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OZET

MIiKRODALGA DESTEGI iILE METAKRILATLANMIS
KAPPA CARRAGEENAN HIDROJELLERIN 3B
BASKILANMASI VE KIKIRDAK DOKU MUHENDISLiGINDE
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Giilnihal TOK iLHAN

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Danismant: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Haziran 2019, 96 sayfa

Bu c¢alisma “Mikrodalga Destegi ile Metakrilatlanmis Kappa Carrageenan Hidrojellerin
Kikirdak Doku Rejenerasyonu i¢in 3 Boyutlu Baskilanmasi” baglikli 118 M734 numarali 1002
Hizli Destek Projesi kapsaminda Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu

(TUBITAK) tarafindan desteklenmistir.

Sunulan tez ¢aligmasmim amaci mikrodalga destegi ile metakrilatlanmis kappa carrageenan (k-
CA) polimerinin 3 boyutlu (3B) biyobaskilanmasi i¢in uygun ozelliklere sahip biyogdzelti
olarak sunulmasi ve kikirdak Onciil hiicreleri (ATDCS) ile birlikte baskilanan hidrojellerin

kikirdak doku miithendisliginde kullaniminin arastirilmasidir.



Calisma kapsaminda, ilk olarak kappa carrageenan (k-CA) polimeri farkli metakrilik anhidrit
(MA) oranlarinda (hacimce %4 ve %12), hem geleneksel hem de mikrodalga yontemleri ile
metakrilatlanmislardir.  k-CA  polimeri mikrodalga yontemiyle basarili bir sekilde
metakrilatlanarak diisiik MA oraninda (%4 v/v) yiiksek metakrilatlanma derecesi (%85 + 9) elde
edilmistir. Ardindan elde edilen k-CA polimerlerinin PBS (pH=7.4) igerisinde %8’lik (w/v)
¢ozeltileri hazirlanarak, bu ¢ozeltilere IRGACURE-2959® (%1 w/v) varliginda 40 s UV
uygulanmis ve foto-¢apraz baglama prosesi ile hidrojel yapilar1 elde edilmistir. Sonrasinda,
hidrojel karakterizasyon c¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonucglarin 1siginda,
mikrodalga prosesi ile metakrilatlanan k-CA (%12 v/v MA) polimeri basarili bicimde 3B

baskilanarak bir biyo¢ozelti olarak sunulmustur.

Calismanin devaminda in vitro’da ¢ogaltilan ATDCS5 hiicreleri (2 X 107 hiicre/mL) ile k-CA
polimer ¢ozeltileri 3B baskilanarak 21 giin farklilasma ortaminda kiiltiire edilmislerdir. Her iki
grupta da hiicreler kikirdak dokuya farklilasmiglardir. Taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiileri ile hiicrelerin kikirdak dokuya 6zgii kiiresel morfoloji sergiledikleri goriilmiistiir.
Glikozaminoglikan (GAG) igerigi spektrofotometrik yontem ile tayin edilmis, Safranin O / Fast
Green boyamalar1 ile de hidrojellerde GAG varligini ortaya koyan goriintiiler elde edilmistir.

Immiinositokimyasal analizlerle de agregan ve kollajen II varh@1 gdsterilmistir.

Sonu¢ olarak, 3B baskilanan ve ATDCS5 hiicrelerini igeren metakrilatlanmis x-CA
hidrojellerinde in vitro kosullarda kikirdak dokuya farklilasma gerceklesmistir. Boylece,
mikrodalga yontemi ile fonksiyonlandirilan k-CA polimerinin kikirdak doku miihendisligi
calismalar1 ve mikroekstriizyon tabanli biyoyazicilar i¢in uygun bir biyog¢dzelti olabilecegi

Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kappa carrageenan, Hidrojel, Biyog¢ozelti, Kikirdak doku.



ABSTRACT

3D BIOPRINTING OF MICROWAVE ASSISTED METHACRYLATED
KAPPA CARRAGEENAN HYDROGELS AND INVESTIGATION OF
THEIR USAGE IN CARTILAGE TISSUE ENGINEERING

Giilnihal TOK iLHAN

Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
June 2019, 96 pages

This “3D Bioprinting of Microwave Assisted Methacrylated Kappa Carrageenan Hydrogels and
Investigation of Their Usage in Cartilage Tissue Engineering” entitled study was supported by
the The Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK), 1002 program
with project number 118M734.

The aim of the presented study is development of microwave assisted methacrylated kappa
carrageenan (k-CA) polymer as a bioink with suitable properties for the 3 dimensional (3D)
bioprinting, and investigation of the printed hydrogels with cartilage precursor cells (ATDC5)

in cartilage tissue engineering.

Within the scope of the study, the kappa carrageenan (k-CA) precursor was methacrylated with

different methacrylic anhydride (MA) ratios (4% and 12% by volume), following conventional



and microwave methods. k-CA was successfully methacrylated at low MA concentrations (4%
(v/v) by microwave method to obtain a high yields of methacrylation (85 = 9%). Then, 8% (w/v)
solutions of k-CA polymers in PBS (pH=7.4) were prepared. These solutions were treated with
UV for 40 s in the presence of IRGACURE-2959® affording hydrogel structures in photo-
crosslinking process, and the obtained hydrogels were fully characterized. According to the
characterization results the methacrylated k-CA polymer (12% v/v MA) by microwave process
was chosen and successfully used as a bioink in 3D printing process.

In the following studies, the ATDCS5 cells (2 x 107 cells/mL) were mixed with the x-CA solutions
that were methacrylated with microwave and traditional method, and the result solution, in other
words bioink, was 3D printed. The printed structure was cultured for 21 days in the
differentiation medium. In both groups, the cells differentiated into a cartilage tissue. Scanning
electron microscopy (SEM) images showed that cells exhibit spherical morphology specific to
cartilage tissue. Glycosaminoglycan (GAG) content was determined by the spectrophotometric
method and the presence of GAG in hydrogels was demonstrated by Safranin O / Fast Green
staining. The presence of aggregan and collagen 1l was also demonstrated by

immunocytochemical analyzes.

Consequently, the 3D printed methacrylated k-CA hydrogels including ATDC5 cells
differentiated into cartilage tissue in-vitro. Thus, it is proposed that the microwave-
functionalized x-CA polymer may be considered as a suitable bioink for cartilage tissue

engineering studies and microextrusion based bioprinters.

Key Words: Kappa carrageenan, Hydrogel, Bioink, Cartilage tissue.
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1.GIRIS

Kikirdak doku, fazla miktarda hiicre dis1 matris (ECM) ve az sayida kondrositten olusan;
damar, sinir ve lenf igermeyen giiclii ve esnek yapida bir bag dokudur (Chung ve Burdick,
2008; Mori ve ark., 2018). Kikirdak doku, damar icermedigi i¢in yenilenme (rejenerasyon)
yetenegi sinirhidir. Bu nedenle de bilim insanlar1 uzun zamandir kikirdak doku hasarlarinin
iyilestirilmesine yonelik ¢calismaktadirlar (Doral ve ark., 2007). Ozellikle osteoartrit (OA) ve
osteoporoz gibi durumlardaki lezyonlarin tedavisi zordur. Klinikte uygulanan zorluklar
nedeniyle kikirdak doku hasarlarma yonelik doku miihendisligi yaklasimlarina ihtiyag

duyulmaktadir.

Doku miihendisligi alaninda malzeme, hiicre ve biyosinyal molekiilleri karisimlarmimn
Kontrollii olarak katman katman biriktirilmesi ile 3B yapilarin olusturulmasi 3B
biyobaskilama olarak adlandirilir (Demirtas, Irmak ve Glimiisderelioglu, 2017). Bu yontem
doku miihendisligi alaninda giderek yayginlasarak, geleneksel doku miihendisligi
uygulamalariin smirlarini ortadan kaldirmistir. Kikirdak doku miihendisligi ¢alismalarinda
da hasarli bolgeye yonelik, biyolojik yapmin yerini doldurmak iizere hiicrelerin tutunmasina
ve cogalmasina izin verebilecek, dogal dokuyu taklit eden, gecici 3 boyutlu (3B) ¢cok bilesenli
yapilari gelistirmek amaglanmaktadir. Bu 3B yapilari gelistirilmesi i¢in 3B biyoyazicilardan

faydalanilmaktadir (Murphy ve Atala, 2014).

Tez kapsaminda hiicrelerle birlikte bu 3B yapiy1 taklit etmek amaciyla dogal kaynakli bir
polimer olan kappa carrageenan (x-CA) tercih edilmistir. x-CA’nin yapisi,
glikozaminoglikan (GAG) yapilar1 ile biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir. GAG’lar
kikirdak dokunun yapisinda fazla miktarda bulunan molekiillerdir (Chung ve Burdick, 2008).
Bu nedenle kikirdak dokuya yonelik yeni bir biyog6zelti sunmak amaciyla k-CA polimeri ile
calisilmistir. Biyogozeltilerin de 3B baskilanabilmesi i¢in sahip olmasi gereken bir takim
ozellikleri vardir. Bunlarin basinda uygun viskozite gelmektedir. Ardindan, ¢capraz baglama
yontemiyle mekanik dayanimi yeterli hidrojeller elde edilmesi ve bu hidrojellerin hiicreler
farklilagip kendi ECM’lerini salgilayana kadar bozunmamasi beklenmektedir. k-CA’nin
ozellikleri tek basma biyogozelti olarak kullanilmasi igin yeterli degildir. Bu nedenle, tez
caligmasi kapsaminda dncelikle k-CA’nin viskozitesinin ve k-CA hidrojellerinin viskoelastik

ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Bunun igin k-CA literatlirden
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(Mihaila ve ark., 2013) farkli bir bigimde, yiiksek giicte (1,000 W) ve kisa siirede (5 dk)
uygulanan  mikrodalga  enerjisi yardimiyla  metakrilik  anhidrit (MA) ile
fonksiyonlandirilmistir. k-CA’nin MA ile fonksiyonlandirma iglemi hacimce 2 farkli oranda
(%4 ve %12) MA ile hem geleneksel hem de mikrodalga yontemleriyle ger¢eklestirilmistir.
Metakrilatlanan k-CA polimerlerinin  M.D’leri hesaplanmis ve viskozite Olgimleri
gerceklestirilmistir. Ardindan, foto-capraz baglama icin polimerler IRGACURE-2959®
yardimiyla UV varliginda capraz baglanmis ve hidrojel elde edilmistir. Elde edilen
hidrojellerin viskoelastik 0Ozelliklerinin belirlenmesi igin reolojik analizler, 30 gunlik
biyobozunurluk ve su tutma kapasitesi (sisme) Ol¢iimii gerceklestirilmistir. Ardindan,
metakrilatlanan k-CA polimerleri, uygun kosullarda ATDCS5 hiicreleri ile karistirilarak
biyog¢6zelti olusturulmus ve 3B baskilama islemi gerg¢eklestirilmistir. Sonrasinda biyocozelti,
UV maruziyeti ile ¢apraz baglanarak hiicre iceren hidrojeller elde edilmistir. Elde edilen
hicre yukla hidrojeller in vitro farklilasma ortaminda 21 giin boyunca kiiltiire edilmislerdir.
Kiltiriin belirli giinlerinde alman orneklerle de SEM goriintiilemesi, canli-0lu analizi,
Safranin O boyamasi ve diger immiinohistokimyasal ile immiinositokimyasal analizler

gergeklestirilmistir. Sonuglar, kikirdak doku olusumu agisindan degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu béliimde, sunulan tezin temel aldig1 konularla ilgili literatiir bilgisi verilmistir. Oncelikle,
kikirdak dokunun 6zellikleri, kikirdak doku miithendisligi, kikirdak doku hasarlarina yonelik
Klinikte uygulanmakta olan ¢alismalarla ilgili bilgiler verilmistir. Sonrasinda, 3 boyutlu (3B)
biyobaskilamanin temeli, biyoyazici gesitleri ve biyocozeltide olmasi gereken oOzellikler
aciklanmistir. Ardindan hidrojeller ile ilgili detayli bilgi sunulmustur. Son olarak, kappa
carrageenan (k-CA) polimeri ve mikrodalga teknolojisi ile ilgili literattr bilgileri verilerek

genel bilgiler sonlandirilmaistir.
2.1. Kikirdak Dokunun Yapisi ve Ozellikleri

Kikirdak doku temel olarak burun, kulak, trake, eklem ve intervertebral disk dahil olmak
iizere viicudun ¢esitli bolgelerinde yaygin olarak bulunur. Bag doku yapisinda olup, kemige
yapisik olarak bulunur. Kalinlig1 eklemin yerine gore farklilik géstermekle birlikte 1-6 mm
arasinda degisir. Kikirdak doku, viicut seklinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Ozellikle
eklem kikirdagi, temas eden kuvvetleri desteklemek ve siirtiinmeyi azaltmak i¢in 6zellesmis
olan anizotropik bir dokudur (Doral ve ark., 2007; Almeida ve ark., 2017; Hoshi ve ark.,
2018).

Kikirdak doku fazla miktarda hiicre dis1 matris (ECM) ile az sayida kondrosit hiicrelerinden
meydana gelir. Kondrositler, kollajen, glikoproteinler, proteoglikanlar ve hiyaliironan gibi
bliyiik hacimli ECM bilesenlerini sentezleyen, metabolik olarak aktif hiicrelerdir.
Kondrositlerin metabolik aktiviteleri pek ¢ok etkene bagli olmakla birlikte sitokinlerden ve
biliylime faktorlerinden daha fazla etkilenirler. Bu faktorler ECM’deki makromolekiillerin
yapim ve yikimimni etkiler. Tiim kikirdak tiplerinde yer alan temel molekiiller; kollajen (tip
I, tip 1V, tip IX, tip XI) hiyaliironik asit, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardir (GAG).
Kondrositler, kikirdagin devamliligini saglamak ve kikirdagi korumak i¢in ECM salgilar ve
ECM’i ¢ogaltirlar (Akkiraju ve Nohe, 2015).

Kikirdak doku ECM’i biiyiik miktarda proteoglikan, tip 11 kollajen ve su icerir. Bu icerik
kikirdak doku ¢esidine bagli olarak degisir. Fakat temel olarak bu bilesenler, kikirdak dokuda
diger bilesenlere gore daha fazla bulunur. YUksek hidrasyon derecesi ve matriks igindeki

suyun hareketi, kikirdak matriksinin degisken basing yiiklerine cevap vermesini saglar ve
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kikirdagimn yiik tasima kapasitesine katkida bulunur. ECM yapis1 doku islevselligi agisindan
onemlidir. Ciinkii ECM, gomiilii kondrositler i¢in bir sinyal doniistiiriicli gorevi goriir.
Boylelikle, kikirdakta sinoviyal eklemlere uygulanan basing, kondrositlerin aktivitesini

yonlendirmeye yardimci olan mekanik, elektriksel ve kimyasal sinyaller olusturur
(Mardones, Jofre ve Minguell, 2015).

Kollajenler, ECM'in en bol bulunan makromolekiilleridir. Kikirdak kuru agirhigmin
%60'1 olusturur ve kayma gerilimine dayanim saglar. Ayrica kollajenler, matrisin kararh
kalmasin1 da saglar. Kollajen tip Il, ECM'deki kollajenin %90-95'ini olusturur ve
proteoglikan benzeri agreganlarla dokunmus fiberler ve lifler olusturur. Kollajen tip II,
yiliksek miktarda bagl karbonhidrat grubu igerdigi i¢in su ile etkilesime diger tiirlere gore
daha fazla izin verir. Kollajen tip IX ve Xl ise 6zellikle eklem kikirdaginda yer alir.
Kollajen fibriller arasi agsi1 yapilara ve capraz baglanmaya destek olur. Ayrica, gerilme
mukavemeti de saglar. Kikirdak dokunun derin bolgesinde ise kondrositler biraz daha
farklilasarak aktif olarak kollajen tip X sentezler. Bu nedenle kalsifiye olmaya yakin,
araylizey bolgelerde kollajen tip X’e daha fazla rastlanir.

Proteoglikanlar ise kikirdak matriksi igerisindeki en yiiksek miktardaki ikinci
makromolekiil grubunu temsil eder. Yiizde doksan bes (%95) polisakkaritlerden ve %5
proteinlerden olusurlar. Suyu cektigi i¢cin Ozellikle eklem kikirdaginda yiikk dayanimi
acisindan onemlidir. Bu proteoglikanlar: GAG’lar, dekorin, agregan ve biglikandir.
Hyallronik asit, kondrotin stlfat, keratan stlfat, dermatan sulfat ve heparan sulfat ise
genel olarak kikirdak dokuda bulunan GAG’lardandir.

ECM’de kollajen olmayan proteinler de bulunur. Bunlar glikoproteinlerdir. ECM’i
kararli kilmaya ve kondrosit-matriks etkilesimine yardimci olurlar. Ayrica, ECM’de su
haricinde doku sivis1 da mevcuttur. Bu sivi, ¢esitli gazlar, metabolitler ve ¢ok miktarda da
katyonlar1 igerir. GAG’lar eksi yiiklii olduklar i¢in bu katyonlar, GAG’lar1 dengeler. Doku
stvis1 sayesinde doku, sikistirmaya direng gosterir ve deformasyondan sonra normal sekline

doner (Temenoff ve Mikos, 2000).

Biiylime faktorleri, mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak dokuya farklilagmast ve ECM

sentezini indiiklemesi acisindan Onemlidir. Ayrica kondrositlerin kollajen tip X



ekspresyonundaki degisim proteolitik enzim iiretiminin diizenlenmesini de saglar. ECM'nin
bilesimi, kondrositlerin organizasyonu ve sitokinler gibi dis etkenlere verdikleri cevap,
dokunun yasma baglidir. Ancak, kondrosit sayilar1 degismeden kalir. ECM’deki su azalisi
ise dokuya sertlik kazandirir ve yapmin islevselligini azaltir. Yaglanan kikirdakta goriilen bu
gibi genel yapisal degisiklikler, osteoartrit (OA) gibi hastaliklarin gelisimine neden olur
(Akkiraju ve Nohe, 2015).

Anatomik konum, ECM bilesimi ve islevleri temel alindiginda ti¢ tip kikirdak vardir. Hiyalin
kikirdak, solunum yollarinda, burunda, uzun ve kisa kemik uclarinda bulunur. Beyaz ve
cams1 bir gorunime sahiptir. ECM igerisinde su, hiyalironat, proteoglikanlar ve tip Il
kollajen yer alir. Hiyalin kikirdagin temel islevi minimum siirtiinme ile kararli hareketi
saglamaktir. Hiyalin kikirdagin viskoelastisitesi oldukca yliksektir. Sikigsmaya karsi
direnglidir. Ayrica, hareketten kaynaklanan yiikii de hafifletmektedir. Elastik kikirdak,
ECM igerisindeki elastinin varlig1 ile diger kikirdak c¢esitlerinden ayirt edilir. Elastik
kikirdak, kulakta oldugu gibi daha ¢ok yapisal fonksiyon saglar. Kulak kepgesinde, isitme
kanallarinda, 6staki borusunda, burun kanatlarinda bulunur. Fibroz kikirdagin ECM’inde
ise tip I kollajen miktar1 daha yiiksektir. Fibroz kikirdak, meniskiis ve omurlararasi disklerde
ve tendonlarin ve baglarin distal bolgesinde bulunur. Cekme ve sikistirma mukavemeti
saglar, kayma gerilimine karsi koruyucu gorev tstlenir (Faust, Guove ve Elisseeff, 2019).
Sekil 2.1°de kikirdak doku tipleri sematik olarak gosterilmistir.
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(Kikuchi ve Kanama, 2007).

Kikirdak dokunun yenilenme kapasitesi oldukg¢a diigiiktiir. Dolasim, viicuttaki normal
iyilesme siirecinin kritik bir parg¢asmni olusturur. Kikirdak doku damar igermedigi igin
tyilesme ile ilgili onarim tepkileri viicut tarafindan baskilanir. Kondrositler lakiiniin iginden
goc edip hasarli bolgeye gidemedikleri i¢cin onarim siireci baslayamaz. Ayrica hasarl
kikirdak dokusunda ECM sentezi de olduk¢a yavastir (Akkiraju ve Nohe, 2015). Kikirdak
dokunun yenilenme kapasitesinin diisiik olmasi, kikirdak dokuya yonelik caligmalari
arttrmustir. Hem klinikte uygulanan ¢aligmalar hem de bilimsel arastrmalarda ilerleme

kaydedilmis ¢aligmalar genel olarak asagidaki basliklarda sunulmustur.

2.2. Kikirdak Doku Hasarlarina Yonelik Klinik Calismalar

Kikirdak doku hasarlarinda; kondral ve osteokondral lezyonlar genellikle agri ve sislik
seklinde ortaya ¢ikar. Ardindan eklem dejenerasyonu ve sonunda OA goriiliir (Almeida ve
ark., 2017). Halen 75 milyon insanin Avrupa, ABD ve Japonya'da osteoporoz yasadigi, 27
milyonunun ise sadece ABD'de OA’dan etkilendigi tahmin edilmektedir (Mori ve ark.,
2018). Kikirdak dokunun kendini yenileme Kkapasitesi yeterli olmadigindan dolayi,
hasarlarda genelde cerrahi islemlere gerek duyulur (Boushell ve ark., 2016). Bunlar;
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lezyonun yumusatilmasi ve debridman yoluyla gevsek dokunun ¢ikarilmasi, lezyon i¢indeki
yara dokularinin temizlenmesi, mikrofraktiir teknigi ile mezenkimal kok hiicrelerin hasarl

bolgeye gd¢ etmesinin saglanmasi, stimiilasyon teknikleri ve mozaikplasti gibi islemlerdir.

