmastir. ik sistem olarak, kitosan-jelatin
doku iskelelerine dermal fibroblast hicreleri ekilerek doku iskelesi-fibroblast etkilesimi
arastinimistir.  Kitosan-jelatin doku iskeleleriyle kurulan dermal fibroblast ve
keratinosit ko-kultir sisteminde ise fibroblast-keratinosit etkilesimi gorulmagtur.
Uglinct sistem olarak keratinosit hiicreleri fibrin jel igerisinde kiiltive edilerek fibrin
jelin keratinosit bliylumesine etkisi incelenmistir. Dérdlncl sistemde, kitosan-jelatin
doku iskeleleri dermal fibroblast htcreleri ile 7 gin boyunca kdltive edildikten sonra
keratinosit hiicreleri ile siispanse edilen TISSEEL® fibrin yapistirici doku iskelesi
Uzerinde bir tabaka halinde birlestiriimigtir. Hacre canlihdi ve ¢cogalmasi MTT (3-(4,5-
dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) analizi ile gosterilip hiicrelerin
biyomalzeme Uzerinde gosterdikleri morfolojik davranislar SEM ile incelenmistir.
kollajen 1 (COL1), fibronektin (FN), lorikrin (LOR) ve keratin 14 (KRT14) gen ifadeleri

RT gPCR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile belirlenmigtir.

Sonug olarak, HS2 ve Detroit 551 hicrelerinin ayri iki tabakada kultive edilmesinin
hucresel canhligi ve aktiviteyi destekledigi, Onerilen deri eslenigi sisteminin
gelistirilerek deri doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Uzere uygun bir deri

modeli olacagdi dusundimustar.

Anahtar kelimeler: deri doku muhendisligi, kitosan, jelatin, fibrin yapistirici, dermal

fibroblast hiuicre hatti, keratinosit hiicre hatti.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BILAYER ARTIFICIAL SKIN BASED ON
CHITOSAN-GELATIN/FIBRIN GLUE SYSTEM CONTAINING HUMAN
DERMAL FIBROBLASTS AND KERATINOCYTES

Miisra ZEREN
Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
February 2014, 97 pages

In this study, we aimed to obtain an artificial bilayer skin substitute by combining
human dermal fibroblasts (Detroit 551) cultured on chitosan-gelatin superporous
hydrogels (SPHs) as a dermal layer and human keratinocytes (HS2) suspended in
fibrin gel as an epidermal layer.

A novel chitosan-gelatin scaffold was prepared in superporous hydrogel (SPH) form
by microwave irradiation-supported gas foaming method. Sodium bicarbonate was
used as gas blowing agent and crosslinking was achieved by means of glyoxal.
Average pore diameters of the scaffolds were calculated from SEM (Scanning
Electron Microscope) photographs as 509+101 ym and elastic modulus determined
by compression test was 0.01 MPa. The water uptake capacity, swelling ratio and
time to reach equilibrium for chitosan-gelatin SPHs were found to be 48%,
42.42+2.94, and 60 sec, respectively. Void fraction and density of the SPHs were
calculated as 0.22+0.08 mL/g, 0.07+0.00 g/mL, respectively. Molecular structure and
interactions of chitosan-gelatin SPHs were characterized by attenuated total
reflection Fourier transformed infrared spectroscopy (ATR-FTIR). Thermal
characterization of SPHs were done by thermogravimetric analysis.

In cell culture studies, four types of cell culture systems were established and
incubated for 28 days, in vitro. In the first group, chitosan-gelatin scaffolds were
seeded with only Detroit 551 cells to determine the cell-material interactions and
biocompatibility. In the second group, HS2 cells were inoculated into the chitosan-
gelatin SPHs after 7 days culture of Detroit 551 cells on these scaffolds. In the third
group, HS2 cells in fibrin glue were incubated on tissue culture plate. In the fourth
group, HS2 cells suspended in fibrin glue were carried onto the scaffolds which were



seeded with Detroit 551 cells. Cell viability and proliferation were analyzed by MTT
(3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-  diphenyltetrazolium  bromide) assay and
morphological examination was carried out with scanning electron microscopy
(SEM). Collagen | (COL1), fibronectin (FN), loricrin (LOR) and keratin1l4 (KRT 14)
gene expressions were quantified by real time quantitative polymerase chain reaction
(RT gPCR).

In conclusion, cultivation of HS2 and Detroit 551 cells in bilayer skin tissue substitute
supported the cell viability and activity. Presented bilayer artificial skin system could
be considered as a potential skin substitute in skin tissue engineering applications.

Keywords: skin tissue engineering, chitosan, gelatin, fibrin glue, dermal fibroblast
cell line, keratinocyte cell line.
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1. GIRIS
Deri, yasamimiz boyunca i¢ organ ve dokularimizi dig c¢evredeki potansiyel
tehlikelerden korumak gibi zor bir gérevi Ustlenmigtir. Dig gevre ile vicut arasinda
bir ara yuzey gorevi goren deri mikroorganizmalarin, toksinlerin ve diger
zararhlarin vucuda girmesini Oonlemekte, ultraviyole radyasyona karsgli koruma
saglayarak, su ve elektrolit kaybini engellemektedir. Ayrica vucutta 1si, basing,
titresim ve aci gibi uyaranlari algilayarak kan akigi ve terleme ile vicut sicakligini

dizenlemektedir [1].

Deri hastaliklari veya yaralanmalarinda deri butunligune zarar gelmesi, bazi deri
fonksiyonlarinin kaybedilmesine hatta 6lume bile yol acabilmektedir. Dunya Saghk
Orgiiti’ne (WHO) gére yillik 300,000 kiside yaniklara bagh deri hasarlari
olusmaktadir. Bununla birlikte 6.5 milyon bireyin ise basi Ulserleri, vendz stasis,
kronik deri Ulserleri ve diyabetik Ulserlerden etkilenerek deri butunlugu zarar
gormektedir. GUnUmuzde uygulanan tedavi yontemleri, islev ve estetik gorinim

ihtiyacini ayni anda karsilayamamaktadir [2].

Normal insan derisinin yerini alabilecek deri modelinin olusturulmasi ¢ok gug bir
tasarimdir. CUnku deri yapisal ve islevsel olarak karmasik bir organdir. Deri, farkli
embriyonik kokenlere (noroktoderm, mezoderm ve noral krest) ait farkli hicre
tiplerinden meydana gelmektedir. Epidermis, dermis ve hipodermis tabakalarindan
olusan katmanl bir yapiya sahiptir. Epidermisteki hicrelerin %90’in1 keratinositler
olusturmaktadir. Pigment igceren melanositler, antijenik Ozellikteki Langerhans
hicreleri ve mekanik sensor olarak gorev yapan Merkel hucreleri de epidermisin
hicresel elemanlari arasindadir [3]. Bag dokusu olan dermis, derinin mekanik
Ozelliklerini  belirlemektedir ve mezoderm kokenli fibroblast hicrelerinden
olusmaktadir. ECM (hlcre disi matris) molekulleri, deri uzantilari ve duyu
reseptorleri burada yer almaktadir. Hipodermis ise 1Isi kaybina karsi deriye
izolasyon saglayan subkutan (deri altl) yag deposudur. Hipodermisin mezenkimal

kok hucre kaynagi oldugu da bilinmektedir [4].

Deride farkl kalinlik, mekanik dayanim ve esneklie sahip epidermal ve dermal
tabaka birbirinden farkli yapisal 6zellikleriyle bir araya gelerek derinin yukarida
bahsedilen fonksiyonlarini gergeklestirmesini saglar. Epidermis, dis ¢evre ile vicut

arasinda gecirgen olmayan bir bariyer olusturmaktadir. Glcli bag doku dermis



zengin kollajen icerigiyle deriye esneklik kazandirmaktadir. Bu iki tabaka bazal

tabaka adi verilen ECM ile birbirinden ayrilmaktadir.

Deri doku muhendisligine hakim olan genel yaklasim deri egleniklerinin anatomik
ve iglevsel acgidan normal deriye en yakin modelinin olusturulmasi Uzerine
kuruludur. Bugun, deri doku muahendisligi Urlnleri arasinda ¢ok sayida ve farkli

potansiyelde deri doku eglenigi mevcuttur [5] .

lyi karakterize edilmis deri eslenigi modellerinin elde edilebilmesi icin hiicresel
elemanlarin 3 boyutlu bir matris icinde hucre-hlcre etkilesiminde bulunarak deri

dokusu olugturmasi istenilmektedir [2].

Hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimleri, hiicre davranigini kontrol etmektedir. Iki
boyutlu monolayer modeller, karmagik ve dinamik c¢evrenin olusturulmasinda
yetersiz kalmakta ve hucrelerin yapay ve esnek olmayan bir dizlemde kultive
edilmesi nedeniyle in vivo mikrogevredeki etkilesimleri taklit edememektedir. Ug
boyutlu modellerde kultive edilen hicreler ise ¢esitli yuzey reseptorlerini eksprese
edebilmekte, hilcre digi matrisi sentezleyebilmekte ve c¢esitli metabolik
fonksiyonlari yerine getirebilmektedir. in vivo galismalarda dermal fibroblastlarin
sentezledikleri ¢ozulebilir faktorlerin epidermise difuze olup burada yer alan
keratinosit bUyumesini ve bazal membran proteinlerinin olugsumunu arttirdigi
gOsterilmistir. Keratinositlerin monokultirde olusturdugu ince epidermal tabaka 2
hafta icerisinde apoptoza (programl hiicre 6lumu) ugramaktadir. Yapay insan deri
esleniklerinin 3 boyutlu ortamlarda olusturulmasina yonelik yaklagimlar monolayer

kultarlerden elde edilemeyen sonuglara ulagiimasini saglayacaktir.

Dogal polimerlerden olan kollajen, hidroksiapatit, aljinat, polipeptidler,
glukozaminoglukanlar (hiyaluronan, fibronektin), kitosan, dekstran, jelatin, aljinat
ve sentetik malzemelerden (polivinil klorlr, polilaktid) dondurarak kurutma ve gaz
kopuklestirme gibi cesitli Uretim teknikleriyle 3 boyutlu matrisler elde etmek
muUmkuin olmaktadir [6]. Malzemelerde bulunmasi gereken en oOnemli 6zellik
biyouyumluluktur. Dogal polimerler hicre tutunmasini desteklemenin yaninda
disuk toksisite ve dislUk immunojenite gibi interaktif 6zelliklere sahiptir. Sentetik
polimerler de kolay iglenebilir olduklarindan geometrik, mekanik dayanim,
biyobozunurluk ve gecirgenlik gibi 6zellikleri c¢esitli parametrelerle kontrol

edilebilmektedir [7]. Son vyillarda klinikte doku entegrasyonunu kolaylastiran



malzemeler yayginlagsmistir. Siyanoakrilat, gluteraldehit-aloumin ve fibrin
yapistirici bazh adheziv malzemeler deri gibi yumusak dokularin tedavisindeki

eksiklikleri tamamlamak i¢in yardimci materyaller olarak kullaniimaktadir [8].

Deri doku muhendisligi urtnleri yapisal olarak; dermal deri eslenikleri, epidermal
deri eslenikleri ve dermo-epidermal (kompozit) deri eslenikleri olarak
siniflandinlabilir. Ticari olarak ulasilabilinen ¢ok sayida ve farkli 6zellikte yara orti
malzemesi ve deri eslenigi UrinlU mevcuttur. Bunlar arasinda deri bankalarinda
kadavradan alinan deri, Apligraft® ve Karoderm® iki tabakali deri esleniklerine

ornek olarak verilebilir [9, 10].

Doku muhendisligi yaklagimiyla Uretilen deri egsleniklerinde, dermal tabakanin
dermal onarimi ve epidermal destegi saglamasi beklenmektedir. Epidermis,
yaranin Uzerini Orterek su ve elektrolit kaybini onlemeli, derinin bariyer
fonksiyonunu Ustlenmelidir. ideal deri eslenigi dokunun en az skar (yara izi) ile
onarimini  saglamalidir.  Aktif hicresel bilesenler immuin reaksiyona vyol
acmamalidir. Kaybedilen dokuda yeterli mekanik destek olusturulmali ve klinik

olarak manipule edilir olmahdir [11].

Deri doku muhendisligindeki yeni gelismelerle birlikte medikal pazarda da birgok
yeni firma ve (riin ortaya gikmaktadir. Istatistiklere gére gelecekte 6zellikle deri

eslenigi Uranlere duyulan ihtiyacg artacaktir [2].

Sunulan tez c¢alismasinin amaci, deri doku rejenerasyonunu destekleyecek
Ozellikte iki tabakali yapay deri esleniginin olusturulmasidir. Bu amagla mikrodalga
destekli gaz kopuklestirme yontemi ile Uretilen kitosan-jelatin SPH’lerde
(supergdzenekli hidrojeller) insan dermal fibroblastlari (Detroit 551) kultive
edilmistir. iki tabakali yapiyi tamamlamak iizere insan keratinosit hiicreleri (HS2)
dermal fibroblastlarin kultive edildigi kitosan-jelatin doku iskelelerinin (zerine
TISSEEL®, fibrin yapistirici igerisinde tasinmistir. Konu ile ilgili literatlr 6zeti, tez
calismasi kapsaminda gercgeklestirilen deneysel calismalar ve elde edilen sonuglar

devam eden bolumlerde sunulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1.insan Deri Dokusunun Histofizyolojisi

Derimiz -en genis organimiz- konumu itibariyla vicudumuzun i¢ ve dis gevresi
arasinda bir ara yUz olma oOzelligindedir. Yetigkin bir insan derisinin yaklasik
2 m? lik bir alani kapladigi, ortalama 2.5 mm kalini§inda ve yaklasik 1.1 g/cm?
yogunlugunda oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte deri, vicut agirhginin da

yaklasik % 6’sini olusturmaktadir.

Stratejik agidan ¢ok énemli bir gérev Ustlenen derimiz, bir dizi stres etkenine kargi
bariyer olugturmanin yani sira cevresel bir algi sistemi olarak da davranir.
Kimyasal, mekanik ve biyolojik birgok uyarana kargi yalitim yapmaktadir. Bundan
bagka ultraviyole radyasyonu (UVR) absorblayan bir pigmentasyon sistemi
bulunur. Doku mikrogevresinde bulunan anormal eksprese olmus ve yabanci
bilegsenlere duyarli, karmasik bir immun-regulasyon saglayarak vucuda ileri
koruma sistemi kazandirir. Yapilan arastirmalarda derinin, vicutta homeostazin

saglanmasi agisindan kritik bir gorev Ustlendigini sdylenmektedir [12, 13].
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Sekil 2.1.Deri dokusunun histolojik yapisi ve elemanlari, yan kesit [14].



insan derisi, 3 temel tabakadan meydana gelmektedir: epidermal tabaka, dermal
tabaka ve hipodermis (veya subkutan yag tabakasi) Sekil 2.1’de sematize
edilmistir. Epidermal tabaka yogun olarak keratinosit hicresi iceren en digtaki
tabakadir. Bazal tabaka, epidermal ve dermal tabakayi birbirinden ayiran, yogun
ekstraseluler matris (ECM) iceren tabakadir. Bazal tabakanin altinda ise dermal

tabaka, dermis bulunur.
2.1.1. Epidermis

Epidermis, embriyonik ektodermden tlrevlenen ince deri tabakasi olup bazal
tabakada yer alan keratinositlerin proliferasyonuyla meydana gelmistir [15]. Cok
katli, damar sistemi igcermeyen yapisi ve ortalama 75 ila 150 ym’lik kalinhgiyla (el
ayasl ve ayak tabaninda bu kalinlik, 600 um’ ya kadar varir) deri dokusunun dis

kabugunu olusturur.

Epidermisin temel hucre tipi keratinositlerdir (%95-97). Bunun yaninda
melanositler, immun sistemin dentritik htcreleri (Langerhans hucreleri) ve Merkel
hicreleri de epidermal hucrelerdendir [16]. Keratinosit farkhlasma surecleri
sonucunda epidermis, 4 ana katmandan (strata) olusur ve buradaki devamlilik

kornifikasyon (katmanli skuamoz yapi olugsumu) olarak bilinir [17].

Skuaméz
Komeum tabaka
Korneum tabaka
Graniiler tabaka Cagiilor fabilin
Spinozum tabaka Spinozum tabaka
Bazal tabaka
Bazal tabaka
Bazal membran

Dermis

Sekil 2.2.Epidermisin katmanli yapisi ve keratinositlerin terminal farklilagsmasi.

(a)Epidermiste terminal farklilagsma. Terminal farklilasma ve keratin sentez dizileri.
Bazal tabaka Uzerindeki tum hucreler icin ‘suprabazal’ terimi kullanihr [18].

(b)YUksek ¢ozunurlukll 1sik mikroskobundan alinan normal insan deri 6rnegine ait



deri katmanlagsmasi goruntusu. D, dermis; SC, korneum tabakasi; SG, granuler
tabaka; SS, spinoz tabaka; SB, bazal tabaka, 6l¢ek: 30 ym, [12].

Katmanlar, disaridan iceriye dogru; korneum tabakasi, graniler tabaka, spinozum
tabakasi ve bazal tabaka olarak siralanir (Sekil 2.2). Bu katmanlarda yer alan
hucreler, desmozom adi verilen membran bagdimh plaklar ile birbirlerine
baglanirlar. Desmozomlar, komsu epidermal hicrelerin hicre iskeletlerini birbirine
tutturmaktadir. Kaderinler (desmogleinler ve desmokollinler) ise Kkeratinosit-

keratinosit baglanmasinda gorev alan énemli proteinlerdendir.

En digtaki korneum tabakasi, Ust Uste dizilmis 15-30 sira cansiz, fakat
biyokimyasal olarak aktif, korneosit hicrelerinden meydana gelir ve dis cevreye

karsi koruyucu bir tabaka olusturur.

Korneum tabakasinin hemen altinda yer alan grantler tabaka, bollinme yetenegini
kaybetmis 3-5 sira keratinosit dizisinden meydana gelmigtir. Burada yer alan
keratinositler, keratohiyalin proteinini sentezlerken hlcre organel ve g¢ekirdekleri

yikilmig ve hicre membranlari giderek gecirgenligini yitirmistir.

Granduler tabakanin ardindan gelen spinozum tabakasi, boélinme kapasitesi sinirl,
8-10 sira keratinosit dizilerinden olusmaktadir. Ayrica bu tabakada, immun
sistemin kemik iliginden tarevlenmis sentinel hicreleri olan, Langerhans hucreleri
de bulunmaktadir. Bu htcreler yabanci konuklara kargi strekli alarm halinde

bulunarak deri dokusunun guvenlik kamerasi gibi davranirlar.

En altta epidermisin sinir tabakasi, bazal tabaka bulunmaktadir. Buradaki hicreler,
epidermisle dermisi birbirinden ayiran ve hicresel olmayan bir bazal membrana

tutunurlar.

Cok dusuk oranda ekstraselller matrise sahip olan epidermis, daha c¢ok
karbonhidrat polimerleri ve stratum korneum lipidlerinin sivi kristalleri halindeki
organizasyonuyla hidrofilik akiskanlara karsi gegirgenlik bariyeri meydana getiren
hidrofobik bir duvar yaratir [16].

Epidermisin temel hicre tipi olan keratinositler, keratin ara filamanlari ailesine
(KIF) dahil olan ve boylari 8-15 nm uzunlugundaki protein yapilar icermektedir.
Keratin proteinlerinin asidik olanlari Tip | ve nétral-bazik olanlari da Tip Il olarak

adlandirihp ciftler halinde sentezlenmektedirler. Molekuler genetik alanindaki



calismalar, epidermisin farkl tabakalarinin farkli miktarda keratin aktivitesine sahip
oldugunu gostermigtir. Antikor immunolokalizasyonu ve yuksek c¢ozunadrlikte
elektron mikroskobu goéruntuleri keratin filamanlarinin hiicre igerisindeki 3 boyutlu
yerlesimini gostermektedir [12, 18]. Disllfid bag yodunluguna bagh olarak
keratinler yumusak (deride) veya sert (sa¢ ve tirnak) yapida olabilmektedirler.
Keratinizasyonu pekigstiren hucre-hucre baglantilari sivi kaybini 6nleyen ve
potansiyel zararli molekll ve organizmalarin girisini engelleyen bir bariyer
olusturmaktadir. Keratinlerin alt birimleri; htcre tipi, embriyonik gelisme dénemi,
histolojik farklilagsma basamagi, hucresel buyumenin gergeklestigi ortam sartlar

ve hastalik durumuyla degiskenlik gostermektedir [19].

Keratinositler, bazi koruyucu immuinojenik molekilleri de sentezlemektedirler.
Bunlar arasinda interlkinler, transforme edici bluyume faktérleri (TGF), platelet-
benzeri buyume faktora (PDGF), fibroblast buylime faktort (FGF), timor nekroz
bayime faktort (TNF), interferonlar (IL-1, IL-6, IL-8) ve granulosit—-makrofaj
koloni stimule edici faktorler (GM-CSF veya G-CSF) de bulunmaktadir.

Melanositler: Deri rengini belirleyen hicrelerdir. Bazal tabaka igerisinde rastgele
dagiimiglardir. Derinin ultraviyole (UV) i1sida maruz kalmasiyla sayilari artis
gOstermektedir. Boylece sentezledikleri melanin miktarinda da bir artis meydana
gelmektedir. Melanin, UV koruyucu bir pigmenttir. Melanin pigmenti keratinosit
sitoplazmasi igerisine verildiginde semsiye gibi davranarak cekirdek etrafini UV

1IS1ginin zararl etkilerinden korur [17].

Langerhans hucreleri: (LCs), en ¢ok orta-epidermiste bulunur ve hicresel immun
yanita katilir. Kemik iligi kdkenli bu htcreler, dendritik hicreler (DCs) olarak da

bilinir. Langerhans hlcreleri epidermal hicrelerin %2-4’Gnu olusturur.

Merkel hiicreleri: Melanositler gibi, Merkel hicreleri de bazal hlicre tabakasinda
yer alir. Bu hucreler, elektron mikroskobu ile gozlenebilen membran baglantih
sitoplazmik noéroendokrin tipi grandlleri igerir. Cevresel sinir uglariyla sinaptik
baglantilar olustururlar ve yavas adapte olan mekanoreseptorler olarak is gorurler
[12].

Bazal Tabaka: Bazal membran ayni zamanda ‘bazal tabaka’ veya ‘bazal lamina’
olarak da bilinmektedir. Bazal tabaka, dnemli miktarda kollajen tip IV igerir. Fiziksel

olarak dermis ve epidermisi birbirinden ayirir ve heterojen bir bilesime sahiptir.

