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OZET
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ASIT ICEREN SUPERMAKROGOZENEKLI KRIiYOJEL DOKU
ISKELELERININ GELISTIRILMESI

Giilsen BAYRAK

Yiiksek lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Dog. Dr. Isik PERCIN DEMIRCELIK

Haziran 2019, 99 sayfa

Kriyojeller, birbirleriyle baglantili genis gozenekleri, hidrofilik yapilari,
sentezlenirken ¢oziicii ve gbzenek yapict olarak toksik madde gerektirmemeleri ve
mekanik olarak dayanikli olmalarinin yaninda esnek yapiya sahip olmalari sayesinde
doku miihendisligi ¢alismalarinda doku iskelesi olarak kullanim avantaj

sunmaktadirlar.

Bu tez calismasinda temel monomer olarak 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA),
komonomer olarak N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) ve gapraz baglayict
olarak poli(etilen glikol) diakrilat (PEGDA) kullanilarak jelatin igeren
siipermakrogodzenekli kriyojeller hazirlanmistir. Calisman1 amac1 PHEMA gibi genis

makrogdzenekler bulunduran kriyojeli jelatin gibi dogal bir malzeme ve histidin amino



asidi tiirevli MAH komonomeri ile birlestirip hiicrelerin iizerinde tutunabilecegi, canli
kalabilecegi ve ¢ogalabilecegi bir doku iskelesi yapmaktir. MAH komonomerinin ve
jelatinin birlikte etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi igin kriyojeller farkli oranlarda
jelatin ve MAH igerecek sekilde hazirlanmistir. Buna gére dort farkli 6zellikte; poli(2-
hidroksietil  metakrilat) [PHEMA], poli(2-hidroksietil  metakrilat)-jelatin
[PHEMA/GEL], poli(2-hidroksietil metakrilat N-metakriloil-(L)-histidin metil ester)
[PHEMAMH] ve poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-histidin metil ester)-
jelatin [PHEMAH/GEL] ve degisen jelatin oranina bagli olarak toplam sekiz kriyojel
grubu olusturulmustur. Caligma kapsaminda hazirlanan kriyojellerin doku iskelesi
olarak kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir. Jelatinin yapisinda bulunan RGD
(Arjinin-Glisin-Aspartik asit) dizisinin ve doku iskelesi yapimi ¢alismalarinda ilk kez
kullanilan histidin amino asidi tiirevli MAH komonomerinin hiicre ¢ogalmasi, hiicre
tutunmasi ve hiicre canliligi lizerindeki etkileri in vitro hiicre kiltiir deneyleri ile

arastirilmastir.

Kriyojellerin sentezi -18°C’de serbest radikal polimerizasyonu ile gergeklestirilmistir.
Jelatin ve MAH polimerizasyon esnasinda yapiya katilarak PHEMA kriyojele
fonksiyon kazandirmigtir.  Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyon c¢aligmalari
kapsaminda; sisme Ozellikleri makro gozeneklilik derecesi, jellesme verimi, sisme
derecesi ve sisme oran1 hesaplanarak degerlendirilmistir. PHEMA temelli
kriyojellerde jelatin oranina bagl olarak makrogozeneklilik derecesi, sisme derecesi
ve sisme oranlarinda diisiis gozlenmistir. Jelatin ve MAH’1n ¢alisma kapsaminda
sentezlenen kriyojellerin yapisina katilip katilmadigi FTIR (Fourier donistimlii
kizil6tesi spektroskopisi) ile incelenmistir ve sonug olarak yapiya basarili bir sekilde
katildiklar1 goriilmistir.  Mikro bilgisayarli tomografi (mikro-ct) ile c¢aligma
kapsamindaki kriyojellerin ii¢ boyutlu karakterizasyon analizleri ger¢eklestirilmis,
MAH ve jelatin igeren PHEMAH/GEL i¢in gozenekliligin %~80,13 oldugu
bulunmustur. Farkli kriyojeller i¢in hiicrelerin canlilik &zellikleri ve tutunma
davraniglart taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir, elde edilen
goriintiiler sonucunda PHEMAH/GEL kriyojellerin hiicre tutunmasi ve dagilimi
acisindan daha basarili oldugu bulunmustur. Hiicre canlilik ve biyouyumluluk

deneyleri hazirlanan tim kriyojeller i¢in 24 ve 48. saatlerde L929 fare fibroblast



hiicreleri kullanilarak 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi
ile gerceklestirilmistir. Jelatin ve  MAH komonomeri ile fonsiyon kazandirilan
PHEMA/GEL ve PHEMAH/GEL kriyojeller i¢in hiicre canliiginin PHEMA
Kriyojelden daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Hazirlanan kriyojeller arasinda
PHEMAH/GEL kryojellerin daha yiiksek hiicre canliligi vermesiyle birlikte histidin
amino asidi tiirevli MAH’in hiicrelerin canlilig1 {izerinde arttirici etkisi oldugu
sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak MAH ve jelatin ile hazirlanan PHEMAH/GEL

kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilir olduklar1 sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: PHEMA, MAH, jelatin, histidin, kriyojel, doku iskelesi, MTT,
fibroblast
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DEVELOPMENT OF POLY (2-HYDROXYETHYL-METHACRYLATE)
BASED GELATIN AND AMINO ACID CONTAINING
SUPERMACROPOROUS CRYOGEL TISSUE SCAFFOLDS

Giilsen BAYRAK
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Cryogels offer the advantage of being used as tissue scaffold in tissue engineering
studies due to their large interconnected pores, hydrophilic nature, they do not require
toxic substances as solvents and pores forming agents when they synthesis, they are

flexible and mechanically durable.

In this study, gelatin containing cryogels were prepared using 2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) as a basic monomer, N-methacryloyl- (L) -
histidine methyl ester (MAH) as a comonomer and poly (ethylene glycol) diacrylate
(PEGDA) as the crosslinker. The aim of the study is to combine supermacroporous
PHEMA cryogels with a natural material such as gelatin and histidine amino acid
derived comonomer MAH, to make a tissue scaffold for cells can attach, survive and

proliferate. In order to better understand the effects of MAH comonomer and gelatin
iv



together, cryogels were prepared to contain different amounts of gelatin and MAH.
Accordingly, four different features; poly (2-hydroxyethyl methacrylate) [PHEMA],
poly (2-hydroxyethyl methacrylate)-gelatin [PHEMA/GEL], poly (2-hydroxyethyl
methacrylate N-methacryloyl- (L) -histidine methyl ester) [PHEMAH] and poly (
hydroxyethyl —methacrylate-N-methacryloyl-(L)-histidine  methyl ester)-gelatin
[PHEMAH/GEL] and a total of eight cryogel groups were formed depending on the
varying gelatin ratio. The usability of prepared cryogels prepared as a scaffold was
evaluated. The effects of RGD (Arginine-Glycine-Aspartic acid) sequence in the
gelatin structure and effect of histidine amino acid derived MAH comonomer (which
Is used for the first time in tissue scaffold fabrication studies) to cell proliferation, cell

adhesion and cell viability were investigated by in vitro cell culture experiments.

Synthesis of cryogels was carried out by free radical polymerization at -18 © C. Gelatin
and MAH were added to the structure during polymerization to give PHEMA cryogel
function. Within the scope of characterization studies of prepared cryogels; swelling
properties were evaluated by calculating the degree of macroporosity, gel fraction
yield, swelling degree and swelling ratio. In PHEMA-based cryogels, the degree of
macroporosity, swelling degree and swelling ratio were decreased due to the gelatin
ratio. Whether gelatin and MAH were incorporated into the structure of the cryogels
was examined by FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) and as a result, they
were successfully incorporated into the structure of cryogels. Three-dimensional
characterization analyzes of MAH and gelatin containin cryogels performed by
microcomputed tomography (micro-ct) and the porosity was found 80,13% for
PHEMAH/GEL. Cell viability and adherence behavior of the cells for different
cryogels were examined by scanning electron microscopy (SEM), the results showed
that PHEMAH/GEL cryogels showed better cell attachment and cell distribution. Cell
viability and cell biocompatibility experiments were performed by using 3- [4,5-
dimethylthiazol-2-yl] -diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay using L929 mouse
fibroblast cells at 24 and 48 hours for all cryogels prepared. It was found that cell
viability was higher for PHEMA/GEL ve PHEMAH/GEL cryogels functionalised with
gelatin and MAH comonomer than PHEMA cryogels. Among the cryogels prepared,

it was concluded that the histidine amino acid derived MAH had an enhancing effect

\Y



on the cell viability as PHEMAH / GEL cryogels gave higher cell viability. As a result,
it was concluded that PHEMAH / GEL cryogels prepared with MAH and gelatin can
be used as tissue scaffold.

Keywords: PHEMA, MAH, gelatin, histidine, cryogel, tissue scaffold, MTT,
fibroblast
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1. GIRIS

Gegmisi 50 y1l ncesine uzanan Kriyojeller [1], sifirin altindaki sicakliklarda sentezlenen
[2], hidrofilik yapida ve birbirleriyle baglantili genis gozenekler bulunduran polimerlerdir
[3]. Kriyojellerin sentezi genel olarak ii¢ asamada gergeklesir. ilk asamada uygun
monomerler, polimer Onciilleri, ¢apraz baglayicilar ve baglaticilart iceren ¢ozelti
olusturulur. Ikinci asamada hazirlanan monomer ¢ozeltisi sifirin altindaki sicakliklarda
polimerlesmeye birakilir. Bu asamada ¢6zelti igerisindeki ¢oziiciiniin hizla donmasinin
etkisiyle, donmamis halde kalan monomerlerin ortamdaki derisimi artar ve bu donmamis
s1v1 kisim jel olusturur. Ugiincii asamada ise polimer icinde donmus halde olan ¢oziicii
kristalleri oda sicakliginda erir [2]. Buz Kristalleri yerini genis ve birbirleriyle baglantili

gozeneklere birakir [4].

Kriyojeller essiz yapida genis ve baglantili gézenekleri sayesinde ¢ok farkli alanlarda
kullanilirlar. Kriyojeller kromatografide; proteinlerin, plazmitlerin, enzimlerin ve niikleik
asitlerin saflastirilmasinda ve ayriminda kullanilmaktadirlar. Oksijen ve besin
maddelerinin gegigine izin verebilecek boyutta genis ve baglantili gdzenekler
bulundurmalar1 sayesinde doku miihendisligi uygulamalarinda da avantajli polimerik

malzemelerdir [5].

Doku miihendisliginin amaci zarar gormiis dokularin doku iskelesi yardimiyla
onarilmasidir. Ug boyutlu doku iskeleleri hiicreler aras1 matriksi (ECM) taklit etmeyi
amaglar. Bu amac¢ i¢in doku iskeleleri sentetik ve dogal malzemeler kullanilarak
hazirlanabilir [6]. Doku iskelesinin se¢imi hiicrelerin canli kalabilmesi, ¢ogalabilmesi ve
farklilasabilmesi bakimindan ¢ok kritiktir [7]. Segilen doku iskelesinin biyouyumlu
olmasi, hiicrelerin tutunmalarini saglayabilecek yilizey 6zelliklerine sahip olmasi [6],
genis gozenekli olup hiicrelerin yayilmasini kolaylastirmasi [5] ve mekanik olarak saglam

olmas1 beklenir [5].

Kriyopolimerizasyon ile kriyojel yapimi disinda doku miihendisliginde doku iskelesi

olarak faz ayirim, ¢6ziicii dokme/parcacik siizme, gaz kopiirtme ve elektroegirme/



elektrodondiirme, gibi polimer yapma yontemleri mevcuttur [2]. Doku iskelesi yapimi
icin ¢ok fazla yontem olmasina karsin kriyojellerin baglantili, kontrol edilebilir gozenek
boyutu ve mekanik dayanikliligi gibi 6zellikleri bir arada bulundurmasi doku iskelesi

olarak kullanilmalarini avantajli kilar [5].

Kriyojeller sentetik ve dogal polimerlerin ayri ayri veya bir arada kullanilmasiyla
sentezlenebilirler [8]. Kriyojel yapiminda kullanilan dogal polimerler arasinda kolajen,
jelatin, kitosan, hiyaluronik asit [9], nisasta ve ipek fibroini 6rnek olarak verilebilir [10].
Jelatin kolajenin hidrolizi ile elde edilen bir proteindir [10]. Kolajen yerine jelatinin
kullanilmasi immiin yanit olusturmama [11] ve ekonomik olmasiyla avantajlidir [12].
Ayrica jelatin, kolajende yer alan biyoaktif sekans olarak bilinen arjinin-glisin-aspartik
asitten olusan RGD peptit dizisini de bulundurur. Bu peptit dizisinin hiicre tutunmasi
tizerinde arttiric1 etkisi oldugu bilinmektedir [11]. Bunun diginda jelatinin yapisinda
glisin, prolin ve hidroksiprolin amino asitleri fazla miktarda bulunmaktadir [13]. Jelatin
biyouyumlu, suda ¢dziinebilen, bozunabilir ve en 6nemlisi bozundugu zaman toksik

bilesikler olusturmayan bir madde olmasina karsin mekanik olarak saglam degildir [8].

Sentetik polimerlere poli glikolitik asit (PGA), poli kaprolakton (PCL), poli L-laktik asit
(PLA) [14], poli vinil alkol (PVA), poli-N-isopropilakrilamit (PNIPAM) [10] ve Poli (2-
hidroksietil-metakrilat) (PHEMA) 6rnek olarak verilebilir [12]. PHEMA mekanik olarak
saglam ve esnek yapida, biyouyumlu, toksik olmayan, kimyasal olarak stabil yapida,
yiiksek diizeyde su tutma oOzelligi gosteren sentetik bir polimerdir. [12] PHEMA
kriyojeller kontak lens yapiminda, ilag salim sistemlerinde [15], implantlarda [16] ve

doku miithendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [17].

Sunulan tez c¢alismasinda essiz karakteristik Ozelliklerine karsin tek basina hiicre
tutunmasi igin uygun yiizey Ozellikleri tasimayan PHEMA kriyojeller, jelatin ve
fonksiyonel MAH komonomeri ile fonksiyon kazandirilarak PHEMAH/GEL kriyojeller
sentezlenmistir. Jelatinin yapisinda yer alan RGD amino asitlerinin ve histidin amino
asidinden tiirevli iiretilmis MAH komonomerinin hiicre tutunmasmna olan katkis1
incelenmis Ve literatiirde ilk kez MAH komonomerinin hiicre kiiltiir ¢calismalarinda doku

iskelesi olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.



Calismada en uygun doku iskelesinin bulunabilmesi amaciyla dort farkli kriyojel
(PHEMA, PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL) farkli oranlarda jelatin i¢erecek
sekilde hazirlanmistir. PHEMA temelli kriyojellerin  MAH ve jelatin ile
fonksiyonlandirilmasi polimerizasyon sirasinda gergeklestirilmistir. Bu Kkriyojellerin
karakterizasyon ¢aligsmalari; sisme testleri, SEM, Mikro-CT ve FTIR ile yapilmistir. Daha
sonra bu kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilirlikleri hiicre ekimi sonrasinda 24
ve 48. saatler icin yapilan MTT analizi ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan kriyojellerin
biyouyumlulugu bu analiz ile ortaya konmustur. Ekilen hiicrelerin kriyojeller ile olan

baglanma, tutunma, yayilma gibi etkilesimi SEM goriintiileri ile gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Kiriyojeller

Bir jel ¢esidi olan kriyojel kelimesinin kokeni Yunancaya dayanmaktadir. Yunanca’da
kri’os (kryos) buz ya da donma anlamina gelir [18]. Kriyojeller, serbest radikal
polimerizasyonu ile sifirin altindaki sicakliklarda monomer veya polimer Onciilleri
kullanilarak sentezlenen, hidrofilik ve siipermakrogézeneklere sahip, genellikle elastik ve
stinger benzeri yapida jellerdir [19-21]. Bu jeller fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz
baglanmis homojen veya heterojen polimer aglarinin olusturulmasiyla elde edilebilirler
[22]. Ayrica kriyojellerin yapiminda farkli onciiller kullanilarak ve farkli kimyasal
reaksiyon uygulanarak kullanilacagi alan dogrultusunda ¢ok farkli sekil ve 6zelliklerde

sentezlenebilirler [20].