Klinikte hiicre bazli tedaviler, otolog kondrosit implantasyonu (ACI), matriks ile birlikte
kondrosit implantasyonu ve eriskin kok hiicrelerin kullanimi da yayginlagmaktadir.
Rejeneratif tip alaninda kikirdaga yonelik ACI tiim diinyada da yayginlagsmistir. ACI,
1987'den beri hastalarda Kklinik kullanimdadir ve diinya ¢apinda 12,000'den fazla hasta
iizerinde gercgeklestirilmistir. ACI, hastalarda agriyr onemli Olclide azaltmistir. Hatta
dayanikli kikirdak benzeri doku olusumunun gergeklestigi raporlarda belirtilmistir
(Mobasheri ve ark., 2014; Makris ve ark., 2015; Hoshi ve ark., 2018). Klinikte uygulanan bu

yontemler Sekil 2.2°de sematik gosterimde 6zetlenmistir.

Sekil 2.2. Eklem kikirdagi hasarina yonelik klinikte uygulanan yontemler: a) kikirdak
lezyonu sematik gosterimi; b) debriman ydntemi ile iyilestirme; C)
mikrofraktiir yontemi ile kemikteki mezenkimal kok hiicrelerin hasarli
bolgeye gb¢ etmesini saglama; d) ACI implantasyonu; e) matriks ile

desteklenmis otolog kondrosit hiicre transplantasyonu (Makris ve ark., 2015).

Klinikte uygulanan yontemlerin ¢gogu hastalar1 gecici olarak rahatlatir. Klinikte, geleneksel
olarak ila¢ tedavileri, cerrahi islemler ve/veya fizik tedavi uygulamalar1 mevcuttur.

Otogreftler altin standart olmasina ragmen sinirli dondr dokusu, donor bdlgenin de
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yaralanmasi, agr1 ve inflamasyon olusumu gibi olumsuzluklar1 mevcuttur. Bu nedenle de
tedavilerin basarilar1 smirlidir. Klinik uygulamalarindaki basarisizliklar ve olumsuzluklar
kikirdak doku miihendisligi uygulamalarma olan ihtiyact arttirmustir. Diger boliimde,

kikirdak doku mithendisligi ile ilgili detayl bilgiler sunulmustur.
2.3. Kikirdak Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi; uygun hiicreleri, biyosinyal molekiillerini, doku iskelelerini ve gerekli
kiiltiir kosullarini birlestirerek dokuya 0zgii tedavi yontemi sunmayi hedefleyen bir
yaklagimdir. Bu amagla miihendislik bilimlerini, ve yasam bilimlerini dokuya veya tiim
organa yonelik biyolojik ikamelerin gelistirilmesine ve in vitro uygulamalar i¢in gergekgi
doku yapilarinin {iretimine uygulayan cok disiplinli bir alandir. Doku miihendisligi
yaklagimlar1 giiniimiizde “asagidan-yukar1 (bottom-up)” ve “yukaridan-asagi (top-down)”
olmak tizere 2 farkli sekilde uygulanmaktadir. Yukaridan-asagi uygulamalar, doku iskelesi
temeline dayanir. Asagidan-yukar1 uygulamalar ise mikro dlgekteki doku bloklarmin daha
biiylik dokular1 olusturmak tizere cesitli fabrikasyon yontemleriyle bir araya getirilmesi
temeline dayanir. Ornek olarak 3B biyobaskilama asagidan-yukar1 doku miihendisligi

uygulamalarina bir 6rnektir. (Guillotin ve Guillemot, 2011; Demirtas, 2016).

Kikirdak doku miihendisligi, laboratuvar kosullarinda kikirdak doku tiretimini ifade eder.
Giiniimiizde doku miihendisligi sayesinde kisiye 6zel tedaviler giindeme gelmistir. Birinci
nesil olarak uygulanan altin standart allojenik hiicre kullanimidir. Tkinci nesil uygulamalarda
sadece malzeme Onem kazanmistir. Doku miihendisliginde hiicreler ve biyomalzeme
birlestirilmistir. Bu baglamda, ti¢lincii nesil doku miihendisligi uygulamalarinda amag: in
vitro’da doku yenilenmesini saglamak, bunun i¢in de hiicreler ile birlikte biyomalzeme ve

biyosinyal molekiilleri de kullanmaktir (Risbud ve Sittinger, 2002).

Kikirdak doku miihendisligi ¢aligmalar1 kapsaminda; yalniz hiicreler, yalniz greftler (doku
iskeleleri), yalmiz biyosinyal molekiilleri ve/veya bunlarm kombinasyonlar1 seklinde
caligmalar yapilmakta ve yapilan bu caligmalar gelistirilmektedir. Rejeneratif tip alaninda
kikirdak dokuya yonelik olarak etkili ¢oziimler incelendiginde hiicrelerle birlikte

biyomalzeme kullanimmin daha iyi olacagi savunulmaktadir (Hoshi ve ark., 2018). Son



yillarda, doku miihendisliginde kikirdak dokuya yonelik umut verici ¢aligmalar mevcuttur.
Kikirdak doku greftleri ve biyoreaktor sistemleri ile desteklenmis ex vivo greftler optimize
edilerek c¢esitli calismalar yiiriitiillmektedir. Bu ¢alismalar genel olarak Sekil 2.3°te sematik

olarak 0zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Kikirdak dokuya yonelik doku miihendisligi uygulamalarnin sematik

gosterimi.

Kikirdak doku i¢in kullanilan hiicrelerin morfolojilerinin, ¢ogalma kapasitelerinin, protein
ve gen ekspresyonlarinin orjinal dokuya yakin olmasi istenmektedir. Bu nedenle de kikirdak
doku miihendisligi ¢caligmalarinda en ¢ok kullanilan hiicrelerin basinda kondrositler ve kok
hicreler gelmektedir. Kondrositler, doku mihendisliginde 6zellikle eklem kikirdagina
yonelik uygulamalarda kullanilmaktadir. Kok hiicreler ise yiliksek bolinme ve farklilagsma
kapasitesine sahiptirler. Bu nedenle, kok hiicreler uygun farklilagma ortami ve biyosinyal
molekiilleri varliginda kikirdak dokuya yonelik calisilmaktadir. Klinige yonelik calismalarda
hiicrelerin hastadan alinarak cogaltilmasi altin standarttir. Bilimsel arastirmalarda ise
hiicreler, canlilardan almip ¢ogaltilabilecegi gibi ticari hiicre hatlar1 da kullanilmaktadir.
Kikirdak doku mithendisligi calismalarinda hedef, hiicrelerin farklilagarak mikro yapida veya

istenen yapida kikirdak doku olusturmasidir. Bu nedenle, hiicrelerin birbirleriyle ve



cevreleriyle etkilesimi Onemlidir. Tek tabakali (monolayer) kiiltlirlerde bu etkilesimi
saglamak kolay olmamaktadir. Bu nedenle doku farklilasmasi igin hiicrelerle birlikte
biyosinyal molekiilleri de kullanilmaktadir. Biyosinyal molekiilleri, ¢esitli hiicre yolaklar1

araciligiyla hiicreleri uyararak farklilagmayi tetikler.

Asagida Kikirdak doku miithendisligi ¢aligmalarinda kullanilan hiicreler 6zetlenmistir.

v' Kondrostiler: Kikirdak doku c¢alismalarinda kullanilan en temel hiicrelerdir.
Viicuttan izole edildikten sonra farklilasma yeteneklerini yitirmektedirler. Tekrar
farklilagmalarin1 saglamak amaciyla TGF-p (Transforme Edici Blylime Faktorl),
BMP-2, 7 (Kemik Morfogenetik Protein), IGF (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii) ve
FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii) de kullanilmaktadir. Farklilasmis kondrostiler
kiresel ~morfolojide olup GAG ve kollajen Il makromolekullerini
sentezlemektedirler.

v' Embriyonik kok hicreler: Yiiksek cogalma ve farklilasma kapasitesine sahiptirler.
Embriyonik kok hiicrelerle yapilan calismalarda bu hiicrelerin kardiyomiyosit,
adiposit, kondrosit, osteoblast ve noronlar gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklilastigi
bildirilmistir. Embriyonik kok hiicrelerde karsilagilan problemlerin basinda etik
sorunlar gelmektedir. Ayrica, embriyonik kok hiicrelerin farklilagsmasinin
hedeflendigi hiicrelere secici olarak tam olarak farklilasmadigi ve tiimor benzeri
yapilar olusturdugu da literatiirde yer alan problemlerdendir. Bu da klinik
uygulamalarda hasta i¢in immiinolojik yanit riskini arttirmaktadir.

v Mezenkimal kok hiicreler: Mezenkimal kok huicreler, mezenkimal doku hiicrelerine
doniisebilen hiicrelerdir, ve kondrosit, osteoblast, fibroblast ve diger mezenkim
kaynakli hiicrelere doniisebilmektedirler. Bu hiicrelerin canlidan izole edilmesi
kondrosit hiicrelerine gore daha kolaydir. Kemik iligi, kas ve adipoz dokulardan elde
edilebilirler. Farklilagsma potansiyellerini ancak ¢ok sayida pasaj ile kaybedebilirler.
Fakat say1 olarak az elde edildikleri igin in vitro’da farklilasma ortami igerisinde

biyosinyal molekiilleriyle desteklenmeleri gerekir. Kikirdak dokuya yonelik
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mezenkimal kok hiicre ¢caligmalarinda FGF, TGF-, BMP-2 ve IGF’in kullanilarak
kondrogenez ve kollajen II sentezi i¢in olumlu oldugu literatiirde rapor edilmistir.

v" ATDCS5 kondrojenik hiicre hatti: Fare embriyonik karsinoma hiicre hattidir.
Kikirdak onciil hiicreleri de denmektedir. Tek tabaka (monolayer) hiicre kiiltiirlinde
cogaltildiklarinda fibroblastik morfolojidedirler. Farklilastiklarinda ise kiiresel
morfoloji sergilemektedirler. TGF-B gibi biiylime faktorleri ve gesitli biyosinyal
molekiilleri varliginda yiiksek farklilasma kapasitesine sahiptirler. ATDCS hiicre
hatt1 kikirdak doku ¢aligmalar1 i¢cin model olarak kullanilan bir hiicre hattidir.