7



Lamina densa (kollajen IV’'ten meydana gelen) ve lamina lucida (laminin ve diger
proteoglikanlardan olusan) bilesenlerinden olusur. Epidermal-dermal fibrilleri
(kollajen VII) fiziksel olarak lamina densa’yl papiler dermise baglamaktadir.
Laminin, kollajen IV ve kollajen VII, keratinositlerin bazal membran Uzerindeki
ilerleyisini duzenler ve bu olay yara iyilesmesi sirasinda buyuk énem tasir [12].
Normal derideki epidermal mitotik aktivitelerin ¢ogu bazal hicre tabakasinda
gerceklesir. Bu tabakanin homeostazinda meydana gelecek bir bozulma, saglam

ve canli bir derinin devamliligina ciddi zararlar verebilir.
2.1.2. Dermis

Elastik fiberler ve destek yapilardan meydana gelen dermisin temel protein
yapisini kollajen olusturur. Epidermisin aksine dermis, daha az hucreye yataklik
eder ve bag dokusundan meydana gelir. Deriye yapisal butinlik ve elastisite
kazandirir [20]. Yogdun fibroz/elastik yapidaki bilesenlerden meydana gelmis olan
dermis, vicudun bazi bolgelerinde epidermis’ten 15-40 kat daha kalin bir yapidir.
Kalinhd1 4 mm’yi (yetiskin insan sirt derisi) bulmakla birlikte, genellikle 2 mm’den
daha incedir. Vaskiler, lenfatik ve diger yardimci deri bilesenlerinin merkezidir.
Derinin, bosaltim ve salgi bezleri (sebum, ekrin ve apokrin bezleri), keratinize
yapilar (kil folikilleri ve tirnaklar), duyu sinir reseptori olan Meissner cisimcigi
(dokunma duyusu), Pacinian cisimcigi (basing), Pilo-Ruffini  cisimcigi

(mekanoreseptor) ve kil folikal uglar burada bulunur [12].

Dermis, papillar dermis ve retikuler dermis olmak Uzere farkl gézeneklilige sahip
iki kisim igerir. Baslica kollajen, glikozaminoglukan, elastin ve diger matris
proteinleriyle birlikte kan damar sistemini olusturan kapiller agin érdigu dermis
bolgesi, dermal pleksus olarak isimlendirilir. Buradaki damar sistemi, dermisin
kendisini ve epidermisi beslemektedir. Normal fizyolojik durumda dermis;
fibroblastlar, endotel hicreleri, monositler/makrofajlar, dentritik htcreleri (dermal
dentrositler), mast hucreleri, lenfositler, Schwann hucreleri, aksonlar, 6zellesmis
sinir uglar, perisitler ve mezenkimal kok hucreler olmak Uzere genis bir hicre
grubunu icermektedir. Ancak, dermal tabakanin temel hucre Dbileseni
fibroblastlardir. Deriye, mekanik dayanim, elastisite ve duyusal nitelikler
kazandirir. Dermis, geminin gelik govdesine benzetilirse epidermis de bu gévdenin

kaplama malzemesi olarak algilanabilir.



Kollajen proteini, dermisin en onemli aseluler (hlcresel olmayan) proteinidir.
Katlece kuru deri agirhginin %70’ini olugturur. Tip | ve Tip Il kollajenler dermal
kolajen miktarinin sirasiyla %80 ve %15’ini temsil ederken, elastin fiberler sadece
%2’lik bir orana sahiptirler. Glikozaminoglukanlar (GAG) ise dermisin UglUncu
onemli aseluler bilesenleridir. Bunlar, asit mukopolisakkaritler, sulfatlanmis veya
sulfatlanmamig formdaki glikozaminoglukanlar dir. Glikozaminoglukanlar kovalent
badlarla peptid zincirlerine baglanarak proteoglukanlari meydana getirir. Heparin
ve heparan sulfatlar dermis glikozaminoglukanlarinin en  énemlileridir.
Glikozaminoglukanlar ayni zamanda su baglayan katyonik molekullerdir. Enzim
yolaklarinda kofaktor iglevi gorerek hicre tutunmasi ve bazal membranin
yapisinda ©6nemli goéreviler Ustlenirler. Glikozaminoglukanlar, kollajenler gibi
rejenerasyonu tesvik etmek amaciyla biyoaktif doku iskelesi olarak
kullaniimaktadirlar.

Tum bu bilesenler, fibroblast hucreleri tarafindan sentezlenmistir ve dermis
boyunca heterojen olarak yerlesmistir. Papiller dermis, kollajen Tip llI'ce zenginken
retikiiler dermiste en ¢ok kollajen Tip | bulunmaktadir. insan derisinde, kollajen Tip
I'in kollajen Tip Il'e orani, 4:1’dir. Ancak bu oran yara iyilesmesi sonrasinda
degismektedir. Clinku hasar gormus bdlgelerdeki bogsluklar kollajen veya elastik
fiberler yerine daha ¢ok glikozaminoglukandan meydana gelmis amorf yapilarla

doldurulur.

Dermisin icine kadar nufuz eden epidermal uzantilar: kil foliktlleri, ter bezleri ve
sebum bezleri; derinin bariyer ve termoregulator islevini gergeklestirirler. Prenatal
(anne karninda) gelisim doneminde, ektoderm ve mezodermden tirevienen deri
dokusu, dogumdan sonra dermis ve epidermis bilesenleriyle, (a) termoregulasyon,
(b) mikrobiyal koruma, (c) desikasyon bariyeri, (d) mekanik koruma ve yara
iyilesmesi, (e) estetik gorinim, pigmentasyon ve kasiima kontrolu gorevlerini
yerine getirir [15].

i.Uzantilar

Insan deri yapisinda, ekrin ter bezleri ve apokrin bezleri, ‘filosebum aygit’ kil
folikulleri, sebum bezleri ve erektor fili kasi gibi uzantilar da yer almaktadir. Kil

folikli mitotik olarak aktif germinatif hdcreler igerirken ekrin ter bezleri

termoregulasyonda iglev gorurler. Deri dokusunda yer alan, apokrin bezleri koltuk



alti ve anogenital bolgelerdeki feromen olarak isimlendirilen koku molekullerini

sentezler [17].
ii.Hipodermis
Enerji absorblayan bir yastik gibi davranarak, deriyi mekanik etkilerin zararlarindan

korur. Lipid istifi yapisi sayesinde vicuda enerji saglayan bir enerji rezervuari

olmasinin yani sira izole edici bir tabaka olarak da termoregulasyonu saglar [21].
2.1.3. Deri kayiplarn ve yara iyilesmesi
2.1.3.1. Deri kayiplari

Derinin en onemli ve hayati gorevi dig cevreye kargi koruyucu bir bariyer
olusturmaktir. Deri butunligunin bozulmasina neden olan deri hasarlari ve
hastaliklari vicutta kalici hasarlara, hatta 6lime bile yol acabilmektedir [22]. En
yaygin deri kaybi nedenleri arasinda termal yaniklar, vendz stasis Ulserleri
(toplardamardaki kan dolagiminin bozulmasina bagli olarak gelisen Ulserler),
diyabetik Ulserler, basi Ulserleri, travmalar, cerrahi midahaleler (amputasyon gibi)

ve genetik bozukluklar sayilabilir [13, 17].

Akut ve Kronik Yaralar ve lyilesme Siirecleri

Akut yaralarda kemotaksis, hicre bolinmesi, yeniden damarlagma, ekstraseluler
matris sentezi, skar olusumu ve sekillenmesi gibi birbiriyle baglantili bazi suregler
sonucu iyilesme gorulmektedir. TUm bu suregler, plateletler, enflamatuar hicreler,
sitokinler, blyume faktorleri matris metallaproteinazlar ve onlarin inhibitorleri
tarafindan duzenlenmektedir. Buna kargin, bazi yaralarda zamaninda iyilesme

gorulmez ki, bunlar kronik yaralar-iyilesmeyen yaralar olarak degerlendirilirler [23].

En sik rastlanan deri kaybi nedenlerinin basinda termal yaralanmalar yani yaniklar
gelmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) yaklasik olarak yilda bir milyon
kisi bu sebeple hastanelerin acil servislerine basvurmaktadir.

Deri yaniklari, etkiledigi derinlige gore klinikte 3 sinifta degerlendirilir ve uygun

tedavi yontemleri bu degerlendirmeye gore uygulanir (Sekil 2.3). Bunlardan;
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1. derece yaniklar, epidermal kismin zarar gordugu,

2. derece yaniklar, epidermal kisimla birlikte yluzeyel bir dermal kaybin s6z konusu
oldugu,

3. derece yaniklar ise dermal tabakanin tamaminin veya tamamina yakininin

kaybedildigi durumlari anlatir.

BIRINCI DERECE YANIK

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Sekil 2.3.Yaniga bagh deri hasari, 1., 2. ve 3. derece yanik bolgeleri.

Diyabetik Ulserler, kandaki glikoz konsantrasyonunun sinirler ve kilcal damarlar
uzerindeki dejeneratif etkisine badli olarak gelisir. His kaybi ve dolagsim
bozuklugunun birlikteligi bacak ve ayak gibi alt ekstremitelerde iyilesemeyen,
kronik yaralarin olugsmasina neden olur. Diyabetik hastalarda enfeksiyonlara karsi
yeterli immdn yanit gelistiriememesi, zayif kan dolasimi ve néropati gibi
bozukluklar nedeniyle bu hastalar bacak ulserlerine yatkindirlar. Yalnizca ABD’de
diyabetik ayak Ulserlerinin yilda 50,000 amputasyona neden oldugu bilinmektedir.
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Venoz stasis Ulserler, toplardamar kapakgiklarinin iglevini yitirmesiyle birlikte
geligir. Buna bagl olarak toplardamarlarda ortaya g¢ikan tikaniklik, kanin ve bazi
makromolekillerin dermise sizmasi, deri dokusunda oksijenin difizyonuna ve
besinlerin damar agi yoluyla iletimine engel olur. Vendz ulserler genellikle obezite,
diyabet, hareketsiz yasam, kardiyovaskuler veya renal (bdbrekle ilgili) hastaliklarla
birlikte meydana gelmektedir.

Basi Ulserleri ise iskemi ve nekroz ile karakterizedir. Uzun slre yatakta bakim
go6ren hastalarda yaygin olarak gorulmektedir [20].

ABD’deki Hastallk Kontroli ve Onleme Merkezinin raporuna gore, Birlesik
Devletler nufusunun %7’si veya 21 milyonu diyabetik hastaliklar tagimaktadir. Bu
rakamin %10’y yani 2 milyonunda, kronik diyabetik Ulserler gértilmekte ve
bircoguna amputasyon uygulanmaktadir [24]. Bu istatistige dahil diger 14 milyon

hastanin da basi yaralari bulundugu bilinmektedir. [25].

Kronik yaralar, genellikle genis bir yizey alanini kaplamaz. Ancak nufusun buyuk
bir oraninda goéruldigunden tibbi ve ekonomik etkileri istatistiklerde dnemli bir yer
tutar [20].

2.1.3.2. Yara iyilegmesi

Yara iyilesmesi, ¢cozunur ajanlar, kan hucreleri, ekstraselller matris elemanlari ve

parenkimal hicrelerin birlikte rol aldigi dinamik ve interaktif bir stregtir [23].

Hucresel ve molekiler dizeydeki olaylarin yuaritildigu bu slregte hasarl
dokularin onarimi gergeklesir. Birbiri icine ge¢cmis fakat herbiri kendine 6zgu 3
basamakta gerceklesir ve bu basamaklar (i) enflamasyon ve homeostaz, (ii)

proliferasyon ve (iii) yeniden sekillenme (Sekil 2.4) adi altinda incelenebilir [26].
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Sekil 2.4.Yara iyilesme surecinde birbiri icine gecmis iyilesme evreleri [26].
i. Enflamasyon ve Homeostaz

Yara iyilesme surecinin ilk evresi olan enflamasyon, doku hasarinin hemen
ardindan meydana gelir. Koagtllasyon kaskadi, enflamatuar yolizleri ve immuin
sistem elemanlari suregte gorev alarak devam eden kan ve sivi kaybi Onlenir,

canhligini kaybetmis dokular uzaklastirilarak enfeksiyon riskinin dntne gegilir.

Homeostaz, platelet pihtisinin olusumuyla saglanmis olur. Bunu, bdlgeye nufuz
ederek hucrelere yataklik edecek olan bir fibrin matris olusumu izler. Kompleman
aktivasyonu cevabi ile birlikte noétrofiller yara bolgesine ¢adrilarak plateletlerin ve
bakteriyel degredasyon Urlnlerinin degrantlasyonunda goérev alr (Sekil 2.5 a). 2

ila 3 gun igerisinde bolgede monositler de gorulur. Bunlar daha sonra makrofajlara
farkhlasirlar.

ii. Yeni Doku Olugsumu

Yeni doku, 2 ila 10 gln sonra olusmaya baslar. Yeni doku olusumu, hucresel
proliferasyon (¢odalma) ve cesitli hiicre tiplerinin bolgeye goglyle karakterize bir
evredir. Ik olarak keratinosit hiicreleri, hasar gérmis dermis (zerine gd¢ ederler

(Sekil 2.5 b) ve yara bolgesi sinirlarinda yer alan keratinosit hlicreleri cogalarak

13



epitelyumun bariyer fonksiyonu tekrar saglanmaya calisilir. Yeni kan damarlari

olusur (anjiyogenez).

Bu evrenin sonlarina dogru, yarall bolge civarindan ya da kemik iliginden
makrofajlarin uyarmasiyla yara bolgesine gelen fibroblast hicrelerinin bir kismi
miyofibroblastlara farkhlasir. Miyofibroblastlar, zamanla yara kenarlarini bir araya
getiren kontraktil hicrelerdir. Fibroblast ve miyofibroblastlar etkileserek daha gok
kollajen igceren ve son olarak da olgun bir skar yigini, ekstraseluler matrisi

meydana getirirler.
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a. = )

Epidermis

Dermis keratinosit

Hipodermis

fibroblast platelet gopim
notrofil bezi kollajen kan damarlari

monosit makrofaj granulasyon dokusu

yeniden sekillenen dokuda
diizensiz kollajen yerlegimi

Sekil 2.5.Yara iyilesmesi evreleri.(a) Enflamasyon, yaralanmayi takiben 48 sa.
devam eder. Hipoksik bir ¢evrede fibrin pihti olugur. Yara bolgesinde bakteri,
noétrofil ve plateletler gorulir. (b) Yeni doku olusum evresi yaralanmadan itibaren
5-10 gun icinde meydana gelir. Yara yuzeyinde skar olusur. Enflamasyonda yer
alan hucreler bolgeyi terk etmeye baslar ve yeniden damarlasma goérultr. Skar
doku altindan epitel hiicre gogu gercgeklesir. (c) Yeniden sekillenme evresi, 1 yil
kadar devam edebilir. Bolgeye goc¢c eden fibroblastlarin sentezledigi kollajen,
dizensiz bir gsekilde burada birikir. Yara kenarlarindan kontraksiyon gerceklesir.
Reepitelize olan yara dokusu devam eden deri yuzeyinden yuksekte kalir ve

iyilesme sonrasi uzantilar geri kazanilamaz [27].
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iii. Yeniden Sekillenme

Yara iyilesmesinin Ug¢lncu evresi yeniden sekillenme olarak bilinir ve doku hasarini
takiben 2-3 hafta icinde baslayarak 1 yil veya 1 yildan da uzun surebilir. Bu slreg
icinde hasar olugsumuyla aktive olan tim faaliyetler sonlanir. Endotel htcrelerinin
birgogu, makrofajlar ve miyofibroblastlar apoptoza (programh htcre o6lumu) ugrar
veya buyuk oranda kollajenden meydana gelmis ekstraselller matris iginde bir
miktar hdcre birakarak vyarali bdlgeyi terk ederler (Sekil 2.5 c¢).
Epitelyal-mezenkimal etkilesimler deri batinligind ve homeostazi duzenler. Alti
ila on iki ay sonrasinda aseluler matris aktif olarak yeniden sekillenmis olur. Yine
de yeni doku higbir zaman eksiksiz bir bicimde hasar gormeden onceki haline geri

donemez.

Yaralanma sonrasi onarim tamamlandiginda yeni olusan islevsel doku yamali bir
bolge izlenimi verir. Hucrelerin (agirlikli olarak fibroblast hucreleri) tam organize
olmamig bir ekstraselUler matris icerisindeki makroskopik yapisi ‘skar’ olarak
adlandirilir [27]. lyilesme siirecinin bazi basamaklarinda gelisen diizensizlikler
sonucu Yyara yataginda asirn kollajen birikimi ve anormal skar geligimi
gorilebilmektedir. Bunlar atrofik, hipertrofik ve keloid skarlar olarak isimlendirilir
[23].

2.1.3.3. Yara onarimi ve rejenerasyon arasindaki temel farklar

Sasirtici bir bicimde bazi dkaryotik organizmalarin yaralanma sonrasi, molekuler
mekanizmasi henlz tam olarak anlagsilamayan rejenerasyon yetenegini gostererek
orjinal doku yapisini yeniden insa edebildigi biliniyor. Insan dokulari ise
rejenerasyon yetenegine yalnizca prenatal gelisim sirasinda (anne karninda) sahip
oluyor, ancak rejenerasyonun tam olarak nasil seyrettigi ve bu yetenegin neden

kaybedildigi bilinmiyor [27].

Yara iyilesme bdlgesine bagl olarak ‘onarim’ ve ‘rejenerasyon’ arasinda ¢ok
belirgin farklar bulunmaktadir. Onarim daha belirgin olarak bir organin yaralanma
sonrasinda  gosterdigi  fizyolojik  adaptasyonla  agiklanabilir. ~ Onarim
mekanizmasinda, mutlak bir geri kazanim gozetilmeden doku butunligu yeniden
yapilandiriimaya  calisilir. Gergek  bir doku rejenerasyonunda @ ise
kaybedilen/hasara ugrayan doku, morfoloji ve iglev bakimindan hasar gérmemis

halinin tam bir kopyasi ile yer degistirir. Belirli organizmalar (6r. semender) disinda
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memeli organlari, anne karnindan sonra kendiliginden rejenere olamazlar. Fakat
bazi durumlarda, deri gibi organlarin ekzojen ajanlar ve 6zel biyolojik matrisler
yardimiyla ‘kismi rejenerasyon’u tesvik edilebilir. Halen, deneysel olarak tesvik
edilmis rejenere deri dokusu normal deri fonksiyonlarinin  ¢ogunu
karsilayamamaktadir. [17].

Deri dokusu, onemli bir islevsel tamir mekanizmasina sahiptir. Ancak kutan6z
onarimin fetusta rejeneratif bir stire¢ oldugu da bilinmektedir. Fotal dokularda yara
iyilesmesi sonrasi skar veya fibrozis (hicre aralarindaki lifli bag dokunun artmasi)
gorilmez. Fotal rejenerasyonda yetigkin dokularinda meydana gelen vyara
tamirinden bazi belirgin farkliliklar goze ¢arpar [21]. Skar veya fibrozis gorilmeyen
fotal yara iyilesmesinde, zayif immun yanit ve normal kollajen birikimi gértlmekte,
ayrica deri uzantilari da yerine gelmektedir. Bunlara ek olarak fotal iyilesmede
gozlenen biyosinyal profili de yetigkin yara iyilesmesindekinden farkhdir [7].
Enflamasyon ve skar gorilmesi, dogum sonrasi etkili olmaya baslar ve iyilesme
surecinin seyrini degistirir [28].

Yara iyilesme surecinde hizli bir sekilde olusan skar dokusunun gozlenmesi
yetiskin memeli derisindeki, enfeksiydz mikroorganizmalar agik yaradan uzak
tutmak amaciyla alinan yasamsal bir dnlem olarak algilanmalidir. Ekstraselller
matris, skar dokusunda tam organize olamadan, epidermisin skar ile 6rttlmesi,
deri uzantilarinin olusumuna firsat tanimamaktadir. Bdylece yara iyilesmesi de

doku rejenerasyonundan ¢ok doku onarimiyla sinirl kalmaktadir [25].

Fotal ve yetiskin yara doku onarim mekanizmalar arasindaki farkhlklara
odaklanildiginda rejenerasyonu tesvik etmek adina yeni nesil deri doku

muhendisligi trtnlerinin geligtiriimesi i¢in yenilik¢i yaklagimlar oneriliebilir.
2.2. Deri Doku Kayiplarinin Rejenerasyonuna Yonelik Tedavi Yontemleri
2.2.1. Geleneksel tedavi yontemleri

Yara ortmek igin kullanilacak en iyi malzeme, yine hastanin kendi derisinden elde
edilen otogreftlerdir. Otogreftler, bunun igin deri eslenikleri igerisinde ‘altin

standart’ olarak adlandirilirlar.

Otogreft uygulamasi, hasarl bdlgeyi tedavi etmek icin hastanin kendisine ait
saglikli dokunun, onarimi istenen bdlgeye nakil islemidir. Otogreft kullanimina

organ kayiplarinda sikga basvurulur ve yillardir tam kat deri kaybi vakalarinda
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uygulanan etkili bir akut tedavi yontemidir. Ancak bu uygulamada verici alan
morbiditesi olusturmak gibi bir kisittama bulunmaktadir.

Otolog deri greftleri, kalinliklarina gore yari kat veya tam kat olarak siniflandirilirlar
(Sekil 2.6). Tam kat deri greftleri, ince greftlerle karsilastirildiginda daha iyi estetik
sonuglar alinmasi ve daha az buzulme yaratmasi bakimindan daha iyidir. Ancak,

daha ¢ok damarlasmis stromaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

-5 Epidenmis (% 5)

> Dermis (% 95)

i Subkiitanoz
doku

Sekil 2.6.insan deri anatomisi ve otogreft tekniginde inilen derinlikler.(A)Yari-kat ve
(B) tam- kat deri greftleri [29].

Halen otogreftler en iyi deri eslenigi olma 6zelligini korumaktadir. Ancak klinikte
otogreft kullanimi her durumda mimkiin olmamaktadir. Ozellikle de toplam viicut
yuzey alaninin genis bir bolumudnd etkileyen yanik vakalarinda, otogreftleme ile
elde edilecek deri yeterli olmayacaktir [30]. Bu durumda akla ilk gelen biyolojik
membranlarin kullanimi olmustur.

insan Amniyotik Membrani 1910'dan beri yara 6rtii malzemesi olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle yanik kaynakl deri kayiplarinda gok etkili bir ydntem
oldugu soylenmektedir. Yanik tedavisinde kullaniminin protein, elektrolit, sivi ve
enerji kaybini azalttig1 ve epitel rejenerasyonu hizlandirdigi tibbi literatirde yer
almaktadir.

insan kadavrasindan alinan allogreftlerin gegcici yara 6rtii malzemesi olarak
kullanimi da baska bir segenektir. Ancak uygulamadan 10-14 gin sonra vicut bu
ortuyu reddetme egilimindedir. Buna ilaveten kadavrik allogreftlerin kullanimi

mikroorganizmalarin ve bazi viral hastaliklarin bulagmasi riskini de tagimaktadir.
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Ote yandan zenogreftler de ¢ok uzun vyillardir gegici deri eslenigi olarak
kullanilmigtir. Bu uygulamalarda genellikle kurbaga, kertenkele, tavsan, kopek ve
domuzlar verici tarler olmuslardir. Zenogreftler, biyolojik olarak aktif bir dermal
matris 6zelligi tagsimasina ragmen insan derisi ile immunolojik farklar gdstermesi

sonucu doku reddi gibi istenmeyen durumlara yol agmaktadir [31].
2.2.2. Doku muihendisligi ve bu yaklagimla yapilan uygulamalar
2.2.2.1. Doku mihendisligi

Doku muhendisligi ve rejeneratif tip, gelisimsel biyoloji ve yasam bilimlerinin bir
arada ve muhendislik prensipleri ile birlikte kullaniimasiyla mevcut klinik sorunlarin
¢oziminl hedefler. ilk kez 1988'de mihendislik prensipleri kullanilarak yasam
bilimlerinin uygulamasi olarak; normal ve patolojik memeli dokularin iglev ve yapi
iligkisini anlayabilmek ve normal doku islevinin gelistiriimesi amaciyla tamamlayici

biyolojik esleniklerin gelistiriimesi seklinde ifade edilmistir [7].