2.1.1. Jel Tanm ve Kriyojeller

Sismis ti¢ boyutlu polimerik malzemeler olan jeller, makromolekiiler zincirlerin
birbirlerine fiziksel veya kimyasal yollar ile baglanmasiyla olusan polimer ve polimer
icerisinde immobilize ¢oziiciiden olusan sistemlerdir [23]. C6ziinen maddenin polimer
igerisine immobilize olabilmesi Kaliteli jel olusumu agisindan ¢ok 6nemli bir agamadir.
Bu durum basariyla saglandiginda sistemin biitiinliigiiniin bozulmasina sebebiyet verecek
kadar siki olmayan esnek bir polimer ag olusabilir [24]. Jeller yapilis ve igerik gibi
ozelliklerine gore farkli sekillerde smniflandirilabilirler. Genel olarak immobilize edilen

¢Oziiciiniin tiirline gore ve ¢apraz baglayici tliriine gore bir siniflandirma yapacak olursak;
i) Immobilize edilen ¢oziiciiniin tiiriine gore jeller

Immobilize edilen ¢dziicii su ise bu jellere hidrojeller denir. Kriyojeller de hidrojeller
smifina dahil sistemlerdir. Immobilize edilen ¢dziicii organik bir sivi ise bu jellere

organojeller denmektedir.
i) Capraz baglayici tiirtine gore jeller

Jellerin igeriginde bulunan onciillerin ¢apraz baglanmasi kimyasal madde kullanilarak
gerceklestiriliyorsa bu jellere kimyasal c¢apraz bagli jeller denir. Jellerin g¢apraz
baglanmasi kimyasal madde kullanilmadan fiziksel yollar ile gerceklestiriliyorsa bu
jellere fiziksel ¢apraz bagli jeller denir. Capraz baglama islemi iyonik yiikler sayesinde

yapiliyorsa bu jellere iyonik ¢apraz bagli jeller denir [23].



Bir jel ¢esidi olan kriyojeller diger bilinen jellerin aksine soguk ortamda polimerlesen
malzemelerdir [24]. Kriyojellerin ve diger jellerin yapiminda kullanilan ¢ogu malzemeler
ortaktir ancak kriyojeller sifirin altindaki sicakliklarda polimerlesirken diger jeller
genellikle oda sicakliginda polimerlestirilerek sentezlenen malzemelerdir. Kriyojeller
genel olarak bilinen diger jellerin aksine ¢oziiciiniin hem polimerin yapisinda hem de
makrogozeneklerin  igerisinde  bulundugu heterofaz  sistemlerdir.  Kriyojeller
makrogozeneklerin yani sira mikrogozeneklere sahip jellerdir. Diger bilinen jeller

homofaz sistemlerdir ve ¢ogunlukla mikrogézeneklere sahiptirler [20, 26].

Sentezlenmesinde ¢oziicii olarak su kullanilan kriyojeller yukarida da bahsedildigi gibi
aynt zamanda hidrojeller sinifina dahil jellerdir. Ayni siniftan olmalarina ragmen
hidrojellerin kriyojellere gore elastikiyeti daha azdir. Ayrica hidrojellerde, kriyojellerde
bulunan birbirleriyle baglantili gézeneklere daha az sayida rastlanir [25]. Hidrojellerin
kriyojellere oranla gézenek boyutunun daha kiigiik olmasi sebebiyle hidrojellerin sisme
orani daha distiktiir [26]. Hidrojeller kriyojellere oranla mekanik olarak daha az dayanikli
jellerdir, bu durum bir¢ok calismada hidrojellerin yerine kriyojellerin tercih edilmesine

sebep olmaktadir [27].

2.1.2. Kriyojellerin Sentezlenmesi

Kriyojellerin sentezlenmesini genel olarak 3 ana basamakta verebiliriz. Bu basamaklar

sirasiyla;

1) Polimer ¢dzeltisinin hazirlanmasi
2) Sistemin dondurulmasi ve sistemin inkiibasyonu

3) Sistemin erimesi

Kriyojellerin sentezlenme basamaklar1 agagida sirasiyla aciklanmis ve Sekil 2.1°de

verilen gorselde 6zetlenmismistir.

1) Polimer ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sentezlenmek istenen kriyojel tipine gore hazirlama yonteminde kiigiik degisiklikler

olmasina karsin genel olarak ilk asamada uygun polimer onciilleri/monomerler uygun



coziicii igerisinde ¢oziilerek, icerisinde capraz baglayicilarin ve polimerizasyon
baslaticilarinin eklendigi polimer ¢ozeltisi hazirlanir [14]. Bu asama oda sicakliginda
gerceklestirilen bir asamadir ve en kritik noktas1 dondurma asamasina gegmeden Once
hazirlanan sistemin oda sicakliginda polimerlesmeye baslama olasiligidir. Bu istenmeyen
bir durumdur, kriyojeller soguk ortamlarda polimerlestirilerek sentezlenen jeller olduklari
icin eger polimerizasyon oda sicakligi kosullarinda gergeklesirse kriyojelin kendine 6zgii
birbirleriyle baglantili makrogdzenekli yapisi olusamaz. Bu istenmeyen durumun
olusmasini 6nlemek amaciyla ¢apraz baglayici ve reaksiyon baslaticilarin1 eklemeden

once polimer ¢ozeltisini sogutmak gerekir [23].

2) Sistemin dondurulmasi ve sistemin inkiibasyonu

Ikinci asamada hazirlanan polimer ¢ozeltisi uygun kosullar ve uygun sicaklikta
dondurulup, polimerizasyonu bagslatilir ve 17-24 saat boyunca inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonrasinda birbiriyle baglantili makrogdzeneklerin yan1 sira mikro
gozeneklerin de olustugu kriyojel yapimi tamamlanmis olur [23]. Dondurma sicakligi
sentezlenecek olan kriyojel ¢esidine gore degismekle birlikte yaklasik olarak -10°C ile -
20°C arasindadir [20]. Bu asamay1 dondurma sicakligi, polimer ¢ozeltisinin dnceden
sogutulup sogutulmadigi, polimer ¢dzeltisinin i¢ine dokiildiigli (i¢cinde dondurulacagi)

malzemenin fiziksel 6zellikleri gibi parametreler dogrudan etkiler [23].

Dondurma sicakligi bu asamayi etkileyen parametreler arasinda en énemli olanidir ve
sentezlenecek olan kriyojelin ozelliklerini etkiler. Kriyojeller dondurulurken hizli
sogutma yapmak buz kristallerinin genislemesine engel olur, bu durum boyut olarak
kiiglik ve sayica ¢ok fazla kristalin olusmasina yol agar. Sonug olarak diizensiz ve
cogunlukla mikrogozenekli, kati, esnek olmayan yapida ve mekanik olarak saglamligi az
olan kriyojeller olusur. Hizli sogutma yapilmadigi zaman, buz kristallerinin genislemesi
icin yeterli slire olur ve bu sayede sayica daha az ve daha genis kristallerin olusumu
miimkiin olur. Sonu¢ olarak biiyiik gozenekler iceren diizenli yapiya sahip, mekanik
olarak saglam ve esnek kriyojeller elde edilir. Kriyojeller sentezlenirken dondurma
sicakligr degistirilerek kullanim alanina ve amacina gore istenen boyutta ve miktarda

gozeneklere sahip kriyojeller tiretilebilir, gézenek durumu ayarlanabilir [25,30].



Dondurma islemi sonrasinda sistem 17-24 saat inkiibasyona birakilir. Kriyojellerin
polimerlesmesi yart donmus bir ortamda gergeklesir. Kriyojeller sentezlenirken
kullanilan ¢oziicii (genellikle su kullanilir) hizla donarak buz kristallerini meydana getirir.
Bu buz kristalleri daha sonra birbirleriyle baglantili makrogézenekleri olusturur [20].
Coziicliniin donmasi sebebiyle ortamda ¢oziiciiniin derisiminde azalma meydana gelir.
Coziicinin ~ derisiminin  azalmast  polimer  surubunda  bulunan  polimer
onciillerinin/monomerlerin ~ jel  olusturmasim1  tetikler [29]. Bu  polimer
onciilleri/monomerler buz kristallerinin etrafinda polimerlesirler ve bu sayede kriyojelin
kendine 6zgili birbirleriyle baglantili makrogdzeneklere sahip agsi yapisi olusur [14].
Burada buz kristalleri gozenek yapict ajan olarak rol oynar [30].

Gozenek yapici olarak kullanilan ajanlar 6zellikle biyomedikal alanda kullanilacak
malzemeler agisindan kritiktir. Hiicre c¢alismalarinda bu gdzenek yapici ajanlar
kullanilarak yapilan doku iskelelerinin hiicreler iizerinde toksik etki gosterme olasiligi
yiiksektir [31]. Kriyojellerin sentezinde buz kristallerinin yani ¢oziicli olarak kullanilan
suyun donmastyla gézenekler olusur. Kimyasal bir madde yerine gbzenek yapici ajan

olarak su kullanilmas, kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanimini avantajli kilar [32].

Kriyojeller yukarida da bahsedildigi gibi yalnizca makrogozeneklerden olugmazlar ayni
zamanda mikro gozenekler de igerirler. Kriyojellerin gézeneklerinin boyutu yaklasik
olarak 10-200 pum arasinda degisim gosterir. Kriyojellerin gézenekleri ¢ogunlukla
dairesel sekildedir. Bu durum ¢6ziiciiniin gézenek duvarinda yarattig1 yiizey geriliminden
kaynaklanir [14]. Gozeneklerin sekil, boyut ve dagilimini monomer derisimi, kullanilan
¢Oziicii ve polimerizasyon sicakligi gibi birgok parametre etkilemektedir [33]. Ayrica
biiyiik gozenekler hizla sisebilme 6zelligi gosteren kriyojellerin olusumunu saglar.
Gozenek duvarlarinin  kalinligi, biyikligii ve yogunlugu kriyojellerin mekanik

ozelliklerini ve dolayisiyla uygulama alanlarini etkiler [28].

3) Sistemin erimesi

Ucgiincii asama olan erime asamasi kriyojel olusumunun tamamlandig1 asamadir. Bir
onceki asamada olusmus olan kriyojelin birbirleriyle baglantli makrogézenekleri bu

asamanin sonunda ¢Oziicliniin oda sicakliginda erimesiyle ortaya ¢ikmis olur [23].
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Boylece siinger benzeri, mekanik olarak dayanakli ve esnek kriyojeller elde edilir [28].
Ozetleyecek olursak kriyojellerin fiziksel &zellikleri yapiminda kullanilan polimer
surubuna, capraz baglayict mekanizmasina, sicakliga, dondurma siiresine, dondurma

derecesine ve dondurup-¢6zdiirme dongiisiine baglidir [28].

Polimer ¢ézeltisinin Sistemin dondurulmasi Erime
hazirlanmasi

1) Coziicii

2)  APS/TEMED

3)  Polimer dnciilleri/monomerler/capraz baglayicilar
4)  Buz kristallleri

5)  Su/Makrogizenekler

6)  Polimer

Sekil 2.1. Kriyojellerin sentezlenmesi.

2.1.3. Kriyojellerin Kullanim Alanlari

Kriyojeller birbirleriyle baglantili makrogdzenekleri ve mekanik dayanikliligi sayesinde
cok genis kullanim alanina sahiptirler. Sekil 2.2°de de goriildigii gibi kriyojeller
monolitik kolon (tek bir parga), disk, kiire veya kullanim amacina gére istenilen sekillerde
sentezlenebilmelerinin yani sira sentetik malzemelerden, dogal malzemelerden veya ikisi
birlikte kullanilarak sentezlenebilirler [34,29,28,27].

Kiire Tabaka Monolitik kolon Disk

Sekil 2.2. Kiire, tabaka, monolitik kolon ve disk gibi farkli sekillerde sentezlenebilen
kriyojeller [35].



Devamli sivi akisimi saglayabilecek geniglikte ve saglamlikta gbzenekler sayesinde
kriyojeller kromatografik malzemeler olarak hiicrelerin, viriislerin, plazmitlerin,
organellerin, proteinlerin, niikleik asitlerin ayriminda ve biyoreaktor olarak kullanilirlar
[14,34,22]. Cevresel uygulamalarda adsorbent olarak [36] ve doku miihendisligi

caligmalarinda doku iskelesi olarak kullanilirlar. [25].

2.2. Doku Miihendisligi

Cesitli sebeplerden dolayr hasar gérmiis ve islevini yitirmis organlarin hastanin yasam
kalitesini devam ettirebilmesi i¢in onarilmasi gerekir [37]. Kiiciik hasarlar meydana
geldigi zaman viicut kendi kendine bu hasarin tamamini onarabilir veya hasari azaltabilir
[38]. Meydana gelen hasar biiyiik oldugu zaman onarim igin nakil gibi miidahaleler
gerekebilir. Ancak nakil islemlerinin; kisiler arasinda uygunlugun kolay bulunamayisi,
uyum saglanip nakil yapilsa bile sonrasinda hastada meydana gelebilecek doku reddi veya
hayat boyu immiin baskilayici kullanmak durumunda kalma gibi olumsuz taraflart
bulunmaktadir [37]. Nakil isleminden kaynakli olumsuzluklari ortadan kaldirabilmek igin
yiiksek potansiyeli olan uygulamali biyoloji ve miithendislik bilimlerini bir araya getirmis
disiplinler arasi bir alan olan doku miihendisligi ortaya ¢ikmustir [39,40]. Langer ve
Vacanti tarafindan tanimlanan bu alan [41], hiicre biyolojisini, molekiiler biyolojiyi ve
biyomalzeme bilimini bir araya getirerek olusmustur [42]. Doku miihendisligi
yaklasimmin amaci hasarli dokunun/organin onarimini saglamak ve fonksiyonunu
yitirmis dokunun/organin yerine yenisini yapmaktir [43]. Bu yaklasimda doku iskelesi,
hiicreler ve sinyal molekiilleri bir araya getirilir [44], olusturulan bu biyomalzeme
hastaya implante edilir. Bu sayede nakil i¢in uygun doku/organ aranmasina gerek
kalmayacak ve nakil sonrasi meydana gelebilecek olumsuzluklar goriilmeyecektir [42].

Doku miihendisligi yaklagimi Sekil 2.3de verilen gorselde 6zetlenmistir.

Doku miithendisligi uygulamalari i¢in prensip olarak in vitro ortamda hiicrelerin iizerinde
tutunabilecegi, cogalabilecegi, biiyliyebilecegi ve farklilagabilecegi uygun bir doku
iskelesi yapmak gereklidir [37]. Doku iskelesinin tizerindeki hiicrelerle birlikte hastaya
yerlestirilmesi ve hasarli bolgenin onarimi hedeflenir [22]. Doku iskeleleri kullanim
amacina gore farkli 6zelliklerde hazirlanabilirler. Doku iskeleleri kullanim amacina gore

biyobozunur ve biyobozunur olmayan sekilde sentezlenebilirler, sentetik veya dogal



polimerlerin birlikte veya ayr1 kullanimiyla olusturulabilirler. Tasarlanan doku iskeleleri
sadece hiicre tagimak i¢in degil ayn1 zamanda hasarli bir bolgenin iyilesmesine katki

saglamak amaciyla ilag da tasiyabilirler [38].
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Sekil 2.3. Doku miihendisligi yaklagima.