Kikirdak doku miihendisligi calismalarinda kullanilan biyosinyal molekiilleri 6zetlenmistir:

v' Sitokinler bagigiklik sistemi hiicreleri tarafindan salgilanmaktadirlar. TNF-a (Timor
nekroz faktor-alfa) ve IL-1B (Interlekiin-1bata) kikirdak doku miihendisliginde en sik
kullanilan sitokinlerdir. Matris dengesi i¢in dnemlidir.

v' BlyUme faktorleri hiicreler tarafindan salgilanarak c¢evre hiicreleri etkileyen
molekiillerdir. Direkt hiicreleri etkileyebilecegi gibi dolayli yoldan da etki
mekanizmalarina sahip olabilirler. TGF-B1, IGF-1, BMP-2, FGF, PDGF (trasnsforme
edici biyume faktorl), EGF (epidermal blyime faktort) gibi blytme faktorleri de
kikirdak doku farklilasma calismalari i¢in Onemlidir. Farklilasma, kondrosit

cogalimi, ECM sentezi gibi 6nemli etkileri vardir. En ¢ok kullanilan ise TGF-B1 dir.

Yukarida 6zetlenen biyosinyal molekiilleri disinda ise malzeme yapismasini ve tutunmasini
arttirmak amaciyla da kullanilan ¢esitli biyosinyal molekiilleri mevcuttur. Fibronektin,

laminin gibi proteinler ve ¢esitli kisa zincirli peptidler bunlara 6rnektir (Tigli, 2009).

Orijinal doku yapis1 hedeflendigi i¢in doku en 1iyi sekilde taklit edilmelidir. Dokuyu en iyi
sekilde taklit edebilmek i¢cin 3B yap1 6nemlidir. Bu nedenle de 3B biyobaskilama teknikleri,
hidrojeller, doku iskeleleri kikirdak doku miihendisliginde siklikla tercih edilmektedir.
Kikirdak doku calismalarinda en ¢ok kullanilan malzeme grubu hidrojellerdir. Kikirdak
dokuda oldugu gibi hidrojellerin de su tutma kapasitesi yiksektir. Bu amagla kullanilan
malzemeler ise genelde polisakkaritler (kitosan, aljinat vb.) veya protein bazli dogal

malzemelerdir (jelatin, kollajen gibi). Bu malzemelerin tercih edilmelerinin en 6nemli
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sebepleri biyouyumlu ve biyobozunur olmalaridir. Sentetik olarak ise polietlilen glikol
(PEG) tercih edilmektedir (Armiento ve ark., 2018).

2.4. 3B Biyobaskilama (Bioprinting)

Ug boyutlu baskilama ilk olarak 1986°da Charles W. Hull. tarafindan tanimlanmis olup,
malzemelerin istenilen sekillerde ince tabakalar halinde 3B kat1 bir yap1 olusturma esasina
dayanir. Ilerleyen zamanlarda bu uygulama doku miihendisligine de uyarlanmistir. Sadece
doku iskelesi ile baslayip canli hiicrelerle de devam eden bu uygulama “biyobaskilama” adini
almistir. Son haliyle 3B biyobaskilama (bioprinting); biyomalzemelerin, canli hiicrelerin ve
biyosinyal molekiillerinin katman katman, istenilen sekil, miktar ve fonksiyonda

iiretilmesidir. Sekil 2.4°te 3B biyobaskilama sematik olarak gosterilmistir.

3B Biyobaskilama

Polimer

Biyocozelti

Sekil 2.4. Uc boyutlu biyobaskilamanin sematik gsterimi.

Istenilen dokuyu en dogru bigimde taklit edebilmek igin 3B biyobaskilamadan faydalanilir.
Bunun haricinde, hiicreleri katman katman baskilayarak; doku iskelesiz, dogal ECM’1i doku
mithendisligi ¢aligmalar1 da 3B biyobaskilama ile yapilir. Ayrica; mini doku ve organ

olusturma, damarlanmanin saglanmasi ile doku veya organa fonksiyonellik kazandirma
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caligmalari, “organ-on-chip” caligmalar1 i¢in de 3B biyobaskilamadan faydalanilir (Murphy
ve Atala, 2014; Demirtas, 2017).

2.5. Biyoyazic1 Cesitleri

3B biyoyazict i¢in kullanilan ana teknolojiler temel olarak; piiskiirtmeli (inkjet), mikro
ekstriizyon ve lazer desteklidir. Bu teknolojilerin se¢imi; ylizey ¢oziiniirliigii, hiicre canliligi
ve baski i¢in kullanilan biyolojik materyaller gibi 6nemli faktorler 1s18inda diisiiniilmelidir.

Biyoyazict ¢esitlerinin karsilastirmali 6zellikleri Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir (Murphy ve

Atala, 2014).

Cizelge 2.1. Biyoyazici gesitlerinin karsilastirmali 6zellikleri.

Ozellik Ekstriizyon Lazer Destekli Puskurtmeli
Maliyet Ortalama Yiksek Diisiik

Malzeme Yiiksek Viskozite ve Genis | Orta-Yuksek Orta

Viskozitesi Aralik (30-6x10” mPa.s) (1-300 mPa.s) (3.5-12 mPa.s)
Baski Hin Stirekli / Yavas Orta / Hizli Hizli

(10-50 pm/s) (200-1,600 mm/s) (10,000 damla/dk)

Uretim Siiresi | Kisa Uzun Orta

Yetenegi

Hucre %40 - %95 %95’1n lizerinde %85’in iizerinde
Canlhihg:

Hiicre Yiiksek (Huicre siferoidleri | Orta 10° hiicre / mL | 10° ‘dan
Yogunlugu seklinde) (hiicre/mL) diistik
3B Olusturma | Yiksek Orta Diistik
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2.5.1. Puskurtmeli (ink-jet) Biyoyazicilar

Piiskiirtmeli biyoyazicilar hem biyolojik hem de biyolojik olmayan uygulamalar i¢in en ¢ok

kullanillanilan baskilama teknolojisi ve yazici tiiriidiir. Istenilen sivi hacmi 6nceden yeri

belirlenmis lokasyonlarda konumlandirilir. Biyobaskilama uygulamalar1 i¢in kullanilan ilk

puskiirtmeli yazicilar, piyasada satilan 2 boyutlu miirekkep tabanli yazicilarin degistirilmis

versiyonlar1 olup, kartustaki miirekkep yerine biyolojik bir malzeme kullanilmistir. Z ekseni

(x ve y eksenlerine ek olarak iiclincii boyut) kontroliinii saglamak i¢in elektronik olarak

kontrol edilen bir asansor gelistirilmistir. Son zamanlarda ise inkjet bazli biyoyazicilar artan

¢Oziiniirliikk, hassasiyet ve hizda biyolojik materyalleri islemek ve basmak i¢in 6zel olarak

tasarlanmistir, termal ve piezoelektrik prensibi ile calisan ¢esitleri mevcuttur (Murphy ve

Atala, 2014). Piskiirtmeli biyoyazici ¢esitleri ve calisma prensipleri Sekil 2.5°te

gosterilmistir.

b
Piezoelektirik. . " 5 Isitica Sy 5
Calistirica BlyO(}OZeltl Kabarcik Brpecaniy
— 3B Yap1 e
3B Biyobaskilanms Yap1 | < Enjektor Ucu e Enjektor Ucu

! & <« Damlacik

. =
Toplayici

Sekil 2.5.

Puskdrtmeli biyoyazicilarn isleyisinin sematik gosterimi; a) piezoelektrik b)

termal (Irvine ve Venkatraman, 2016).

2.5.2. Ekstriizyon Biyoyazicilar

Ekstriizyon biyoyazicilar doku miihendisligi uygulamalar: i¢in klinikte ve laboratuvar

caligmalarinda en c¢ok kullanilan biyoyazic1 teknolojisidir. Mikro ekstriizyon, sivi
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damlaciklardan ziyade siirekli malzeme boncuklar1 verir. Malzemenin kii¢iik boncuklari,
CAD-CAM yazilimi tarafindan yonlendirilerek 2 boyutta biriktirildikten sonra mikro
ekstriizyon bagligi, Z ekseni boyunca hareket eder. Boylece, birikmis olan tabaka, bir sonraki
tabaka i¢in bir temel gorevi goriir. Doku mithendisliginde kullanilan biyomalzemelerin ¢ogu,
hidrojeller, biyouyumlu kopolimerler ve hiicre sferoidleri gibi malzemeler mikro ekstriizyon
yazicilarla uyumludur. Bu tiir yazicilar, viskozitesi yliksek malzemelerde daha ¢ok tercih
edilir. Pnomatik ve mekanik (pistonlu veya vidali) olmak tizere farkl tiirleri vardir. Mikro
ekstriizyon biyobaskilama teknolojisinin ana avantaji, ¢ok yiliksek hiicre yogunluklar:
biriktirme kabiliyetine sahip olmasidir. Doku mithendisligi ¢aligmalarinda fizyolojik hiicre
yogunluklarmin elde edilmesi Onemlidir. Hatta bazi c¢alismalarda sadece hiicreler
kullanilarak 3B baskilama yapilir. Boylece hem istenilen sekil ortaya konur, hem de hiicre
sferoidlerinin  kendiliginden diizenlenmesi saglanir. Yapi bloklarmm viskoelastik
ozelliklerine bagl olarak, hiicre agregatlar1 birbiriyle kaynasarak, uyumlu bir makroskopik
yap1 olusturmaktadir. Mikro ekstriizyon biyoyazicilar; aort kapakciklari, dalli vaskiiler
yapilar, in vitro farmakokinetik ve ayni zamanda tiimor modellerini igeren ¢ok sayida doku
tiirtinii imal etmek icin kullanilmistir (Murphy ve Atala, 2014). Ekstriizyon biyoyazicinin

sematik gosterimi Sekil 2.6’da verilmistir.

Piston

Biyocozelti

3B Biyobasilmus Yapi Enjektor Ucu

Toplayici

Sekil 2.6. Ekstriizyon biyoyazicinin isleyiginin sematik gosterimi.

15



2.5.3. Lazer Destekli Biyoyazicilar

Lazer destekli biyobaskilama (LAB), lazer kaynakli ileri transfer prensiplerine dayanir.
Baslangicta metallerin tagmmast icin gelistirilen lazer kaynakli ileri transfer teknolojisi,
peptitler, DNA ve hiicreler gibi biyolojik materyallere basariyla uygulanmaktadir.
Piiskiirtmeli veya mikroekstriizyon baskilamalara gore daha az yaygin olmasma ragmen,
LAB giderek doku ve organ miihendisligi uygulamalar1 i¢in de kullanilmaktadir. LAB,
toplayici substratina dogru hiicre igeren materyalleri hareket ettiren yiiksek basingli bir balon
olusturmak icin seridin emici tabakasinda odaklanmis lazer darbeleri kullanarak c¢alisir.
Yiiksek hiicre yogunluklarini baskilayabildigi i¢in kullanimi rahattir. Fakat, diger yazicilara
kiyasla hem daha pahali hem de daha karmasiktir. Yine diger biyoyazicilardaki gibi siringa
ucu mekanizmas1 yoktur. LAB; lazer akisi (birim alan bagina verilen enerji), yiizey gerilimi,
substratin 1slatilabilirligi, ribon ve substrat arasindaki hava boslugu, biyolojik katman
kalinhig1 ve viskozite gibi bir¢cok faktorden etkilenir. Diger biyobask: teknolojilerinde var
olan hiicrelere bir miktar zarar verme veya materyallerle tikanma sorunu yoktur (Murphy ve

Atala, 2014). Lazer destekli biyoyazici sematik olarak Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Lazer atimi

Lazer emici tabaka > Verici tabaka

| Biyogozelti

3B Biyobaskilanmis yapi

Toplayici

Sekil 2.7. Lazer destekli biyoyazicinin isleyisinin sematik gosterimi (Irvine ve
Venkatraman, 2016).
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2.6. Biyocgozelti (Bioink)

Ug boyutlu biyobaskilama isleminde; uygun malzeme, hiicreler ve biyosinyal molekiilleri
istenen sekilde katman katman bastirilarak 3B yap1 meydana getirirler. Bu yapinin diizgiin
olmasi ve hiicrelerin zarar gérmemesi igin bir ¢ozelti icinde basilmalar1 gerekmektedir. Bu
3B biyobaskilama islemine uygun ¢ozeltiye “biyocdzelti (bioink)” ad1 verilir. Biyogozelti

hiicreleri tutarak, hiicrelerin istenen formda aktarimini saglar.