Bu alanda c¢alismalar yuriten arastirmacilar deriden yapay sinirlere ve kalp
dokusuna kadar ¢ok farkli vicut dokusu Uzerinde calisarak cesitli derecelerde
basarilar elde etmektedir. Doku muhendisligi alaninda verilen aruanlerin ileri
nesillerin gelecekte organ nakli ihtiyacini azaltacagdi ve hatta ortadan kaldiracagi

uzerinde durulmaktadir [32].

Deri doku muhendisliginde, hucreler, destek materyali olarak kullanilan hucre
matrisleri ve c¢esitli biyosinyal molekullerinin birarada etkilesim icinde bulundugu

sistemler olusturularak in vivo ve in vitro dokular gelistiriimektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7.Deri doku muhendisligi uygulamalar [7].

Deri doku muhendisligi yaklagimiyla uretilen deri doku eslenikleri, yarayi kalici
veya gegici olarak kapatarak enfeksiyonlara ve sivi kaybina kargi mekanik bir

bariyer olusturmak uzere gelistirilmistir [7].
2.2.2.2. Deri hasarlarn/kayiplari i¢in klinik tedavi yaklagimlari

Klinik tedavide halen uygulanmakta olan otolog deri grefti kullaniminin bazi
kisitlari oldugu yukarida belirtiimisti. Bunlardan ilki, deri hasarinin toplam vicut
yuzey alaninin %50-60"in1 astig1 durumlardir. Bdyle durumlarda, deride verici alan
Uzerinden ilave hasarli deri bolgesi meydana getirilmektedir [20]. Ikincisi,
geleneksel deri greftleme tekniginin yalnizca yari—kat deri saglamasidir. Yari—kat
deri, epidermisin tamamini icermekte fakat dermisin yalnizca ¢ok az bir kismini
kapsamaktadir. Genellikle de skar olusumuna neden olmaktadir. Ayrica verici alan
morbiditesi, hasarli dokuyu ancak gegici bir stre kapatabilmesi, cerrahi uygulama
basamaklarinin fazlahdi ve hasta gdzetim sdrelerinin uzun olmasi gibi diger
problemler, deri kayiplarinda uygulanan tedavinin yonuni doku muhendisligi

yaklasimlarina ¢evirmektedir [33].
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Doku muhendisligi yaklagsimiyla geligtirilen yapay deri greftlerinin kullanilabilirliginin
artmasiyla geleneksel tedavi uygulamalarinda yaganan birtakim sikintilar da
asilmistir. Tedavi imkan ve seceneklerinin artmasi, deri grefti bulma ihtimali dtsik
hastalara iyilesme sansi vermekte; skar kaynakli mortalite ve morbidite riskini

azaltmakta ve genetik modifiye hucrelerin kullanimina da imkan tanimaktadir.

Akut veya kronik deri yaralarinin tedavisi igin son 30 yildir geleneksel tedavi
yontemlerine alternatif olarak gelistirilen deri eslenigi uygulamalari hizla
gelismekte ve hayata gegcmektedir. Henuz bu ¢aligmalar ve urunleri altin standart
olarak bilinen ‘otolog deri greftleri ile rekabet edebilecek duzeyde degildir.
Gunumuzde ulasabilecegimiz hemen her deri esleniginde zayif entegrasyon,
yetersiz damarlasma, greft hatlarinda skar olusumu gdézlenmekte ve normal deri
yapisinda varolan farklilasmis yapilari da icermemektedir. Deri doku mihendisligi
¢alismalarinin amaci da altin standarda olabildigince yaklasmak ve deriye hasar
gbrmeden Once sahip oldugu tum vyapisal ve islevsel Oozelliklerin tekrar

kazandirilmasini saglamaktir [21].
2.2.2.3. Deri doku muhendisligi

ik olarak Rheinwald ve Green’in ¢alismalari deri doku mihendisliginde bir dénim
noktasi olmustur. O tarihten ginimuze yenilenen teknolojiyle birlikte bu alanda

cok cesitli bakis acilariyla klinige aktarilan drtnler gelistirilmistir (Sekil 2.8).

1975’'te Howard Green ve calisma arkadasi James Rheinwald [34] keratinosit
hicre kultar tekniklerinde yeni bir ddonem baslatmislardir. 3T3 fare fibroblastlari,
radyasyona maruz birakilarak Uzerinde keratinositlerin kiltive edilecegi besleyici
bir tabaka yaratiimistir. Ozel besi ortamlari kullanilarak keratinosit hiicrelerinin bu
tabaka Uzerinde katmanli skuamo6z epitelyum tabakasi olusturulmustur. Bu teknik
yardimiyla yaniga bagl deri hasari sonrasi, normal insan derisinden alinan kiguk
bir biyopsi 6rneginden yola ¢ikilarak, hizli bir sekilde ve istenen miktarda kultive
keratinosit tabakalari (CEA) elde etmek miimkiin olmustur. Oyle ki 1-5 cm?lik deri
biyopsi 6rneginden elde edilen hlcrelerle 3 haftalik bir kiltivasyon sonucu toplam
vicut yuzeyinin %70’i yanik nedeniyle hasar gérmis yetigkin deri ylzeyini drtecek
miktarda epitel hicre tabakasi elde edilebilmektedir [35].

ik kez 1981°’de O’Conner ve grubunun [36] yaniga bagli ciddi sekilde deri hasari

bulunan iki kigik ¢ocugu bu teknigi kullanarak tedavi etmesi dikkatleri cekmistir.
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Ardindan Cuono ve ark. (1986) [37] epidermal otogreftleri dermal allogreftlerle
birlikte kullanarak teknige yeni bir boyut kazandirmiglardir. Bunu, Bell
laboratuvarlarinda gelistirilen yeni bir deri eslenigi izlemistir. Fibroblast hicrelerini
iceren kollajen bir matris Uzerinde keratinosit kiltivasyonu ile olusturulan dermal
tabaka, epidermal bir eslenikle tamamlanarak iki-tabakali (bilayer) bir model
olusturulmustur [38]. Organogenesis firmasinin girisimi ile bu yontem ‘Apligraft’
ticari adiyla diyabetik ayak ulserlerinin tedavisi igcin klinikte denenmis ve basaril
sonuglar elde edilmistir [39]. Bugun, kronik yaralarin tedavisi icin ‘Apligraft’ adi
altinda pazarlanan bu urine ulasmak mumkundur. Bunu izleyen c¢alismalarda
Yannas ve Burke, (sigir kaynakl) kollajen ve (kopekbaligi kikirdagindan elde
edilen) kondroitin—6-sulfat iceren dermal bir eslenik Gzerinde silikon 6rtliye sahip
yeni bir deri eslenigi olusturmustur. Yeni trln, ‘Integra Regeneration Template’ adi

altinda klinikte kullanilarak [40, 41] basarili sonuglar elde edilmigtir.

Zaman Cizelgesi

Tam-kat deri Fibroblast-Keratinosit

yamklarmda etkilesiminin anlagilmas:

otogreft kullamim

CAE'mn verici deri i v
: P CEA' ramlk i Cegitli yamk vakalarinda otolog
]].I:I I:rerntmosnt tedav?:;a:nli]injk ile b":hkte dermal keratinosit ve fibroblastlar ile
kiiltivasyonu uygulamalarn eslenik olaralk dermoepidermal deri
= Joullamm sistemlerinin kullanim

I
1995

I I
1975 1990

Keratinosit Ke‘rnti.nusitlerin Allogreft keratinosit
tabakalarnmn greft l;ugalm_a‘ . tabaka uygulamalarinda
olarak kullamm pot.nnsq e]le.n.m.n doku reddi

Sentetik dermal
esleniklerin gelistirilmesi
(Integra)

Sekil 2.8.1970’lerden 2000’li yillara deri doku muhendisliginin gelisimini gosteren

zaman gizelgesi [14].

Keratinosit tabakalarin, klinik uygulamalarda kullanimi kirilganhdi ve greft reddi
nedeniyle oldukga sinirl kalmistir. iste bu ylzden uygun bir biyomalzemede
kiltive edilmis fibroblast hlcrelerinin Uzerinde keratinosit tabakalar olusturularak
daha umut verici sonuglar elde edilmistir [35].

Keratinosit hucre teknolojisi kultive epitel otogreftleri retmek Uzere surekli olarak

gelismektedir. Son olarak hlicre suspansiyonlarinin fibrin igerisinde veya fibrinsiz
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olarak (0r:CellSprays) yarali ylzeye puskurtilmesine yonelik uygulamalar
yapilmaktadir. Myskin® ticari tiriiniinde oldugu gibi hiicre siispansiyonlari kimyasal
olarak tanimlanmis polimer tagiyicilar Uzerinde de yarali bolgeye iletiimektedir
[42]. Bundan bagka kil folikillerinden elde edilen hicrelerin kiltivasyonuyla da
kuguk tabakalar (EpiDexs) elde edilmektedir. MacNeil ve arkadaglari, hala kronik

yaralarin iyilesmesine yonelik bu tur uygulamalar Uzerinde ¢aligmaktadirlar [43].

Deri doku muhendisligi GrUnlerinden beklenen o6zellikler arasinda, yara Uzerini
kapatarak yara yataginin enfeksiyonlara karsi korunmasi, sivi kaybini kontrol
etmesi, skar olusumunu en aza indirmesi, immun yanita neden olmamasi,
damarlasmayi tesvik etmesi, uygun mekanik dayanima sahip olmasi, yara iyilesme
surecini hizlandirmasi, greftin hizh kabul edilmesi, hastanin acisini azaltmasi ve
maliyetinin ulasilabilir olmasi sayilabilir. Belirtilen kriterler, gegici ve kalici yara orta
malzemelerinin hepsi igin gegerlidir [9, 44]. Artik ideal bir deri esleniginden
yalnizca epidermis ve dermisi ikame etmesi degil, ayni zamanda deri
pigmentasyonu, sinirsel algi, vaskuler pleksus (damarlasma agi) ve cesitli deri
uzantilarinin (salgi bezleri, kil folikulleri) olusumu gibi islevlerin de vyerine

getirilmesi beklenir.

Maalesef normal insan derisinin karmasik yapisini tamamen karsilayan bir deri
doku muhendisligi urind henuz mevcut degildir. Yine de birgok deri esleniginin

deri dokusunu kismen ikame ettigi bilinmektedir [20].

Deri doku miihendisliginde kullanilan doku iskeleleri

Deri doku muhendisligi en az 35 yillik arastirma ve bilgi birikimine sahip bir alandir.
Malzeme teknolojisi ile hlcre ve molekuler biyoloji bilgisine dayanan bir disiplin
olan deri doku muhendisliginin en blyuk hedefi karmasik dermo-epidermal deri
esleniklerinin gelistiriimesidir.

Ticari olarak ulasilabilen deri doku muhendisligi Grtnleri, iki boytlu (2B) veya Ug
boyutlu (3B) biyomalzemeler Uzerinde hucre veya biyosinyal molekdl
tasiyabilmektedir. Bu biyomalzemeler dermisi ve/veya epidermisi taklit ederek
tedavide onarim tamamlanincaya kadar yapisal ve islevsel acgidan ekstraseluler
matrisin yerini doldurabilmektedir. Bu agidan oncelikle deri doku muhendisliginde
kullanilan biyomalzemelerin hangi 6zelliklere sahip olmasi gerektigini belirlemek
gerekecektir [14, 45].
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Lie Ma ve arkadaglari, [46] deri doku muhendisliginde kullanilan en yaygin
yaklagim, 3B biyobozunur doku iskelelerinin kayip doku sekline uygun uretilmesi
ve implantasyon sonrasi damarlasma saglanincaya kadar etkinlik gostermesi
gerektigini belirtmislerdir. Biyomalzemelerin modifiye edilmesiyle istenilen fiziksel
Ozellikler kazanilmaktadir. Elektroegirme, fiber baglama, biyobaskilama,
liyofilizasyon, gaz kopuklestirme, yontemleri ile uygun biyomekanik 6zelliklere
sahip 3B doku iskeleleri ve 2B membranlarin tretimleri gergeklestirimektedir [47].
Deri doku muhendisliginde kullanilacak ideal bir doku iskelesi mutlak bir
biyouyumluluk gostermeli, birbirine bagli gozeneklerin, gozeneklilikleri %90 ve
uzeri oranina sahip olmalidir. Bunun yaninda kontrol edilebilir bir biyobozunurluk

profili sergilemeli ve uygun mekanik 6zelliklere sahip olmalidir [46].

Doku iskelesi uiretiminde kullanilan biyvomalzemeler

Deri dokusu, hucrelerin yani sira ¢gézinemeyen ve difize olmayan ekstraselller
matris elemanlarini da icermektedir. Bunlar kollajen, elastin, fibronektin, laminin ve
kondronektin gibi glikoproteinler ile hiyaluronik asit, kondroitin—6-sulfat, dermatan
sulfat ve heparan sulfat gibi glukozaminoglukanlardir [48]. Alternatif doku eslenigi
artnleri olugturmaya yonelik birgok ¢alismada ekstraselller matris elemanlarindan
yola cikilarak hangi tur biyomalzemelerin kullanilabilecegine karar verilmigtir.
Kollajen, fibrin ve hiyaluronik asit bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlardandir [33].

Kollajen, deri doku muhendisligi uygulamalarinda mikemmel biyouyumluluk ve
biyobozunurluk 6zellikleri dolayisiyla en ¢ok tercih edilen biyomalzemeler listesinin
basinda gelmektedir. Ancak biyolojik ortamda hizli bozunmasi ve zayif mekanik
Ozellikte olmasi nedeniyle bazi modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yizden
doku iskelelerinde daha c¢ok capraz bagli kollajen biyomalzemeler tercih
edilmektedir [46]. Kollajeninin immunojenik potansiyeli ve ylksek maliyeti de
unutulmamalidir [49]. Dermagraft®, Apligraft® ve Integra®, kollajen igerdigi bilinen

deri eslenikleri arasinda sayilabilir.

Deri dokusu ekstraseliler matris bilesenlerinden olan hiyaluronik asit, ytksek su
tutma kapasitesine sahiptir. Hiicre gogunu, ¢ogalmasini, granulasyon dokusunda
matris olusumunu ve reepitelizasyonu destekledigi de bilinmektedir [50, 51].
Laserskin®, Hyalomatrix® ve Hyalograft® gibi deri doku miihendisligi Griinlerinin

yapisinda da hiyaluronik asit oldugu bilinmektedir.
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Hidrojeller

Deri yaralarina uygun ve acil mudahalede esas olan mikrobiyal enfeksiyonlarin ve
trans—epidermal su kaybinin 6nlenmesiyle yara onarimini destekleyen bir yol
izlenmesidir. Yapilan galismalar, su tutma kapasitesine sahip biyomalzemelerin
yara iyilesmesini destekledigini gostermigstir. Fibrin, kollajen, kitosan, jelatin, aljinat
gibi dogal biyopolimerlerden ve poli(akrilik) asit, poli(etilen oksit), poli(vinil alkol) ve
polifosfazen gibi sentetik polimerlerden hidrojeller hazirlanabilmekte [49] ve bu

malzemeler deri doku miuhendisliginde kullaniimaktadir.

Kitosan ve kitosan bazh doku iskeleleri

Kitosan, kitinin kismi deasetilasyonuyla elde edilen lineer bir polisakkarittir. Kitin,
deniz kabuklularinin ve bdceklerin kabuklarinda, mantarlarin hicre duvarinda
bulunmaktadir ve p-(1—4) ile baglanmis 2-asetamido-2-deoksi-3-D-glukoz

birimlerini icermektedir (Sekil 2.9).

HH

HO ~c HO
NH |

Sekil 2.9.Kitosanin molekiler yapisi [52].

Kitosanin antifungal ve bakterisidal karakteri, oksijen gecirgen 6zelligi, yara—yanik
tedavisi ile ilgili calismalarda neden bu kadar yaygin olarak tercih edildigini
aciklamaktadir. Kitosan, fiber, membran, doku iskelesi ve stinger formlarinda

hazirlanarak doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir [52, 53].

Kitosanin biyouyumlulugu ve yara iyilesmesi Uzerindeki olumlu etkileri yapilan
calismalarla kanitlanmistir. Bu c¢alismalarda, kitosan bazli yara 0ortu
malzemelerinin, farkli dokularin onarimini hizlandirdigi, yara kontraksiyonunu
kolaylastirdigi ve interldkin-8, prostaglandin gibi c¢esitli enflamatuar ajanlarin
salimini duzenledigine isaret edilmigtir [52] (Sekil 2.10).

Antimikrobiyal, antifungal ve yara iyilesmesini tetikleyen ozellikleriyle kitosan,

hasarli deri dokusunun tedavisinde kullanilan bandajlarda ve yara ortl

malzemelerinin yapisinda yer almistir. Bunlar arasinda; Chitodine®, Chitoflex®,
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Chitopack® Chitopoly®,  Chitosan Skin®, Chitoseal®, Clo-Sur®, Crabyon®,
HemCon®, Tegasorb® TraumaStat® ve Vulnosorb® ticari isimleriyle bilinen riinler

de bulunmaktadir.

Skan Kii¢tiltiir
Doku iskelesi

olarak kullambr
P
) N, ({’.‘// /f ‘.,Y'e-ni dOIT‘L-lyll
Enfeksiyonlara karsx\ Ry gliglendirir

bariyer olugturur

s 33
e A

2, S
// Tyilesme igin

l“' > protein kaynadi

i 4 = __,é:—-— Enflamasyon

87

2 '»" ) bolgesindeki
‘ ‘ stviy1 absorblar

i "‘r_—;\,......--—' Sinir u&;lanm bloke
i\

Pihtilagmay1
destekler

@ ederek agmy1
hafifletir

Sekil 2.10.Kitosanin yara yatagindaki etkisi [54].

Kitosanin kollajen, hidroksiapatit ve jelatin gibi dogal polimerlerle olan karigimlari

malzemenin biyolojik aktivitesini arttirmaktadir [53].

Kitosan bazli malzemeler; elektroegirme, liyofilizasyon, gaz kopuklestirme ve
mikrodalga temelli fabrikasyon yontemleriyle fiber, membran ve 3 boyutlu doku
iskesi formlarinda Uretilerek doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir
[46, 55-57].

Jelatin ve jelatin bazh doku iskeleleri

Kollajenin ugli-heliks yapisinin kiriimasiyla elde edilen jelatin, sicaklik degisimiyle
birlikte kolayca jel halini alabilmektedir. Jelatin Tip A ve Jelatin Tip B olmak Uzere
iki tip jelatin bulunmaktadir. Jelatin Tip A formu termal denatirasyon oncesi asidik
muamele ile hazirlanirken Tip B formu, alkali muamelesi ile elde edilip yuksek

karboksilik 6zellige sahiptir [49].

Jelatini, doku muhendisliginde c¢ok sik tercih edilen bir biyomalzeme yapan
Ozellikleri; dusuk maliyeti, yuksek biyouyumlulugu, hucre yapigsmasini arttirmasi,
hicre cogalmasi, gocu ve farklilasmasini desteklemesi olarak siralanabilir [58].
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Kollajen, derinin en onemli bilesenlerinden olmasina ragmen kollajenden
turevlenen jelatin immunojenik reaksiyona yol agmamasi ve daha ucuz bir
malzeme olmasi nedeniyle deri doku muhendisligi uygulamalarinda daha ¢ok
tercih edilmektedir [48].

Jelatin bircok kez kitosan bazli malzemelere katilarak biyolojik aktiviteyi
arttirmigtir. Yapisinda bulunan Arg-Gly-Asp (RGD) benzeri aminoasit dizisi ile
hicre yapismasini tesvik etmekte, hlicre géguni desteklemekte ve kitosan—jelatin
polimer karigimlarinin  biyolojik  Ozelliklerini  zenginlegtirmektedir.  Jelatinin
yapisinda bulunan serbest karboksil gruplari katyonik yapidaki kitosan ile hidrojen

bagi olusturarak agsi bir yapi meydana getirmektedir [58].

Fibrin ve fibrin bazh doku iskeleleri

Fibrin, dncull fibrinojen monomerinin meydana getirdigi bir biyopolimerdir. Kirkbes
nm uzunlugunda ve 340 kDa agirhiginda olan fibrinojen normalde insan kan
plazmasinda 1.5-3 mg/mL konsantrasyonunda bulunan fibroéz bir glikoproteindir.
Ug cift polipeptid zincirden (Aa, BB, y) meydana gelmektedir. A ve B polipeptidi 29
disulfid bagi ile biraraya gelmistir. Protein yapi birbirine bagh 3 nodul Gzerine
kuruludur (Sekil 2.11). Merkezi nodul E bdlgesi olarak isimlendirilerek 6 zincire ait
N terminal uglarinin kdkenini olusturmaktadir. Zincirler iki set halinde ve heliks

sarmal yapida D boélgesi olarak isimlendirilen u¢ nodile baglanirlar [59].
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Sekil 2.11.Fibrinojenin yapisal gérunumu ve fibrine dénusima [60].
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Fibrin, fibrinojen ve trombin olmak Uzere iki bilesenden meydana gelir. Fibrinojen,
koagulasyon kaskadinin hedef proteinidir. Kanda ¢oézundr bir makromolekul olan
fibrinojen, proteolitik bir enzim olan trombinin etkisiyle fibrin formunu alarak kanda
¢6zlnmez bir jel (piht1) olusturmaktadir (Sekil 2.12). YUksek mekanik dayanimi ve
proteaz direnci sayesinde, kan kaybinin dnlenmesi ve yara iyilesmesini tesviki
bakimindan gereklidir [61]. Vaskuler yaralanmanin ardindan fibrin, hemostatik
pithtinin temel proteinini olustururan fibrin homeostaz, yara iyilesmesi,
enflamasyon, anjiyogenez ve bazi biyolojik fonksiyonlar agisinda da énemli bir
proteindir [62].

Sekil 2.12.Fibrin pihtiya ait taramali elektron mikroskobu goéruntileri.
(A) Saflastinimis fibrinojene trombin eklenmesiyle elde edilmis pihti. Olgek, 5 pm.
(B) Kan pihtisina ait alektron mikroskopisi. Platelet agregatlari, eritrositler,

lokositler ag yapisi icerinde hapsolmus durumda. Olgek, 10 5 um [62].

Olusan fibrin jelin yapisi polimerizasyon kosullariyla dogrudan iligkilidir. Fibrin
ipliklerin kalinligi, dallarin uzanisi ve jelin gbdzenek boyutu polimerizasyon
degiskenlerine baglidir. Ornedin trombin konsantrasyonunun digmesiyle fibrin
ipliklerin kalinh@r artmakta ve ipliklerin kesisme noktalariyla birlikte gbzenek

boyutlari da azalmaktadir [61].