2.2.1. Hiicreler Aras1 Matriks (ECM)

ECM hiicre mikrogevresini olusturan, hiicrelerin birbirleriyle baglanti yapmalarina ve
birbirleriyle haberlesmelerine olanak veren ¢ok 6nemli bir yapidir [40]. ECM hiicrelere
yapisal destek saglamakta ve hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, tutunmasi ve 6liimiinde
onemli roller oynamaktadir. Doku miihendisligi uygulamalarinda da hasarli dokunun

onarimi i¢in ECM’yi taklit edebilmek basarili sonuglarin alinmasini saglamaktadir [28].

ECM’nin yapisin1 proteinler, glikoproteinler ve proteoglikanlar olusturmakta ve
yapisinda devamli olarak kolajen, fibronektin, elastin ve biiylime faktorleri
sentezlenmektedir [28]. Bu bilesenlerin dagilimi ve miktari dokudan dokuya degisiklik

gosterir [38]. ECM’nin yapisini tiim yoniiyle yapmak simdilik zor olsa da yapisi
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aydinlatildikca ECM’yi taklit edip ona benzer doku iskeleleri yapma caligmalar1 devam

etmektedir.

2.2.2. Doku iskeleleri

Hiicre kiiltiirii calismalarinda iki boyutlu yapilan hiicre kiiltiirli ¢alismalari ile ti¢ boyutlu
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 arasinda biiyiik fark vardir. Iki boyutlu kiiltiirlerde hiicrelerin
cogalmasiyla birlikte hiicre kiiltiir kabini kaplamasi ve dolayisiyla yiizey alanlarinin
azalmasindan kaynakli besin ve oksijen gibi yasamsal 6énemdeki bilesenlerin hiicrelere
ulagsmasinda sikintilar yasanir. Ayrica iki boyutlu hiicre Kkiiltiirleri hiicre-ECM
baglantilarinin  olusturulmasinda yetersiz kalmaktadir [45]. Doku miihendisligi
calismalar1 ECM’yi taklit edebilecek ve hasarli bolgede yeniden hiicre biiyiimesini ve
hasarli dokunun onarimini saglayabilecek ii¢ boyutlu bir doku iskelesi yapmayi

amaglamaktadir [46].

2.2.2.1. ideal Doku iskelesi

Doku miihendisligi ¢alismalarinda ¢ok farkli yontemlerle doku iskeleleri tasarlamak
miimkiin olmasina ragmen bu tasarlanacak doku iskelelerinde aranan 6zellikler ortaktir.
Gozenek boyutu tasarlanacak doku iskelesi igin en kritik parametredir [47]. Yetersiz
g6zenek bliyiikliigl ve bigimsiz gézenek sekli doku iskelelerinin kullanimlarim kisitlar [48].
Gozeneklerin kiigiik olusu hiicrelerin tutunmasini ve yayilmasm dogrudan etkiler [47]. ideal
bir doku iskelesinde bulunmasi gereken &zellikler Sekil 2.4°de kisaca dzetlenmistir. Ideal bir
doku iskelesi hiicre tutunma olasiligini arttirabilmek, besin ve gazlarin gegisini
kolaylastirabilmek igin gézenekli yapida olmali [49], atik driinlerin de gegisine izin
vermeli, elastik olmali, mekanik zorlamalara kars1 dayanikli olmali [22], hidrofilik olmali
[50], kullanim amacina gore kontrollii biyobozunur 6zellikte olmali, hasarli bolgeye
yerlestirildigi zaman o bolgeyi tamir edebilir olmali ve yerlestirildigi bolgede immiin
yanit olusturmamalidir. Ozetleyecek olursak ideal bir doku iskelesi hiicrelerin iizerinde
tutunabilecegi, biiyiiyiip ¢ogalabilecegi, farklilasabilecegi gozenekli bir yapiya sahip
olmalidir [48].
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p— —
+ Toksik olmamali + Bivouyumlu olmali
+ Hiicre tutunmasint saglamali . + Biyobozunurolmali
+ Hiicre biiyiimesine imkan vermeli Ideal Doku + Hidrofilik olmali
+ Hiicre yayilmasi saglamali R Iskelesi ™ & Makro gozenekli olmali
* Hiicre farklilagmasm saglamali < Mekanik olarak dayanikliolmali
**Hasarli bolgey1 onarabilmeli * Esnek olmal
Sekil 2.4. Ideal doku iskelesinde bulunmasi gereken dzellikler.

2.2.2.2. Doku Miihendisligi Uygulamalarinda Kullanilan Doku Iskeleleri

Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in sentezlenen polimerler hem sentetik hem de dogal
malzemeler kullanilarak yapilabilirler. Cizelge 2.1°de avantajlar1 ve dezavantajlariyla
verilen bu polimerler ¢6ziicti dskme/pargacik siizme, gaz kopiirtme, dondurarak kurutma,
fiber baglama, eriterek kaliplama, faz ayirma gibi farkli yontemlerle sentezlenebilirler

[39,42,43].
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Cizelge 2.1. Doku iskelesi yapma yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Avantajlar

Dezavantajlar

Coziicii
Dokme/

Parc¢acik
Siizme

Sentezlenmesi kolaydir[47].

Yapiminda organik ¢oziicii kullanilir [51].

Gozenek yapici olarak yaygin olarak tuz
parcaciklari kullanilir [47].

Sentezlenen membranlar oldukca ince
olduklart i¢in pargaciklarin uzaklastirilmasinda
zorluklar yasanir [42].

Gozenek yogunlugu ve boyutu tuz/polimer
oranini degistirerek ayarlanabilir [47].

Genis ve birbirleriyle baglantili gézeneklerin
yapiminda yetersiz kalir [39].

Gaz Kopiirtme

Cok gozeneklidir [47].

Gozenek boyutunun kontrolii zordur [51].

Mekanik olarak saglam polimerlerdir [47].

Gozenekler baglantili degildir [51].

Genis gozenekler elde edilir [51].

Gozenek boyutu hiicre tutunmasi igin ¢ok
genistir [51].

Organik ¢oziicii kullanilmaz [51].

Kullanilan ~ kopiirtiicii  ajanlar
yapiminda yetersiz kalir [25].

gbzenek

Dondurup
Kurutma

Yogun ve baglantili gozenekleri vardir.

Mikro ve makrogozeneklerden olusur [51].

Yaygin olarak mikro gozeneklidir [52].

Ekonomik ve ¢evre dostudur [53].

Yapimu vakit alir [52].

Gozenek yapici olarak buz kristalleri, ¢oziicii
olarak su kullanilir [47,51].

Yapimu yiiksek enerji gerektirir [52].

Fiber Baglama

Yapimi kolay bir yontemdir.
Kiigiik fiberlerin yapimi da miimkiindiir.

Hiicreler i¢in genis yiizey alani saglar [47].

Tek basina doku iskelesi olarak kullanimi
avantajli  degildir, baska bir polimerle
desteklenmelidir [47].

Faz Ayirim Kolay bir yontemdir [54]. Fazla malzeme secenegi yoktur, kullanilabilen
malzemelerden biri jelatindir [54].
Hiicre tutunmast igin elveriglidir [54]. Jelatinle hazirlandiginda yeterli mekanik
dayaniklilik elde edilemez [54].
Elektroegirme | Yapimi kolaydir [55]. Ug boyutlu doku iskelesi yapiminda iki boyutlu
kadar bagarili degildir [54].
Gozenek boyutu ve yogunlugu kontrol | Gézenek boyutu kiigiiktiir [55].
edilebilir [54].
Eriterek Hizli ve ekonomiktir [51]. Kalibin yapimi karmagiktir [51].
Dokme

Gozenek boyutu ve sekli ayarlanabilir. Cesitli
boyut ve sekillerde yapilabilirler [51].

Kullanilan gézenek yapicinin uzaklastirilmasi
zordur [51].

Yapiminda organik ¢6ziicii kullanilmaz [51].

Yapimu i¢in yiiksek sicakliklar gerekir [51].
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2.2.2.3. Doku iskelesi olarak kriyojellerin kullanilmasi

Doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilan doku iskelelerinde en biiyiik sorunlardan
biri gozenek boyutunun ayarlanamamasidir. Genis gozenekler sadece hiicrelerin
tutunmasi i¢in alan yaratmaz ayni zamanda oksijen ve besin maddelerinin gegisi igin de
cok Onemlidir. Oksijen hiicre canliligmin devam ettirilebilmesi, hiicrelerin biiyiiyiip
cogalabilmesi ve farklilagabilmesi icin ¢ok Onemlidir. Oksijenin Yetersiz oldugu
durumlarda yani hipoksi durumunda serbest radikaller olusup hiicrelere zarar verebilir ve
hiicrelerin nekroza dolayisiyla 6liime siiriiklenmesi kag¢inilmaz bir hal alir. Bu durum
caligmalarin devam edebilmesini dogrudan kisitlar. Oksijen gegisini saglayabilmek igin
genis gozenekli doku iskelelerin kullanilmasi olumlu sonuglar verir [56]. Daha once
yukarida da bahsedildigi gibi bir¢ok farkli yontemle doku iskeleleri yapilmistir. Doku
iskelelerinin yapiminda kullanilan ¢oziiciilerin hiicreler iizerinde toksik etkisinin olmast,
istenilen boyutta yapilamayan veya kontrol edilemeyen gozenek boyutu ve bu
gozeneklerin birbirleriyle olan baglantilarinin az olusu veya hi¢ olmayist dolayisiyla ag
seklinde bir yapmin saglanamayisi gibi problemler alternatif doku iskelelerinin
gelistirilmesini gerektirmistir [37]. ECM benzeri yapilar olan hidrojellerin bir ¢esidi olan
kriyojeller [57], sifirin altindaki sicakliklarda sentetik ve dogal polimerlerin ayri ayri
veya birlikte kullanilmasiyla sentezlenen polimerlerdir [37,58]. Kriyojellerin genis ve
birbirleriyle baglantili gozeneklere sahip olmalari, biyouyumlu olmalari, hiicreler
tizerinde toksik etkilerinin bulunmamasi, hiicre baglanmasina izin vermeleri, mekanik
olarak dayanikli ve esnek olmalari, canli dokular gibi yiiksek miktarda su tutabilme
kapasiteleri sayesinde doku miihendisligi c¢aligmalarinda doku iskelesi olarak
kullanilmalar1 avantajhidir [59,60]. Kriyojellerin sahip oldugu birbirleriyle baglantili
makrogozenekleri besin ve oksijenin hiicrelere iletilmesini, metabolik atiklarin da
hiicrelerden kolayca uzaklastirilmasini saglar [58]. Ayrica kriyojeller sentezlenirken
diger bazi doku iskelelerinde oldugu gibi organik ¢6ziictiler kullanilmadigi igin
kriyojeller ¢evre dostudur [36,58]. Organik ¢oziiciilerin hiicreler iizerinde toksik etkisi
bulunmaktadir. Organik ¢oziicliler kullanilarak yapilmis doku iskelelerinin hiicre
uygulamalarinda kullanimi i¢in Oncelikle bu organik c¢oziiciilerin  tamamen

uzaklastirilmasi gerekir, ancak bu islem oldukga zordur [58].

Yukarida da bahsedildigi gibi sentetik ve dogal malzemelerin kullanilmastyla kriyojeller

sentezlenebilir [28]. Sentetik ve dogal malzemeler birlikte kullanilarak sentezlenen
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kriyojeller doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi agisindan daha avantajlidir
[28]. Dogal malzeme kaynakli sentezlenen kriyojeller ECM bilesenlerinin
kullanilmasiyla olusturulabilecegi gibi, ECM bileseni olmayan dogal malzemelerden de
sentezlenebilirler [44]. Dogal malzeme temelli sentezlenen kriyojellere hiyaluronik asit
[61], laminin [62], alginat, Kitosan, agaroz, dekstran, jelatin, kolajen [63], seliiloz, ipek
fibroin, alginat-agaroz, kitosan-jelatin, jelatin-fibrinojen 6rnek olarak verilebilir [64].
Dogal polimer temelli kriyojeller ve kullanim alanlar1 ¢izelge 2.2°de Ozetlenmistir.
Sentetik malzeme temelli sentezlenen kriyojellere 6rnek olarak PHEMA, PEG, Poli vinil
pirolidon (PVP) [63], PVA [62], poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), PGA ve PCL
verilebilir [61]. Sentetik temelli kriyojeller ve kullanim alanlar g¢izelge 2.3’de
Ozetlenmistir. Bu tez ¢alismasinda sentetik PHEMA kriyojeller dogal malzeme olan
jelatin ve fonksiyonel komonomer olarak kullanilan MAH komonomeri ile birlikte

sentezlenmistir.
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Cizelge 2.2. Dogal polimer temelli kriyojellerin kullanim alanlari

Dogal Polimer Adi Kullanim Alanlar

Alginat Doku miihendisligi, eczacilik, ilag¢ tasima sistemleri [65]

Kitosan Kontak lens malzemesi, kemik doku mithendisligi, kikirdak
doku mithendisligi [52], eczacilik, deri doku mithendisligi,
sinir doku mithendisligi [66], afinite saflagtirma, enzim
immobilizasyonu [28], kontrollii ilag salinimi, ila¢ tasima
sistemleri ve yara Ortlii malzemesi [67].

Seliiloz Eczacilik [68], deri doku miihendisligi [69], kikirdak doku

mithendisligi, ilag tasima sistemi [70] ve kemik doku
miihendisligi [71].

ipek fibroini

Kemik doku miihendisligi [72].

Laminin

Sinir doku miihendisligi [73], kas doku miihendisligi,
intervertebral disk doku mithendisligi [74].

Hyaliironik asit

Sinir doku mithendisligi [75], kikirdak doku miihendisligi,
kemik doku miihendisligi [76], kalp doku miihendisligi ve
deri doku miihendisligi [77].

Kolajen Sinir doku miihendisligi [75], kemik doku miithendisligi [78],
kikirdak doku miihendisligi [79] ve yara Ortii malzemesi
[80].

Agaroz Kikirdak doku mithendisligi [42], sinir doku mithendisligi ve
ilag tagima sistemleri [81].

Jelatin Kikirdak doku miihendisligi [46], Kemik doku miithendisligi

ve deri doku miihendisligi [76].

Kitosan-jelatin

Kemik doku mithendisligi [64].

Dekstran

flag tasima sistemi, yara ortii malzemesi [80] ve deri doku

mithendisligi [7].
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Cizelge 2.3. Sentetik polimer temelli kriyojellerin kullanim alanlari

Sentetik Polimer Adi

Kullanim Alanlari

Poli 2-hidroksietil
metakrilat (PHEMA)

Kikirdak doku miihendisligi [82] ve kemik doku miihendisligi
[83].

Poli vinil alkol (PVA)

Kikirdak  doku [84], hiicre

immobilizasyonu ve ilag tasima sistemi [85].

miihendisligi biyoayrim,

Poli vinil pirolidon (PVP)

Yara ortii malzemesi [80].

Polietilenimin (PEI)

Boya/ agir metal giderimi [86].

Poli kaprolakton PLC

Kemik doku miihendisligi [61].

Poli etilen glikol (PEG)

Kikirdak doku miihendisligi [87], ila¢ tagima sistemi [88] deri
doku miihendisligi [7], kemik doku miihendisligi [71] ve sinir
doku miihendisligi [89].

Poli laktik asit (PLA)

Kikirdak doku miihendisligi ve deri doku miithendisligi [82].

Poli laktik-ko-glikolik asit
(PLGA)

Deri doku miihendisligi [39].

Poli (laktik asit) PLG

Ilag tasima sistemi [90] ve kemik doku miihendisligi [71].

Poli (glikolik asit) (PGA)

Kikirdak doku miihendisligi, deri doku miihendisligi [82] ve
kemik doku miihendisligi [71].