Doku miihendisligi alaninda 3B biyobaskilama islemlerinde biyogozelti olarak hidrojeller
kullanilmaktadir. Hidrojeller yapilarina su alip sisebilen polimerlerdir. Bir hidrojelin
biyobaskilanabilir olmasi i¢in sahip olmasi gereken bir takim 6zellikler vardir. Bunlarin
basinda polimerin molekiil agirligi, kaynagi (dogal ya da sentetik) ve konsantrasyonu

gelmektedir. Diger ozellikler ise Sekil 2.8’de 6zetlenmistir.

Biyocozelti Seciminde Dikkat
Edilmesi Gereken Ozellikler

/ \
| N
S | A
‘ f ,‘, Baskilanma
Biyolojik Uygulanabilirlik Ozellikleri
Ozellikler Ozellikleri
A it
v" Biyouyumluluk v Raf émrii NAERaE
v Bivob v Reolojik 6zellikler
lyobozunma v" Ruhsatlandirma :
' . v Mekanik dayanim
v" Biyobenzetim v Maliyet

v' Capraz baglanma mekanizmasi

Sekil 2.8. Biyoc¢ozelti seciminde dikkat edilmesi gereken dzellikler.

Biyololojik 0zellikler: Biyogozeltilerin sahip olmast gereken ozelliklerin basinda
biyouyumluluk gelmektedir. Kullanilacak malzemenin ve bozunma iiriinlerinin hiicrelere
toksik olmamasi gerekmektedir. Ayrica, hidrojel bozundugunda ortaya ¢ikan yan tirtinler pH,

elektrolit dengesi ve sicakligi degistirerek hiicrelere zarar vermemelidir. Uzun donem igin,
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eger hidrojel dokuya implante edilecekse hidrojelin bozunma sonrasi sistematik etkiye yol
acip atmadigi da test edilmelidir. Ayrica, biyobaskilama teknikleri de hiicre canliligini
etkilemektedir. Bu nedenle biyogozelti olarak kullanilacak hidrojelin nasil baskilanacagi
onemlidir. Ekstriizyon biyoyazic1 i¢in kayma gerilimi yiiksek olacagindan hidrojelin
viskozitesi bunu tolere edebilmelidir. Ek olarak, biyogozeltiler hiicre tutunmasmi da

desteklemelidir.

Hidrojel bozunurken, enkapsile halde bulunan hicrelerin ECM sentezlemeleri ve
cogalmalar1 beklenmektedir. Fakat hidrojel, ¢alisilan dokunun bozunma hizinda
bozunmuyorsa (¢ok yavas ya da ¢ok hizli bozunuyorsa) bir takim problemler meydana gelir.
Hidrojel gereginden yavas bozunursa polimer, doku gelisimini engelleyebilir, hiicrelere besin
ve oksijen transferi smirlanir. Bunun sonucunda hiicreler oliir. Eger hidrojel ¢ok hizli
bozunursa hiicreler destek ortamini kaybeder. Mekanik dayanim zayiflar ve 3B yap1 bozulur.
Doku farklilagmasi goriilemez. Buna gore, hidrojelin bozunma hizinin hedeflenen dokuya en
yakin olmasi istenmektedir. Bu nedenle de hidrojelin tek basina bozunma hizinin yani sira
hiicrelerle birlikte olan biyobozunurlugu énemlidir. Hiicreler, hidrojeli parcalayan enzimler
salgilayabilir. Bu durumda hidrojel hemen bozunacaktir. Coziim olarak polimer
konsantrasyonu, hiicre sayist ve bozunurlugu etkileyen diger parametreler optimize
edilmelidir. Hidrojelin 6zelliklerine gore, ¢alismalarda bozunmanin gecikmesini saglamak
icin ¢esitli inhibitorler kullanilabilecegi gibi askorbik asit vb. hiicrelerin ECM sentezini

arttiran molekiiller de kullanilmaktadir (Demirtas, 2016).

Baskilanma o6zellikleri: Baskilanabilirlik 6zellikleri kullanilan biyoyaziciya gore
degismektedir. Baskilanabilir 6zelliklerin basinda reoloji gelmektedir. Reoloji, bir kuvvet
uygulandiginda malzemelerin akisa karsi nasil tepki verdigini ifade eder. Biyobaskilamada
hidrojeller i¢in en 6nemli 6zelliklerden biri viskozitedir. Viskozite akmaya kars1 olan direnci
ifade eder. Puskurtmeli (ink-jet) sistemlerde diisiik hacimler damla damla baskilanir. Bu
nedenle yiksek viskoziteye ihtiya¢c duyulmaz. Fakat ekstriider sistemlerde basingla siirekli
bir akis s6z konusudur. Bundan dolay1 ekstriider bazli sistemlerde malzeme sizintisinin
onlenmesi i¢in yiliksek viskoziteye sahip hidrojeller kullanilmaktadir. Bu nedenle
biyogozeltilerde yari-kati veya viskozitesi yiiksek sivi formu istenmektedir. Biyogozeltinin

baskilanirken katilagmasi istenmez. Eger baskilanirken katilagirsa biyoc¢ozeltiyi baskilama
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icin gereken kayma gerilimi hiicre 6liimiine ve jel kirilmasima neden olur. Diger bir 6zellik
ise mekanik dayanimdir. Malzemelerin, istenen dokuya uygun mekanik dayanimda olmasi
yeterli degildir. Ug boyutlu biyobaskilamada malzeme aktik¢a birbirinin iizerine binecektir.
Malzemenin bu baskiya karsi da dayanikli olmasi gerekir. Tim bunlarin yaninda ¢apraz
baglanma ve jellesme mekanizmasi da baskilamaya uygun olmaldir. Biyogdzelti ¢apraz
baglanmamus belli bir vizkoziteye sahip hiicre ve/veya biyosinyal molekiiller i¢eren yapidir.
Baskilandig1 anda katilagarak hidrojel yapisini almasi ve iistiine gelen malzemeyi tagimasi
beklenir. Bu nedenle jellesme (katilagsma) hizi Onemlidir. Ayrica, capraz baglanma
mekanizmasimnin toksik olmamasi, pH ve sicaklign degistirmemesi gerekir. Ornegin foto-
capraz baglamada kullanilan UV siiresi uzadikga hiicrelerin canlilik oran1 diismektedir. Ek
olarak, ¢apraz baglanma gergeklestikten sonra olusan hidrojel kararli yapiya sahip olmalidir

(Demirtas, Irmak ve Giimiisderelioglu, 2017).

Tiim bu o6zelliklerin sabit olmadig1 unutulmamalidir. Ornegin hidrojel bozundugunda
mekanik dayanimi da azalmaktadir. Ayrica mekanik dayanim, viskozite, sisme gibi hidrojele
0zgii 6zellikler hidrojel ¢esidi, molekiil agirligi, polimer yapisi, hiicre yogunlugu gibi bir ¢cok

parametreye gore de degismektedir.

Doku miihendisligi alaninda biyog¢ozelti olarak en ¢ok kullanilan hidrojeller arasinda aljinat,
jelatin, kollajen, hiyaliironik asit ve agaroz sayilabilir. Ayrica kitosanin biyobaskilanmasi da

son yillarda ¢alisilmaktadir (Demirtas, Irmak ve Glimiisderelioglu, 2017).

Jelatin, hayvan kaynakli dogal polimerdir. Ekstriizyon biyoyazicilarda siklikla
kullanilmaktadir. Son derece biyouyumlu olan jelatin, ¢ok gesitli ¢apraz baglanma
yontemleriyle (foto-gapraz baglanma, termal, enzimatik vb.) hidrojel olusturabildigi i¢in de
avantajhidir. Fakat fizyolojik viicut sicakliginda kolayca bozundugu icin cesitli
modifikasyonlara ihtiya¢ duymaktadir. Literatiirde (Irmak, Demirtag ve Giimiisderelioglu,
2019) jelatini metakrilik anhidrit ile fonksiyonlandirarak kararl yapisini koruyan hidrojeller

elde edildigi raporlanmustur.

Aljinat, alglerden elde edilen dogal bir polimerdir. Literatirde biyogdzelti olarak en ¢ok
calisilan polimerlerden biridir. Puskiirtmeli, ekstriizyon ve lazer destekli biyoyazici

¢esitlerinin hepsinde baskilanabilmektedir. Aljinat, kalsiyum (Ca*?) varliginda iyonik ¢apraz
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baglanmaktadir, biyouyumlulugu yiiksektir. Maniplasyonu kolaydir. Fakat yiiksek Ca*?
varlig1 hiicre baglanmasini olumsuz etkilemektedir. Ayrica baskilandiktan sonra ikinci bir
kiirlemeye ihtiya¢ duymasi da aljinatin biyog¢ozelti olarak olumsuzluklar1 arasinda yer alir

(Demirtas, Irmak ve Giimiisderelioglu, 2017).
2.7. Hidrojeller

Polimer zincirlerinin birbirleriyle yaptiklar1 ¢esitli baglar ile olusan yapmin iginde sivi
molekiillerini hapsetmesiyle meydana gelen madde haline “jel” denilmektedir. Polimer
zincirleri birbirleriyle baglanarak bir ¢esit ag olusturur. Bu ag yapisinimn iginde su molekdlleri
tutulup malzeme siserek hidrojel olusturmaktadir. Bu baglamda; hidrojeller, ii¢ boyutlu suyla
sismis hidrofilik polimerik ag yapilaridir. Tanim olarak bir hidrojel, hidrofilik 6zelliklere
sahip capraz baglanmis bir polimer agidir. Baslangigta, kolloidal bir ¢6zelti halinden,
kimyasal capraz baglarla, zayif hidrojen baglariyla ve/veya elektrostatik etkilesmelerle jel
yapismin olusmasina “sol-jel gecisi” denir. Bazi fiziksel bagl jellerde bu siireg sicaklik, pH

ve elektriksel alan gibi dis etkiler yardimiyla tersinir olmaktadir (Sop, 2013).