Fibrin yapistirici yapiminda kullanilacak kan, bir kan havuzundan temin ediliyorsa
her zaman igin bulasici hastalik tasinma riskini tasimaktadir. Ancak verici
taramasi, 1sil iglemler, kandan taginabilecek viruslerin inaktivasyonu igin kullanilan
deterjan ¢oOzeltileri ile bu Uranler daha guvenli hale getiriimektedir [63]. Bulagsici
hastalik riskini tamamen ortadan kaldirmak amaciyla da Vivostat® veya
Croyoseal® -FS® gibi sistemler kullanilarak otolog kandan fibrinojen

uretilebilmektedir.
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Fibrinin kullanim alanlari

1998’de FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onay alarak etkin bir
sekilde oncelikle klinikte tamamlayici tedavi olarak kullaniimaya baslanmistir.
Kanamay durdurmak igin, cerrahide dokulari yapistirmak amaciyla (suttr yerine)
ve deri greftelerinin, yerine entegre edilebilmesi i¢in kullaniimaktadir. Son yillarda
yapilan klinik ve deneysel calismalarda fibrin yapigtiricilarin, lenfatik yapistirici
olarak [64] kullaniminin yaninda, doku muhendisliginde ve ila¢ iletiminde de

kullaniimaya baslanmistir [65].

Doku muhendisliginde, fibrin iskelelerin en sik kullanilan formlari; fibrin hidrojeller,

fibrin yapistiricilar ve fibrin mikroboncuklardir (fibrin micro bead) [35, 66].

Fibrin yapistiricilar, fibrin hidrojellerden farkli olarak, ylksek saflikta fibrin ve

trombin ¢ozeltisi ile hazirlanmaktadir [67].
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Sekil 2.13.Hucre enkapsule edilmis fibrin jel [68].

Fibrin—fibrinojen doénusumlerinin fizyolojik dodasi endojen faktorlerin olusan jelin
icerisine hapsolmasina izin vermektedir [68] (Sekil 2.13). Keratinositlerin fibrin
icerisinde suspanse edilerek hasarli bolgede kullaniimasi tam—kat deri yaralarinin

tedavisinde etkili bir yontemdir.

Vucutta hasarli bolgelerin onariminda, doku-spesifik buylime faktorlerinin kontrollt

bir sekilde hedef bolgeye verilmesinde de fibrin malzemelerden yararlaniimaktadir.

29



In situ enjekte edilebilir bir jel olmasi, biyobozunur 6zelligi ve dogal yara iyilesme
surecini tetiklemesi bakimindan fibrin, ¢ok cazip bir malzemedir. Ayrica, fibrin
yapigtiricilarin in vivo ve in vitro fibroblast ve keratinosit buyumesini de
destekledigi bilinmektedir [63, 69]. Huicre tutunmasini, proliferasyonunu,
farkhlasmasini ve gogunu destekleyen fibrin yapistirici, biyomimetik bir yara yatagi

gibi davranmaktadir [68].

Fibrin tek basina veya bagka malzemelerle karistirilarak doku iskelesi olarak
kullanihp kok hucre veya primer hucreler yag dokusu, kemik, kalp, kikirdak,
karaciger, sinir doku, tendon ve ligamentlerin yenilenmesinde kullaniimaktadir
[67].

Ticari olarak bulunabilen BioSeed-S® [70], AcuDres®, Allox® ve Cyzact® gibi bazi

deri doku muhendisligi Grtinlerinin yapisinda fibrin bulunmaktadir.

Deri doku mithendisliginde kullanilan hiicre tipleri

Hucreler, doku muhendisliginin birincil elemanlaridir. Doku iskeleleri ile birlikte
hicre, biyosinyal molekulleri ve mikrogevre etkilesimi doku mihendisligi kavramini
olusturmaktadir. Buradaki en édnemli soru, dogru hicre tiplerinin hangi kaynaktan
saglanacagidir. Doku muahendisligi c¢alismalarinda ¢esitli  hicre hatlari
kullanilabildigi gibi, kok hucreler veya farkhlasmis somatik hlcreler de hucre
kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Hicre populasyonlari, lokal, sistemik veya
progenitor (6ncll) hicreler olarak siniflandirilabilmektedir. Deri doku muhendisligi
calismalarinda, keratinosit hicreleri, fibroblastlar, melanositler, kil folikGlu kdkenli
hlcreler ve cesitli dncul hicreler kullaniimaktadir. Halen kullanilabilen birgcok deri
esleniginde agirlikli olarak keratinosit ve fibroblastlar kullaniimaktadir. Ancak ileri
nesil biyomuhendislik Grand, deri esleniklerinin iceriginde deri dokusunda yer alan

diger hucre tiplerinin kullaniimasi da s6z konusudur [7].

Deri doku miihendisligi yaklasimiyla liretilmis ticari iiriinler

ideal bir deri esleniginin, yara i¢ ylzeyini nemli tutmasi, gaz degisimine izin
vermesi, mikroorganizmalara kargi koruyucu bir bariyer gibi davranmasi beklenir.
Bunlarin yaninda kullanilan biyomalzemenin toksik ve allerjen olmamasi da istenir
[52].
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Klinisyenlerin deri doku hasarlarinin tedavisinde kullanabilecegi ¢ok sayida deri
doku muhendisligi UriGnU mevcuttur ve bunlarin her biri ¢ok gesitli 6zelliklere
sahiptir. Deri egslenikleri, Cizelge 2.1’de bilesenlerine ve uygulama o6zelliklerine

gore siniflandiriimistir.

Cizelge 2.1.Deri doku eslenigi tranlerin gesitli 6zelliklerine gore siniflandirilmasi.

Ozellik Siniflandirma

. . = Epidermal
Anatomik Yapisina Gore

= Dermal
= Dermo-epidermal (kompozit)

= Gegici
Dokuda kalis suresine gore =  Kalicl

=  Kismen kalici

= Biyolojik: Otolog, allojenik, zenojenik

Biyomalzeme tirtine gore = Sentetik: Biyobozunur, biyobozunmaz

Hucresel bilesenine gore = Hdacreli
*= Hucresiz

Epidermal ortii olarak kullanilan ticari liriinler

Rheinwald ve Green’in (1975) [34], Kkeratinosit kiltivasyon teknikleri hizli bir
sekilde gelistirilerek klinik uygulamalara transfer edilmistir. Kiiglk bir deri biyopsisi
orneginden izole edilen keratinositler 2 ila 3 hafta icerisinde g¢ogaltilarak vicut
yuzeyinin buyuk bir kismini ortebilecek miktarda hicre tabakasi elde
edilebilmektedir. Cizelge 2.2’de mevcut epidermal ortllerin dzellikleri ile birlikte bir

listesi gorulmektedir.

Dermal ortii olarak kullanilan ticari uiriinler

Tam-kat deri kayiplarinin tedavisinde hem epidermal bilesene hem de dermal
bilesene ihtiyagc vardir ve bu bilegenler sirasiyla biraraya getiriimelidir. Yara
yataginda damarlagsmaya ihtiya¢ oldugundan oncelikli olarak dermal eslenigin
uygulanmasi beklenir [9]. Cizelge 2.3te mevcut dermal deri eslenikleri

listelenmigtir.

31



Dermo-epidermal ortu olarak kullanilan ticari uriinler

Hucreler, polimerler ve ¢ozulebilir ajanlarin organize olmasiyla insan derisinin

anatomi ve fizyolojisi taklit edilmektedir (Sekil 2.14).

dogal/sentetik
matris

rejenerasyon igin \

dnemb biviime
faktorleri

: ’ ve sitokinler /
fibroblastlar/fibrositler

endotel hilereler/perisitler -
P preadipositler
R b\

-

onciil hiicreler

kil foh'ia;'ll hiicreleri
Sekil 2.14.Dermo-epidermal ideal deri eglenigi [21].

Epidermal bariyerin goérevi sivi kaybini ve enfeksiyonu énlemektir ve epidermisin
parenkimal hdcreleri keratinositler tarafindan olusturulmaktadir. Ancak birgok
arastirmacinin  ortak gorusu; kuiltive keratinosit tabakalarinin  tam-kat deri
kayiplarinda tek basina yeterli olmadigi, beraberinde bag dokuyu tamamlayacak
bir bilesene de ihtiya¢ duyuldugu yénindedir. Fibrovaskiler doku, yapiya mekanik
dayanim kazandirir, epidermisi beslemek tizere damar agi igerir. Dermo-epidermal
kompozitler, normal dokunun histolojik yapisini taklit ederek epidermis ve dermis
esleniklerini bir araya getirir. Yapisal benzerlik ayni zamanda iglevsel benzerligi de
getirir. Ancak ayri ayri epidermal ve dermal esleniklerle karsilastinidiginda bu
sistemlerin maliyetinin ¢cok daha fazla oldugunu kabul etmek gerekir [13].
Halihazirda ticari olarak ulasilabilen en 6nemli dermo-epidermal deri eslenigi

Apligraf® (Sekil 2.15) adi altinda Organogenesis firmasi tarafindan Uretilmektedir

[9].
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Sekil 2.15.iki tabakali, dermo-epidermal deri eslenigi Griinii (a) Histolojik yapisi

(b) ve nomal deri doku histolojisi ile benzerligi (c).

33



Cizelge 2.2.Ticari olarak ulasilabilen, klinik ve laboratuvar uygulamalarinda kullanilan, epidermal deri eslenikleri [7].

Ticari isim Uretici Greft Tipi Hicre Kaynagi Biyomalzeme iskele Hicre Kullanim
Kaltara omru

CellSpray Clinical Cell Culture Hucre solisyonu | Kiiltive veya kiiltive olmayan | - - - Kalici
keratinosit

Kullanimi/Ustiinlikleri | Aktif keratinosit hiicreleriyle desteklenmis erken dénem yara ortiisii

Kisitlari Yalnizca yari kat deri kayiplarinda veya verici alani desteklemek icin kullanihr

Epicel Genzyme Biosurgery Hucre tabakasi Konfluent kiltive otolog | Gazl bez destegi ile Sentetik in vitro Kalici
keratinositler

Kullanimi/Ustiinliikleri | Minimum doku reddi riski, genis bir alana uygulama imkani

Kisitlari Uretimi zaman alir, biillere neden olabilir, dermal destege iihtiyag vardir, yiiksek maliyet, kisa raf émrii

Epidex Modex Therapeutiques Hucre tabakasi Konfluent kiiltive otolog kil | Silikon membran Sentetik In vitro Kalici
folikli hiicresi

Kullanimi/Ustiinlikleri | Kronik {lser tedavisinde etkili, hiicre gogalma kapasitesi yiiksek

Kisitlari Kirilgan bir trlin, hazir olmasi 6 hafta alir, kullanimi ve uygulamasi zor

EpiBase Laboratoires  Genevrier, | Hiicre tabakasi Konfluent kiltive otolog | - - In vitro Kalici

Sophia Antipolis keratinositler

Kullanimi/Ustiinliikleri | Kalsifilakside* etkin bir sekilde kullaniimaktadir

Kisitlari Derin dermal kayiplarda kullanimi etkili degildir

MySkin Cell Tran Ltd Hicre ekilmis | Kiltive otolog keratinositler | Sentetik  silikon destek | Sentetik In vitro Kalici

doku iskelesi tabakasi ve 6zel bir orti

Kullanimi/Ustiinliikleri | Néropatik, bazi ve diyabetik Glser tedavisinde etkin kullanim

Kisitlari Hucre buyumesi yaklagik 2 haftayi bulur, uygulama tekrari gerekebilir, derin yaralarin tedavisinde tek bagina kullanimi yeterli degildir

BioSeed-S Bio Tissue Technologies Hucre ekilmis | Fibrin  matris  (zerinde | Fibrin yapistirici Allojenik In vitro Kalici

doku iskelesi kiltive otolog keratinositler

Kullanimi/Ustiinliikleri | Rekalsitrant venoz iilser tedavisinde etkili, gelenksel tedaviye gore yara iyilesmesinde neredeyse %50 etkinlik artisi

Kisitlari Yan etkileri tam olarak bilinmiyor

LaserSkin Fidia Advanced | Hucre ekilmis | Konfluent kiltive otolog | Hiyaluronik asid | Rekombinant | /n vitro Kalici

Biopolymers doku iskelesi keratinositler esterlerinden uretilmis
matris

Kullanimi/Ustiinliikleri

Hiyaluronik asit, mekanik dayanimi arttirir ve keratinositlerin yara yatagina gécini tesvik eder, iyi greft tutunmasi, dlgik enfeksiyon riski

Kisitlari

Hiicre gogaltmak 3 haftayi bulabilir, bliylik 6lgekte klinik denemelere ihtiyac vardir

34




Cizelge 2.2. (devami)

Ticari isim Uretici Greft Tipi Hiicre Biyomalzeme | iskele | Hiicre | Kullanim
Kaynagi Kiltiirti | omri
Cryo Skin Altrika Ltd. Hiicre ekilmis doku | Kryoprezerve | Silikon destek | Sentetik | /in vitro | Kalic
iskelesi monolayer
keratinostiler
Kullanimi/Ustiinlikleri Bacak Ulserlerinde etkin kullanim
Kisitlari Uygulama tekrar gerektirir, iyilesme 24 haftayi bulabilir, yara enfeksiyon riski vardir
LyphoDerm Cell Tran Ltd. Hiicre Liyofilize Hidrofilik jel - in vitro | Gegici
edilmis
kiltive
allojenik
keratinositler
Kullanimi/Ustiinlikleri Lizat, gesitli blylime faktérleri ve sitokinler icerir
Kisitlari Geligtiriimesi gerekir
ReCell Avita Medical Ltd [ Hiicre | Kiltive degil | - | - - | Kalici
Kullanimi/Ustiinlikleri Skarin rengini normal deri rengine esitlemek amaciyla melanositler icerir
Kisitlari Cocuklarda %2, yetiskinde %4’ten az viicut yizey alaninin tedavisinde kullanilabilir
Suprathel Bio Med Sciences Hiicresiz - DL laktik asit | Sentetik - Gegici
bazli yara
ortisu
Kullanimi/Ustiinliikleri Yari- kat deri yaniklarinda, soguk yanmlari ve Lyell sendromunda etkin kullanim, uzun raf émr, Ustiin antiseptik 6zellik
Kisitlari Uygulama 6ncesi bekletildiginde ve derin yaniklarda basari orani diser
EpiSkin SkinEthic Laboratories Hucre ekilmis doku | Allojenik Kollajen Sentetik | in vitro -
iskelesi kiltive matris
keratinositler

Kullanimi/Ustanl{ikleri

Deri irritasyon testlerinde hayvan modellerin yerine ve in vitro fototoksik potansiyelin degerlendiriimesinde kullanim

Kisitlar

Tum toksisite testleri icin gecerliligi yoktur
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Cizelge 2.3.Ticari olarak ulasilabilen, klinik ve laboratuvar uygulamalarinda etkili, dermal deri eslenikleri [7].

Ticari isim Uretici Greft Tipi Hiicre Kaynagi Biyomalzeme iskele Hiicre Kiiltiirii Kullanim émri
Alloderm Life Cell Corporation | Hicresiz - insan kadavra | Allojenik In vivo Kalici
kaynakh selller,
liyofilize, dermis
Kullanimi/Ustiinlikleri immiintnojenitesi disik , 2 yil raf émri, tam-kat deri yaniklarinda basarili uygulamalar, rekonstriiksiyon, rinoplasti, periodontal cerrahi,
subkutanoz mastektomi ve gesitli fiztlir rekonstriksiyonlarinda kullanim
Kisitlar Hastalik bulagsma riski, doku reddi riski, 6ngérilemeyen slrelerde damarlasma goérllmesi, etik kisitlar, bazi klinisyen ve hastalar
tarafindan tercih edilmeyebilir
Dermagraft Advanced Hiicre ekilmis doku | Kiiltive allojenik | Silikon film, naylon | Zenojenik ve | In vitro Kalic
BioHealing Inc. iskelesi neonatal mes, GAGlar ve | sentetik
fibroblastlar domuz dermal
kollajeni ile 3D doku
iskelesi
Kullanimi/Ustiinlikleri Neonatal fibroblastlar hizlica cogalip kollajen ve GAG sentezleyerek yara iyilesmesini destekelerler ve diyabetik yaralarda kullanim
Kisitlar Hastalik bulagsma riski ve doku reddi riski, cok basamakli uygulama ve yiksek maliyet
Permacol Tissue Scence | Hucresiz - Domuz kaynakl | Zenojenik In vivo Kalici
Laboratories plc aselller matris
Kullanimi/Ustiinliikleri Fibroblast cogalmasini destekler, immiinojenik degildir ve abdominal duvar rekonstriiksiyonunda kullanim
Kisitlar Uygulamada epidermal grefte ihtiyaci, bazi durumlarda damarlasma gelismeyebilir
Transcyte Advanced Hiicre ekilmis doku | Allojenik  neonatal | Domuz dollajeni ile | Zenojenik ve | Invivo Gegici
BioHealing Inc. iskelesi insan demal | kapli naylon mes | Sentetik
fibroblastlari silikon bir membran
Uizerine tutturulmus
Kullanimi /Ustiinliikeri 2. ve 3. derece yaniklarda basarili sonuglar, dondorulmus olarak 1,5 yil raf 6mri
Kisitlar Doku reddi riski, fibroblast kaynakli deride hastalik riski, mes biyobozunur 6zellikte degildir
Integra Integra Neuro | Hucresiz - Polisiloksan yalanci | Zenojenik ve | Invivo Kismen kalici
Sciences epidermis, c¢apraz | sentetik
bagh sigir tendon
kollajen Tip 1,
kopekbaligi kaynakl
kondroitin sulfat ve
GAG
Kullanimi/Ustunlikleri Polisiloksan membran yerine 2 hafta sonra otogreft koyulur, dermal bilesen fibroblast ve keratinosit gogalmasini destekler, simdiye kadar
>10000 kiside kullaniimistir, estetik sonuclari basarili, iyi bariyer fonksiyonu ve ¢ok kisa olmayan raf émri
Kisitlar Hazir olmasi 3 hafta alir, tedavinin basarisi yara yataginin titiz bir sekilde temizlenmesine baglidir
SureDerm HANS BIOMED | Hiicresiz - Liyofilize Insan yari- | Allojenik In vivo Kalic
Corporation mes dermis

Kullanimi/Ustiinliikleri

Hipertrofik skar ve yanik gibi hasarli yumusak dokularin tedavisinde kullanim, uzun raf émrii(yaklasik 2 yil)

Kisitlari

Sonradan deri grefti gerektirir, uygulama 6ncesi nemlendiriimeli
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Cizelge 2.3. (devami)

Hiicre Kaynagi

Ticari isim Uretici Greft Tipi Biyomalzeme iskele Hiicre Kiiltiirii Kullanim émrii
KaroDerm Karocell Tissue | Hucresiz - Insan aseliiler dermis | Allojenik In vivo Kalici
Engineering AB
Kullanimi/Ustnliikleri Deri grefti ile birlikte dermal eslenik olarak kullanilabilir
Kisitlari Hastalik bulagsma riski, doku reddi riski, sonradan deri grefti gerekir
GraftJacket Wright Medical | Hucresiz - Insan aseliiler yari- | Allojenik In vivo Kalici
Technology mes dermis
Kullanimi/Ustinlikleri Tendon ve alt ekstremitelerin (ylzeyel veya derin )yara iyilesmesinde kullanim
Kisitlar Yaniklarda kullanimi az oldugundan istatiki bir verim orani bilinmiyor
Terudermis Olympus Terumo | Hucresiz - Liyofilize gapraz bagh | Zenojenik ve sentetik | /n vivo Kismen kalici
Biomaterial Corp. (s1gir) kollajen
stinger ve silikon
Kullanimi/Ustinlikleri Derin yaniklarda etkili, deri fleplerinde verici alanin rejenerasyonunda kullanim
Kisitlari Tammalayici olarak yari-kat deri grefti gerekir
EZDerm Brennen Medical, | Hucresiz - Capraz bagh (aldehit | Zenojenik In vivo Gegici
Inc. ile) kollajen (domuz
derisi)
Kullanimi/Ustinlikleri Yari-kat deri yaniklarinin tedavsinde biyoaktif 6rti olarak kullanim
Kisitlar Etkisi sentetik 6rtli malzemlerinden ¢ok farkli degidir
Matriderm Dr. Suwelack Skin | Hicresiz - Kollajen tip I,IIl ve V | Zenojenik In vivo Kalici

and HealthCare AG

liyofiize (a elastin
hidrolizati ile kaph
sigir demisi kaynakli)

Kullanimi/Ustiinliikleri

Yari-kat deri grefti ile bi

rlikte kullanimi oldukga etkili, tek basamakli cerrahi uygulama, nekroza ugramis defektlerde kullanim, asil tendonu onariminda kullanim

Kisitlari

Otogreft gerekir

Srattice

LifeCEIl Corporation

Hucresiz

Domuz dermisi ve
polisorbat

Zenojenik ve sentetik

In vivo

Kalici

Kullanimi/Ustiinliikleri

Meme rekonstriiksiyonunda kullanim, ventral hernida potansiyel kullanim,enfekte bolgelerin tedavisinde etkili, Alloderme gore etik olarak daha tartismasiz, fasiyal

defektelerin onariminda uygun gerilme 6zellikleri

Kisitlar

Rejenerayonun gerceklesmesi icin hasarsiz doku ile temasta bulunmali

OASISWound Matrix

Cook Biotech Inc.

Hucresiz

Kolajen matris
(liyofilize domuz
incebagirsak
mukozasi)

Zenojenik

In vivo

Kalici

Kullanimi/Ustiinliikleri

Kronik yaralarda etkili kullanim, hizl iyilesme profili, in vitro epidermal farkliilasmayi ve bazal membran olusmunu destekler, minimal kas kontraksiyonu

Kisitlari

*HA, hayaluronik as

37




3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde, tez galismasi kapsaminda gercgeklestirilen deneysel ¢calismalarla ilgili
ayrintih  bilgilere yer verilmigtir. Calismada kullanilan kitosan-jelatin  bazli
supergozenekli hidrojellerin tretim basamaklari agiklanmig ve elde edilen trtnlerin
fizikokimyasal karakteri; SEM, TGA, FTIR, mekanik dayanim, sisme kapasitesi,
yogunluk analizi ve bosluk kesri ¢alismalari ile belirlenmistir. Son olarak kitosan-
jelatin bazli doku iskeleleri ve fibrin yapistirici kullanilarak olusturulan asimetrik
deri sisteminin hazirlanisina ve bu sistemde yer alan keratinosit-fibroblast

ko-kultirine yonelik deneysel ¢alismalara yer verilmigtir.
3.1.Kullanilan Malzemeler

Kitosan-jelatin hidrojellerin dretiminde kullanilan %85 ve Uzeri deasetilasyon
derecesine sahip, orta molekdl agirlikli  kitosan Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan ve kitosani ¢ézmek icin kullanilan asetik asit, Riedel de Haen (ABD)
firmasindan temin edilmistir. SUpergdzenekli hidrojellerin Uretiminde kullanilan
jelatin, domuz derisinden uretilmis olup tip A jelatindir ve Sigma (ABD) firmasindan
alinmistir. Capraz baglama islemi icin kullanilan glioksal Sigma-Aldrich (Almanya),
gaz kopuklestirmek amaciyla kullanilan sodyum bikarbonat (NaHCO3) ise British
Drug Houses Ltd (ingiltere) firmasinin Grinidar.  Kitosan-jelatin - bazli
supergodzenekli  hidrojellerin  sterilizasyonunda ve iskelelerin  kararliiginin
saglanmasinda kullanilan etil alkol (%96) Colony Sugar Mills (Pakistan)

firmasindan temin edilmistir.