Yukarida kullanim alanlar1 6zetlenen sentetik ve dogal polimerler bazi avantaj ve

dezavantajlar1 bir arada bulundururlar. Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5’de sirasiyla sentetik ve

dogal polimerler i¢in avantajlar ve dezavantajlar tablosu verilmistir.
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Cizelge 2.4. Dogal polimerlerin avantajlar: ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Hiicre tutunabilmesi i¢in uygun ylizey

ozelliklerine sahiptirler [42].

ECM yapimim desteklerler [84].

Hiicreleri uzerinde toksik etkileri bulunmaz

ve biyouyumludurlar [92,82].
Ekonomiktirler [92].

Biyobozunurdurlar [92].

Yetersiz mekanik 6zelliklere sahiptirler [91].

Dogal enzimlerle ¢ok kolay denatiire olurlar.

Denatiire  olmamalar1  igin  kimyasal

maddelerle modifiye edilmelidirler. Bu

durum toksik etkiye sebep olabilir [82].

Immiin yanit olusturma riskleri vardir [91].

Tekrar kullanilabilirlikleri diigiiktiir [84].

Coziinebilirlik sorunu vardir [91].

Cizelge 2.5. Sentetik polimerlerin avantajlar1 ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Kontrol edilebilir kimyasal yapiya sahiptirler
[91].

Biyouyumludurlar [90].

Kaynak sikintis1 yoktur, miktarca boldurlar
[28].

Saflik derecesi yiiksektir [28].

Hiicre tutunmasi i¢in yetersiz ylizey alanina

sahiptirler [42].

Biyobozunurlugu azdir [28].

Bozunma esnasinda zararli

olustururlar [91].

yan {riinler

Yerlestirildigi alanda reddedilme olasilig1

vardir [28].
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2.3. Jelatin

ECM’nin temel bilesenlerinden biri olan kolajen, ECM yapisinda en ¢ok bulunan
proteinlerden biridir [93]. Kolajen hiicre kiiltiir ve doku miihendisligi ¢alismalarinda
baska biyomalzemelerle bir arada kullanilmaktadir. Ancak kolajenin immiin yanit
olusturma riski tagimasi, elastikiyetinin az olmasi ve patojen tasima riski yiiksek olmasi
biyomedikal alanda kullanimini kisitlar [94]. Jelatin Kkolajenin denatiirasyonu veya
hidrolizi ile elde edilen bir ¢esit kolajen yan tirtintidiir. Jelatin soguk su baligi derisinden,
domuzdan ve sigirdan elde edilebilir [95]. Sekil 2.5’deki gorselde jelatinin elde edilme
kaynaklart 6zetlenmistir. Triptofan amino asidi disinda tiim amino asitler jelatinin
yapisinda mevcuttur [96]. Amino asit i¢erigi jelatinin elde edildigi kaynaga gore degisim
gostermesine ragmen [96], genel olarak arjinin, glisin ve asparajin aminoasit dizileri
bakimindan zengindir. Bu diziye RGD dizisi adi verilir [42], Bu dizi hiicrelerin
tutunmasini, yayilmasini ve farklilasmasini desteklemektedir [59]. ki tip jelatin elde etme
yontemi vardir. Jelatin kolajenin asitle muamelesiyle elde edilince tip A, baz ile muamele
edilmesiyle elde edilince tip B olarak adlandirilir [97]. Aynm1 kolajen kaynagindan elde
edilseler bile farkli yontemle yapildiklari i¢in tip A ve tip B jelatin farkli 6zellikler tasir.
Tip A jelatin tip B jelatine gore daha dayaniklidir, prolin ve glisin amino asitlerince
zengindir, pozitif yiikliidiir ve izoelektrik noktasi 8.0 ile 9.0 arasindadir. Tip B jelatin ise
tip A’ya oranla daha kirilgan yapidadir, negatif yiikliidiir ve izoelektrik noktasi 4.8 ile 5.4
arasindadir [98].
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Sekil 2.5. Jelatin; Soguk su baligi, sigir ve domuz derisinden elde edilen kolajenin

denaturasyonu veya hidrolizi sonucu elde edilebilir.
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Jelatin kolajen ile bilyiik yapisal benzerlik gostermektedir. Bu sayede ECM ile de
benzerlik gosterir ve doku iskelesi olarak kullanimi avantajli bir malzemedir [95]. Jelatin
kolajenin denatiirasyonu ile elde edildigi i¢in patojen tasima riski yoktur [94], immiin
cevap olusturmaz [93], toksik ve karsinojenik degildir [99]. Jelatin ayrica biyouyumludur,
biyobozunurdur ve en 6nemlisi diisiik maliyetli bir iiriindiir [93]. Jelatinin sahip oldugu
bu ozelikleri sayesinde doku miihendisligi ¢alismalarinda kolajenin yerine kullanimi
oldukga avantajhidir [21]. Jelatinin doku miihendisligi ¢alismalarinda doku iskelesi, yara

ortii malzemesi ve ilag tasima sistemi olarak ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir [99].

Jelatinden yapilan doku iskeleleri doku miihendisligi ¢aligmalari i¢in siingerimsi yapida
sentezlenerek hiicrelerin iizerine tutunabilecegi ylizey alani arttirilabilir. Ancak yalnizca
jelatinden yapilmis doku iskeleleri oldukca zayif mekanik 6zellikler gostermenin yani
sira hidrolize kars1 da dayanikli degildirler. Bu olumsuz 6zellikleri tersine ¢evirmek igin
jelatin doku iskeleleri ¢apraz baglanarak kararli hale getirilir [82,99]. Kolajen ve jelatin
icin ¢apraz baglayici olarak formaldehit, gluteraldehit ve karbodiimid kullanilir [76].

Bu tez calismasinda jelatin i¢in ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit kullanilmistir.
Gluteraldehitin ¢apraz baglama prensibi jelatinin yapisinda yer alan lizin veya
hidroksilizinin serbest amin grubu ile gluteraldehitin yapisinda yer alan aldehit grubu
arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. Biyomedikal alanda en ¢ok kullanilan capraz
baglayici olan gluteraldehit [99], ekonomiktir, kolajen ve kolajen tiirevlerini oldukga
etkili bir sekilde baglayabilir [55,99]. Genellikle ¢apraz baglayici olarak kullanilan
maddelerin hiicreler lizerinde toksik etkisi bulunur. Gluteraldehitin hiicreler tizerindeki
toksik etkisi olduk¢a azdir [55]. Bu ozellikleri sayesinde ¢alismamizda gluteraldehit

capraz baglayici olarak secilmistir.

2.4. PHEMA

PHEMA, Sekil 2.6’de kimyasal yapist verilen HEMA monomerinin ¢apraz
baglanmasiyla sentezlenen sentetik bir malzemedir. Suda ¢6ziinebilir, biyouyumludur,
kimyasal ve hidrolitik olarak kararli yapidadir [100]. PHEMA kriyojellerin ¢ok yiiksek
oranda su tutabilme kapasiteleri vardir [50]. PHEMA kan ile biyouyumludur ve hidrofilik
karakterdedir [15]. PHEMA tip ve eczacilik alaninda ilk kullanilan sentetik polimerdir
[16]. PHEMA Kontrollii ilag salinim sistemlerinde [15], sentetik deri ¢aligmalarinda,
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gogiis biiyiitme ameliyatlarinda [16], yumusak kontakt lenslerin yapiminda, dental adeziv
uygulamalarda [101] ve doku miihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilmaktadir [16].
PHEMA’dan yapilan malzemeler, igerisine hapsolmus hiicreler igin toleranslidir [100].
Biyo-kararliligi ¢ok yiiksek oldugu i¢in PHEMA kriyojel kendiliginden zor bozunur
[102,103]. PHEMA kiryojellerin en 6nemli 6zelliklerinden biri ¢ok iyi sisme 6zelligi
gostermesidir. Kriyojellerin sisme 6zelligi polimerizasyon i¢in kullanilan Onciillere,
yapilis yontemine ve kullanilan gapraz baglayiciya baghdir [16]. PHEMA Kriyojeller
istege bagli olarak c¢ok farkli sekillerde sentezlenebilirler [102]. Ayrica PHEMA
kriyojeller otoklavda sterilize edilebilirler [50].

CH
O __~_OH
H,C
O

Sekil 2.6. HEMA nin kimyasal yapisi.

Tiim bu olumlu 6zelliklerine ragmen Ve tek basina kullanildiklarinda hiicrelerin yiizeye
tutunmasi i¢in yeterli degildirler [50]. PHEMA’nin bu dezavantaji sebebiyle
calismamizda jelatin gibi dogal bir malzeme ve MAH gibi histidin amino asitince zengin
komonomer kullanilarak hiicrelerin yapilan doku iskelesi tarafindan daha kolay

taninmasi, tutunmasi ve burada cogalmasi amaglanmaktadir.

2.5. PEGDA

Bu tez calismasinda HEMA i¢in ¢apraz baglayici olarak kullanilan PEGDA ayni zamanda
komonomer olarak da kullanilabilen bir malzemedir. Sekil 2.7’de kimyasal yapisi verilen
PEGDA sahip oldugu hidrofilik yapisi sayesinde suda rahatlikla ¢oziinebilir [88].
PEGDA ister capraz baglayici isterse komonomer olarak kullanildigi caligmalarda
kriyojelin sisme oOzelligini ve elastikiyetini dogrudan etkiler [104]. PEGDA bazli

olusturulan malzemeler genis gozeneklidir ve hiicreler ilizerinde toksik etkisi bulunmayan
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bir ¢apraz baglayict oldugundan doku miihendisligi uygulamalarinda da kullanimi
avantajli malzemelerdir [104,67]. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda da belirtildigi gibi
PEGDA ile yapilan PHEMA kriyojellerin yiizeyi olduk¢a piiriizliidiir. Bu 6zelligi ile
yukarida bahsedilen PHEMA kriyojellerde hiicre tutunmasi bakimindan zayif olma
dezavantajin1 terse g¢evirerek hiicrelerin yapiya daha kolay tutunabilecegi bir ortam

olusturulmasini saglar [105].
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Sekil 2.7. PEGDA’nin kimyasal yapisi.

2.6. Histidin amino asiti ve MAH komonomeri

Temel amino asitlerden biri olan histidin [106], dokularin biiylimesi ve onariminda
onemli rol oynar [107]. Histidinin yetersiz veya hi¢ olmamasi canlilarda gesitli sorunlara
neden olur [107]. Histidin organ nakillerinde, nakil islemi yapilana kadar organlari
koruyucu tampon gorevinde kullanilmaktadir [108]. Organ nakillerinde tampon olarak
yiiksek derisimde PBS’in kullanilmasi hiicreler iizerinde toksik etki yaratir. Histidin
tamponu PBS tamponuna gore daha az toksik etki gostermesi sayesinde kullanimi1 daha
avantajhdir [108].

Kimyasal yapisi Sekil 2.8’da verilen MAH komonomeri histidin amino asidinden
sentezlenir [109]. MAH hidrofilik yapida, diisiik maliyetli, biyouyumlu bir monomerdir
[110]. Pseudospesifik ligand veya ko-monomer olarak kullanilabilir [111]. Histidinin
hiicreler iizerindeki avantajli 6zelliklerden yararlanmak amaciyla bu ¢alismada MAH
komonomer olarak kullanilmistir. Bu komonomeri igeren Kriyojellerin hiicrelerin

canliliklarin1 devam ettirmesi ve ¢ogalmalarina katki saglamasi beklenmektedir.
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Sekil 2.8. MAH komonomerinin kimyasal yapis1 yapisi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kriyojellerin sentezinde monomer olarak kullanilan HEMA, c¢apraz baglayici olarak
kullanilan PEGDA Sigma (St Louis, USA) firmasindan, reaksiyon hizlandirict olarak
kullanilan N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED) Merck (Darmstadt Almanya)
firmasindan, reaksiyon baslatici olarak kullanilan amonyum persulfat (APS), jelatin
(domuz derisinden, Tip A) ve jelatin i¢in gapraz baglayici olarak kullanilan gluteraldetit
(%25°1ik) Sigma (St Louis, USA) firmasindan alinmstir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan 1.929 fare fibroblast hiicreleri Hiicre
Kiiltiir Katalogu (HUKUK) (Ankara, Tiirkiye)’ndan alinmistir. Besi ortam: olarak
kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Merck (Berlin, Almanya)
firmasindan, Fetal Sigir Serum Cegrogen (Stadtallendorf Almanya) firmasindan,
penicilin, streptomisin, tripsin/EDTA ¢ozeltisi Sigma (St Louis, USA) firmasindan temin

edilmistir.

Hiicre canlilik testlerinde ve SEM orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]difenilterazolyum bromiir (MTT), PBS (0,01M, toz halde), dimetil
stilfoksit (DMSQO), hekzametildisilazan (HMDS) ve amonyak Sigma (St Louis, USA)
firmasindan  alinmusitir.  Calismalarda  sterilizasyon ve SEM  6rneklerinin
dehidrasyonunda kullanilan alkol Riedel de haen (Seelze, Almanya) firmasindan

alinmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerin ve analizlerin 6zeti Sekil 3.1°de

Ozetlenmeye calisilmistir.
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* Monomerler * APS
* Polimer énciilleri  * TEMED ’
* Capraz baglayicilar

-18°C

Polimerizasyon

[

-
PHEMA Kriyojel
WY
1929 Fibroblast hiicreleri

Kriyojel disk

Hiicre siispansiyonu

Sekil 3.1. Deney 6zeti. PHEMA temelli kriyojellerin polimerizasyonu, karakterizasyonu,

L929 hiicrelerinin  kriyolellere ekimi, doku iskelesi olarak

kullanilabilirliginin kontrolii.
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3.2. PHEMA temelli jelatin ve amino asit iceren siipermakrogozenekli kriyojellerin

hazirlanmasi

3.2.1 MAH Komonomerinin Sentezlenmesi

Sekil 3.2°de sentezi 6zetlenen MAH komonomerinin sentezi igin uygulanacak yontem
kisaca sOyledir: L-histidin metil esterden 5.0 g ve hidrokinonda 0.2 g, 100 mL CHCl>
¢ozeltisinin i¢inde ¢ozlinmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti 0°C’a sogutulduktan sonra {izerine
12.7 g trietilamin eklenmistir. Daha sonra ¢6zelti lizerine yavasga 5.0 mL metakroil kloriir
eklenmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi azot atmosferi altinda manyetik karistirici
yardimi ile 2 saat oda isisinda karistirilmistir. Sonrasinda reaksiyona girmeyen
metakriloil kloriir, %10'luk NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak ortamdan ekstrakte edilmistir.

Sulu faz doner buharlastiricida uzaklagtirllmis ve kalan kisim (MAH) etanolde

¢Ozilmiistiir.
5 CH, 0
0 N
N
0
)HW/\ </ NO /H(
cl + N — 0
N
o 74
N =
Metakriloil klorid Histidin N-metakriloil-(L)-histidin metilester

MAH

Sekil 3.2. MAH komonomerinin sentezinin ozeti.

3.2.2. PHEMA Kiriyojel sentezi

1.3 mL monomer olan HEMA ve ¢apraz baglayici olan 0.506 mL PEGDA 13.5 mL ultra
saf su igerisinde manyetik karistirici yardimiyla ¢6ziilmistiir. Sistem buz banyosunda
sogutulmustur. Daha sonra polimerizasyon baslaticilar olan 20 mg APS, 25 uL TEMED
sirastyla eklenip karisim 6nceden sogutulmus ¢apt 8mm olan cam kolonlar i¢ine 1ml
olacak sekilde dokiilmiistiir. Cam kolonlar -18°C sicaklikta olan dondurucuya hizli bir
sekilde kaldirilmistir. Kolonlar dondurucuda 24 saat boyunca bekletilmistir, sonrasinda
dondurucudan ¢ikarilarak oda sicakliginda kriyojellerin erime asamasinin tamamlanmasi

saglanmistir. Bu agama hazirlanan polimer ¢ozeltisi i¢erisindeki donarak buz kristallerini
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olusturan sulu kismin eriyip birbirleriyle baglantili makrogdzenekleri olusturdugu
asamadir. Erime asamasi tamamlandiktan sonra yapiya giremeyen monomer/polimer
onciillerinin ve ¢capraz baglayicilarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kriyojeller birkag kez
distile su ile yikanmistir. 8mm ¢apinda hazirlanmis kolonlar 3mm boyutunda olacak
sekilde kesilmislerdir. Uzerinde kalan polimer parcalarinin uzaklastirilmasi icin tekrardan
distile su ile yikama yapilmistir. Hazirlanan kriyojeller kullanilacaklari zamana kadar

+4°C’de sodyum azid ¢ozeltisi (20g/L %0.02 (w/V)) icerisinde saklanabilirler.