Hidrojeller; fazla miktarda su, tuz ve fizyolojik sivilar1 absorbe edebilirler. Bir hidrojelin
sisme kapasitesi, suyu barindirmak i¢cin mevcut olan hidrojel aginin i¢indeki alanin miktar1
ile belirlenebilir. Buna gore, hidrojellerin sigsmesini saglayan temel olay polimer-su
etkilesimidir. Bu etkilesimlerin basinda polimer yapisi gelir. Polimer ne kadar hidrofilikse su
ile etkilesimi de o oranda fazla olacaktir. Bu nedenle hidrojeller genelde, hidroksil (-OH-),
amin (-NH2-), karboksilat (-CO3-) ve siilfat (-OSOs-) gibi hidrofilik fonksiyonel gruplari
tastyan sentetik ve dogal polimerlerden hazirlanmaktadir. Eger hidrojelin yapisinda iyonlar
mevcutsa dig ¢ozeltideki iyon konsantrasyonuna bagli olarak ozmotik basing olusur. Yani
hidrojelin sismesinde temelde ii¢ kuvvet etkilidir. Bunlar: polimer-su etkilesimleri,
elektrostatik kuvvetler ve ozmotik basingtir. Sigsmeyi etkileyen 6nemli faktorlerden bir digeri
ise capraz baglayic1 konsantrasyonu ve g¢apraz baglanma yogunlugudur. Ayni polimer
zincirindeki iki capraz baglant1 arasindaki mesafeyi molekiiler agirlik belirler. Mesafe
kisaldik¢a, capraz baglanma yogunlugu artar. Bununla birlikte, ¢apraz bag yogunlugunun
biiyiikliigii hidrojellerin sisme 6zelligini belirler. Hidrojeller i¢in sigsme tanimi, hidrojellerin

siirlt  ¢oziinlirligidiir. Baska bir deyigle, bir hidrojelin ¢Oziiniirliigli, ag c¢apraz

20



baglanmasindan kaynaklanan elastik kuvvetlerle 6nlenir. Bu kuvvetler ve ¢apraz baglanma

Sekil 2.9°da sematik olarak gosterilmistir.

Elastik Kuwvetler Sisme Kuwvetleri ile Geniglemis Polimer

< Py > >
L2 >4 >

<+

s —
Sarmal Yapi T

Capraz Baglanma

Sekil 2.9. Hidrojelin ¢apraz baglanmasinin sematik gosterimi (Ottenbrite, 2010).

Hidrojeller; tarim ve saglk endiistrisinde genis kullanim alanina sahiptir. Ila¢ tagmnimu,
molekiiler tani sistemleri ve biyosensorler gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda da
kullanilmaktadirlar. Biyouyumlu ve esnek olmalarindan dolayr doku miihendisliginde de
siklikla tercih edilmektedirler. Hidrojeller sentetik veya dogal polimerlerden iiretilir. Hidrojel
olusturabilen polimerler, kokenlerine, bilesimlerine, elektrostatik dogasina ve jel olusturma
mekanizmasina gore siniflandirilir. Doku miihendisliginde spesifik olarak polimer ve liretim
yontemi secilirken bu 6zelliklere dikkat edilmektedir (Ottenbrite, 2010; Distantina ve
arkadaslar1, 2013). Hidrojellerin smiflandirilmasi Sekil 2.10’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10.  Hidrojellerin smiflandirilmasi.

Hidrojeller, polimerik yapilarin ¢apraz baglayici ajan ya da ajanlar yardimiyla capraz
baglanmasi ile olusturulur. Capraz baglanma, polimerin 6zelliklerine ve yapisma gore
degisir. Capraz baglanma fiziksel, kimyasal ya da ikisinin birlikte uygulanmasi ile
olabilmektedir. Fiziksel capraz baglanmada; iyonik etkilesimler ve ikincil kuvvetler etkilidir.
Kimyasal c¢apraz baglamada ise polimerik yapi degisir. Bir fotobaslatici varliginda UV
etkisiyle ¢apraz baglama, en sik kullanilan kimyasal ¢apraz baglama yontemlerinden biridir.
Bunun yaninda kendiliginden diizenlenen protein yapiya sahip ¢esitli hidrojeller de vardir.

Sekil 2.11°de hidrojellerde en ¢ok kullanilan ¢apraz baglama yontemleri 6zetlenmistir.
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(@) Sicaklik etkisiyle capraz
baglanma

(b) iyonik capraz (C) UV etkisiyie capraz
bagianma baglanma (photo cross-
linking)

Sekil 2.11.  Capraz baglamada en sik kullanilan yontemler; a) Sicakligin etkisi ile polimer
zincirlerinde meydana gelen ¢apraz baglanma b) Iyonik etkilesimlerle capraz
baglanma (mavi renk iyonlar1 temsil etmekte); ¢) UV etkisi ile foto-capraz

baglayici (yesil renk foto-¢capraz baglayiciy1 temsil etmekte) varliginda capraz

baglanma (Gasperini ve ark., 2014).

Hidrojeller, icerdikleri fazla su orani nedeniyle, doku miihendisliginde; enjekte edilebilir
iskeleler olarak da ideal malzemelerdir. Ayrica; biyoaktif molekiiller igin tasiyict araglar
olarak kullanilabilirler. Minimal invaziv cerrahi yOntemlerine izin verirler. Hiicreleri
diizenleyerek istenen dokunun olusumuna yonlendirmek i¢in uyaranlari sunan ii¢ boyutlu
yapilar olarak kullanilirlar. Bosluk doldurma maddeleri olarak, diizensiz sekilli kusurlari
doldurmak i¢in de kullanilabilirler. Bosluk doldurma maddeleri en basit sekliyle, doku
iskelesi grubudur ve hacim olusturma, yapigma dnleme veya biyolojik yapistirict gibi ¢esitli

uygulamalarda kullanilir. Biyoaktif molekiilleri tasimak amaciyla ise anjiyogenezin tesvik
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edilmesi veya salg1 hiicrelerinin kapsiillenmesi gibi ¢esitli uygulamalarda hidrojel iskeleler
kullanilir. Ayrica; viicuda transplante edilmek iizere {i¢ boyutlu yapida, istenilen dokuya
yonelik hiicre ve ¢esitli bliyiime faktorleri igeren doku iskeleleri olarak da
hazirlanabilmektedirler. Kikirdak doku, kemik doku ve diiz kas dahil olmak iizere hemen
hemen viicudun ¢ogu yeri i¢in doku mithendisliginde hidrojeller ile caligmalar yapilmaktadir

(Drury ve Mooney, 2003; Cheung ve ark., 2007).

Kikirdak doku miihendisliginde hidrojeller, bir polimer agindaki hiicreleri ve biyosinyal
molekiillerini kapsiillemek i¢in kullanilir. Hiicrelerin immobilize olmasmi saglayarak
kondrositlerde farklilasmaya olanak verip onlar1 kiiresel bir bicimde tutmaya
zorlamaktadirlar. Kikirdak doku miithendisliginde ekstriider tabanli biyoyazici ve foto-¢apraz
baglanma islemi ile doku rejenerasyonunun saglanmasina yonelik asamalar Sekil 2.12°de

Ozetlenmistir.

Bor i Yx Blvocozeltl 3
. ' &%% %

P.?llm.e l: Hiicreler 3B Biyobaskilama Fot(z-gapraz
cozeltisi baglanma
//
Hiicrelerin ECM (%Q ¥
e ugs — ¥
salgilamasi, hidrojelin ;‘ ¥
tamamen bozunmasi ve Q " A\%). J

doku rejenerasyonu "
] 5 Hidrojelin bozunmasi, Biyobaskilanmis

hiicrelerin cogalmasi ve hidrojel
farklilasmasi

Sekil 2.12.  Hidrojellerin dokuya spesifik olarak doku miihendisligi uygulamalarinda

kullaniminin sematik gdsterimi.
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Hidrojeller hem hiicreler i¢in son derece iyi bir destek malzemesi olmalarindan dolayr hem
de modifikasyon kolaylig1 sagladiklar1 icin doku miihendisliginde oldukca fazla
calisgiimaktadir. Yukardaki kisimlarda da bahsedildigi gibi hidrojeller; jelatin, kollajen,
hiyaliironik asit ve aljinat gibi dogal polimerlerden; polietilen glikol (PEG) gibi sentetik
polimerlerden olusturulmaktadirlar. Gida katkis1 olarak da kullanilan carrageenanin hidrojel
caligmalar1 son yillarda giindeme gelmistir. Bu baglamda asagida carrageenan (CA) polimeri

ve spesifik olarak k-CA ile ilgili bilgiler sunulmustur.
2.8. Carrageenan (CA) Polimeri Cesitleri ve Ozellikleri

CA’lar, kirmiz1 deniz yosunlarindan elde edilirler. CA’lar siilfat gruplar1 igeren bir
biyopolimer grubudur. Ismini, irlanda'nin bir koyii olan Carragheen'den alirlar. Bu kdyiin,
sahilleri boyunca kmrmizi deniz yosunlarinin miktar1 olduk¢a fazladir. CA polimeri,
Chondrus, Gigartina, ve g¢esitli Eucheuma tirlerindeki kirmizi deniz yosunundan elde
edilmektedir ve disakkarit (galaktoz) yapidaki birimlerden olusur. 3,6-anhidro-D-galaktoz
birimleri o-1,3 ve p-1,4 glikozidik baglar1 ile birbirlerine baghdir. Anyonik
heteropolisakkarit yapiya sahiptir. Ortalama molekiil agirligi 100 kDa olup, literatiirde yer
alan molekiil agirlig1 verileri tutarsizdir. Yerli Irlanda yosununun yiiz elli bin ile yirmi milyon
Da arasinda ortalama molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir. Gida smifi carragenanin
100,000-800,000 veya 200,000-400,000 Da araliginda oldugu rapor edilmistir. Bozulmus
carrageenan (poligeenan) ise 20,000-30,000 Da ortalama molekiil agirhigina sahiptir. Yetmis
bes derecede %1.5 (w/v) CA’nin viskozitesi 0.005-0.8 Pa.s arasinda degismektedir. Bu aralik
Ozellikle gida katki maddelerinde kullanilan CA polimerleri i¢in 6nemlidir (Necas ve
Bartosikova 2013). Viskozite konsantrasyona, sicakliga, diger ¢6ziinen maddelerin varligina,
CA tiiriine ve molekiiler agirligmma baglh olarak degisir. Viskozite, konsantrasyon ile
neredeyse katlanarak artmakta ve sicaklikla da azalmaktadir. CA’larin erime sicakligi 50-
80°C araligindadir. Diisilk pH'ta, 6zellikle pH < 3.0'de glikozidik baglarin hidrolizi
gerceklesmektedir. CA’lar asit katalizorlii hidroliz yoluyla, depolimerizasyon ugramaktadir.
Icerdikleri 3,6-anhidro-D-galaktoz miktari, siilfat gruplarinin sayis1 ve konumunun farkli
olmasi, ¢esitli carrageenanlar olusturmaktadir. CA polimeri, disakkarit birimlerinde bulunan
ester siilfat grubu sayis1 ve pozisyonuna gore; k (kappa carrageenan), 1 (iota carrageenan) ve

A (lambda carrageenan) olarak smiflandirilir (Sekil 2.13). CA gesitleri ortamalama %20 ile
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%35 arasinda siilfat grubu igerir. Uygun iyonlarin varhginda ve soguk etkisiyle fiziksel
olarak jellesebilir. Bu baglamda, fiziksel olarak iyonotropik ve termotropik jel olusturur
(Janaswamy ve Chandrasekaran, 2001; Cevikdizici, 2013; Mihaila ve ark., 2013; Yuan ve
ark., 2018).

o (x) Kappa Carragecnan
Il OH

)

(1) lota Carrageenan

Sekil 2.13.  CA gesitlerinin yapisal olarak gosterimi; k (kappa) 1 (iota) ve A (lambda) (Li
ve ark., 2014).