Taramali elektron mikroskopisi Oncesi hucrelerin sabitlestiriimesi (fiksasyon)
amaciyla kullanilan gluteraldehit ¢ozeltisi, Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan,
orneklerin dehidre edilmesi amaciyla kullanilan hekzametildisilazan (HMDS)
Sigma (Almanya) firmasindan saglanmistir. Sisme testinde kullanilan PBS (fosfat

tampon ¢ozeltisi) Lonza (Belgika) firmasindan alinmigtir.

Hucre kalturt calismasinda kullanilan Detroit 551 dermal fibroblast hiicreleri ATCC
(American Type Culture Collection, ABD) hiicre bankasindan tedarik edilmigstir. Ko-
kultur calismasinda kullanilan insan keratinosit hicre hatti, HS2 ise karakterize
edilmis olarak Ege Universitesi, Biyomihendislik Blim{ 6gretim Uyesi Prof. Dr.
ismet Deliloglu Giirhan’in Hayvan Hiicre ve Doku Mihendisligi Laboratuvar’ndan

saglanmistir.
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Detroit 551, dermal fibroblast hucrelerinin gogaltilmasi ve kultive edilmesi igin
kullanilan Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ve HS2 hucrelerinin
cogaltimasi ve kiltivasyonu igin kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium:Ham’s F12 Mixture (DMEM:Ham’s F12, (1:1)) isimli besi ortamlari Lonza

(Belgika) firmasindan alinmigtir.

Hlcre besi ortamlarina eklenen FBS (fotal sigir serumu) Sigma (ABD)
firmasindan, penisilin/streptomisin ¢dzeltisi ise Biological Industries (israil)den
tedarik edilmigtir. Hucrelerin tripsinizasyonu igin Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10
mM EDTA) ¢ozeltisi Sigma (ABD) firmasindan saglanmistir.

Hucre canliigini ve aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan MTT analizinde
kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromir (MTT) ¢bzeltisi Sigma-
Aldrich (Almanya) firmasindan, izopropil alkol Aklar Kimya (Turkiye) ve HCI (%37)

Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Keratinosit hlcrelerinin doku iskelesi Uzerine hucre tabakasi halinde tasinmasi
amaciyla kullanilan fibrin yapistirici, TISSEEL® Baxter (ingiltere) firmasindan

tedarik edilmigtir.

Immiinohistokimya calismalarinda kullanilan formaldehit Merck (Almanya), ksilen

ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

RT-gPCR (gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu) analizi icin RNA

izolasyonunda kullanilan Trizol Invitrogen (ABD) firmasindan tedarik edilmistir.
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3.2.Kitosan-Jelatin Bazli  Siipergozenekli Hidrojellerin  Uretimi ve
Karakterizasyonu

Sunulan tez calismasi kapsaminda iki tabakali deri eslenidi sistemini olusturmak
uzere kullanilan kitosan-jelatin stipergézenekli hidrojeller (SPH), mikrodalga isima

ve gaz kopuklestirme yontemlerinin es zamanli kullaniimasiyla sentezlenmistir.
3.2.1. Kitosan-jelatin bazli supergozenekli hidrojellerin liretimi

Kitosan-jelatin SPH’lerin Uretim regetesinin olusturulmasinda, Begkardes ve ark.,
[71] tarafindan Uretilen stpergdzenekli kitosan hidrojellerin Uretim yontemi esas

alinmigtir.

Kitosan-jelatin bazli hidrojellerin sentezi igin, 0.2 g kitosan, 0.1 M asetik asit
cOzeltisi icerisinde yaklasik bir giin boyunca manyetik karigtirici ile karistirilarak
¢Ozdurllmustir. %2 (w/v) oraninda hazirlanan kitosan ¢ozeltisi kaba filtrasyonla
filtre edilerek ¢ozelti igerisinde Kirlilik olusturabilecek buyluk partikiller

uzaklastirimistir.

Jelatin ¢ozeltisi %2 (w/v) oraninda distile su icerisinde hazirlanip yaklasik 4 saat
manyetik karistiricida karistirilarak ¢ozdartlmustir. En uygun kitosan—jelatin
oraninin belirlenmesi amaciyla kitosan:jelatin icerigi sirasiyla 1:3, 1:1 ve 3:1 (v/v)
oranlarinda denenerek en kararli jellesmenin 3:1 oraninda kullanilan kitosan-jelatin

¢Ozeltisi ile saglandigina karar verilmistir.

Ayri ayri hazirlanan kitosan ve jelatin ¢ozeltileri 3:1 (v/v) oraninda karistiriimistir.
Polimer karisimi icerisine gozenekliligi saglamak amaciyla NaHCO3; ve capraz
baglayici ajan olarak da glioksal eklenip ¢ozelti karisimi hizlica homojenize
edilmigtir. 4 mL kitosan-jelatin ¢Ozeltisi icin 4 pL glioksal (%40 wt) ve 12 mg
NaHCO3 kullaniimistir. 24 go6zIU hicre kiltar kaplarinin her bir gézine (1.6 cm
cap) 2 mL hacminde dokilen karisim 120 s boyunca 90 Watt guclindeki
mikrodalga 1sima (Milestone, Italya) etkisine maruz birakilmistir. Es zamanh olarak
jelasyon ve capraz baglanma gerceklestiginde, 24 gozIlu hucre kultir kabinin kalip
olarak kullaniimasiyla silindirik formda hidrojeller elde edilmigtir. Hidrojeller 1
dk’dan daha kisa bir sure etil alkol (%100) icerisinde bekletilerek kararlliklari
saglanmistir. Bu sirada alkol ve su molekullerinin yer degistirmesiyle hidrojel
hacminde azalma gdézlenmistir. Etil alkol ortamindan alinan hidrojeller, distile su

icerisinde yaklasik 2 dk bekletilerek yapidaki safsizliklar uzaklastinimistir. Distile
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su igerisinde sgisirilen hidrojeller -20°C’de 3-4 saat bekletilip yapisindaki su,
dondurularak kristalize edilmigtir. -20°C’de bekletilen hidrojeller -80°C’de ¢alisan
liyofilizatérde (Christ, Almanya) 1 gln boyunca liyofilize edilmistir (Sekil 3.1).
Hidrojel yapisindaki gozeneklerin ¢okmesini engellemek amaciyla %96’lik etil
alkolde 6 saat bekletilerek kararlliklari saglanmig, etil alkolin tamamen
uzaklastirlmasi amaciyla da 1 gece boyunca yeniden liyofilizasyon islemi
uygulanmigtir.
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Sekil 3.1. Kitosan-jelatin hidrojellerin mikrodalga isima varliginda gaz
kopuklestirme yontemi ile sentezlenmesi.

3.2.2. Kitosan-jelatin bazh siipergozenekli hidrojellerin karakterizasyonu

Kitosan-jelatin hidrojellerin  fizikokimyasal acidan karakterize edilmesi igin

gergeklestirilen analizler asagida ayrintili bir bicimde anlatiimigtir.
3.2.2.1. Taramal elektron miksroskopisi (SEM)

Kitosan-jelatin doku iskelelerinin ylzey ve kesit morfolojileri, Carl-Zeiss EVO 506P
(Almanya) taramali elektron mikroskobu ile Hacettepe Universitesi, Jeoloji BéIimd,
Elektron Mikroskopisi Laboratuvari’nda incelenmistir. SEM ile goruntlleme 6ncesi,

kitosan-jelatin iskele 6rnekleri altin-paladyum ile kaplanmistir. iskele gézenek gapl,
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SEM goruntuleri Uzerinden Wayne Rasband tarafindan gelistirilien Image J

programi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.2.2. Sigme testi

Calisma kapsaminda hazirlanan kitosan-jelatin hidrojellerin dinamik sisme
deneyleri fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, pH=7.4) ve 37°C’deki etiivde (Nuve EN
500, Tarkiye) gerceklestirilmistir.

Sisme testi icin kuru agirliklari bilinen 9 mm ¢ap ve 2 mm kalinhigindaki hidrojel
diskleri belirli zaman araliklarinda ortamdan uzaklastirilip ylzey nemi alinarak
hassas terazide Precisa 205 A SCS (+ 0.0001 g duyarlilik, isvigre) tartilmistir.

Dinamik sisme denemeleri 3 paralel érnek kullanilarak gravimetrik tayin yontemi ile
gerceklestirilmistir. Polimerlerin sisme oranlart (Q), kuru agirliklart Wy, ve t

zamanindaki agirhgi, W; ile Esitlik 3.1’den hesaplanmistir.

W, — W,
Q= We — Wo) Esitlik (3.1)
Wo

3.2.2.3. Termogravimetrik analiz (TGA)

Calismada kullanilan hidrojellerin termal davranigi, termogravimetrik analizor
(TG/DTA 6300 Sl EXSTAR 6000, Seiko Instruments Inc., ABD) ile incelenmistir.
TGA calismasi; 25-600°C sicaklik arahdinda, 10°C/dk isitma hizi ile azot

ortaminda yuratulmagtar.
3.2.2.4. Mekanik dayanim testi

Kitosan-jelatin hidrojellerin mekanik dayanim testleri icin 9 mm ¢ap ve 4 mm

kalinhktaki érnekler, 37°C’de PBS (pH=7.4) icerisinde sisirilerek, kullaniimistir.

Sikistirma testleri, 2 mm/dk sabit capraz bashk hizinda, 0.02 N yik ile
gergeklestirilmistir (Zwick/Roell Z250, Almanya). Her bir doku iskelesi igin
baslangi¢ sikistirma moduld, gerilim-gerinim egrilerinin dogrusal bolgesinin egimi

alinarak hesaplanmistir.
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3.2.2.5. Fourier donusumli toplam yansimasi azaltlmis kizilotesi
spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Kitosan-jelatin iskelelerde —OH, —CH,, —CH3, -NH, -C-0, —-C=0 gruplari ve amid
Il bandi 400-4000 cm™ dalga boyu aralifinda ATR-FTIR (Thermo Scientific
Nicolet iS10, ABD) ile belirlenmistir.

3.2.2.6. Bosluk kesri analizi

Kitosan-jelatin hidrojellere ait bosluk kesri analizi, 37°C sabit sicaklikta ve PBS
(pH 7.4) ile gercgeklestiriimistir. Kuru hidrojellerin yapisina aldigi PBS hacmini
belirlemek icin Burette Digital Il aparati (Brand, Almanya) kullaniimis ve bosluk
kesri Esitlik 3.2’de gosterildigi gibi hesaplanmistir. Buna gore; D, iskelelerin sismis
haldeki ¢apini (cm); L, kalinligi (cm); V, kuru iskelenin absorpladigi ¢ézelti hacmini

(mL); p ise ¢dzelti yogunlugunu (g/mL) ifade etmektedir.

Bosluk kesri = [tD?/4]L/V.p Esitlik (3.2)

3.2.2.7. Yogunluk tayini

Yogunluk tayini icin 10 mm c¢apa ve 2 mm kalinliga sahip disk formundaki kuru
hidrojeller kullaniimistir. Kuru hidrojelin kitlesinin belirlenmesi igin analitik terazi ile
tartimlari yapilmigtir. Hidrojelin hacmi ise ¢ozucu yer degistirme metoduyla
belirlenmistir. Bu amagla hidrojel tarafindan absorplanmayan oldukca hidrofobik bir
organik ¢ozucu olan n—hekzan kullaniimigtir. Hidrojel disk, pens yardimiyla
n-hekzana daldiriimig ve daldirmadan 6nce ve sonra okunan hacim degerleri
arasindaki fark alinarak kuru hidrojel diskin hacmi belirlenmistir. Ug paralel 6rnek
ile yurutulen ¢alismada, hidrojellerin yogunlugu, kuru hidrojelin kitlesinin, hacmine

boélinmesi ile hesaplanmistir [72].
3.3.Hiicre Kiulturii Cahigmalari
3.3.1. insan dermal fibroblastlarinin ve keratinositlerinin kiiltivasyonu

ATCC’den alinan insan derisi kaynakl Detroit 551 htcrelerinin kiltivasyonunda,
Eagle’s Modified Essential Medium (EMEM) besi ortami, %10 (v/v) FBS ve 100

U/mL penisilin+100 mg/mL streptomisin ile zenginlestirilerek kullaniimigtir. Hlcre
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kultar calismalari igin insan kaynakli immortalize keratinosit, HS2 hucre hatti Ege
Universitesi, Biyomihendislik Bolimi 6gretim (yesi Prof. Dr. ismet Deliloglu
Gurhan’in Hayvan Hucre Kiltiri ve Doku Miuhendisligi Laboratuvar’'ndan temin
edilmigtir. HS2 hucreleri, %5 FBS (v/v) ve 100 U/mL penisilin + 100 mg/mL
streptomisin katkill DMEM:Ham’s F12 (1:1) ile kultive edilmistir.

Hicre kultari calismalarinda, hiicrelerin inkiibasyonu %5 CO7'li 37°C’deki

inkibatorde (Heraus Instruments, Almanya) gergeklestirilmistir.

3.3.2. Hicre Kkiltiri c¢ahsmalarinda kullanilacak kitosan-jelatin doku

iskelelerinin sterilizasyonu

Kitosan-jelatin bazli doku iskeleleri, ultra saf su ile hazirlanan %70’lik etil alkol
icerisinde vakum etkisiyle ¢okturulerek etil alkolin doku iskelelerinin gézenekleri
icerisine niifuz etmesi saglanmistir. iki saat % 70’lik etil alkolde bekletilen drnekler,
hacrelerin TCPS (tissue culture polystyrene) ylzeyine yapismasini engellemek
amaciyla 6nceden Parafilm® ile kaplanmis 24 g6zlU steril hicre kultar kaplarina
yerlestirilerek 45 dk UV (ultraviyole) i1sida maruz birakilmistir. Doku iskelelerin
yapisinda kalan etil alkoliin uzaklastiriimasi icin steril PBS ile 2 kez yilkama iglemi
yapiimistir. Doku iskeleleri htcre ekimi dncesi, inkubatorde %10 (v/v) FBS katkili

EMEM ortaminda bir gece bekletilmistir.
3.3.3. Hiicre kultlra sistemlerinin hazirlanmasi
Hucre kaltart ¢alismalar 4 farkl kiltGr grubu Gzerinden ylrataimustar. Bunlar;

Kitosan-jelatin hidrojellerde Detroit 551 kalturu
Kitosan-jelatin hidrojellerde Detroit 551 ve HS2 ko-kulturu
Fibrin yapistirici igerisinde HS2 kaltaru

A

Detroit 551 hacreleri ekilmis kitosan-jelatin hidrojelleri tGzerinde HS2

iceren fibrin yapistirici tabakasindan olusan asimetrik kultir sistemi.

Her bir gruba 7, 14 ve 21. glnlerde MTT analizi, SEM yontemi ile goruntuleme,
immunohistokimya ve RT-PCR analizleri uygulanarak 28 gin boyunca hucre-
malzeme ve hucre-hlcre etkilegsimleri incelenmigtir. Kultir sisteminin her bir grup
icin kurulumu ve takibi Sekil 3.2°de sematik olarak goOsteriimis ve asagida

aciklanmistir.
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3.3.3.1. Kitosan-jelatin doku iskelelerinde dermal fibroblastlarin (Detroit 551)

kiiltivasyonu

Kitosan-jelatin doku iskelelerine Detroit 551 hiicreleri, 1.3x10° hiicre/iskele
yodunlugunda (30 pL’lik hicre suspansiyonlari ile) ekilmistir.  Hucre
kaltivasyonunda %10 (v/v) FBS ve 100 U/mL penisilin+100 mg/mLstreptomisin
iceren EMEM besi ortami kullaniimistir. inkiibasyon %5 COli 37°C’deki
inkibatorde (Heraus Instruments, Almanya) 28 gun boyunca devam etmis ve besi

ortamlari iki giinde bir %50 oraninda yenilenmigtir.
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Sekil 3.2. Dort farkh hicre kultir sisteminin kurulumu ve takibi.

3.3.3.2. Kitosan-jelatin doku iskelelerinde dermal fibroblast ve keratinosit ko-

kaltira

insan dermal fibroblast hiicreleri, Detroit 551 ve keratinosit hiicreleri, HS2
kitosan-jelatin SPH doku iskelelerinde kultive edilerek 28 gin boyunca takip
edilmistir. Dokuz mm cap ve 2mm yiikseklikte olan doku iskeleleri iizerine 1.3x10°
hucre/iskele yogunlugunda dermal fibroblast hicresi ekilmistir. Yedi gun boyunca
%10 (v/v) FBS ve 100 U/mL penisilin+100 mg/mL streptomisin iceren EMEM besi
ortami ile %5 CO.'li 37°C’deki inkibatorde kultive edilmistir. Bir haftalik dermal
fibroblast kiiltivasyonunun ardindan HS2 hiicreleri 1x10° hiicrefiskele
yogunlugunda, dermal fibroblast iceren doku iskelelerine ekilmistir. Ko-kultartn
kultivasyonunda %5 (v/v) FBS ve 100 U/mL penisilin+100 mg/mL streptomisin
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katkill DMEM: Ham'’s F12 (1:1) besi ortami (HS2 besi ortami) ile %10 FBS (v/v) ve
100 U/mL penisilin+100 mg/mL streptomisin katkill EMEM besi ortami (Detroit 551
besi ortami) 1:1 oraninda karistinlarak kullanmimigtir. Kaltivasyon %5 CO3’li
37°C’deki inklibatérde 28 gun daha devam ettiriimis ve besi ortamlari ginasiri

%50 oraninda tazelenmistir.

3.3.3.3. Fibrin yapistirici icerisinde keratinosit kultivasyonu ve iki tabakali

deri modelinin hazirlanmasi

Calismada TISSEEL® isimli fibrin yapistirici kullaniimistir. Baxter (ABD)
firmasindan temin edilen fibrin yapistirici kit, liyofilize fibrin proteini, fibrinoliz
inhibitorad (aprotinin), liyofilize trombin ¢ozeltisi ve CaCl, ¢ozeltisi olmak Uzere 4
flakon icermektedir. Liyofilize yapistirici protein ¢ozeltisi ve trombin c¢ozeltisi

asagida aciklandigi gibi hazirlanmigtir.

i. Liyofilize vyapistirici protein konsantresi’nin (Fibrinojen ¢ozeltisi)

hazirlanmasi

1. Yapistirici protein c¢ozeltisi ve fibrinoliz inhibitdr ¢ozeltisi 37°C’ ye kadar
isitilir.

2. Fibrinoliz inhibitér ¢ozeltisi, yapistirici protein konsantresi iceren flakon
icerisine aktarilarak 1 dk, 37°C’ de tutulur.

3. Flakon kopurtmeden calkalanir.

ii. Trombin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1. CacCl, ¢ozeltisi, trombin igeren flakon igerisine transfer edilir. Kisa bir sire
calkalanir.

2. Karisim, kullanilincaya kadar 37°C’de bekletilir.
Fibrinojen ve trombin c¢ozeltileri PBS ile slspanse edilen HS2 hicreleri ile

karistiriimistir. Calisma, 1x10° hiicre/iskele yogunlugunda hiicre ile yapilmistir.

Yirmi bes pL fibrinojen ile karistirilan 5x10° HS2 hiicresi ve 25 pL trombin ¢ozeltisi
icerisinde slispanse edilen 5x10° HS2 hiicresi doku iskeleleri (zerinde
birlestiriimistir. Ardindan, fibrin yapistirici icindeki HS2 hiicreleri, 7 giin énce 3x10°
hicre/iskele yogunlugunda dermal fibroblast (Detroit 551) ekilerek kultive edilen
kitosan-jelatin doku iskeleleri Uzerine tasinmistir. %5 CO,’li 37°C’deki inklbatorde

28 gun devam eden kultivasyon icin HS2 besi ortami ile Detroit 551 besi ortami
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1:1 oraninda karistirilarak kullaniimistir. Besi ortamlari gunasiri %50 oraninda

yenilenmistir.

Fibrin yapistirici icerisindeki keratinositlerin kitosan-jelatin doku iskelelerinin
Uzerine tasinmasinin yaninda ayr bir kiltivasyon grubunda da fibrin yapistirici
icerisinde keratinosit hucreleri hicre kultur kaplarinda 28 gun boyunca takip
edilmistir. Fibrin jel icerisinde keratinosit kultivasyonu yapilacak hacre kaltur
kaplarinin ylzeyi purtzlendirilerek fibrin jelin blzilmesi engellenmigtir. %5 (v/v)
FBS ve 100 U/mL penisilin+100 mg/mL streptomisin katkih DMEM: Ham’s F12
(1:1) besi ortami ile %5 CO7li 37°C’de inkube edilen keratinosit iceren fibrin

yapistiricit érneklerinin besi ortamlari ginasiri % 50 oraninda tazelenmistir.
3.3.4. MTT analizi

Doku iskeleleri icerisindeki Detroit 551 hcreleri ile fibrin yapistirici icerisindeki
HS2 hdcrelerinin canlihk ve mitokondriyal aktiviteleri MTT tuzunun mitokondriyal
enzimler tarafindan formazan kristallerine indirgenmesi prensibine dayanan MTT
analizi ile belirlenmistir. 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromir (MTT)
¢Ozeltisi hicre mitokondrisinde, mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile mor renkli
formazan kristallerine donusturilmektedir. Meydana gelen formazan kristallerinin

yogunlugu hucre canlilik ve aktivitesi ile iligkilidir.

Hucre kultlr gruplarinda 1., 3., 5., 7., 21. ve 28., glinlerde MTT analizleri 3 paralel
ornek kullanilarak gergeklestiriimistir. Bunun icin, hucre kultir érnekleri Uzerindeki
besi ortamlar uzaklastinlip MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) ve serum katkisiz besi
ortami 1:10 oraninda eklenerek 37°C’de inkube edilmigtir. DOrt saat inkiUbasyonun
ardindan doku iskeleleri ve fibrin yapistirici 6rneklerinin Uzerindeki ortamlar
uzaklastirlip 400 uL (0.04 M HCI iceren) izopropil alkol ¢dzeltisi eklenerek
formazan kristallerinin ¢dézlinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 200 pL
cekilerek 96-g6zIU kaltur kaplarina aktarilmis ve 690 nm referans olmak tzere 570
nm’de spektrofotometrik (Asys UVM 340, Avusturya) olarak olg¢ulerek optik

yogunluk belirlenmistir.
3.3.5. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Hucrelerin doku iskelesi ve fibrin jel igerisinde gosterdigi morfolojik degisimleri,

hicre-hicre, hiicre-doku iskelesi ve hucre-fibrin yapistirici etkilesimlerini belirleyen
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mikroyapilari incelemek amaciyla hicre kultirinun 7., 14., ve 21. gunlerinde,

SEM (ZeissEvo 50, Almanya) ile goruntulemeleri yapilmistir.