Bu tez ¢alismasinda dort farkli 6zellikte kriyojel (PHEMA, PHEMA/GEL, PHEMAH,
PHEMAH/GEL) ve jelatin oranina gore toplamda sekiz farkli kriyojel olusturulmustur.
Bu gruplarin isimleri kullanilan jelatin miktarina uygun olarak verilmistir. Sentezlenen
tim kriyojeller yukarida verilen PHEMA kriyojel sentezine uygun olarak
hazirlanmislardir. MAH ve jelatin polimerizasyon esnasinda ortama eklenmistir. Jelatin
bulunduran  kriyojeller — hazirlanirken  o6nce  jelatin  (PHEMAJ/O.1GEL ve
PHEMAH/0.1GEL i¢in 0.1g; PHEMA/0.2GEL ve PHEMAH/0.2GEL icin 0.2g;
PHEMAO0.4GEL ve PHEMAH/0.4GEL i¢in 0.4g jelatin kullanilmistir.) sicak su
banyosunda ultra saf su i¢erisinde eritilmis ve oda sicakliginda sogutulduktan sonra diger
monomerler, capraz baglayicilar vs. eklenmistir. Jelatin i¢in ¢apraz baglayic1 olarak
gluteraldehit (20uL) kullanilmistir. Sivi halde olan MAH komonomeri (0.228mL)
polimer surubuna dogrudan eklenerek kriyojeller sentezlenmistir. Asagida verilen gizelge
3.1’de c¢alisgma kapsaminda Sentezlenen tiim kriyojellerin igerikleri daha 1yi

anlagilabilmesi i¢in + ve — isaretleriyle 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Caligma kapsaminda sentezlenen kriyojellerin igerikleri.

] Kullamlan Kimyasallar

KRIYOJELLER HEMA PEGDA | JELATIN | MAH
PHEMA + + - -
PHEMA/0.1GEL + + n ;
PHEMA/0.2GEL + + n ;
PHEMA/0.4GEL + + n ;
PHEMAH + + - +
PHEMAH/0.1GEL + + + +
PEHMAH/0.2GEL + + + +
PHEMAH/0.4GEL + + + +

3.3 PHEMA temelli jelatin ve amino asit iceren siipermakrogozenekli kriyojellerin

karakterizasyonu

Sentezlenen kriyojellerin karakterizasyon g¢alismalar1 kapsaminda kriyojellerin sisme
Ozellikleri, yiizey Ozellikleri ve yapisal Ozellikleri incelenmis ve birbirleri ile

karsilastirilmistir.

3.3.1. Sisme Deneyleri

i) Jellesme verimi
Kriyojellerin jellesme veriminin incelenebilmesi i¢in su ile sismis Kriyojeller 40°C
sicakliga ayarlanan inkiibatérde kurutulmustur. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra
kuruyan kriyojelin agirligi (Mkuru jel) Olglilmiistiir. Asagida verilen Esitlik. 3.1 ile
tanimlanan jellesme verimi hesabina uygun olarak kriyojellerin jellesme verimi

hesaplanmistir [112].
Jellesme verimi (%) = (Mkuru jel / Mt) X 100 Esitlik (3.1)

Bu denkleme gére mg; polimer surubunda bulunan monomerlerin toplam kiitlesini ifade

eder.
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i) Sisme derecesi hesabi
Hazirlanan kriyojellerin sisme dereceleri (S) asagida verildigi sekilde Ol¢lilmiistiir:
Kriyojellerin 1slak agirligini 6lgmek i¢in kriyojeller deiyonize su igerisinde sisene kadar
bekletilmistir. Daha sonra kriyojellerin yiizeyinde kalan fazla su uzaklastirilip, kriyojelin
agirhign (mgsiak jel) tartilmistir. Kriyojellerin kuru agirhigini 6lgmek icin kriyojeller
inkiibatorde 40°C sicaklikta kurutulmus ve kuru kriyojelin agirligt (mkuru jer) tartilmastir.

Sisme derecesi asagida verilen Esitlik. 3.2 ile hesaplanmigtir [111].

Sisme derecesi (S) = (Muslak jel — Mkuru jet) / Miuru jel Esitlik (3.2)

i) Sisme oram
Sisme oran1 hesabi i¢in kriyojellerin sismis ve kuru agirliklart tartilmistir. Kriyojellerin
sigsmig agirligini 6lgmek icin kriyojeller su igerisinde tamamen sigsmesi saglandiktan sonra
(Msismis jet) tartilmistir. Daha sonra kriyojellerin kuru agirligini 6lgmek igin kriyojeller
inkiibatérde 40°C sicaklikta kurutulmustur ve kuru kriyojelin agirh@t (mkuru jel)

tartilmistir. Sisme orani asagidaki verilen Esitlik. 3.3 ile hesaplanmistir [112].

iv) Makrogozenek miktari

Makrogozenek miktarin1 hesaplayabilmek i¢in sismis ve sikilmis jel agirliklar
tartilmistir. Sigmis jel agirlig igin kriyojeller su icerisinde bekletilip sismesi saglandiktan
sonra (Msismis je1) tartilmistir. Sikilmig kriyojel agirligini bulmak igin ise sismis halde

bulunan kriyojelin yapisindaki su sikilarak uzaklastirilmis ve (Msiaims jet) tartilmigtir.

Kriyojellerin makrogdzenek toplam hacmi asagida verilen Esitlik.3.4 ile hesaplanmistir

[112].

Makrogézenek miktarl (%). (m§i§mi$je]_ mSlkllmlsje]) / m$i$mi$jel X 100 Esltllk (34)

3.3.2. Fourier transform infrared (FTIR) Spektrometresi ile yap1 analizi

MAH ve jelatin ile fonksiyon kazandirilmak istenen PHEMA temelli kriyojellerin
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yapisina MAH ve jelatinin katilip katilmadigini aragtirmak amaci ile PHEMA,
PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL kriyojellerin yapis1t FTIR Spektrometresi
(Thermo Fisher Scientific, Nicolet is50, Waltham, MA, ABD) ile incelenmis ve elde
edilen sonuglar birbirleriyle karsilastirilmistir. Analiz 6ncesi 6rnekler etiivde 40°C’de

kurutulmustur ve drneklerin 650-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda spektrumu almmustir.

3.4. Mikro Bilgisayarh Tomografi (Mikro-CT)

Gozenek boyutu ve dagilimini gérmek amaciyla sentezlenen kriyojeller arasindan MAH
komonomeri ve jelatini birlikte bulunduran PHEMAH/0.2GEL ig¢in mikro-ct taramasi
(SkySkan1272, Bruker, ABD) yapilmistir. Isinlamalar 53 KVP (kilovolt pik), 70
mA(miliamper) giiciinde yapilmistir. Tarama 0.2° doniis acis1 ve 360° ile yapilmistir.
Mikro-CT’nin rotasyon basamagi 0.4°’ye ayarlanmistir ve 820 adet iki boyutlu aksiyel
goriintli elde edilmistir. Diizgiinlestirme (smooting) yapilmamis, rekonstriksiyon
esnasinda 151k sertlesme orani (Beam Hardening Correction) % 65’¢ ve halka artifact

rediiksiyonu (Ring Artifact Correction) 21°¢ ayarlanmustir.

3.5. In vitro hiicre kiiltiirii deneyleri

3.5.1. Sterilizasyon

Farkli 6zelliklerde hazirlanmis olan kriyojel gruplarini sterilize etmek igin kriyojeller 100
rpm’de 60 dakika %70’lik alkol (v/v) igerisinde galkalayici tizerinde ii¢ kez yikandiktan
sonra, yine 100 rpm’de ti¢ kez steril ultra saf su ile yikanmistir. 48 kuyucuklu steril hiicre
kiiltiir kaplarmin tabani hiicre tutunmasini engellemek i¢in parafilm ile kaplanmustir.
Daha sonra kriyojeller bu parafilm kapli kuyucuklara yerlestirilip her yiizii 45 dakika
olacak sekilde mor 6tesi (UV) 1sinina maruz birakilmistir. Bu sayede kriyojeller sterilize

edilmis ve hiicre kiiltiir calismalarinda kullanima uygun hale getirilmistir.
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3.5.2. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi

Calismada kullanilan 1.929 fare fibroblast hiicreleri DMEM besi ortami igerisine %10
FBS ve 1% penisilin/streptomisin eklenmesiyle olusturulan ortamda kiiltiive edilmistir.
Hiicre kiiltlir galismalar1 %5 CO2’li ve 37°C sicaklikta ¢alisan inkiibatorde (SANYO,
MCO-18AC, Japonya) gergeklestirilmistir.

3.5.3 Hiicrelerin kriyojel doku iskelelerine ekimi

L929 fare fibroblast hiicreleri ¢ok hizli ¢ogalabilme 6zelligi gosteren hiicrelerdir. Farkli
ozelliklerde hazirlanmis olan kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilirligi bu
hiicrelerle incelenmistir. Farkli 6zellikte 8 mm ¢apinda ve 3 mm yiikseklikte olacak
sekilde hazirlanan ve steril edilen kriyojellere hiicrelerin ekimi yapilmadan Once
kriyojeller %10’luk FBS ve %1’lik penisilin ve streptomisin iceren DMEM besi ortami
icinde bir gece bekletilmistir.

Fibroblast hiicreleri hiicre peleti halinde iki asamada kriyojellere ekilmistir. ilk asamada
gece boyunca besi ortami igerisinde bekletilen kriyojellerden besi ortami
uzaklagtirtlmistir. Sekiz farkli kriyojel grubuna ek bir kuyucuk hiicrelerin ireme
ozelliklerini degerlendirebilmek igin ayrilmistir. Her bir kriyojel basina 5x10° hiicre
gelecek bigimde 20 uL’lik hiicre peleti/siispansiyonu kriyojellerin iizerine ekilmistir.
Kontrol grubu i¢in de ayni miktarda hiicre bos kuyucuga eklenmistir, bu kuyucuk
parafilm ile kapli degildir. Bu asamada yalnizca kontrol grubunun iizerine 600 pL
%10’luk FBS ve %1’lik penisilin ve streptomisin iceren DMEM besi ortami1 eklenip 2
saat boyunca %5 CO2 nem kosullarinda ve 37°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
Fibroblast hiicrelerinin ekiminin ikinci asamasinda, kontrol grubu ve kriyojel basina
5x10° hiicre gelecek bicimde yine 20 pL’lik hiicre peleti/siispansiyonu kriyojeller iizerine
ekilmis ve iizerine kontrol grubu hari¢ (ilk asamada eklenmistir.) 600 pL %10 FBS ve
%1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besi yeri eklenip 24 ve 48 saat boyunca 37°C ve

%5 COz igeren nem kosullarinda inkiibasyona birakilmistir.
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3.5.4. MTT Hiicre Canhlik Testi

MTT testi hiicrelerin canliligini ve ¢ogalmasini 6lgen kantitatif ve hassas kolorimetrik bir
yontemdir. Bu test canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondrial dehidrogenaz
enziminin mor renkli formazan kristalleri olusturma prensibine dayanmaktadir. Canli
hiicreler mitokondriyel aktivite gostereceginden formazan kristallerinin miktarinin hiicre
sayisiyla dogru orant1 gostermesi beklenmektedir [113]. Bu test ile sentezlenen farkli
ozellikteki kriyojellerin hiicre canliligina olan etkisine ve bu Kkriyojellerin doku iskelesi

olarak kullanilabilirliklerine bakilmaistir.

MTT testini uygulamak amaci ile yukaridaki protokolle hazirlanmis kriyojeller icin; 24
ve 48 saat olmak iizere iki grup olusturulmustur. Iki grup icin ayni protokol
uygulanmustir. Kriyojellerin iginde bulundugu besiyeri uzaklastirilmis ve kriyojeller ImL
PBS ile bir kez yikanmistir. PBS iginde 2,5 mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanan
MTT ¢ozeltisi ve serum-antibiyotik icermeyen DMEM besi ortami 13:100 oraninda
olacak sekilde karanlik ortamda kuyucuklara eklenmistir. 37°C’de karanlik ortamda 4 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Devaminda kuyucuklarda bulunan DMEM ve MTT
uzaklastirthip kriyojellerin {izerine 1:20 oraninda amonyak ve DMSO’dan olusan
¢ozeltiden 600 ul eklenmistir. Mor renk alan bu ¢ozeltiden 100 pl gekilerek 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmis ve 550 nm’de mikroplak okuyucuda (BIOTEK, pQuant)
spektrofotometrik olgiim yapilmistir. Olgiim sonucu elde edilen OD (optik dansite)
degerleri kullanilarak kriyojellere ekilen hiicrelerin % canliligi asagidaki esitlik 3.5°e

gore hesaplanmistir ve MTT analizi sonuglar1 elde edilmistir.

OD degeri
% Hiicre Canlilik = X100 Esitlik (3.5)

Kontrol grubu OD degeri
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3.5.5. Taramah elektron mikroskobu (SEM) Analizi

L.929 fibroblast hiicrelerinin, jelatin oranina gore farkli 6zellikte hazirlanan PHEMA,
PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL kriyojeller ile olan etkilesimlerini
incelemek amaciyla hiicre ekimi yapildiktan 48 saat sonra ornekler alinip hiicrelerin
kryojellerin yiizeyine tutunup tutunmadigina ve buna bagli olarak hazirlanan kriyojellerin
doku iskelesi olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Kiyaslama yapabilmek ve
sentezlenen kriyojellerin yiizey ve yigin yapilarin1 degerlendirebilmek igin hiicre
ekilmemis kriyojellerin de SEM goriintiilerine bakilmistir. SEM 6rnekleri asagida verilen

protokol ile hazirlanmistir.

Kriyojeller 6nce gluteraldehit ¢ozeltisinde fikse edilip daha sonra alkol ve HMDS
kullanilarak dehidrate edilmistir. Fiksasyon i¢in kriyojellerin iizerinde bulunan besi
ortam1 uzaklastirildiktan sonra Kriyojeller PBS ile yikanmis, her bir kriyojelin {izerine
%2,5’1uk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisinden 1ml eklenerek kriyojeller karanlik ortamda 4°C
sicaklikta 30 dakika bekletilmistir. Fiksasyon isleminin sonrasinda SEM 6rnekleri ImL
PBS ile yikanmistir. Dehidrasyon islemi igin kriyojeller sirayla %30’luk, %50’lik,
%70’1ik ve %100’lik (v/v) etanol ¢ozeltilerinde 5 dakika boyunca; hekzametildisilazan
(HMDS) igerisinde de 10 dakika boyunca bekletilmistir. Sonrasinda kriyojeller oda
sicakliginda kurutulup altin-paladyum ile kaplanarak SEM goériintiileri alinmaya hazir

hale getirilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Tez calismasi kapsaminda 3 tekrarli olarak yapilan MTT analizi sonuglarinin
degerlendirilmesi icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 23 yazilimi

kullanilmistir.