26



CA’larin bazi ozellikleri Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2.  CA polimerlerinin bazi 6zellikleri (Li ve ark., 2014).

Ozellikler k-CA A-CA -CA

Coziunurlak

Sicak su (80°C) Gozundr. Gozundar. Gozundar.

Soguk su (20°C) Na" iyonlar Cozlndr. Na* iyonlari
varliginda ¢oziiniir. varliginda ¢oziiniir.

Jel Olusturma

Katyonlarin Etkisi | K" iyonlarinin etkisi | Jel olusturmaz. Ca'" iyonlarinin
ile gliclii jel yapist varliginda gii¢lii jel
olusturur. yapist olusturur.

Tuz Toleransi Zayif Iyi Iyi

Protein Kappa-kazein Asidik pH ile artan -

Reaktivitesi spesifik reaksiyonu giiclii etkilesim

CA, nigasta ve jelatinden sonra en ¢ok kullanilan hidrokolloiddir. Gida endiistrisinde
carrageenan ailesi kalinlastirici, emiilgator, katki maddesi ve stabilizator olarak
kullanilmaktadir. Kozmetik ve ilag sektorlerinde de kullanilmaktadir. Ayrica; dis macunu
katk1 maddesi (kivam verici ajan), siit Uiriinlerinin i¢eriginde, islenmis ette, diyet {liriinlerinde,
yangin sondiirme kopiigii iceriginde, kozmetik kremlerde, sampuanlarda ve ayakkabi cilas1
gibi spesifik {iriinlerde de kullanilmaktadir. Ilag salim sistemlerinde de siklikla tercih
edilmektedirler. CA, kimyasal olarak ¢apraz baglandiginda viicut sicakliginda bozunmadan
kalabilmektedir (Necas and Bartosikova, 2013; Mihaila ve ark., 2013).

2.8.1. Kappa Carrageenan (k-CA)

Kk-CA agirlikl olarak Eucheuma cottonii (ya da sadece cottonii) olarak bilinen tropik deniz

yosunu Kappaphycus alvarezii’nin ekstraksiyonu ile elde edilir (Campo ve ark., 2009).

Dogal bir polisakkarit olan x-CA antiviris, antitimdr, imminomodulasyon ve

antikoagulasyon gibi biyolojik 6zelliklere sahiptir. k-CA polimerinin yapisi, kikirdak doku
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ECM yapisinda bulunan GAG’lara benzedigi icin doku miihendisligi uygulamalarina
uygundur (Necas ve Bartosikova, 2013; Zia ve ark., 2017).

Stilfatlanmig polisakkaritler de dahil olmak iizere negatif yiiklii molekiiller, viriis izerindeki
veya hiicre ylizeyindeki pozitif yiiklerle etkilesime girerek inhibitor etki gosterirler ve
boylece virlisiin konakg1 hiicrelere girmesini onlerler. Ayrica, CA polimerlerinin anti-HIV
aktivitesi oldugu literatiirde yer almaktadir. Fakat, giiclii antikoagiilan etkisi oldugu icin
AIDS ilact olarak kullanilirsa, yan etkisinin de gii¢lii olacagi belirtilmistir (Necas ve
Bartosikova, 2013).

K-CA’nin molekul formili C24H36025S2 olup, ortalama molekiil agirhigi 788.647 g/mol olan
K-CA -2 (eksi iki) formal yuke sahiptir.

k-CA, K* ve Ca*? gibi katyonlarin varliginda fiziksel olarak jel olusturmaktadir. Polimer
zincirindeki seker tinitelerinin konformasyonu ile iligkili katyonlar, carrageenanlarin fiziksel
Ozelliklerini belirler. x-CA; sicaklik ve katyonlar gibi jel indiikleyici ajanlar varliginda
tersinir jel olusturabilmektedir. Yirmi derecenin (°C) altinda jellesme davranisi agaroz ve

agara benzerdir (Feng ve ark., 2017; Yuan ve ark., 2018).

Tim bu 6zelliklerine ek olarak; fiyatmin uygunlugu, jelatine gore daha kolay bulunmasi ve
bitkisel kaynakli olmasi gibi Ozellikleriyle k-CA’nin doku miihendisligi ve ilag salim

sistemlerindeki ¢alismalar1 yaygmlasmaktadir.
2.9. Mikrodalga Teknolojisi

Alternatif bir 1s1 kaynagi olarak mikrodalga 1simasinin kullanilmasi, kimyada giderek daha
popiiler hale gelmektedir. Geleneksel 1sitma teknikleri saatler ya da giinler alabilmektedir.
Mikrodalga enerji kimyasi ve bu enerji kaynagi ile yapilan reaksiyonlar ise dakikalar hatta
saniyeler i¢cinde tamamlanmaktadir. Clinkii, mikrodalga enerjisi hem daha giiclii bir enerjidir
hem de mikrodalga 1sinmasi durumunda enerji molekiiller tarafindan dogrudan emilir.
Mikrodalga 1sitma dielektrik 1sitmaya dayanir; diger bir deyisle, kalict bir dipol momenti
sergileyen molekiiller, uygulanan elektromanyetik alana hizalanmaya galisarak, molekiillerin
donmesine, slirtlinmesine ve carpmasma ve dolayisiyla 1s1 olusumuna neden olur.

Molekiillerin mikrodalga 15mn kaynagi ile dogrudan isitilmasi, yan reaksiyonlarin
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azaltilmastyla sonuglanirken ¢ok hizli ve homojen 1sitma da saglar. Boylece iiriin kalitesi ve
reaksiyon verimi artar. Mikrodalga 1sitma prosesi ile elde edilen yiiksek sicakliklar ve
nispeten kisa siireler boyunca yiiksek basing kosullarinda ¢alisabilme 6zelligi de
reaksiyonlarin geleneksel yontemlere gore daha hizli olmasimi saglar (Sosnik ve ark., 2011,
Beskardes ve ark., 2012; Bayrak, Demirtas ve Glimiisderelioglu; 2017).

Mikrodalga 1simasi, organik sentez, polimer sentezi, polimer fonksiyonlandirilmasi ve
malzeme isleme i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ek olarak, kimyasal ¢apraz baglama
reaksiyonlarmin etkinligi, mikrodalga enerjisinin kullanilmasiyla arttirilabilir (lrmak,
Demirtag ve Giimiisderelioglu, 2019). Geleneksel 1sitma yontemi ve mikrodalga i1sitma

yontemi Cizelge 2.3’te karsilastirilmistir.

Cizelge 2.3.  Geleneksel 1sitma prosesi ile mikrodalga enerjisi ile 1sitma prosesinin

karsilagtirilmasi.

Ozellik

Geleneksel isitma

Mikrodalga ile 1sitma

Isitma hizi

Yavas

Hizli

Maksimum
sicakhigi

reaksiyon

Cozucunin kaynama
noktasi ile smirl

Cozucinun kaynama
noktasinin lizerinde asir1
1sinmast ile smirh

Reaksiyon suresi

Uzun

Kisa

Basing

Uzun reaksiyon

stirelerinden dolay1 daha
tehlikeli

Daha az tehlikeli

Homojen 1sitma Disiik Yiiksek
IKinci iiriin miktar Y liksek Diisiik
Tekrarlanabilirlik Diisiik Y iksek
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calismalar1 kapsaminda ilk olarak kappa carrageenan’in (k-CA) geleneksel ve
mikrodalga  yontemleri  kullanilarak  karsilastirmali  olarak  metakrilatlanmasi
gerceklestirilmis ve optimum reaksiyon kosullar1 belirlenmistir. Foksiyonellestirme
isleminin verimini belirlemek i¢in proton-NMR (*H-NMR) analizi uygulanmistir. k-CA
polimerinin UV ile foto-gapraz baglanmasi igin polimer konsantrasyonu, UV siiresi ve foto-
capraz baglayici IRGACURE-2959®) konsantrasyonu degistirilerek k-CA hidrojeller elde
edilmistir. Elde edilen hidrojeller SEM, sisme, bozunurluk ve reoloji analizleri ile karakterize

edilmistir. Hidrojellerin biyobaskilanabilirligi Fab@home biyoyazici ile test edilmistir.

Tezin ikinci agsamasinda hiicre kiiltlirii ¢aligmalar1 ylriitiilmistiir. Bu amagla ATDCS fare
kondrosit hiicrelerinin metakrilatlanmis k-CA ¢0zeltisinde 21 giinlikk kiiltiirii yapilmustir.
Kiiltiir siiresince hidrojelin hiicre canliligina, cogalmasina ve kikirdak dokuya farklismasina
katkist canli-6l0 analizi, morfolojik analizler, immunohistokimyasal boyamalar ve

imminositokimyasal analizler ile kontrol edilmistir.

Tez kapsaminda yapilan tiim ¢aligmalarla ilgili detayl bilgiler bu béliimde agiklanmustir.
3.1. Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzeme listesi.