SEM goériuntileme igin alinan o6rneklerin fiksasyonunda, ilk olarak Uzerlerindeki
besi ortami uzaklastiriimistir. Ornekler iki kez PBS (pH=7.4) ile yikanarak
%2.5'luk (v/v) gluteraldehit c¢ozeltisi igerisinde +4°C’de 30 dk bekletilmigtir.
Fiksasyonun ardinan ornekler, PBS igerisinde +4°C’de saklanmigtir. SEM’'de
goérintileme déncesi incelenecek drnekler dehidrasyon iglemi icin 2’ser dk sure ile
ve sirastyla %30, %50, %70, %90, %100, (v/v) etanol ¢dOzeltilerinden gegirilip
hekzametildisilazan (HMDS) igerisine alinarak burada 5 dk bekletiimis ve
dehidrasyon iglemi tamamlanmigtir. Oda sicakhginda kurutulan o6rnekler, altin-

paladyum ile kaplanarak SEM ile gorintilenmisgtir.
3.3.6. Histolojik boyama ¢aligmalari

Detroit 551 ve HS2 ekilmis doku iskelesi ornekleri ve fibrin yapistirici igerisinde
HS2 ile kultive edilen 6rnekler 7., 14., 21. ve 28. gunlerde; %4’luk formalin
cOzeltisi ile 2 saat fikse edilmistir. Formalini uzaklastirmak igin 1 gece durgun suda
bekletilen 6rnekler, alkol tespiti ile dehidre edilmistir. Dehidrasyon asamasinda
ornekler, 1’er saat sirasiyla %70, %80, %95 ve %100 etil alkol serilerinden gegirilip
ksilen igerisinde 1.5 saat bekletilmistir. Parafinin stper gézenekli doku iskeleleri
icerisine nufuz etmesi icin vakum etliviinde 1 saat 60-65°C’de bekletildikten sonra
ornekler parafin bloklar icerisine gdmulmustir. Mikrotom cihazinda (Leica, ABD )

10 pm’lik parafin kesitler lam yuzeyine alinmistir.

Histolojik ve immin boyama igin preparatlara 6nce deparafinizasyon iglemi
uygulanmigtir. Deparafinizasyon basamaginda preparatlar 5’er dk, olmak Uzere
sirasiyla ksilen, %100, %96, %80, %70 etil alkol ve distile su serilerinden

gegirilerek PBS igerisine alinmistir.

Histolojik boyama icin hematoksilen ve eozin boyalart (H&E) kullaniimigtir.
Boyama isleminde standart H&E boyama protokoli uygulanmistir [73]. Ancak
kitosanin asitte ¢d6zundugu bilindiginden kitosan-jelatin bazli doku iskeleleri igin

asit-alkol muamelesi basamagi atlanmistir.
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3.3.7. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Kitosan-jelatin ve/veya fibrin jel ile olusturulan kiltur sistemlerinde mono ve ko-
kaltar olarak gogaltilan Detroit 551 ve HS2 hicrelerinin farklilagmalari kollajen1
(COL1), fibronektin (FN), lorikrin (LOR) ve keratinl4 (KRT14) gen ifade

duzeylerine bakilarak incelenmisgtir.

RNA izolasyonu

Hucre kulturlerinin 7., 14. ve 21. gunlerinde doku iskeleleri ve fibrin jel dérnekleri
RT-PCR analizleri icin —80°C’ye kaldiriimistir. Orneklerden RNA izole edilecegi
zaman her bir tupe 1000 pL Trizol eklenerek 25-30 s vortekslenmis ve 2 sa
+4°C’de bekletilmistir. Daha sonra drneklere 200 pL kloroform eklenerek 15-20 kez
asag! yukari calkalanmis ve oda sicakhiginda 2-3 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda Ornekler, +4'C'de 10 dk 13,000 rpm’de santriftjlenmistir. Ustte toplanan
sulu RNA fazi yeni bir Eppendorf tipe aktarilarak Gzerine esit miktarda %70 etanol
cOzeltisi eklenmistir. Etanol ile karistirilan sulu RNA fazi RNeasy spin kolona
aktariimis ve 13,000 rpm’de 15 s santrifij edilmistir. Bu asamada elde edilecek
RNA’daki, DNA kontaminasyonunu azaltmak igin Qiagen RNase Free DNase Set
kullanilarak kolon Gzerinde DNase uygulamasi yapilmistir. Tipln altinda toplanan
sivi uzaklastirilarak kolon uzerine 350 pyL RW1 (guanidin tiyosiyonat igeren
tampon c¢ozeltisi) c¢ozeltisi eklenmistir. 13,000 rpm’de 15 s santrifigasyon
uygulandiktan sonra tupte toplanan sivi yeniden uzaklastinimistir. Her bir 6rnek
icin 10 yL DNase stok solusyonu 70 pL RDD (tampon c¢ozelti) ¢ozeltisi ile
karigtirilarak hazirlanan karisim dogrudan spin kolon membran Uzerine gelecek
sekilde birakilarak oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan 350 yL RW1 ¢ozeltisi spin kolona eklenerek 13,000 rpm’de 15 s santrifijj
edilmistir. TUpUn altinda toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra spin kolona 500 pL
RPE (yikama ¢ozeltisi) ¢ozeltisi eklenerek 13,000 rpm’de 15 s santriflj edilmistir.
Tdplun altinda toplanan sivi uzaklastiriimis ve spin kolona tekrar 500 yL RPE
cOzeltisi eklenerek 13,000 rpom’de 15 s santriflijlenmistir. Bu asamadan sonra spin
kolonda ylkama c¢oOzeltisinin tamamen uzaklagtiriimasi igin toplama tupu atilip
yenisi kullaniimis ve 13,000 rpom’de 2 dk santrifuj edilmistir. Daha sonra kolonlar
1.5 mL’lik santrifij tuplerine yerlestirilerek membran Uzerine en az 30 pL olacak
sekilde beklenen RNA miktarina bagli olarak, RNase-DNase icermeyen steril su
eklenerek 13,000 rpm’de 1 dk santrifij edilmistir. Spin kolon membraninda tutunan
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RNA, su ile birlikte membrandan ¢ekilerek santriflj tipunde toplanmistir. Santrif(j
tupunde toplanan bu pellet, RT-PCR igin kullanilacak saf RNA izolatidir. Elde
edilen RNA miktarini belirlemek igin NanoDrop 2000 cihazi ile 6lgum yapilmistir.

cDNA Sentezi ve Reverse Transcriptase gPCR Analizi

RT-PCR analizi, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 HotFirePol®
EvaGreen® qPCRMixPlus (Estonya) Kkitleri ile LightCycler® Nanolnstrument
(Roche, Almanya) cihazinda yapilmistir. cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile
40°C’de 120 dk’da gercgeklestiriimistir. PCR kosullari ise 95°C’de 900 s
denaturasyon, 95°C’de 15 s, 60°C’de 20 s ve 72°C’de 20 s olmak uzere 45 dongu
ve son olarak 60°C’de 20 s ve 95°C ‘de 0.1°C/s artigla 20 s olacak sekilde erime

dongusu seklinde uygulanmigtir.

Korunmus gen olarak B-actin kullaniimig ve COL 1, FN, LOR, KRT14 genlerinin

primer dizileri Cizelge 3.1’de verilmigtir. Analiz sonuglari bagil gen ekspresyonu

2 -AACT

olarak verilmigtir. Alinan veriler, yontemine gore hesaplanmigtir.

Cizelge 3.1. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri.

Sembol Gen Primer dizisi (5'>3) Gen Bankasi
Accession No

B-Actin  Beta Aktin  F:5-TCCTGTGGCATCCAC-3' NM_001101
R:5-GAAGCATTTGCGGTGGACGAT-3'

CoL1 Kollajenl F:5-TGTTCAGCTTTGTGGACCTC-3' NM_000088
R:5-TTGGTGGGATGTCTTCGTCT-3'

FN Fibronektin F:5-CAAGTATGAGAAGCCTGGGTCT-3' NM_212482
R:5-TGAAGATTGGGGTGTGGAAG-3'

LOR Lorikrin F:5-CTACCTGGCCGTCCAAATAG-3' NM_000427
R:5-CAGCATTCTCCAGACATC-3'

KRT14 Keratin 14 F:5-CTCAGCATGAAAGCATCCC-3' NM_000526

R:5-TCCAGCAGGATCTTGTACTC-3'

F:Forward, R: Reverse
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3.4.istatistiksel Analiz

Tez galismasinda elde edilen veriler istatistiksel olarak olarak GraphPad Software
Instant programi kullanilarak degerlendirilmigtir. Veriler U¢ deney igin ortalama +
standart sapma degerleri ile belirtilip farkli gruplarin istatistiksel karsilastiriimasi
icin Student’s t-testi kullaniimis ve p-degerinin 0.05'ten az oldugu durumlar anlamli

kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu basglik altinda, tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalara
ait sonuglar sunularak, elde edilen verilere iligkin tartismalar yapiimistir. ilk olarak
iki tabakali asimetrik deri eslenigi sisteminde kullanilan kitosan-jelatin doku
iskelelerine ait karakterizasyon calismalarinin sonuglarina yer verilmistir.
Ardindan, deri doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimasi amaclanan deri
eslenigi modeli degerlendiriimek Uzere insan kaynakli HS2 ve Detroit 551
hdcreleriyle in vitro ve durgun kosullarda yuratulen hdcre kultira ¢alismalarinin

sonuglari paylagiimigtir.
4.1.Kitosan-Jelatin/Fibrin Yapistirici ile Olusturulan iki Tabakal Deri Eslenigi

Deri  kayiplarinin  tedavisinde vyari-kat otogreftler ¢ok yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak bu malzemeler derin yaniklarin tedavisinde yeterli
olamamaktadir. Sunulan calismada, kaybedilen dermis yatagini doldurarak
buradaki doku rejenerasyonuna yardimci olmak igin polimerik bir doku iskelesi
hazirlanmistir. Bu amagla kitosan-jelatin supergdzenekli hidrojellerin iki tabakal

deri modelinin dermis tabakasini olugturmasi ongorulmustar.

Deri dokusunun organize ve katmanli yapisinda birgok hlicre tipi yer almaktadir.
Ancak deri dokuda en ¢ok bulunan hucreler; epidermal tabakaya hakim olan
keratinositler ve dermiste bulunan temel hicre tipi olan fibroblastlardir. Calismada,
kitosan-jelatin doku iskelelerinde insan kaynakli dermal fibroblast (Detroit 551)
hicreleri kultive edilirken, Gzerini ortecek fibrin yapistirici tabakanin icerisinde ise

yine insan kaynakl keratinositler (HS2) kultive edilmigtir.

Buglne kadar yapilan transplantasyon denemelerinin literatire kazandirdigi en
onemli bilgi, epidermis ve dermis eslesmesinde epidermal buyime ve
farkhlasmanin epitelyal-mezenkimal etkilesimlerle kontrol edilebildigidir [17]. Doku
muhendisligi yaklagimiyla gelistirilen deri eslenikleri icin de aradaki bazal
tabakanin 6Gnemsenmesi gerektigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla dnerilen
deri modelinde epidermis-dermis temasinin saglanmasi i¢in etkilesime izin

verecek bir keratinosit tasiyici malzeme olan fibrin yapistirici kullaniimistir.

Fibrin yapistiricinin deri greftlerinin transplantasyonunda ve doku muhendisligi

artnlerinin bilesiminde yaygin kullanima sahip oldugu ilgili literatirde de yer

almaktadir [35, 63, 65, 74]. Sunulan tez galismasinda da, bu bilgilerin 1s1§inda, iki
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tabakali deri eslenigi modelinin tamamlanmasi igin keratinosit hicre tabakasi,
kitosan-jelatin doku iskelesinde kultive edilen Detroit 551 hucrelerinin olusturdugu

dermal tabaka Uzerine fibrin yapistirici igerisinde tagsinmistir.

Olusturulan deri modelinde keratinosit hicre kuiltiri dermal bilesen Uzerinde
fibroblast kultivasyonuyla es zamanli olarak devam ettiriimigtir. Boylece, kultive
keratinosit tabakalarinin taginmasi ile ilgili kisitlar ortadan kaldirilmigtir. Bu
yontemle, keratinosit tabakalarinin laboratuvarda énceden doygunluga ulagmalari
(tabaka olusturmalari) igcin gereken zaman kazaniimistir ki bu sire genellikle 3
haftayr bulmaktadir. Keratinosit tabakalarinin kirilgan olmalari nedeniyle
tasinmalari sirasinda yapi batunlukleri bozulabilmektedir, fakat uygulanan yontem
bu riski ortadan kaldirmaktadir [75].

Sonug olarak sunulan tez calismasinda, deri doku muhendisligine yonelik iki
tabakali deri dokusu esleniginin olusturulmasi hedeflenmigtir. Kitosan-jelatin
supergozenekli hidrojeller, Detroit 551 hucreleri igin doku iskelesi olarak
kullanilarak deri dokusunun dermal tabakasi olusturulmustur. Keratinosit hucreleri
ise fibrin yapistirici icerisinde kitosan-jelatin/Detroit 551 hicrelerinden olusan
kultar sistemi Uzerine taginarak iki tabakali asimetrik yapi elde edilmistir. Sekil 4.1

ile yontemin yolizi sematik olarak gosterilmistir.
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Detroit-551 hiicreleri HS2 hucreler @
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Kitosan-jelatin/Detroit-551 Kitosan-jelatin/ Detroit-551+ Fibrin yapistinci/HS2

Sekil 4.1.Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin yapistirici/HS2 ile olusturulan iki tabakal
deri modeli.

4.1.1. Kitosan-jelatin bazli doku iskelelerinin tretilmesi

Malzeme bilimi ve muhendislik prensipleriyle yaklasinca doku, htcre ve hicre digi
matrisin (ECM) bir arada bulundugu bir yapi olarak gorulebilir. Glikoproteinler,
kollajen ve glukozaminoglukanlardan (GAG) meydana gelen bir agd olusturan ECM,
doku muhendisligi uygulamalarinda yapay bir iskele tarafindan taklit edilmektedir.
iskelenin amaci, hiicre tutunmasini tesvik eden bir yapi olarak hiicre cogalmasini
engellemeden farklilagmaya olanak saglayarak yeni dokunun sekillenmesine
rehberlik etmektir. Bu nedenle hicre digi matris materyallerini taklit eden
biyopolimerler kullanarak uygun bir deri eslenigi modeline ulagsmak mimkin
olacaktir [76].

Malzeme secimi

Dogal bir polisakkarit olan kitinden turevlenen kitosan, dusuk maliyetli ve blyuk
Olcekte uretilebilir olmasinin yanisira yuksek biyouyumlulugu ve anti-mikrobiyal
Ozellikleri sayesinde doku muhendisligi uygulamalarinda buyuk bir ilgi gormektedir.
Yapisal olarak glukozaminoglukanlara benzer olmasi da biyoyuyumlulugunu

arttirmaktadir.
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ideal bir deri esleniginin antijenik dzelliginin olmamasi, su kaybini engellemesi ve
bakteriyel gevreye karsi direng gostermesi beklenmektedir [15]. Kitosan, ylksek
oranda su tutabilme kapasitesi, antibakteriyel yapisi ve hemostatik 6zellikleri ile
ideal bir deri eslenigi malzemesidir [77]. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda doku

iskelelerinin hazirlanmasi igin kitosan polimerinin kullanilmasina karar verilmigtir.

Kitosan, lizozim enzimiyle hidrolize ugrarken yapisinda bulunan amino sekerlerini
salmaktadir. Bozunma hizi deasetilasyon derecesine bagh olarak degisen
kristalinitesiyle iliskilidir. YUksek deasetilasyon derecesine (>%85) sahip kitosan
dusuk bozunma hizina sahiptir. Tigh ve ark.[78] tarafindan yapilan ¢alismada
yuksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanin dusuk deasetilasyon (<%85)
derecesine sahip kitosana goére hicre yapismasini ve c¢ogalmasini daha iyi
destekledigi gosterilmigtir. Bu nedenle yapilan ¢alisma kapsaminda yuksek

deasetilasyon derecesine (>%85) sahip kitosan kullaniimasi tercih edilmistir.

Kitosanin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini gelistirmek icin, diger polimerlerle
olusturdugu karigimlar da biyomuhendislik uygulamalarinda arastirma konusu
olmustur. Ozellikle de jelatin ile birlikte kullanimi, jelatin yapisindaki arjinin-glisin-
aspartik asit (Arg-Gly-Asp) gibi RGD-benzeri aminoasit dizileri sayesinde hucre
yapismasini ve go¢unu desteklemektedir. Jelatin, uygun pH degerinde kitosan ile

biraraya geldiginde polielektrolit bir kompleks ortaya ¢ikmaktadir [79].

Kitosan-jelatin malzemelerden doku muahendisligi uygulamalarinda basaril
sonuglar [77, 80] alinmasi nedeniyle sunulan c¢alismada da kitosan-jelatin

malzemenin kullaniimasi tercih edilmistir.

Deri, kikirdak ve kemik doku muhendisligi gibi ¢esitli uygulamalarda kitosan-jelatin
bazli doku iskeleleri gluteraldehit gibi ajanlarla c¢apraz baglanarak siklikla
kullaniimaktadir. Bu tez calismasinda kitosan-jelatin doku iskelelerinin Uretiminde
capraz baglayici olarak gluteraldehite gore daha az toksik oldugu bilinen glioksal
[48, 81-85] kullaniimigtir.

Kitosan ve glioksal arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonu, kitosanda bulunan
serbest amino gruplari ile glioksalin aldehit gruplari arasinda meydana gelen Schiff
baz reaksiyonu ile gerceklesmektedir [56, 86]. Glioksal ayni zamanda jelatinin

yapisinda da bulunan amin gruplarina kolayca baglanmaktadir [87].
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iki ya da daha fazla sayidaki capraz bagl polimerin fiziksel olarak birlesmesi ile
meydana gelen vyapilar IPN yapi (interpenetrating polymer network) olarak
bilinmektedir [88]. Sunulan c¢alismada da kitosan ve jelatinin es zamanlh olarak

capraz baglanmasiyla kitosan-jelatin IPN yapi elde edilmigtir.

Fabrikasyon yontemi

Doku muhendisligi uygulamalarinda uygun bir deri doku eslenigi olusturmak igin
biyouyumlu 6zellikteki polimerlerden gesitli fabrikasyon teknikleriyle doku iskeleleri
hazirlanmaktadir. Bdylelikle hidrojellerden acgik gobzenekli yapilara ve fibréz
matrislere kadar gok genis bir yelpazede doku iskeleleri uretilebilmektedir [52, 89,
90].

Gaz kopuklestirme yontemi kullanilarak hizli sisme 6zelligine ve i¢sel baglantil
gbzeneklere sahip super gbézenekli hidrojeller (SPH) Uretilebilmektedir [88].
Gozenek boyutlart 10-1000 um arasinda degisen SPH’ler yuksek gdzenek ¢aplari
ve sisme oranlari sayesinde besin maddelerinin, metabolitlerin ve buyime
faktorlerinin  gecisi, hudcrelerin doku iskelesinin iclerine kadar nUfuz ederek

cogalmasi gibi doku muhendisligi acisindan oldukga fazla avantaja sahiptirler [91].

Mikrodalga teknigi, polimerizasyon reaksiyonlarinda; hizli, homojen ve etkin bir isi
transferi saglayan bir yontem olarak reaksiyon kosullarina ¢ok kisa surelerde
ulasilmasina olanak saglar [92]. Bu nedenle, polimer teknolojisinde mikrodalga
Isima yonteminden yararlaniimaktadir [93, 94]. Sunulan ¢alismada mikrodalga
IsSima yontemi kullanilarak capraz baglanma reaksiyonu sirasinda, I1sinmanin
molekuler duzeyde olmasi, tim molekullerin egit derecede i1sinmasi, reaksiyon
karisiminin, gcapraz baglanmanin baslayacagi sicaklik ve pH kosullarina daha kisa

surelerde ulasmasi saglanmistir.

Deri doku muhendisliginde kullanilmak Uzere uygun bir deri eslenigi tasarlanmasi
amaclanan bu calismada, kitosan-jelatin karisimi ile supergdzenekli hidrojellerin
sentezlenebilmesi icin eszamanli mikrodalga 1sima ile ¢apraz baglama ve gaz
kopuklestirme yontemleri birlikte kullanilmigtir. Bu yontem daha once cgalisma
grubumuz (Hacettepe Universitesi, Biyomihendislik ABD Hiicre ve Doku
Muhendisligi Arastirma Grubu) tarafindan kitosan doku iskelelerinin hazirlanmasi
icin geligtiriimigtir [56]. Kdpuklesme sureci ve ¢apraz baglanma reaksiyonunun

bagl oldugu pH ve sicakliktan etkilenmektedir.
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Reaksiyon ¢ozeltisine mikrodalga i1sima uygulandiginda ¢ozeltinin sicakligi oda
sicakligindan yaklasik olarak 65°C’ye hizla yukselmektedir. Gaz kopuklesme
reaksiyonu, ortamin sicakliginin ve pH’sinin degismesi ile ivme kazanmaktadir.
Ayni zamanda, ortamin baglangic pH’si NaHCO3;Iin COJe hizla ayrismasi
nedeniyle 4.0'ten 6.5’e yukselmektedir. Kitosanin glioksal ile ¢apraz baglanma
egilimi, pH 7’ye ulastigi zaman artmaktadir. Mikrodalga 1sima ile olusan hizli
iIsinma NaHCOg3'In bozunmasi ile hizlanan gaz kopuklesme prosesini ve pH
artisini desteklemektedir. Bu sayede ¢apraz baglanma sonucu olusan jelasyon ve
gaz kopuklesme reaksiyonu birbiri ile korele olarak gergeklesmektedir. Jellesme ve

kopuk olusumu arasindaki iliski Sekil 4.2°de gosterilmistir [88].

Jel Maksimum

Jellesme Miktan Kopiik Yiksekligi

-

Sekil 4.2.Jel ve kopuk olugsmunun bagil kinetigi [56].

Sunulan galigmada farkli olarak kitosan yapisina jelatin katkisi yapiimis ve s6z

konusu uretim yontemi kuguk degisikliklerle bu karigima uyarlanmigtir.

Kitosan doku iskelelerinin mekanik o6zelliklerinin  (6zellikle kirilganhgdinin)
iyilestiriimesi ve jelatinin yapisindaki RGD sekanslariyla biyouyumlulugunun
arttinlmasi  amaciyla yapilan jelatin katkisinin optimum miktari ¢alisma
kapsaminda belirlenmigtir. Kitosan-jelatin doku iskelelerinin hazirlanmasinda
kullaniimasina karar verilen regete ve hazirlama kosullari Cizelge 4.1'de

sunulmustur.
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Cizelge 4.1.Kitosan-jelatin SPH hazirlama regetesi.