Calismada kapsaminda hazirlanan PHEMA temelli kriyojellerin deney sonuglarinin
degerlendirilmesinde kullanilacak istatistiksel analiz yontemini belirlemek amaciyla
parametrik testlerin varsayimlarina bakilmis ve varsayimlar saglanmadigindan sonuglar

icin parametrik olmayan hipotez testi olan Kruskal-Wallis testi ile karsilastirmalar
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yapilmistir. Yanilma diizeyi olarak %S5 belirlendiginden, p degeri 0,05'ten kiiciik oldugu
durumlarda farklilik anlamli olarak kabul edilmistir. Anlamli ¢ikan gruplar i¢in ¢oklu
karsilastirmalar (post-hoc), Bonferroni diizeltmesi kullanilarak Mann-Whitney U testi ile

yapilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 PHEMA temelli jelatin ve amino asit iceren siipermakrogozenekli Kriyojellerin

karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin polimerizasyonu -
18°C’de gergeklestirilmistir. 24 saat boyunca bu sicaklikta inkiibe edilen kriyojeller bu
siirenin sonunda oda 1sismma c¢ikarilmistir. Oda 1sisinda kriyojellerin  yapisinda
polimerizasyon esnasinda meydana gelen buz kristallerinin erimesi sonucunda

birbirleriyle baglantili makrogdzenekli bir yap1 olugmaktadir.

PHEMA kriyojeller genis gozenekli, biyouyumlu, iyi sisme 6zelligi gosterebilen ve karali
yapida kriyojellerdir [100]. Jelatinin yapisinda hiicre tutunmasini ve yayilmasini uyaran
RGD sekansi bulunur bu sekans jelatinin ECM gorevini daha etkin olarak
yansitabilmesini saglar [114]. MAH komonomeri histidin gibi ¢ok 6nemli bir amino
asitten sentezlenen bir monomerdir [109]. Bizim ¢alismamizin amaci yukarida kisaca

ozellikleri verilen bu {i¢ malzemeyi bir araya getirerek, farkli bir doku iskelesi yapmaktir.

MAH ve farkli oranlarda jelatinle fonksiyon kazandirilan dort farkli 6zellikte sekiz
gruptan olusan PHEMA temelli kriyojellerin jelatin ve MAH komonomerinin yapiya
katilmasiyla degisen Ozellikleri incelenmigtir. Morfolojik olarak yapilan incelemeler
sonucunda sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin oldukca esnek, siinger benzeri
yapida olduklari gozlenmistir. Jelatin bulunan PHEMA/GEL kriyojellerde jelatin
miktarinin artmasiyla dogru orantili olarak kriyojellerin esnekliginde azalma goriilmiis
ancak esnekligin az olmasi kirilgan bir yapinin olugsmasina yol agmamistir. PHEMAH
kriyojelin PHEMA kriyojel gibi slingerimsi ve oldukga elastik yapiya sahip oldugu
gbzlenmistir. Ayrica MAH komonomeri ve jelatini birlikte bulunduran PHEMAH/GEL
kriyojellerin jelatin miktarina bagli olarak MAH komonomeri bulunmayanlara oranla
fark edilir sekilde daha koyu renkte olduklar1 gdzlenmistir. Calisma kapsaminda

sentezlenen tiim kriyojellerin optik fotograflar1 Sekil 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin optik fotograflart. PHEMA temelli

kriyojeller serbest radikal polimerizasyonu ile -18°C’de sentezlenmistir.

4.1.1 PHEMA temelli kriyojellerin sisme 6zellikleri

Hazirlanan kriyojellerin sisme 0Ozellikleri doku iskelesi olarak kullanilabilirlikleri
bakimindan ¢ok 6nemlidir. PHEMA temelli kriyojeller sahip olduklari hidrofilik yapilari
sayesinde yiiksek miktarda su tutabilme 6zeligine sahiptirler [15]. PHEMA kriyojeller
PEGDA ile ¢apraz bagli olarak hazirlanmis olmalari sayesinde ag sekllinde gozenekli bir
yapiya sahiptirler. PHEMA temelli kriyojeller bu ags1 yapi iginde yiiksek miktarda su
tutabilme O6zelligi gosterirler. Calismanin bu asamasinda MAH ve farkli oranlarda
jelatinle fonksiyon kazandirilarak hazirlanan PHEMA temelli kriyojellerin jelatin ve

MAH komonomerinin yapiya katilmasiyla degisen sisme ozellikleri incelenmistir.

PHEMA temelli kriyojeller literatiir bilgileriyle uyumlu olarak yiliksek miktarda su
tutabilme 6zelligi gostermislerdir [50]. PHEMA temelli kriyojellerin bu 6zelligi yukarida
da bahsedildigi gibi sahip oldugu hidrofilik yapisindan, genis ve birbirleriyle baglantili
gozeneklerin varhigindan kaynaklanmaktadir. Besinlerin, gazlarin ve atik maddelerin

taginmast agisindan goézenek sekli, boyutu ve gozeneklerin baglantili olmast ¢ok
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onemlidir. Gozenek boyutu ekilen hiicrelerin doku iskelesine tutunmasini ve ¢ogalmasini
dogrudan etkiler [115]. Bu yiizden makrogtzeneklilik derecesi hazirlanan kriyojelin doku
iskelesi olarak kullanilabilirligi i¢in fikir verebilecek uygulamasi kolay ve hizli sonug
aliman bir yontemdir. Sekil 4.2° de verilen makrogozeneklilik derecesi grafigine
bakildiginda makrogdzenekliligin jelatin icermeyen veya az miktarda jelatin iceren
gruplarda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yiiksek miktarda jelatin bulunan
kriyojellerde makrogdzeneklilik derecesinin diistiigiinii gormekteyiz. Bu durumun sebebi
gluteraldehitin monomer ¢ozeltisinde bulunan serbest amin gruplarin1 baglamasindan
kaynaklanmaktadir. Monomer ¢ozeltisinde serbest amin grubu sadece jelatinde degil,
HEMA monomerinin yapisinda da bulundugu i¢in HEMA’nin da bosta kalan aminleri de
baglanir [99]. Bu baglama prensibi dolayisiyla makrogézeneklilik derecesinde kiigiik

diisiisler meydana gelmistir.
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Sekil 4.2. Sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin makrogézeneklilik dereceleri.

Makrogozeneklilik Derecesi (%)

Kriyojeller

Jellesme verimi sentezlenen polimerlerin ¢apraz baglanma kalitesinin ve dolayisiyla
monomerlerin etkin bir sekilde polimerlere doniisiip doniismediginin bir gostergesidir.
Hazirlanan kriyojellerin jellesme verimleri Sekil 4.3°de sunulan grafikte karsilagtirmali
olarak verilmistir. MAH igeren kriyojellerin MAH igermeyen kriyojellere gore biraz daha
yiiksek jellesme verimlerinin oldugu goriilmektedir. Jelatin oranmin yiiksek oldugu
kriyojellerde jellesme verimin biraz diisiik oldugunu gormekteyiz. Jelatin igeren

kriyojellerin sentezi esnasinda jelatin orani arttirilirken, ¢apraz baglayicist olan
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gluteraldehit miktari jelatin igeren tiim kriyojeller i¢in sabit tutulmustur. Yiiksek miktarda
jelatin igeren gruplarda jellesme veriminin daha diisiik olmasi capraz baglanma
etkinliginin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Literatirde yer alan bir ¢alisma
kapsaminda PHEMA ve PEGDA ile hazirlanmis kriyojellerin jellesme verimleri
incelendigi zaman bizim ¢alisma sonuglarimizla benzer olarak jellesme veriminin %70’e
yakin oldugu bulunmustur [105]. Sekil 4.3’de verilen jellesme verimi grafigi
incelendiginde en yliksek jellesme veriminin %90 ile PHEMAH kriyojele, en diisiik
jellesme veriminin ise %70 ile PHEMA/0.4GEL" ait oldugu bulunmustur. Ayrica diger
sentezlenen kriyojellerin bu iki deger arasinda jellesme verimine sahip olduklar

goriilmektedir.

100

[e}
o

Jellesme Verimi (%)
o 3 & 8
<

F & ¢ & & & & ¢

K\ K\ N\ < = i S

& & & & & &

] 3 ] L & &
Kriyojeller

Sekil 4.3. PHEMA temelli kriyojellerin jellesme verimi.

Kriyojellerin karsilastirmali olarak yiizde cinsinden sigsme oranlarini veren grafik Sekil
4.4’de verilmistir. Bu grafigi inceledigimiz zaman, PHEMA ve PHEMAH kriyojellerin
sisme davraniglarinin benzer oldugu bulunmustur. Makrogozeneklikil derecesinde
oldugu gibi yliksek miktarda jelatin iceren gruplarin sisme 6zelliklerinde jelatin miktarina
bagli olarak azalma gdzlenmistir. MAH ve jelatinin birlikte bulundugu PHEMAH/GEL
kriyojel ilk kez hazirlanan, literatiirde daha 6nce ¢alisiimamug bir kriyojeldir. Jelatin ve
PHEMA ile hazirlanmus kriyojeller igin literatiir ¢alismalarina bakildiginda, jelatin igeren
PHEMA kriyojeller igin sisme oraninin %90’lara vardigi goriilmektedir [116]. Bu sonug
bizim elde ettigimiz sonuclarla uyumludur. Sisme orani; PHEMA kriyojel igin %88
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PHEMAJ/0.1GEL i¢in %96, PHEMAH i¢in %87 ve PHEMAH/0.1GEL igin %81 olarak
bulunmustur. Sekil 4.5’de verilmis olan sisme dereceleri incelendigi zaman sisme
oranlariyla baglantili sonuglarin ortaya ciktig1 gézlenmektedir. MAH igeren kriyojellerin
genel olarak igermeyenlere oranla daha yiliksek sigsme oOzelliklerine sahip oldugunu
gormekteyiz. Genel olarak jelatin artiginin sisme orani ve sisme derecesi lizerinde

azalmaya sebep oldugu sonucuna varilmistir.

Kriyojellerin sisme 6zellikleri, yapinin hidrofilik olmasindan ve sahip olduklar1 baglantilt
makrogézeneklerin yogunlugundan etkilenir. Jelatin hidrokolloid bir maddedir ve yiiksek
miktarda su tutma kapasitesine sahiptir [96]. Bu oOzellik sayesinde jelatin igeren
kriyojellerde gbzenek boyutunda azalma goriilmesine ragmen sigsme oranlarinda ve sigme

derecelerindeki azalma beklenene gore oldukca diistiktiir.
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Sekil 4.4. Sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin sisme orani
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Sekil 4.5. Sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin sisme derecesi.

Kriyojellerin su alarak sigsmis ve kurutulmus halleri arasinda gozle goriilebilir 6nemli bir
farklilik bulunur. Bu fark kriyojellerin makrogdzeneklilik derecesinden etkilenir. Jelatin
miktarinin yiiksek oldugu kriyojellerde makrogozenekliligin daha diisiik oldugu Sekil
4.2°de verilen grafikte gosterilmistir. Sekil 4.6’da oldugu gibi kurutulmus kriyojellerin
jelatin miktariyla orantili olarak daha fazla biiziistiigii goriilmektedir. Literatiirde verilen
caligmalarin sonuglariyla uyumlu olarak hazirlanan PHEMA temelli kriyojellerin
timiiniin  kuru agirhigmmin %90 fazlasit kadar su tutuma kapasitelerinin oldugu

bulunmustur [116].
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Sekil 4.6. Calisma kapsaminda sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin optik
fotograflart. (a) Kriyojellerin sismis ve kuru goriintileri (b) PHEMA ve
PHEMAJGEL kriyojellerin 1slak goriintiileri ve (c) PHEMAH ve
PHEMAH/GEL kriyojellerin 1slak goriintiileri (d) Ayni boyutlarda hazirlanan
PHEMA kriyojellerin sismis ve sikilmig goriintiileri.

4.1.2. FTIR Analizi

MAH komonomeri ve jelatin ile fonksiyon kazandirilmas: hedeflenen PHEMA temelli
kriyojellerin yapisina MAH ve jelatinin katilip katilmadigini gostermek icin PHEMA,
PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL kriyojellerin infrared spektrumlar
alimmistir. Bu spektrumlara otomatik zemin diizeltme ve spektrum diizgilinlestirme
islemleri uygulanmis ve bu spektrumlar sirasiyla Sekil 4.7, Sekil 4.9, Sekil 4.11 ve Sekil
4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7°da verilen PHEMA kriyojelin infrared spektrumu incelendiginde PHEMA i¢in
karakteristik olan bantlar 3421 cm™’de (O-H gerilme), 1717 cm™’de (C=0 gerilme),
1244 - 846 cm™ (C-O ve C-O-C gerilme frekanslari) araliginda goriilmektedir. Literatiir
bilgilerine gore ¢capraz baglayici olarak kullanilan PEGDA’dan kaynakli bantlardan C=0
ve C-H gerilme frekanslar1 sirasiyla 1717 cm™’de ve 2875 cm™’de goriilmektedir [117].
PHEMA kriyojelin kimyasal yapis1 Sekil 4.8”de verilmistir.
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Sekil 4.7. PHEMA kriyojelin FTIR spektrumu
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Sekil 4.8. PHEMA kriyojelin yapisi

Sekil 4.9°da verilen PHEMA/GEL kriyojelin infrared spektrumunu inceledigimiz zaman
PHEMA kriyojelden farkli olarak jelatine 6zgii amid I bandi 1662 cm™’de (C=0 gerilme),
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amid II bantlar1 1533 cm™’de (C-N gerilme ile ¢ift egilme) ve (CHz egilme frekansi) 1443
cm¥’de goriilmektedir. Bu verilen bantlarin literatiirde yer alan ¢alismalarla uyumlu
oldugu bulunmustur [118]. Jelatin ve PHEMA’dan kaynakli amid III bantlar1 1244 cm’
Lde ve 1074 cm™¥’de (N-H egilme ve C-O gerilme ) goriilmektedir. Amid I, 11 ve 1lI
bantlariin varligi, jelatinin basarili bir sekilde PHEMA/GEL kriyojelin yapisina

katildigin1 gostermektedir. Jelatinin kimyasal yapisi ise Sekil 4.10°de verilmistir.

a0 “mm Tam “zm mo EC N K Tem

Sekil 4.9. PHEMAJ/GEL kriyojelin FTIR spektrumu

HO

Sekil 4.10. Jelatinin kimyasal yapis1
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Sekil 4.11°de verilen PHEMAH kriyojelin infrared spektrumu incelendiginde literatiirde
verilen bilgilerle uyumlu olarak MAH monomerinde goriilmesi beklenen bantlar 3425
cm’de (O-H gerilme), 1719 cm™’de (C=0 gerilme) ve 1141 cm™’de (halka yapisindan
kaynakli C-O gerilme frekansi) goriillmektedir [119]. Bu goriilen bantlar ayrica PHEMA
kriyojelde goriilen bantlardandir. PHEMAH kriyojelin kimyasal yapis1 Sekil 4.15°de
verilmistir. Literatiirde yer alan caligmayla uyumlu olarak PHEMAH kriyojelin
yukaridaki bantlar1 vermesi beklenen bir durumdur [120]. Bu uyumlulukla birlikte MAH
komonomerinin PHEMAH kriyojel yapisina katildigi séylenebilir. PHEMAH kriyojelin

olas1 kimyasal yapis1 4.12’de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. PHEMAH kriyojelin FTIR spektrumu
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Sekil 4.12. PHEMAH kriyojelin olas1 kimyasal yapisi.