Mikrodalga tiretim

Kullanilan malzemeler Kullanim amaci

Katilim orani
(ImL polimer

kogullar karigiminda)
Kitosan
>%85 deasetillenmis : .
0.1 M asetik asitte, Biyopolimer 0.75mL
%2 (W/V)
90 Watt -
JelatinTip A
120s (domuz jelatini) . .
Distile suda, Biyopolimer 0.25 mL
%2’lik (w/v) gozelti
NaHCO; Kdpuklestirici am
(Sodyum bikarbonat) ajan 9
Glioksal %40 (wt) b@?praz 2L
aglayici

4.1.2. Kitosan-jelatin supergodzenekli hidrojellerin karakterizasyonu

Kitosan-jelatin SPH’lerin SEM goéruntileme, sisme testi, termogravimetrik analiz,

mekanik dayanim testi, ATR-FTIR analizi, yogunluk tayini ve bosluk kesrinin

belirlenmesi ile tamamlanan karakterizasyon c¢aligmalarinin sonuglarina asagida

ayrintih  bir gekilde yer verilmis olup alinan sonuglar Cizelge 4.3te topluca

sunulmustur.
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4.1.2.1. Morfolojik analiz

Supergozenekli hidrojellerin  SEM fotograflari  Sekil 4.2'de  gOsterilmisgtir.

Hidrojellerin gbzenek ¢api, ortalama 509+101 um olarak hesaplanmistir.

200 pm
f————1 EHT=1000kV__ SignalA=SE1 _ Mag= 250X

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID = Sample ID =

Sekil 4.3. Kitosan-jelatin doku iskelesinin gosteren SEM fotograflari. (a)100X,
(b)250X.

4.1.2.2. Sigsme testi sonuglari

Kitosan-jelatin SPH’lerin yapilarina alabilecegi maksimum su miktarinin
belirlenmesi icin 37°C'deki PBS (pH 7.4) ortaminda gravimetrik Olcumler
gergeklestirilmistir. Disk seklindeki ve 2x9 mm boyutlarindaki hidrojellerin sisme
testi 3 paralel 6rnek kullanilarak yapiimig ve sisme oranlarinin hesaplanmasinda
Esitlik 3.1 kullanilmistir. Sekil 4.3’'te verilen grafikte kitosan-jelatin SPH’lerin

zamana bagl sisme oranlari gosterilmistir.
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Sekil 4.4 .Kitosan-jelatin doku iskelelerine ait sisme profilini gdsteren grafik
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Test sonuglari degerlendirildiginde kitosan-jelatin hidrojellerin ¢ok hizli bir
baslangi¢c sisme davranisi gosterdigi ve 5 saniyede sisme orani degerinin 30’a
ulastigi goérulmektedir. Bu durum, hidrojellerin i¢gsel baglantili sipergézeneklerinin
olusturdugu kapiler etki ile agiklanabilir. Ardindan sisme hizi bir miktar azalarak
60’Inci saniyede Q= 42.4 degerine ulagiimigtir. Hidrojellerin denge sisme orani
Q=42.412.9 olarak hesaplanmig olup 60. saniyeden sonra yapi, alabilecegi
maksimum suyu absorplamis oldugundan, hidrojellerin sisme degerinde belirgin
bir degisim goértulmemistir.

Sekil 4.5'te doku iskelelerinin kuru haldeki ve sisme sonrasi fotograflar
gorulmektedir. Su absorpsiyonuna bagli olarak doku iskelelerinin ¢caplarinda %11,
yuksekliklerinde %20 ve hacimlerinde ise yaklasik %48 oraninda artis meydana

gelmigtir.

Sekil 4.5.Kitosan-jelatin doku iskelelerinin kuru ve sismis haldeki fotograflari(sol:

kuru hidrojel; sa@: sismis hidrojel).
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4.1.2.3. Termogravimetrik analiz (TGA)

Kitosan-jelatin SPH’lerin sicaklik artisina bagh olarak kutle kaybinin incelendigi
termal analiz g¢alismalari, 25-600°C araliginda ve 10°C/dk isitma hizi ile azot

ortaminda yurutilmus ve Sekil 4.6'daki termogram elde edilmistir.
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Sekil 4.6.Kitosan-jelatin SPH’lere ait termogram.

Kitosan-jelatin hidrojellerde su; badli su, i¢csel yapiya katilan su ve serbest haldeki
su olmak uUzere U¢ durumda bulunmaktadir ve yalnizca serbest haldeki su
kristalize olarak porojen gorevi yapmaktadir. Kristalize olan su ise liyofilizasyon
sirasinda sublimleserek yapiyi terketmektedir. Termogramda ilk olarak 72°C’lerde
meydana gelen %12 oranindaki kitlesel kayip yapida varolan nemin buharlasarak

uzaklastigini gostermektedir.

Sekil 4.6’daki termogramdan polimer kutlesinde ikinci belirgin kaybin 300°C
civarinda meydana geldigi gorulmektedir. Kitosan-jelatin hidrojeller 296°C’de
agirhkgca %50 oraninda yapisal bozunma gdstermektedir ki buradaki kaybin amin
gruplarinin  bozunmasiyla iligkili oldugu dusunulmektedir [95]. Kitosan-jelatin
polimerlerinin 600°C sicaklikta geride hicbir kalinti birakmadan %100 kutlesel

kayba ugradigi termogravimetrik analiz ile belirlenmigtir.

Ayni Uretim ydntemiyle Uretilmis saf kitosan SPH’lerde ilk agirlik kaybinin 80°C’de
gorulmesi ve %50 kutlesel kaybin gergeklestigi sicakligin 230°C’ye gerilemesi [56]
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yapida bulunan jelatin karisimin kitosanla olusturdugu ¢apraz baglanmanin etkisini

gOstermektedir.

Sunulan galismada Uretilen kitosan-jelatin hidrojeller éncelikle %70 etil alkol ile
muamele edilmis ve ardindan UV i1sima uygulanarak steril edilmistir. Ancak
kitosan-jelatin karisimi malzemenin 121°C sicaklik altinda belirgin bir yapisal
kayba ugramadigi gozonunde bulunduruldugunda otoklav ile sterilizasyonun da
rahathkla uygulanabilecegi dislinulmektedir. Literatlirde yer alan ¢alismalar da bu
sonucu desteklemektedir. Kathuria ve ark., [96] kitosan-jelatin kriyojellerde hlicre
kultard caligmasi oncesinde kriyojellerin sterilizasyonunu 121°C’de otoklav ile

gergeklestirmislerdir.
4.1.2.4. Mekanik dayanim testi

Deri doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak bir biyomalzemenin mekanik
Ozelliklerinin de deri dokusuyla uyum saglamasi beklenmektedir. Calismada
kullanilan kitosan-jelatin doku iskelelerinin mekanik dayanimlarinin belirlenmesi
amaciyla 2 mm/dk sikistirma hizi ile uygulanan test sonucunda Elastik modul
degeri 0.01 MPa olarak belirlenmistir. Hidrojellere sikistirma testinde uygulanan
Fmax=8 kPa kuvvvetinde %60 oraninda deformasyon belirlenmistir. Mekanik

dayanimin belirlenmesi i¢in yapilan sikigtirma testi sonucu Ek-1'de yer almaktadir.

4.1.2.5. Fourier donusumli toplam yansimali azaltilmis kizilotesi
spektroskopisi (ATR-FTIR)

Tez cgalismasi kapsaminda doku iskelesi olarak kullanilan kitosan-jelatin SPH’ler
ATR-FTIR ile analiz edilmistir. Bilesenlerin yapiya katilim oranlarinin anlagiimasi
icin saf kitosan ve jelatine ait spektroskopik analiz sonuclari da kitosan-jelatin
SPH’lerinkiyle karsilastirmali olarak gdsterilmistir. Ayrica capraz bagli kitosan-
jelatin SPH’lerle ayni Uretim yontemi kulanilarak elde edilen ¢capraz bagli kitosan
SPH’lere ait spektrum da ¢apraz baglanmanin molekuler yapiya etkisini gostermek
icin kargilastirmaya dahil edilmistir (Sekil 4.7). Kitosan, jelatin ve kitosan-jelatin

karisiminda goérilen FTIR bantlari Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.7.Saf jelatin (mavi), saf kitosan (kirmizi), kitosan SPH (pembe) ve kitosan-

jelatin SPH’lere ait (yesil) ATR-FTIR spektrumlari.
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Cizelge 4.2.Saf kitosan,saf jelatin, kitosan SPH ve kitosan-jelatin SPH yapilarina

ait FTIR spektrumunda yer alan bantlar ve aciklamalari.

ﬁ:ﬁg;?ls(igspl) Kitosan Jelatin Kitosan SPH ggasan-jelatin
3450-3200 -OH, -NH -NH -NH (3382) -NH (3283)
2918 -CH, -CH, -CH, (2924)
2865 -CH, (2874) -CH,4
1654-1640 -C=0 (1654) -C=0 (1654) -C=0 (1637)
1580-1534 Amid 1 (1570) Amid Il Amid Il (1560)
1150,1062, C-0 gerilimi C-0 gerilimi
1072,1406 (V(C-0-C)) (V(C-0-C))
1234 -C-0 -C=N bukillme,
-C-0

897 Amid V, Amid V, -CN Amid V, -CN (899)

-CN (895)
628 -CHjs (663)
618 =N-H bukilme —-N-H buikilme

Kitosan, capraz baglandiginda ve jelatinle bir karisim olusturdugunda FTIR
spektrumunda  absorpsiyon bantlari maskelenmekte, yer degistimekte veya
piklerin siddeti artmaktadir. Ornegin, kitosanin gapraz baglanmasiyla saf kitosanda
gérilen bantlarda, —C=0 grubuna ait pikin siddeti azalmistir. Kitosan ve jelatinde
bulunan ortak —N-H titresimi kitosan-jelatin yapida daha siddetli gorulmektedir.
2924 cm™ ve 2874 cm™ de gorillen saf kitosana ait pikler kitosan-jelatin
karisiminda jelatin tarafindan maskelenmis ve 1654 cm™deki —C=0 bandinin
pozisyonu yapiya jelatinin katihmiyla birlikte daha duguk bir absorbsiyon bandina
gerileyerek 1637 cm™de gérilmistir. Tim bu degerlendirmeler, jelatinin yapiya

katildigini ve kitosanin gapraz baglandigini kanittamaktadir.
4.1.2.6. Bosluk kesri analizi

Doku iskelelerinin bogluk kesri analizinde 3 paralel ornek ile ¢ahlgilimistir. Analiz
37°C sabit sicaklikta PBS (pH=7.4) ile yapiimistir. Esitlik 3.2 kullanilarak yapilan
hesaplamalar sonucunda iskelelerinin bogluk kesri, 0.22+0.08 mL/g olarak
bulunmustur. Begkardes ve ark. [56]. tarafindan ayni uretim yontemiyle elde edilen

kitosan SPH’lere ait bogluk kesrinin 0.96+0.25 mL/g degerinde oldugu belirtiimistir.
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4.1.2.7. Yogunluk tayini

Doku iskelelerine ait yogunluk tayini n-hekzan ¢ozeltisi kullanilarak, 3 paralel 6rnek
ile gercgeklestirilmistir. Buna goére kitosan-jelatin iskelenin yodunlugu, 0.07+0.00
g/mL olarak hesaplanmistir. Grubumuzca daha 6nce yapilan galismada kitosan

SPH’lerin yodunlugu, 0.06£0.00 olarak belirlenmigtir [56].

Cizelge 4.3.Kitosan-jelatin stipergbézenekli hidrojellerin temel 6zellikleri.

Denrgemgigme Ort. Elastik Termal Yogunluk Bosluk
° ave( ) go6zenek Modul bozunmanin (g/mL) kesri
Dengeye capi (um) (MPa) baslangici (mL/g)

ulagma siiresi (°C)

(s)
42.4+2.9;60 s 509+101 0.01 296 0.07+0.00 0.22+0.08

4.2.Hucre Kultiirii Caligmalari
4.2.1. Calismada kullanilan hiicreler ve ozellikleri

Bu baslik altinda hicre kultir ¢calismalari i¢in kullanilan Detroit 551, insan dermal
fibroblast hicreleri ve HS2, insan keratinosit hiicreleri igin yapilan karakterizasyon
calismalarina ait bilgilere yer verilmigtir. Hicre buyume profilini gosteren hucre
bayume egrileri Sekil 4.8’de verilmistir. HS2 ve Detroit 551 hucrelerine ait 6zgul
hldcre buyume hizi, y ve populasyon ikilenme zamanini, td gosteren veriler her iki

hicre kultird icin Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

HS2 hucreleri, kendiliginden transforme olmus keratinosit hucre hattidir ve
karakterizasyonlari yapilmig olarak Ege Universitesi, Biyomihendislik Balimii
dgretim tyesi Prof. Dr. ismet Deliloglu Giirhan’in Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku
Muhendisligi Laboratuvari’ndan temin edilmistir. HS2 hicre hatti 40’ yaslarindaki
bir kadinin karin derisinden izole edilen keratinosit hucrelerinden olusturulmustur.
Karakterizasyon caligmalari dahilinde yapilan karyotip analizi ile hicrelerin, 74—-76
kromozom sayisina sahip, anoploid hucreler oldugu belirlenmigtir. Hlcre hatt
keratin reaktivitesi yonunden arastiriidiginda, Keratin 8 ile Keratin 14’U eksprese

ettikleri immunisaretleme yontemiyle gosterilmistir [97].
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Detroit 551 hicreleri ise ATCC (American Type Culture Collection) isimli hicre
bankasindan alinmis olup, insan fetusundan izole edilen dermal fibroblast
hicreleridir. ATCC tarafindan Detroit 551 hicrelerinin ylzeye bagimh ve diploid
karakterde oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte Detroit 551 hlicre hattinin en fazla
25. pasaj seviyesine kadar devam ettirilebilecegi belirlenmis ve devamsiz bir hiicre
hatti oldugu aciklanmistir.

HS2 hicre hattinin epiteloid morfolojisi Sekil 4.8.a ve b, insan derisinden izole
edilmis Detroit 551 hlcre hattinin igsi, fibroblastik morfolojisi ise Sekil 4.8. ¢ ve
d'deki faz kontrast, Giemsa (HS2) ve kristal viyole (Detroit 551) boyama
fotograflarinda gosterilmistir.

Sekil 4.8. Hucre kalturd galismalarinda kullanilan HS2 hdcrelerine ait faz kontrast
(a) ve Giemsa boyama (b) fotograflari, 21. pasaj, 32X; Detroit 551 hucrelerine ait
faz kontrast (c) ve kristal viyole boyama (d) fotograflari, 4. Pasaj, 20X, 32X.
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Sekil 4.9.HS2 ve Detroit 551 hicrelerinin hemositometrik sayim yontemi ile elde
edilen buyume egrilerini gosteren grafiklerler. (a) HS2 hucrelerinin 24. pasajina ait

blylime egrisi. (b) Detroit 551 hicrelerinin 6. pasajina ait blyime egrisi.

HS2 hdcrelerine ait blyime egrisinde, hicrelerin 2 gunlik adaptasyon fazindan
sonra 2. gunun sonunda logaritmik fazdan gectigi gorulmektedir (Sekil 4.9.a).
Daha sonra dogrusal buylume fazina giren HS2 hucreleri, 7. gunun sonunda plato
fazina girmektedir. Belirgin bir plato fazi yasamayan HS2 hcrelerinin 8. gunle
birlikte 6lim fazina girdigi gorilmektedir. Sekil 4.9.a’daki bliylime egrisi Uzerinden
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HS2 hiicrelerinin dzgiil bilylime hizi, 0.87 (giin™) olarak belirlenmistir. Buna bagli
olarak populasyon ikilenme hizi 18.9 sa olarak belirlenmigtir. Literatlirde
transforme olmus keratinosit hicrelerine verilebilecek en bilinen 6érnek HaCaT
hicre hattidir. Zulfakar ve ark. [98] tarafindan yapilan ¢alismada HaCaT hicre

hattinin populasyon ikilenme hizinin 22.1 sa oldugu belirtilmistir.

Detroit 551 hicrelerinin ise kilturde yaklasik 20 sa’lik bir adaptasyon fazi yasadig,
2. gundn sonuna gelindiginde hdcrelerin logaritmik blylime fazina girdigi Sekil
4.8.b'de gorilmektedir. Ucglnci ve 5. ginler arasinda lineer blylime faz
gorulmektedir. Besinci gunde hacreler, ¢ok kisa bir plato fazinin ardindan 6lum
fazina girmektedir. Detroit 551 hiicrelerinin 0.59 (giin™) ézgiil biyime hiziyla
cogaldigi ve 28.1 sa gibi bir populasyon ikilenme zamanina sahip oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. HS2 ve Detroit 551 6zgull hicre buyume hizi ve populasyon ikilenme zamani.

.. Ozgiil bilyiime hizi, p Popiilasyon ikilenme zamani, td
Hiicre . 1
(guin™) (sa)
HS2 0.87 18.9
Detroit 551 0.59 28.1

HS2 hacre kultart (Sekil 4.10.a) ve Detroit 551 hucre kultura (Sekil 4.10.b) igin 1.,
2.,3.,4., 5., 6. ve 7. gunlerde MTT analizleri yapilarak kultir kabindaki hucre
sayisi, canlihgl ve aktivitesine bagh olarak takip edilmistir. Sekil 4.9.a’daki MTT
grafigine gore HS2 hucreleri 7 gunluk bir slrede blyime dongusunu
tamamlamaktadir. Hucre kiltarinde 5. gunun sonunda hucre aktivitesinde hizh bir
artis gortlerek 7. gline gelindiginde aktivite digsmektedir. Detroit 551 hlicre kultaru
icin Sekil 4.10’da gosterilen MTT analiz grafijinde ise hicresel aktivitenin 7 gun

boyunca surekli bir artis gosterdigi gorulmektedir.

68



Optik yogunluk (570 nm)

Optik yogunluk (570 nm)

==
L [e)]
1 )

-
N
1

e o e
B [e)] (o]
1 1 1

o
N
1

[EEY
1

o

1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giin)

@

1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giin)

(b)

e o 2 Ll
£ (o)} (o] = N £
1 1 1 1 )

o
N
1

o

Sekil 4.10. HS2 (a) ve Detroit 551 (b) hiicrelerine ait MTT analiz sonuglari.
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4.2.2. Kitosan-jelatin SPH’ler ile yiritiilen hiicre kulturi caligmalar
4.2.2.1. MTT analizi

Bolium 3.3.3’te aciklanan 4 farkli hicre kiltir grubu Uzerinden yarutilen hicre
kaltar sistemlerindeki 6 haftalik ¢alisma surecinde tim gruplar igin 1., 3., 5., 7.,
14., 21. ve 28. gunlerde MTT analizi 3 paralel 6rnek Uzerinden gergeklestirilmistir.
Analiz sonucunda elde edilen optik yogunluk degerleri $ekil 4.10’da

karsilastiriimigtir.

Birinci grupta kitosan-jelatin doku iskelelerine Detroit 551 hiicreleri 1.3x10°
hicre/iskele yogunlugunda ekilmis ve bu kdltir 28 gun boyunca takip edilmistir.
Detroit 551, dermal fibroblast hucreleri ile kitosan-jelatin doku iskeleleri arasindaki
biyouyumlulugun anlasiimasini amaclayan bu kultir sistemi yalnizca Detroit 551
hicreleri ile kuruldugu icin optik yogunluk degerleri diger gruplara goére dusuk
bulunmustur (Sekil 4.11.a). Hlcre ekimi i¢in kullanilan toplam htcre sayisi bu
grupta digerlerine gore daha azdir. Devam eden kulturde hlcre aktivitesinde 3.
gunde bir azalma goérilmesine ragmen hicre canlihdgl korunmus ve ilerleyen

gunlerde hucre aktivitesinde artis gozlenmisgtir.

Ikinci grup olarak degerlendirilen kitosan-jelatin doku iskeleleri (izerinde, Detroit
551 ve HS2 hucrelerinin bir arada ¢ogaltildig1 kultir grubunda htcre aktivitesi ve

canhhigi 28 gun boyunca korunmustur (Sekil 4.11.c).

Fibrin yapistirici igerisinde 6rnek basina 1x10° sayida HS2 hiicresi ile baslatilan
kilture ait MTT analiz sonuglari incelendiginde, fibrin jelin HS2 hucre canlihdini
destekledigi sOylenebilir (Sekil 4.11.b).

iki tabakali deri modeli olusturmayi amaclayan kitosan-jelatin/Detroit 551+Fibrin
yapistirici/HS2 kultir sistemine ait MTT analiz sonuglari kitosan-jelatin/Detroit 551,
HS2 kiltaru ile benzerlik gostermektedir (Sekil4.11.d).

istatistiki degerlendirmeler yapildiginda bitiin gruplar icin 1. giin degerleri kontrol
olarak alinip kendi igerisinde karsilastirimis ve hicre canlihdinin tim kaltar

sistemlerinde korundugu anlasiimistir.
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Sekil 4.11. Hicre kulttr gruplarina ait MTT analiz grafikleri. (a) Kitosan-
jelatin/Detroit 551hucre kultard, (b) Kitosan-jelatin/Detroit 551,HS2 ko-kaltaru

(c) Fibrin yapigtirici/HS2 hicre kultaru (d) Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin

yapistirici/HS2 hiicre kiiltirii (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n

3, kontrol

grubu birinci gun iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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4.2.2.2. Taramal elektron mikroskopisi (SEM)

Tez kapsaminda sentezlenen kitosan-jelatin doku iskeleleri Gzerinde kultive edilen
Detroit 551 ve HS2 hicrelerinin ve fibrin yapistirici igerisinde kultive edilen HS2
hucrelerinin  hlUcre-hlcre etkilesimleri ile  hucre-malzeme etkilesimlerinin

anlasilmasi agisindan taramali elektron mikroskopisi yonteminden yararlaniimistir.

Kitosan-jelatin doku iskelelerinde kultive edilen Detroit 551 hucrelerine ait SEM
goérintuleri 7., 14. ve 21. glnlerde alinmis ve Sekil 4.12’de verilmistir. Yedinci
glne ait goruntuler Detroit 551 hicrelerinin iskele ylzeyine tutunarak tipik
fibroblastik morfolojilerini sergiledigini gostermektedir (Sekil 4.12.a ve b). On
dordincu gun drneklerinden alinan SEM goruntulerinde (Sekil 4.12.c ve d) ise
dermal fibroblastlarin kendi ekstraselller matrisini olusturdugu gorilmektedir.
Yirmibirinci gine gelindiginde ise hicre digi matrisin oldukga yodun oldugu
anlasiimaktadir (Sekil 4.12.e ve f). Kollajen fiberlerin ilk haftadan itibaren daha
yogun olarak gozlenmesi dermal fibroblast hicrelerinin doku iskelesinin yerini

alacak kendi hicre digi matrisini olusturdugunu gostermektedir.

Kitosan-jelatin supergézenekli doku iskelelerinde Detroit 551 ve HS2 hucreleri ile
yapilan ko-kulturden alinan oOrneklere ait SEM goruntileri Sekil 4.13’te
gOsterilmigtir. Buna gore HS2 ve Detroit 551 hucre morfolojisi belirgin bir bigimde
birbirlerinden ayirdedilebilmektedir. Yedinci gunden itibaren ylzeye yayllan HS2
hacreleri, ilk haftaki gorintilerde (Sekil 4.13.a ve b) daha kuresel bir morfoloji
goOsterirken  ko-kultirin  14. gununde karakteristik epiteloid morfolojilerini

kazandiklari gérulmektedir (Sekil 4.13.c ve d).

Hucresiz fibrin yapistirici ve HS2 hiucrelerini iceren fibrin yapistirici tabakasini
gosteren SEM fotograflari Sekil 4.14’te verilmistir. Hucresiz fibrin yapistirici
orneklerin Uzerinde gorulen kuresel c¢okeltilerin  CaCl, kalintilari  oldugu
dusundlmektedir (Sekil 4.14.a ve d). HS2 hacrelerini iceren fibrin yapistiric
tabakalarinin 7. gununde alinan 6rneklerde hucrelerin fibrin jel ylizeyinin hemen
altinda kabarti olusturdugu goéralirken (Sekil 4.14.b ve c) 14. glne ait SEM
goruntilerinde keratinosit hucreleri fibrin yapistirici  tabakanin  yuzeyinde
belirmektedir (Sekil 4.14.d ve e).

iki tabakali deri eglenigi modelinin SEM gériintiilerine Sekil 4.15’te yer verilmistir.

Sekil 4.15 A, a, B, b ile yan kesitleri alinan modelin her iki tabakasinin da ayni
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fotografta incelenmesi mumkin olmustur. Sekil 4.15.a’da kitosan-jelatin doku
iskelesi Uzerinde yer alan fibrin yapistirici tabaka yaklasik olarak 200 ym kalinhgi
gorilmistir. Ust tabakayr olusturan HS2 hicrelerinin kiltive edildigi fibrin
yapistiric tabaka, alt tabakayi olusturan kitosan-jelatin doku iskelesinin Gzerini
tamamen kaplamistir (Sekil 4.15.a ve A). Sekil 4.15.d ve D’de keratinosit
tabakanin 14. gunde fibrin yapistiricinin yuzeyine c¢iktigi gorulmektedir.
Sekil 4.15.a ve A’da fibrin yapistirici tabakanin 200 ym kalinhkta bir 6rti olarak
kitosan-jelatin doku iskelesinin Ust yuzeyini kapladigi belirlenmistir. Fibrin
yapistiricinin doku iskelesinin gézeneklerine nufuz etmesi istenmemektedir. Ancak
Sekil 4.15.a'da bir miktar fibrin jelin iskele gb6zeneklerine sizmasinin
engellenemedigi gorulmektedir. Bu da histolojik calisma sonuglarinda kitosan-
jelatin doku iskelesi kesitlerinin neden fibrin yapistirici ile bir yigin halinde

goéraldugunu agiklamaktadir.
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14. giin

21. giin

10m

p—————{ EHT=1000K/  SignalA=SE1 Mag= 500KX Sample 1D = 01

EHT = 1000k  Signal A=SE1  Mag= 100X Sample ID = 01

Signal A=SE1 _ Mag= 100X Sample 1D = 01

10 pm
[ — EHT=1000KV  SignalA=SE1  Mag= 250KX  SamplelD=01

L)
EHT=1000kV  Signal A=SE1_ Mag= 100X Sample 1D = 01

Sekil 4.12. Kitosan-jelatin stipergdzenekli doku iskelelerinde kiltive edilen Detroit

551 hucrelerini gosteren SEM fotograflari.(7. gun) (a)100x, (A)1000X, (b)5000X,

(B)2500X; (14. glin) (c)100X, (C)1000X, (d)2500X, (D)5000X; (21. giin) (e)100X,
(E)1000X, (f)250X, (F)5000X.
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7.glin

EHT =1000kvV  SignalA=SE1  Mag= 100KX Sampie ID =01

14. gilin

EHT=1000kv  SignalA=SE1  Msg= 250X Sample 10 =01

21. gin

EHT=1000kv __ SignalA=SE1  Mag= 1.00KX Sample 1D =01

{ EHT=1000k/  SgnalA=SEf  Mag= 500X Sample 1D = 01 I

Sekil 4.13. Kitosan-jelatin supergdzenekli doku iskelelerinde HS2 ve Detroit 551
hicrelerinin ko-kultivasyonuna ait SEM fotograflari. (7. giin) (a)250X, (A)500X
(b)1000X, (B)5000X; (14. giin) (c)1000X, (C)5000X, (d)250X, (D)500X; (21.gln)
(e)250X, (f)500X.

75



HV spot | mag | det | tilt WD
5.00kV | 3.0 |[100x/ETD|0 “/12.2 mm | o | EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID =01 — EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID =01

HV spot| mag | det | tilt WD [e—1¢ 10 V111]

5.00kV| 3.0 |250x|ETD |0 °|12.2 mm — EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample ID =01 Signal A = SE1 Mag= 500X Sample ID =01

Sekil 4.14. Hucresiz fibrin yapistirici ve fibrin yapistirici igerisinde kultive edilen HS2 hiicre kaltirinu gésteren SEM fotograflari.
(Hucresiz fibrin yapistirici) (a)100X, (d)250X; (7.gin) (b)100X, (B)250X, (c)100X (C)250X; (14. gun) (€)1000X, (E)2500X, (f)500X,
(F)1000X.
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7.glin

14. gilin

21. gin

| | EHT = 10.00kV Signal A = SE1 Mag = 250K X Sample 1D = 01

20 ym
b————— EHT=1000kV _ SignalA=SE! _Mag= 250KX Sample 1D = 01

EHT = 10.00 kV yuu-sa Mag = 100X S.nﬂ-m
Sekil 4.15. Kitosan-jelatin/Detroit 551 + fibrin yapistirici/HS2 SEM fotograflari.
(7.gun, yan kesit) (a) (yan kesit)100X, (A)1000X, (b)2500X, (B)5000X; (14.gun)

(c)100X, (C)1000X, (d)2500X, (D)5000X; (21.gun) (e, yan kesit)100X, (E)1000X,

(H2500X, (F)5000.
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4.2.2.3. Histolojik boyama

Histolojik boyama denemeleri igin kitosan-jelatin doku iskelesi ve fibrin yapistirici
sisteminde parafin gdmme metodu uygulanmis ve doku iskelesinin pargcalanmasini
Onlemek igin en uygun oldugu belirlenen 10 um kalinhgindaki kesitler mikrotom ile
elde edilmigtir. H&E boyama, iskelelerdeki hicre yogunlugunun belirlenmesi icin
uygulanmigtir. Hematoksilen yuksek pH degerlerinde olan g¢ekirdegi boyayarak
koyu pembe-mor renk verirken eozin distk pH degerlerinde olan sitoplazmik

proteinleri boyamakta ve agik pembe bir renk vermektedir.

Sekil 4.16'da 4 farkh kdltur grubundan 21. gunde alinan orneklere ait histolojik
kesitlerdeki H&E boyamalari gorulmektedir. Sekil 4.16.b’deki fotografta fibrin jel
icerisinde bulunan HS2 hicreleri beyaz oklarla gdsterilmistir. Bunun yaninda fibrin
jel yapisinin 21. glinde tamamen bozunmadigi ve HS2 hicrelerinin hala jel
icerisinde bulundugu gorulmektedir. Kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2 ko-kultur
sistemini gosteren Sekil 4.16.c’de fibroblast ve keratinosit hucrelerinin histolojik
kesitlerde keratinosit hcreleri fibrin jel icerisinde, fibrobastlar ise doku iskelesi
icerisinde gorulmektedir. Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin yapistirici/HS2 hicre
kaltar sisteminde, Sekil 4.16.d'de 21. gunde fibroblast hlcrelerinin hicre disi
matrislerini olusturduklari fotograf (izerinde oklarla gosterilmistir. incelenen
kesitlerde, asidik 6zellik gosteren kitosan-jelatin doku iskelesinin de eozin ile
boyanarak pembe renk aldi§i gorilmektedir. Benzer sonuglar Mao ve ark [76]
tarafindan kitosan-jelatin doku iskelesi ile olusturulan deri eslenigi modelinde de

gOsterilmigtir.
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Sekil 4.16. Hucre kaltdr gruplarina ait 21. giin H&E boyama gortntuleri.

(a)Kitosan-jelatin/Detroit 551 hucre kalturd, (b)Fibrin yapistirici/HS2 hucre kaltaru
(c)Kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2 ko-kultura (d)Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin
yapistirici/HS2 ko-kultaru (siyah oklar Detroit 551, beyaz oklar HS2 hiicrelerini
isaret etmektedir).

iki tabakall kitosan-jelatin/Detroit 551 ve fibrin yapistirici/HS2 ko-kdltiriinden 7.,
14., 21. ve 28. gunlerde alinan histolojik kesitlerin H&E boyamalarini gosteren
fotograflar Sekil 4.17°da verilmistir. Fibroblast hucreleri ve keratinositler sekilde
oklarla igaretlenmigtir. Fibroblast hudcrelerinin 14. gunde hucredigi matrislerini
olusturduklari gortlmektedir. Ronfard ve ark. [99] fibrin matris icerisinde keratinosit
gbgunlu takip ettikleri c¢alismada gosterildigi gibi keratinosit hucreleri,
Sekil 4.17.c’'de oklarla gosterildigi Uzere tuneller igerisinde canliliklarini devam
ettirmektedirler.
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Sekil 4.17.Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin yapistirici/HS2 hucre kiltar sistemine
ait. (a)7. (b)14. (c)21. ve (d)28. gun H&E boyama goruntileri (siyah oklar Detroit

551, beyaz oklar HS2 hucrelerini isaret etmektedir).
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4.2.2.4. Gergek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Kitosan-jelatin ve/veya fibrin jel ile olugturulan kulttr sistemlerinde 14., 21. ve 28.
gunlerde alinan o6rneklere ait RT gqPCR sonuglari Sekil 4.16, 4.17, 4.18 ve
4.19’daki grafiklerde verimistir. Segilen gunlerde alinan orneklerden izole edilen
toplam RNA miktarlari NanoDrop Thermoscientific cihazi ile dl¢guimus ve sonuglari

Cizelge 4.5'te verilmistir.

NanoDrop élgimlerinden elde edilen RNA miktarlari ve RNA’nin ne kadar saf izole
edildigini gosteren bir deder olan 260/280 oranlari incelendiginde, tim érneklerden
RT gPCR analizleri icin oldukc¢a yuksek saflikta (260/280~1.8) RNA elde edildigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.5.RT gPCR o6rnekleri RNA miktarlari (NanoDrop Thermoscientific).

Gin Kultir Sitemi RNA Miktari 260/280
(ng/uL)
Kitosan-jelatin/Detroit 551 63.0+11.8 1.84+0.03
Kitosan-jelatin/Detroit 551+HS2 36.0£12.7 1.791£0.05
14 Fibrin yapistirici/HS2 46.4+21.0 1.73+0.10
Kitosan-jelatin/Detroit 551fibrin 43.419.1 1.79+£0.09
yapistirici/HS2
Kitosan-jelatin/Detroit 551 34.3£12.6 1.70+£0.03
21 Kitosan-jelatin/Detroit 551+HS2 30.5£20.1 1.74+0.17
Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin 26.4+0.1 1.7410.01
yapistirici/HS2
Kitosan-jelatin/Detroit 551 61.7£25.3 1.86+0.10
o8 Kitosan-jelatin/Detroit 551+HS2 27.1+4.8 1.81+0.06
Kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin 22.91+1.8 1.68+0.04

yapistirici/HS2

Detroit 551 hucrelerinde incelenen bagil fibronektin geni (FN) ve kollajenTipl geni
(COL1) ekspresyonlari, kitosan-jelatin supergdzenekli doku iskelelerinde kultive
edilen Detroit 551 hucrelerinin 14. gundeki FN ve COL1 ekspresyonlari 1 kabul
edilerek kat olarak verilmigtir. HS2 hucrelerinin oldugu kultlir sistemlerinde

incelenen bagil lorikrin geni (LOR) ve keratin1l4 geni (KRT14) ekspresyonlari ise
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fibrin yapistirici jel igerisinde kultive edilen HS2 hicrelerinin 14. gindeki LOR ve
KRT14 ekspresyonlari 1 kabul edilerek kat olarak degerlendirilmistir.

Fibronektin, énemli bir hiicredisi matris proteinidir ve fibroblast hicre ylzeyinde
bulunan spesifik boélgelerle etkilesim halindedir. Fibronektinin hicre tutunmasini ve
yayllmasini in vivo ve in vitro olarak arttirdigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
[100, 101]. Hucresel morfoloji, hucre iskeletinin duzenlenmesi, fagositoz,
homeostaz, embriyonik farklilagsma ve yara iyilesmesinde rol aldidi bilinmektedir
[102]. Bazal membranda ve bag doku stromasinda bulunan fibronektin proteininin,
sunulan ¢alismada Detroit 551 hucreleri tarafindan sentezlemesi hicre disi matris
olusumunu goOstermesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Detroit 551 hacreleri
tarafindan sentezlenmesi beklenen diger bir hiicre disi matris proteini olan kollajen
Tip |, dermisin temel yapisini olusturmaktadir [103]. Sunulan ¢alismada Detroit
551 hucrelerinin kitosan-jelatin doku iskelesi icerisinde gosterdigi aktivasyonu

izlemek Gzere COL1 gen ekspresyon seviyeleri RT-qPCR ile analiz edilmistir.

Terminal farklilasma evresindeki keratinosit hlcreleri tarafindan eksprese edilen
LOR, plazma membran proteinidir [104]. Derinin epidermal butinltgunu ve bariyer
fonksiyonunu saglayan kornifiye zarfin ¢capraz baglanmasinda rol almaktadir [105].
Olusturulan deri modelinde fibrin jel igerisinde kultive edilen HS2 hlcrelerinde geg
donem farklilagsmanin gostergesi olarak LOR ekspresyonu incelenmistir. Bazal
keratinositler tarafindan eksprese edilen KRT14 geni ise epidermal hucre-hucre

etkilesimlerinin degerlendiriimesi amaciyla incelenmistir [106].
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Bagil FN Ekspresyonu
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Sekil 4.18. Kitosan-jelatin/Detroit 551hucre kultird, kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2
ko-kultird ve kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin yapistirici/HS2 hiicre kalttr
sistemlerinde 14., 21. ve 28. gunlerde bagil FN ekspresyonunun RT gPCRile
incelenmesi (istatistiksel olarak anlamli farkhlik, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

FN ve COL1 ekspresyonu Detroit 551 hucreleri tarafindan gergeklestiriimektedir.
Bu nedenle yapilan analizlerde HS2 hicrelerinin fibrin yapistirici ile kiltive edildigi
sistemde fibroblast hicresi bulunmadigindan bu gruptaki FN ve COL1

ekspresyonu arastirilmamistir.

HS2 hicreleri ile yapilan ko-kultur sisteminde Detroit 551 hucrelerinin FN ve COL1
gen ekspresyonu uzerindeki etkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla Detroit 551
hacrelerinin kitosan-jelatin iskelede kultive edildigi grup kontrol grubu olarak

secilmistir.

Fibroblast hucrelerinin deri doku rejenerasyonu sirasinda gegici bir yara matrisi
sentezledikleri ve hlcre digi matris, kollajen Tip | ve Tip Ill ile organize bir yapi
olusturmadan o©Once deri dokusunda fibronektin ekspresyonlarinin arttig
bilinmektedir [107]. Yapilan analizlerde, Detroit 551 hucrelerinin HS2 hucreleri ile
kitosan-jelatin doku iskelesindeki ko-kultlrlerinde veya doku iskelesi ve fibrin jel
icerisinde farkli tabakalarda kultive edildiklerinde FN ekspresyonunun 14. ve 21.
gunlerde arttigi gosterilmigtir (p>0.001). 28. gune gelindiginde ise, yalnizca
kitosan-jelatin/Detroit 551 + fibrin yapistirici/HS2 hicre kultar sisteminde FN
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ekspresyonunun daha fazla oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.18). Bu durum, Detroit
551 hucrelerinin HS2 hucreleri ile, hucreler jel igerisinde olsa da etkilesimde

oldugunu gdstermektedir.

45 - Bagil COL1 Ekspresyonu
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Sekil 4.19.Kitosan-jelatin/Detroit 551hdcre kultlrl, kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2
ko-kultird ve kitosan-jelatin/Detroit 551+fibrin yapistirici/HS2 hlcre kalttr
sistemlerinde 14., 21. ve 28. gunlerde bagil COL1 gen ekspresyonunun RT gPCR
ile incelenmesi(istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Sekil 4.19'da d¢ kdltar sisteminde de 14., 21. ve 28. gunlerde COL1
ekspresyonunun arttigi goértlmektedir. Buna dayanarak dermal fibroblastlarin
kollajen Tip | sentezleyerek fibroz bir hucre digi matris olusturdugu
disunilmektedir. Istatistiksel analiz sonuclari degerlendirildiginde, COL1
ekspresyonunun 14. gunde kitosan-jelatin/Detroit 551 + fibrin yapistirici/HS2 hiicre

kiltar sisteminde daha ylksek oldugu belirlenmistir (p>0.01).
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Bagil LOR Ekspresyonu
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Sekil 4.20. Fibrin yapistirici/HS2 hicre kultlrd, kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2 ko-
kultara ve kitosan-jelatin/Detroit 551 +fibrin yapistirici/HS2 hicre kaltlr
sistemlerinde 14., 21. ve 28. gunlerde bagil LOR ekspresyonunun RT gPCRile

incelenmesi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

LOR ve KRT14 gen ekspresyonu HS2 huicreleri tarafindan gergeklestiriimektedir.
Bu nedenle yapilan analizlerde Detroit 551 hicrelerinin kitosan-jelatin  doku

iskelesinde kultive edildigi grupta inceleme yapilmamistir.

Detroit 551 hucreleri ile yapilan ko-kultivasyonu Detroit 551 hucrelerinin LOR ve
KRT14 gen ekspresyonu uzerindeki etkisinin degerlendirilebilmesi icin HS2
hicrelerinin fibrin yapistirici igerisinde kultive edildigi grup kontrol grubu olarak
secilmigtir. Hucre kultur sistemlerindeki 14., 21. ve 28. gunlerde LOR ve KRT14
ekspresyonlari sirasiyla Sekil 4.20 ve S$ekil 4.21°de karsilastirmali olarak

gOsterilmigtir.

LOR, kornifiye zarf onculi bir ge¢ donem farklilagma proteinidir. LOR
ekpresyonunun artmasi keratinositlerin  farkhlasma yonuande uyarildigini
gOstermektedir  [108]. RT-PCR  sonuglari  degerlendirildiginde, LOR
ekspresyonunun 21. ve 28. gunlerde belirgin olarak kitosan-jelatin/Detroit
551+fibrin yapistirici/HS2 deri eslenigi sisteminde diger kultir sistemlerinden daha
yuksek oldugu gorulmektedir. Keratinositler yalnizca fibrin yapistirici tabaka
icerisinde kultive edildiginde ise, 14. gun disinda LOR ifadesi gorilmemistir.

Kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2 kultur sisteminde de zamanla artan bir LOR
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ekspresyonu gerceklegsmektedir (Sekil 4.20). Kualtur sistemleri kurulurken ayni
sayida keratinosit hucresi ile kultivasyonun baslatildigi goz 6ninde bulundurulursa
burada fibroblast hucrelerinin etkisinin olmamasi LOR ekspresyon seviyeleri
arasindaki farkhligi acgiklamaktadir. Fibrin jelin keratinositlerin doku iskelesine
dogru gocetmesine izin vermemesi ve epidermal eslenigi sadece keratinosit-
keratinosit etkilesimiyle sinirli tutmasinin LOR ekspresyonundaki artisin neden
diger gruplardakinden daha fazla oldugunu aciklamaktadir. Yalnizca fibrin
yapistiricidaki HS2 monokulturinde LOR ekspresyonunun kitosan-jelatin/Detroit
551+fibrin yapistirici/HS2 kokultirinden dusuk olmasi sistemde dermal fibroblast

hidcrelerinin varligi ile indiklenen HS2 aktivasyonunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. Fibrin yapistirici/HS2 hicre kultlrd, kitosan-jelatin/Detroit 551, HS2 ko-
kultara ve kitosan-jelatin/Detroit 551 +fibrin yapistirici/HS2 hicre kaltir
sistemlerinde 14., 21. ve 28. gunlerde bagil KRT14 ekspresyonunun RT gPCR ile

incelenmesi (istatistiksel olarak anlamli farkhlik, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

KRT14, daha c¢ok katmanlasmis skuamdz epitelyumun bazal tabakasinda
farkhlasmamis keratinositler tarafindan eksprese olmakta hicre farklilasmasi

sirasinda ise down-regulasyona ugramaktadir [35, 41, 109].

Erken dénem farklilagsma evresinde eksprese edilen KRT14 geni ile ge¢ donem

farklilagsma evresinde eksprese edilen LOR geninin hucre kultlr sistemlerinde ayni
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anda ekpresyonunun gorulmesi tum hucrelerin ayni farkllagsma evresinde

olmadiklarini distindurmustar.

Bu tez calismasinda literatlire ek olarak fibroblast ve keratinosit hicrelerini iceren
iki tabakali deri eslenigi modeli dnerilmigstir. Kitosan-jelatin SPH’lerin Detroit 551
hdcrelerini, fibrin yapistiricinin ise HS2 hucrelerinin canliigini ve ¢ogalmasini
destekledigi MTT analizii, SEM goruntuleri, RT-PCR sonuglari ve histolojik
kesitlerde yapilan H&E boyamalar ile gosterilmistir. Kultlr sdresince Detroit 551
hicrelerinin kendi hiicre disi matrislerini olusturduklari da yine SEM fotograflarinda

gorulmektedir.

Iki tabakali deri modeli olusturulmak (izere geceklestirilen calismada doku
isekelesinde kultive edilen Detroit 551 hucreleri ile fibrin jel icerisindeki HS2
hlcrelerinin 28 gunluk kultir surecinde bir etkilesimde bulunacagi ongoérulmus,
fakat fibrin jelin yeterince bozunmamasi keratinosit hiicrelerinin fibroblast hicreleri
ile etkilesimde bulunamamalarina neden olmustur. Sonugclar, 4 haftalik strenin

bazal membranin olusumu igin yeterli olmadigini gostermistir.

Detroit 551 ve HS2 hicreleri ayni kultir ortaminda ayri tabakalarda kiltive
edildiklerinde hucrelere spesifik gen ekspresyonlari hicrelerin bir arada kultive
edildigi kultur sitemine gore anlamh bir sekilde fazladir. Bu durum, iki tabakal
modelin hem fibroblast hem de keratinosit hicre aktivitelerini olumlu yénde

destekledigini gostermektedir.

Onerilen iki tabakali deri eslenigi modeli gelistirilerek in vitro toksikoloji, kiitan6z
fizyoloji incelemeleri ve in vivo yara iyilesmesinin anlasiimasi amaciyla

kullanilmasi mimkundur.
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EK

MEKANIK DAYANIM TESTINE AiT SIKISTIRMA DAYANIM EGRILERI

Bolim 3.2.2.4’te anlatilan yoOntemle gerceklestirlen mekanik dayanim testi

sonucunda 2 paralel érnekten elde edilen grafik asagida verilmigtir.

PBS’te sisirilmis kitosan-jelatin bazli SPH’lere ait sikigtirma grafigi

Kuvvet (kPa)

% Deformasyon
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