Bu tez kapsaminda asil hedef olarak hazirlanan MAH ve jelatinin birlikte bulundugu
PHEMAH/GEL kriyojeller i¢in Sekil 4.13’de verilen infrared spektrumu incelendigi
zaman; jelatinden kaynakli amid I (C=O gerilme) ve amid II bantlar1 1642 cm™*de (C-N
gerilme ile ¢ift N-H egilme) ve 1543 cm™*de (CH2 egilme) ve amid III bantlar1 1244 cm
L’de ve 1074 cm™P’de (N-H egilme ve C-O gerilme ) goriilmektedir (Sekil 4.12).
PHEMAH kriyojelin yapisindan kaynakli bantlar olan 3422 cm™’de (O-H gerilme), 1719
cm™*de (C=0 gerilme) ve 1149 cm™*de (halka yapisindan kaynakli C-O gerilme frekans1)
goriilmesiyle birlikte, MAH komonomeri ve jelatin ile polimerizasyon esnasinda
fonksiyon kazandirilmak istenen PHEMAH/GEL kriyojelin basariyla sentezlendigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.13. PHEMAH/GEL kriyojelin FTIR spektrumu

4.1.3. Mikro-CT analizi sonuclari

Ideal doku iskelesinin olusturulabilmesi i¢in en onemli parametrelerden biri olan
gozeneklerin durumu; makrogozeneklilik derecesi ve SEM analizi ile ortaya konulmasina
ragmen gozeneklerin dagilimi ve gozeneklerin boyutu Micro-CT analizi sonucunda netlik
kazanmigtir. Sekil 4.14°da  PHEMAH/0.2GEL kriyojelin  mikro-CT goériintiileri
verilmistir. Analiz i¢in hazirlanan Kriyojelin uzunlugu 2 1mm, ¢ap1 ise 6mm’dir. Micro-
CT analizde 6rnekten iki boyutlu goriintiiler elde edebilmek i¢in X-ray 1ginlarini kullanir.
Bu iki boyutlu goriintiiler 3 boyutlu yap1 olusturabilmek i¢in CT Analyser (SkySkan
1272, Versiyon: 1.18.4.0) yazilimina yiiklenmis, gdzenek boyutu ve bu gozeneklerin
dagilimi hesaplanmistir. Analiz soncunda MAH ve jelatin igeren PHEMAH/0.2GEL
kriyojelin gézenek yiizdesinin 80.13 oldugu, toplam nesnenin hacminin ise %20 oldugu
bulunmustur. Sekil 4.15°de kriyojellerin gézenek boyutunun yiizde olarak dagilimi
verilmistir. Sekilde goriildigi tizere hazirlanan PHEMAH/0.2GEL’in gbézenek boyutu
18-270 um arasinda degismektedir. Ancak bu dagilima bakildiginda 18-90 pm
boyutundaki gozeneklerin yogun oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar daha once
literatiirde jelatin igeren PHEMA kriyojeller i¢in yapilan micro-CT analizi sonuglariyla

benzerlik gostermektedir [116]. Bu sonuglar 1siginda MAH’m yapiya katilmasinin
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gozenek boyutu ve dagilimi iizerinde degisiklige sebep olmadigi, gdzenek boyutunun

korunmasini sagladig1 saptanmistir.

Sekil 4.14. PHEMAH/0.2GEL kriyojelin mikro-CT goriintiileri.
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Sekil 4.15. MAH komonomeri ve jelatin igeren PHEMAJ/O.2GEL kriyojelin gézenek
boyutunun yiizde olarak dagilimi grafigi.

4.2. MTT analizi sonuglari

PHEMA kriyojel tek basma doku iskelesi olarak kullanildigi zaman hiicrelerin
tutunabilmesi i¢in yeterli tim yiizey 6zelliklerine sahip degildir [50]. Ancak birbirleriyle
baglantili genis gozenekleri, mekanik olarak dayanikli ve esnek olusu, biyouyumlu olusu,

duragan olusu ve canli dokulara benzer sekilde yiiksek diizeyde su tutabilme 6zelligi
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PHEMA temelli kriyojelin bu ¢alismada kullanilmasini avantajli kilmistir. Bu ¢alismada
jelatin ve MAH komonomeri i¢erecek sekilde PHEMA temelli kriyojeller hazirlanarak,
jelatinde bulunan RGD dizisi amino asitlerinin ve MAH’1n yapisinda yer alan histidin
amino asidinin hiicre canlilig@i tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calismada
kriyojellere L929 fare fibroblast hiicrelerinin ekimi yapilmigtir. L929 hiicrelerinin 151k
mikroskop goriintiisii Sekil 4.16°da yer almaktadir.

48



L
N

-~
A/

o &

J5 y
LS
C]
i

:

- 1

Sekil 4.16. Calismada kullanilan L929 fibroblast hiicrelerinin 10X ve 20X biiyiitme 151k

mikroskobu goriintiileri.
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MTT analizinin amaci hiicrelerin canliliklarini, mitokondrilerinde bulunan mitokondrial
dehidrogenaz enziminin akivitesi ile orantili olarak Slgmektir. Canli hiicrelerde devam
eden mitokondrial aktivite sayesinde formazan kristalleri meydana gelir [113]. Bu
formazan kristalleri DMSO ve amonyak i¢inde ¢oziinlince hiicre canliligiyla orantili
yogunlukta mor renk olusturur. MTT analizi sonuglar1 mikroplak okuyucuda (BIOTECH,
pQuant) 550 nm’de alinmistir. Hazirlanmis olan PHEMA, PHEMA/GEL, PHEMAH ve
PHEMAH/GEL kriyojeller i¢in 24 ve 48. saatlerde MTT analizi yapilmistir. Bu analizde
kontrol grubu olarak PHEMA kriyojel secilmistir. PHEMA kriyojel, jelatin ve MAH ile
fonksiyon kazandirilmis PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL Kkriyojeller ile
karsilastirilmistir. Hazirlanan kriyojellerin  kontrol grubuna oranla ylizde hiicre
canliliklar1 24 ve 48 saat i¢in birlikte Sekil 4.17°da gosterilmistir. Yapilan MTT analizi
sonuglarma gére PHEMA kriyojel ile karsilastirildiginda 24 ve 48 saat igin diger tim
kriyojellerin hiicre canlilik yiizdelerinin PHEMA kriyojelin iizerinde oldugu goriilmiistiir.

Sadece jelatin iceren PHEMA/GEL kriyojellerin (PHEMA/0.1GEL, PHEMA/0.2GEL ve
PHEMAJ/0.4GEL) 24 saat sonundaki MTT analiz sonuglari incelendiginde hiicre
canliliginin jelatin oranina bagl olarak yiikseldigi goriilmektedir. Jelatin biyoaktif sekans
olarak bilinen RGD sekansini igermektedir. Bu sekansin bulundugu malzemelerin hiicre
yayilmasini ve tutunmasini arttirdigi literatiirde yer alan caligmalarda gosterilmistir [121].
Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda gercgeklestirilen MTT analizi sonuglarina gore jelatin iceren
kriyojellerin RGD sekansini bulundurmas: sayesinde jelatin miktariyla orantili olarak

hiicre tutunmasinin ve ¢ogalmasinin arttig1r gézlenmistir.

Jelatin  ve.  MAH igeren PHEMAH/GEL kriyojellerin (PHEMAH/0.1GEL,
PHEMAH/0.2GEL ve PHEMAH/0.4GEL) MTT analizi sonuglar incelendiginde sadece
jelatin iceren PHEMA/GEL kriyojellerde oldugu gibi hiicre canliliginda jelatin miktariyla
orantili artisa rastlanmamistir. Sadece jelatin bulunduran PHEMAJ/GEL kriyojellerde,
PHEMA’y1 fonksiyonlandirma gorevinde tek faktdr jelatindir. MAH igeren
PHEMAH/GEL kriyojellerde ise iki fonksiyon kazandirict birlikte goérev yapmaktadir.
En uygun oranda MAH ve jelatin iceren kriyojelin hiicre ¢ogalmasi igin en iyi sonucu
vermesi beklenmektedir. Elde edilen sonuglara gore hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi igin

en uygun bilesime sahip kriyojel PHEMAH/0.2GEL olarak bulunmustur. Genel olarak
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MAH igeren PHEMAH kriyojellerin 24 ve 48 saat hiicre canlilik yiizdelerinin birbirine
yakin oldugu goriilmektedir. Buna gore MAH igerisinde bulunan histidin amio asidinin
hiicrelerin canli kalmalar1 tizerinde olumlu bir etkisinin oldugu sonucuna varilabilir. Daha
once literatiirde verilen bilgiler 1s183inda dokularin biiyiimesinde 6nemli rol oynadigi
bilinen histidin amino asidinin hiicre canlilig1 iizerindeki arttirict etkisi beklenen bir
durumdur [107]. Literatiirde PHEMA, MAH ve jelatinin bir araya getirilmesiyle yapilan
bir malzeme bulunmamistir. PHEMA ve MAH kullanilarak yapilan PHEMAH
kriyojeller; jelatin ve PHEMA’dan yapilan PHEMA/GEL kriyojeller literatiirde yer
almaktadir [121,122]. Literatiirde yer alan bir ¢aligmada farkli bir amino asit ve jelatin
ile doku iskelesi yapimi1 gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada amino asit olarak glutamik asit
secilmistir. Calisma sonucunda amino asit tirevli bu doku iskelesinin bizim
hazirladigimiz amino asit tiirevli kriyojel gibi biyouyumlu ve doku iskelesi olarak

kullanilabilir oldugu bulunmustur [105].

Jelatin ve  MAH komonomeri i¢eren PHEMAH/GEL kriyojeller PHEMA/GEL
kriyojeller ile karsilastirildiginda 24 ve 48 saat igin hiicre canliliklarinin PHEMAH/GEL
kriyojellerde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum histidin amino asidinin
yukarida bahsedildigi gibi hiicre canlii@in1i  arttiric1 etkisinden kaynaklanmistir.
PHEMA/0.1GEL  ve PHEMAH/0.1GEL kriyojellerin ~ MTT sonuglari
degerlendirildiginde MAH igeren PHEMAH/0.1GEL kriyojelin 24 ve 48 saat i¢in daha
yiiksek ylizde canlihga sahip oldugu gorilmistir. PHEMA/0.2GEL ve
PHEMAH/0.2GEL kriyojellerin MTT sonuglar1 incelendiginde MAH igeren
PHEMAH/0.2GEL kriyojel i¢in 24 ve 48 saat yiizde canlilik sonuglari cok daha yiiksektir.
PHEMA/0.4GEL ve PHEMAH/0.4GEL  kriyojellerin ~ MTT  sonuglarini
karsilagtirdigimizda 24 saat sonuglarina gore iki kriyojelin ylizde canlilig1 neredeyse esit
olmakla birlikte, 48 saat sonuglarinda PHEMA/0.4GEL kriyojel i¢in hiicre canliliginda

bir diisiis gézlenmistir.

Yapilan MTT analizi soncunda MAH komonomeri ve jelatin eklenmesiyle hazirlanan
kriyojellerin (PHEMA/GEL, PHEMAH, PHEMAH/GEL) biyouyumlu olduklar
bulunmustur. En yiikksek hiicre canliligi PHEMAH/0.2GEL’de  goriilmiistiir.
PHEMAH/0.2GEL kriyojelde 24 ve 48 saat hiicre canlilik degerlerinde diisiis
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goriilmemesi sentezlenen diger kriyojeller arasindan doku iskelesi olarak kullanilabilecek

en uygun bilesimdeki kriyojel olmasini saglamistir.
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Sekil 4.17. 24 saat ve 48 saat MTT analizi sonuglart. PHEMA kriyojel kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda, istatistiksel olarak
anlamli farklilik n=6 ve p<0,05 olarak kabul edilmistir. Harfler 24 saat i¢in
anlamli farklihigi ifade etmektedir: a, PHEMA ve PHEMA/02GEL; b,
PHEMA ve PHEMAH/0.2GEL; ¢, PHEMA ve PHEMAH/04.GEL

4.3. Taramal elektron mikroskop (SEM) goriintiileri

Literatiir bilgilerine dayanarak fibroblast hiicrelerinin boyutlarm 10-100pm arasinda
degistigi bilinmektedir [124]. Fibroblast hiicrelerinin Sekil 4.16’da verilen 151k
mikroskobu goriintiilerinde 6lgek dikkate alindiginda literatiir bilgileriyle uyumlu boyutta
hiicrelerin iretildigi goriilmiistiir. Kriyojellerin gozenek boyutunun yapilan mikro-ct
analizi sonucuna gore 18-270 um arasinda degistigi ve yogunluklu olarak 18-90 um
arasinda oldugu micro-ct analizi sonucunda bulunmustur. Hiicre boyu ve gézenek boyutu
arasindaki uyumun hiicre tutunmasini dogrudan etkiledigi disiiniilmektedir. Fibroblast
hiicreleri kendi ECM’sini salgilayabilen bir hiicre tipidir. Bu ¢aligmada verilen literatiir

bilgisi 15181inda SEM goriintiileri incelediginde kriyojel iizerine ekilmis hiicrelerin 48 saat

inkiibasyonu sonucunda ECM benzeri uzantilar yaptiklari goriilmistiir [125].

52



Doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmak tizere tasarlanan doku iskelelerinin
tizerine hiicreler ekildigi zaman hiicrelerin doku iskelelerine tutunmalar1 ve burada
cogalmalar1 beklenmektedir. Bu islevleri yerine getirebilmesi i¢in doku iskelelerinin
birbirleriyle baglantili ve genis gozenekler igermesi gerekir [126]. Bu tez calismasi
kapsaminda hazirlanan kriyojellerin SEM analizi oncelikli olarak yiizey ve yigin
yapilariin karakterizasyonu amaciyla gerceklestirilmistir. SEM analizi ayrica hiicre
cogalmasi ve tutunmasinin gézlenmesi amaci i¢in de uygulanmistir. Hiicre ekimi
yapilmis kriyojeller ile karsilastirma yapabilmek ve hiicreleri daha iyi ayirabilmek igin

hiicre ekimi yapilmamis (hiicresiz) kriyojeller bu baslik altinda birlikte verilmistir.

Hazirlanan kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilirligi agisindan SEM
goriintiilerinin degerlendirilmesi énemli bir parametredir. Hazirlanan biyomalzemenin
doku iskelesi olarak kullanilabilmesi i¢in {izerinde hiicrelerin tutunabilecegi uygun yiizey
ozelliklerine ve yiizey alanina sahip olmasi, tutunan hiicrelerin burada ¢ogalabilmesi,
yayilabilmesi ve burada canliliklarini siirdiirebilmesi ve ilerleyen giinlerde ECM

bilesenlerini salgilayabilmesi gereklidir [127].

Sekil 4.18’de PHEMA kriyojele ait hiicresiz ve hiicre ekimi yapilmis kriyojellerin SEM
goriintiileri mevcuttur. Bu goriintiilerden yola ¢ikilarak hiicresiz kriyojelin yiizey
yapisinin ve gézenek durumuna bakilarak basariyla sentezlendigi goriilmektedir. Hiicreli
kriyojele baktigimizda, MTT analizi sonucunda oldugu gibi hiicrelerin beklenenin
tizerinde PHEMA kriyojelin gézeneklerine basarili bir sekilde tutundugu, bazi yerlerde
gbzenek duvarini tamamen kapladigi ve burada yayilim gosterdigi goriilmektedir. Bu
basart PEGDA’nin yiiksek biyouyumlu yapisindan ve literatiir bilgileriyle uyumlu olarak
PEGDA ile hazirlanmis PHEMA kriyojellerin daha piiriizlii ylizeye sahip olup hiicre

tutunmasini kolaylagtirmasindan kaynaklanmaktadir [105].
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Sekil 4.18. PHEMA kriyojellerin hiicresiz (a) ve hiicreli 48 saat i¢in (b,c) SEM
fotograflari: a ve b) 1,000 X, bar 10um; ¢) 12,64 X, bar 2um.

PHEMA/0.AGEL kriyojele ait SEM gorintileri Sekil 4.19°da verilmistir. Bu
gorintiilerden yola ¢ikarak PHEMA/04GEL igin hiicre tutunmasinin ve dagiliminin daha
az oldugunu, hiicreleri gostermek i¢in eklenen sar1 oklar yoniine bakarak hiicrelerin
gozeneklerin arka taraflarinda kaldigi ve ¢ok fazla yayilmadigimi sdyleyebiliriz. Bu

kriyojel grubu i¢in gézlenen az tutunma MTT analizi sonuglariyla uyumlu bulunmustur.
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Mag = 1.00KX EHT=1500kV Signal A=SE1

Sekil 4.19. PHEMA/0.2GEL kriyojellerin hiicresiz (a) ve hiicreli 48 saat i¢in (b,c) SEM
fotograflari: a 1,000 X, bar 10u; b) 1,000 X, bar 10um 10 ¢) 3,040 X, bar
2um.

Sekil 4.20°de verilen PHEMAH kriyojel icin alinan SEM goriintiileri incelendiginde
hiicresiz kriyojelin yapisinin ve gézenek baglantilarinin iyi oldugu goriilmektedir. Hiicreli

kriyojeli inceledigimizde, hiicrelerin PHEMAH kriyojellerin yiizeyine olduk¢a yogun bir
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sekilde tutunduklar1 ve burada yayildiklar1 goriilmektedir. MTT analizi sonuglari
PHEMAH i¢in incelendigi zaman 24 saate gore 48. saatte artis gozlenmistir. Bu
sonuclardan yola ¢ikilarak MAH monomerinde yer alan histidin amino asidinin hiicre
canlilig1 ve tutunmasi tizerinde arttirici etkisi olduguna ve literatiir bilgileriyle uyumlu
olarak MAH monomerinin olduk¢a biyouyumlu olmasi sayesinde [110], PHEMAH
kriyojelin doku miihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilabilecek biyouyumlulukta

bir malzeme oldugu sonucuna varilabilir.

Sekil 4.20. PHEMAH kriyojellerin hiicresiz (a) ve hiicreli 48 saat igin (b,c) SEM
fotograflari: a 1,000 X, bar 10u; b) 1,000 X, bar 20um 10 c¢) 10,14 X, bar
2um.

ECM’nin daha 1iyi yansitilabilmesi amaciyla jelatin eklenerek hazirlanmig
PHEMAH/0.2GEL igin olan SEM goriintiileri Sekil 4.21°de verilmistir. MTT analizi
sonucunda 24 ve 48. saatler i¢in en yiiksek hiicre canliligi veren PHEMAH/0.2GEL’in
SEM fotograflari incelendiginde; hiicrelerin kriyojel yiizeyine tutunduklar1 ve kriyojel
gozenekleri etrafinda yayilarak kiimeler olusturdugu goriiliir. Hiicrelerin bir alanda y1gin
yapmasinin yerine gozeneklerin etrafinda dagilmalar1 besin ve oksijene daha kolay
ulagsmalarin1 saglar. Temel hedef olarak MAH komonomeri ve jelatin eklenerek
hazirlanan PHEMA temelli kriyojelin doku iskelesi olarak kullanilabilirliinin
arastirildig bu tez ¢alismasinda yapilan analizler sonucunda en uygun yiizey 6zelliklerine

ve kimyasal bilesime sahip kriyojel olarak PHEMAH/0.2GEL seg¢ilmistir.
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Sekil 4.21. PHEMAH kriyojellerin hiicresiz (a) ve hiicreli 48 saat igin (b,c) SEM
fotograflari: a 1,000 X, bar 10u; b) 1,000 X, bar 20um 10 ¢) 5,000 X, bar
lpum.
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5. YORUM

Bu tez calismasi kapsaminda hazirlanan PHEMA temelli kriyojeller sifirin
altindaki sicakliklarda dondur ¢6z teknigiyle sentezlenmislerdir. Kriyojellerin
genis ve baglantili gozenekler icermesi, yapiminin hizli ve kolay olmasi,
yapiminda kullanilan gézenek yapicit ve ¢oziicii maddelerin toksik olmayisi,
capraz baglayict miktarina ve sicakliga gore ayarlanabilen gdzenek biiyiikliigiine
sahip olmasi, biyouyumlu olmasi ve kontrollii biyobozunur olmasi gibi avantajlari
bir arada bulundurmasi bu calismada doku iskelesi olarak kullanilmalarini

vazgecilmez hale getirmistir.

PHEMA temelli kriyojeller genis ve birbirleriyle baglantili gbzeneklere sahip,
biyouyumlu, mekanik olarak dayanikli, esnek ve kimyasal olarak stabil yapida
polimerlerdir. Inert yapida olmalar1 sebebiyle disariyla etkilesime girmezler ve bu
ozellikleri sayesinde immiin yanit olusturmazlar. PHEMA kriyojel proteinlerle
Ozgiil etkilesimlere girmemesi sayesinde kromatografi alaninda oldukga kullanigh
olmasina ragmen bu 6zellik yiizeyine hiicre tutunmasi i¢in uygun ortam saglamaz.
Sunulan tez ¢alismasinda PHEMA kriyojelin sahip oldugu olumlu 6zelliklerden
yararlanmanin yani sira, PHEMA temelli kriyojelleri hiicreler i¢in daha uygun
yiizeyler haline getirmek i¢in polimerizasyon asamasinda ¢apraz baglayici olarak
PEGDA, MAH komonomeri ve farkli oranlarda jelatin kullanilmistir. Dort farkl
ozellikte sekiz kriyojel grubu sentezlenmistir. Bu kriyojeller PHEMA,
PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL olarak adlandirilmigtir. Jelatin
iceren kriyojeller farkli oranlarda jelatin igerecek sekilde hazirlanmis, hiicre
¢ogalmasi ve tutunmasi i¢in en uygun bilesime sahip kriyojel doku iskelesinin

bulunmasi amaglanmaistir.

Calismamizda PHEMA temelli kriyojellere MAH komonomeri ve jelatin ile
fonksiyonellik kazandirma islemi polimerizasyon esnasinda gerceklestirildigi
i¢in, ekstra aktivasyon ve ligand baglama basamaklarina ihtiya¢c duyulmamaistir.
Boylece bu islemler igin gerekli toksik kimyasallar kullanilmamis ve zamandan
tasarruf edilmistir.

Sentezlenen kriyojellerin karakterizayon c¢aligmalari i¢in sisme deneyleri, FTIR,

micro-CT, ve SEM analizleri gergeklestirilmistir. PHEMA temelli kriyojellerin
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sentezinde kullanilan monomerlerle birlikte ¢apraz baglayici olarak kullanilan
PEGDA’nin da hidrofilik yapida olmasi sayesinde, PHEMA temelli kriyojeller
genel olarak yiiksek sisme orami ve sisme derecesi gostermislerdir. Sisme
deneylerinde artan jelatin oranmmin sisme Ozellikleri tizerindeki etkileri
arastirilmistir.  Deneyler sonucunda jelatin oranmin arttigi  kriyojellerde
makrogozeneklilik derecesinde diisiis gozlenmistir. PHEMA kriyojel igin
makrogozeneklilik derecesi %85 olarak, en yiiksek jelatin oranma sahip
PHEMA/0.4GEL i¢in makrogozeneklilik derecesi ise %61 olarak bulunmustur.
MAH komonomeri ile hazirlanmis PHEMAH kriyojelin ise %83,
PHEMAH/0.4GEL’in ise %70 makrogézeneklilik derecesine sahip oldugu
bulunmustur. PHEMAH ile ilgili literatiirde yer alan bir ¢alismada c¢apraz
baglayici olarak metilen bisakrilamid kullanilmis ve makrogozeneklilik derecesi
%74.6 olarak bulunmustur [128]. Bizim ¢alismamizda ¢apraz baglayici olarak
PEGDA ’nin kullanilmasi daha yiiksek bir sonucun alinmasini saglamistir. Ayrica
MAH igeren kriyojellerin makrogozeneklilik derecelerinin genel olarak daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Jelatin hidrokolloidal bir madde oldugu i¢in
gozeneklilikte goriilen diistis kriyojellerin sisme oOzelliklerinde beklenilenin

altinda bir diigiise sebep olmustur.

Daha once literatiirde yer alan PEGDA ile hazirlanmis PHEMA jelatin
kriyojellerin sisme oranlarnin %80’e yakin oldugu bulunmustur [48]. Bizim
calismamizda PHEMA/GEL kriyojeller i¢in bu sonu¢ uyumlu olmakla birlikte
PHEMAH/GEL kriyojellerin de bu degere yakin oldugu gozlenmistir. Bu
durumda MAH ile hazirlanan PHEMAH/GEL kriyojellerin sisme 6zelliklerinin
PHEMA/GEL kriyojeller ile benzer oldugu sdylenebilir.

MAH ve jelatin ile fonksiyon kazandirilmanin amaglandigi bu tez ¢alismasinda
sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin yapisina MAH ve jelatinin katildigini
belirlemek amaciyla PHEMA, PHEMA/GEL, PHEMAH ve PHEMAH/GEL i¢in
FTIR analizleri gergeklestirilmistir. FTIR sonuglarina bagli olarak jelatinin
PHEMA/GEL yapisina, MAH komonomerinin PHEMAH yapisina, jelatin ve
MAH komonomerinin PHEMAH/GEL kriyojellerin yapisina polimerizasyon

esnasinda basariyla katildiklar1 sonucuna varilmastir.
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Hazirlanan kriyojellerin yapilarina katilan MAH ve jelatinin PHEMA temelli
kriyojellerin yiizey 6zelliklerini ve gézenek durumunu nasil etkiledigini gérmek
amactyla SEM  goriintileri  alinmistir.  SEM  goriintilleri  PHEMA,
PHEMA/0.4GEL, PHEMAH ve PHEMAH/0.2GEL kriyojeller i¢in alinmistir. Bu
gorintiilerden ¢ikarim yapilarak kriyojellerin basarili bir sekilde sentezlendigi,
gozenek boyutu ve dagilimmin beklendigi gibi oldugu gorilmiistiir.
PHEMAH/GEL kriyojelin gozenek boyutu ve dagilimimi dgrenmek amaciyla
micro-CT analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda MAH komonomeri ve jelatin
ile hazirlanmis olan kriyojelin gozenekliliginin %80.13 oldugu ve goézenek
boyutunun 18-270 pum arasinda degistigi ancak yogunluklu olarak 18-90 um

boyutunda gozenekler igerdigi gdzlenmistir.

Karakerizasyon c¢aligmalari sonucunda sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin
tiimiinlin gozenek boyutu, gozenek dagilimi, sisme 6zellikleri ve kimyasal yap1
gibi ozellikleri bakimindan hiicre kiiltiir calismalarinda kullanimlari uygun

bulunmustur.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde 1.929 fare fibroblast hiicreleri sahip olduklar:
hizli ¢ogalabilme ve tutunarak biiylime o&zellikleri sayesinde hazirlanan
kriyojellerin biyouyumluluklarinin ve doku iskelesi olarak kullanilabilirliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla tercih edilmislerdir. § mm ¢apinda ve 3 mm kalinlikta
disk seklinde kesilen kriyojeller iizerine iki asamada olmak iizere toplamda 1x10°
hiicre ekilmistir. Hiicre ekimi yapilmadan 6nce kriyojellerin bir gece DMEM besi
ortami igerisinde bekletmenin hiicre tutunmasi bakimindan daha etkili sonug

verdigi bulunmustur.

Uzerine hiicre ekilen kriyojeller 24 ve 48 saat olmak iizere iki farkli siirede
inkiibasyona birakilmigtir. Hazirlanan sekiz farkli kriyojelin tamami i¢in MTT
analizi uygulanmistir. 24 ve 48 saat dolana kadar iizerine hiicre ekimi yapilan
kriyojeller 37°C’de ve %5 CO: igeren ortamda inkiibe edilmistir ve deney
tamamlanana kadar besi ortami degistirilmemis, kriyojellerin {izerine ilave

herhangi bir madde eklenmemistir. Bu siirelerin sonunda MTT analizi ile hiicre
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canliliklart yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Bu analizin sonucuna gére MAH
komonomeri ve jelatin ile fonksiyonlandirilan PHEMAH/GEL kriyojellerden
PHEMAH/0.2GEL 24 ve 48 saatler i¢in en yiiksek hiicre canliligini vermistir.
MAH komonomeri ve jelatin ile fonksiyon kazandirilmamis PHEMA
kriyojellerin beklenenin iizerinde hiicre canligr gosterdigi goriilmistiir. Ayni
zamanda PHEMA kriyojellerin SEM goriintiileri incelendiginde hiicrelerin
PHEMA kriyojelin yiizeyine beklenene gore daha yogun tutundugu
goriilmektedir. Bu durum capraz baglayict olarak metilen bisakrilamit yerine
yiikksek biyouyumlu PEGDA’nin kullanilmasinin muhtemel katkisidir. Ayrica
PEGDA ile hazirlanan PHEMA kriyojellerin yiizeyinin hiicre tutunmasina daha
elverigli oldugu daha once literatiirde de verilmistir [105]. Literatiirde yer alan bir
calisma PEGDA c¢apraz baglayicisi ile hazirlanmis jelatin igeren PHEMA
kriyojellere bizim ¢alismamizdan farkl bir hiicre ekimi yapilmis ve sonug olarak
hazirlanan malzemenin biyouyumlu oldugu, hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini
destekledigi bulunmustur [48]. Calismalar dogrultusunda biyouyumlu ve hiicre
tutunmasini arttirict etkide oldugu bilen jelatin igeren PHEMA kriyojellere
[34,37] MAH’1n katilmasinin hiicre tutunmasini, ¢ogalmasini ve canli kalmasini

daha fazla arttirdig1 bu tez deneyleri sonucunda bulunmustur.

Hiicre ekimi yapilan kriyojellerden PHEMA, PHEMA/0.4GEL, PHEMAH ve
PHEMAH/0.2GEL kriyojellerin 48. saat SEM goriintiileri incelendiginde MAH
komonomeri igeren kriyojellerin icermeyenlere gore hiicre tutunmasi bakimindan
cok daha basarili oldugu goriilmiistiir. SEM goriintiileri MTT analizi sonuglariyla

uyumlu bulunmustur.

Bu tez calismasinda ilk defa MAH’in komonomer olarak kullanildigi
PHEMAH/GEL kriyojellerin  hiicre kiiltiir ortaminda doku iskelesi olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir. Tez deneyleri sonucunda MAH’in literatiirde
mevcut bilgilerde oldugu gibi hiicreler ile biyouyumlu oldugu [110], hiicre
tutunmasi ve cogalmasi iizerinde arttirici etkisinin bulundugu gériilmiistir. MAH
komonomeri ve jelatin ile birlikte hazirlanan PHEMAH/GEL kriyojellerin
yalnizca jelatin ile hazirlanan PHEMA/GEL kriyojellere oranla hiicre tutunmasi

ve ¢ogalmasi bakimindan daha basarili sonuclar verdigi goriilmektedir. Ileri
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caligmalarda bu hazirlanan kriyojel doku iskeleleri tizerine farkli hiicre tiplerinin
ekilmesi ile PHEMAH/GEL kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanim alanlari
genisletilebilir.
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HACETTEPE UNIVERSITESI
) ~ FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI ORJiNALLiK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLER ENSTIiTUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih: 09/07/19

TEZ BASLIGI / KONUSU: POLI (2-HiIDROKSIETIL-METAKRILAT) TEMELLI JELATIN VE AMINO
ASIT ICEREN SUPERMAKROGOZENEKLI KRiYOJEL DOKU ISKELELERININ GELISTIRILMESI

Yukarida bashgi/konusu gésterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana boliimler d) Sonu¢ kisimlarindan
olusan toplam 61 sayfalik kismina iliskin, 09/07/19 tarihinde tez damgmanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin benzerlik
orani % 5 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga haric
2- Alnular harig
3- 5 kelimeden daha az értiisme igeren metin kistmlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Caligmasi Orjinallik Raporu Alinmast ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum hilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarnimla arz ederim.
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