Malzeme Ismi Kodu Firmasi

Kappa Carrageenan (40 kDa) C1013 Sigma Aldrich (Almanya)
Metakrilik Anhidrit 276685 Sigma Aldrich (Almanya)
Sodyum Hidroksit (NaOH) 1927280 Merck (Almanya)
IRGACURE-2959® 410896 Sigma Aldrich (Almanya)
Sodyum Klorir (NaCl) 31434 Sigma Aldrich (Almanya)
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Cizelge 3.1.  Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzeme listesi (Devami).
Mono Potasyum Fosfat (KH2PO4) 1.04871.100 Merck (Almanya)
Hidroklorik Asit (HCI) 1927280 Merck (Almanya)
DMEM/Ham’s F-12 DMEM-12- Capricorn (Almanya)

HXA
Fotal Sigir Serumu (FBS) S181H Biowest (ABD)
L-Glutamin G7513 Sigma Aldrich (Almanya)
Potasyum Klorir (KCI) 104935.5000 Merck (Almanya)
Penisilin-Streptomisin (P-S) P4333 Sigma Aldrich (Almanya)
Dulbecco Steril Fosfat Tampon Cozeltisi | MBPBS-1A Nzytech (Portekiz)
(DPBS) (1x)
Tripsin EDTA ECB3052D Euro Clone S.p.A. (italya)
Calcein AM C-3099 Thermo Fisher Scientific
(ABD)
Gluteraldehit G-6257 Sigma Aldrich (Almanya)
Paraformaldehit 1.04002 Merck (Almanya)
TGF-B1 PHG9214 Gibco Thermo Fisher
Scientific (ABD)
Mutlak Etanol (Etil alkol) > 99.8% 32221 Sigma Aldrich (Almanya)
Safranin O S8884 Sigma Aldrich (Almanya)
Tripan Mavisi T6146 Sigma Aldrich (Almanya)
DMSO (Dimetil Sulfoksit) 276855 Sigma Aldrich (Almanya)
Insulin 91077C Sigma Aldrich (Almanya)
Transferrin T3309 Sigma Aldrich (Almanya)
Sodyum Selenit 214485 Sigma Aldrich (Almanya)
Papain (Papain form papayalatex) P6148 Sigma Aldrich (Almanya)
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzeme listesi (Devamiu).

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) | E3381 Sigma Aldrich (Almanya)
Sistein HCI (DL-Cysteine C9768 Sigma Aldrich (Almanya)
hydrocholoride anhydrous)

Triton-X 100 T8787 Sigma Aldrich (Almanya)
BSA (Bovine Albumin Serum) A2153 Sigma Aldrich (Almanya)
Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) 341088 Sigma Aldrich (Almanya)
Alexa Fluor 488 Phalloidin ab176753 Abcam, USA

Propidyum Iyodiir 81845 Sigma Aldrich (Almanya)
Ethidium homodimer-1 (Ethd-1) 4604 Sigma Aldrich (Almanya)
Asetik asit 1.00056 Merck (Almanya)

Eozin E4382 Sigma Aldrich (Almanya)
Glisin G-7126 Sigma Aldrich (Almanya)
HCI (%37) 07102 Sigma Aldrich (Almanya)
Hematoksilen H3136 Sigma Aldrich (Almanya)
Trisodyum sitrat dihidrat S4641 Sigma Aldrich (Almanya)
Ksilen 16446 Sigma Aldrich (Almanya)
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3.2. Birinci Boliim Deneysel Calismalar
Bu boliimde, malzeme Uretimi ve karakterizasyonu hakkinda detayl bilgi verilmistir.
3.2.1. Metakrilatlanms k-CA Uretimi

k-CA polimerinin viskoelastik 6zelliklerinin doku miihendisligi uygulamalarina uygun
olmasi i¢in ve ¢apraz baglanma sonrasinda mekanik dayanimi yiiksek hidrojel elde edilmesi
icin polimerin metakrilik anhidrit (MA) ile fonksiyonlandirilmas: gerekmektedir. Sunulan
tez kapsaminda, k-CA’nin MA ile fonksiyonlandirilmas: hem geleneksel yontem, hem de
mikrodalga yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu amagla oncelikle %1.5’luk (w/v) x-CA
cozeltisi hazirlanmigtir. Metakrilatlama reaksiyonunda hacimce %4 ve %12 olmak iizere 2

farkli MA konsantrasyonu kullanilmistir.
3.2.1.1. Geleneksel Yontemle Metakrilatlanms k-CA Uretimi

Geleneksel yontem, literatiire uygun olarak (Mihaila ve ark., 2013) gergeklestirilmistir.
Oncelikle, 0.75 g (%1.5 w/v) x-CA 50 mL distile suda 50°C°de ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan
bu ¢bzeltiye hacimce %4 veya %12 oraninda MA eklenmistir. Metakrilatlanma reaksiyonu
50°C’de 6 saat siiresince gergeklestirilmistir. Reaksiyon boyunca pH=8.0 olacak sekilde, pH
kontrolii yapilmistir. pH’1 sabit tutmak icin 5SM NaOH kullanilmistir. Ayrica, MA’ nin ¢6zelti
icerisine homojen dagilmasimi ve tepkimenin daha verimli ger¢eklesmesini saglamak igin
MA, k-CA ¢ozeltisine siringa pompasi (SyringePumpPro NE-4000, ABD) yardimiyla 0.4
mL/dk sabit hizda gonderilmistir.

Tepkime sonunda, ¢ozelti diyaliz membrana (Typical molecular weight cut-off 14,000;
Sigma Aldrich ABD) aktarilmistir. Saf su icerisinde 4°C sicaklikta ve 5 giin boyunca
yikanarak tepkimeye girmeyen MA ve diger safsizliklar uzaklastirilmistir. Ardindan ¢ozelti,
1 gece -20°C’de ve 1 gece de -80°C’de bekletilmis ve liyofilizatérde (Christ, Almanya) -
80°C’de kurutulmustur.

3.2.1.2. Mikrodalga Yontemiyle Metakrilatlanms k-CA Uretimi

Geleneksel yontemde oldugu gibi distile suda %1.5’luk (w/v) k-CA ¢6zeltisi hazirlanmigtir.
Bu ¢ozelti, mikrodalga reaktoriine (Milestone, ABD) alinmistir. Ardindan, ikili siringa
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pompasi (SyringePumpPro NE-4000, ABD) ile 1 dk boyunca MA (%4 veya %12, v/v) ile
NaOH (5M) ¢ozeltileri 0.4 mL/dk akis hizinda gonderilmis ve 15 s 1,000 Watt mikrodalga
enerjisi uygulanmigtir. Bu iglem gerekli MA c¢ozeltisinin tamami bitene kadar
stirdiiriilmiistiir. Sonrasinda pH 6l¢iimii yapilmig ve pH’in reaksiyon siiresince 8’de sabit
tutulmasi i¢in tekrar NaOH beslenmis ve mikrodalga enerjisi (1,000 W) 15 saniyelik siirelerle
20 kez (toplam 5 dk) uygulanmaistir.

Mikrodalga yontemi ile tretilen metakrilatlanmis k-CA reaksiyona girmeyen MA’nin
giderilmesi i¢in 5 glin boyunca diyaliz membran igerisinde, 4°C’de saf suda yikanmistir.
Ardindan 1 gece -20°C’de ve 1 gece de -80°C’de bekletilmis ve liyofilizatorde (Christ,
Almanya) kurutulmustur. Sekil 3.1°de mikrodalga yontemi ile metakrilatlanmis k-CA Uretim

prosesi gosterilmistir.

%1.5 (w/v) k-CA \\

Kurutma (-80°C)

Cozeltisi Mikrodalga Yikama
Reaktorii l
1,000 W
5dk
Metakrilatlanmg x-CA
Sekil 3.1. Metakrilatlanmis x-CA’nin mikrodalga yOntemi ile {iretiminin sematik

gosterimi.
3.2.2. Metakrilatlanmus k-CA Polimerinin Karakterizasyonu
3.2.2.1. 'H NMR (Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi) Analizi

'H NMR analizi (Bruker, Almanya), metakrilatlanmis k-CA’ nin, MA ile reaksiyona girip

fonksiyonlandigini kanitlamak i¢in yapilmistir.
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Analiz x-CA ve metakrilatlanmis k-CA, D20’da ¢ozdiiriilerek 50°C sicaklikta yapilmastir.

Metakrilatlanma derecesi bu analiz sonucuna gore hesaplanmistir. Boylece, k-CA’nin ne
kadar metakrilatlandig1, geleneksel yontem ile mikrodalga yontemi arasindaki fark ve

reaksiyon verimleri hakkinda veriler elde edilmistir.
Metakrilatlanma dereceleri Esitlik 3.1 ile hesaplanmistir (Mihaila ve ark., 2013).

Y uzde metakrilatlanma derecesi=[(Metakrilatlanmis k-CA’da yer alan metil grubunun alani
-CH3; 1.9-2.0 ppm + Vinil grubunun alan1 -CH2; 5.4-6.0 ppm) / (k-CA’da yer alan J3
galaktoz alani; 3.89-4.0 ppm)] x 100 (Esitlik 3.1)

3.2.2.2. Viskozite Tayini

Kk-CA ¢ozeltisi (%1.5 w/v) ve mikrodalga yontemiyle metakrilatlanmis %4 (v/v) ve %12(v/v)
MA oranlarma sahip k-CA ¢Ozeltilerinin viskoziteleri biyoyazicida kullanimlarinin
incelenmesi icin, 30°C’den 80°C’ye kadar artan sicaklikta, reometre cihazinda (Kinexus,
Malvern, Ingiltere) doner test kurulumuyla 140 s boyunca 0.1 ile 100 s arasinda degisen

frekans taramalar1 ile dinamik olarak belirlenmistir.
3.2.3. Metakrilatlanmus x-CA Hidrojellerinin Uretimi

Metakrilatlanmis k-CA, IRGACURE-2959® fotogapraz baglayici ajan ile UV varliginda
capraz baglanarak kararli yapida hidrojeller olusturulmustur. Kararli hidrojellerin elde
edilmesi i¢in farkli polimer ve IRGACURE-2959® konsantrasyonlar1 ile UV maruziyet

stireleri denenmistir. Cizelge 3.2°de bu kosullar sunulmustur.

Cizelge 3.2.  «-CA Hidrojel Uretim Kosullar1

Polimer konsantrasyonlari %04; %6; %8

(Metakrilatlanms k-CA) (Wiv)

Foto-¢apraz baglayici konsantrasyonu 0.25; 0.30; 0.50; 1.00 (w/v)
(IRGACURE-2959%) (%)

Capraz baglanma siiresi (UV, 365 nm) 155s;30s;40s
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Oncelikle, secilen oranda IRGACURE-2959® PBS (pH=7.4) igerisinde bir gece 60°C’de
etiivde bekletilerek ¢oziilmiistiir. Ardindan bu ¢ozelti igerisinde metakrilatlanmigs k-CA
polimeri 80°C’de ¢ozdiiriilerek polimer ¢dzeltisi elde edilmistir. Ardindan ¢ozelti viskoz
stvilara 6zel pipet kullanilarak tek bir gozde 100 pL olacak sekilde 4 gozlii Petri kaplarina
(35 mm ¢ap) aktarilmis ve 250 Watt giice sahip UV 151k kaynagi (Tanses Technologies, UVT-
200, Kanada) 5 cm ideal mesafeye ayarlanarak 40 s siiresince UV (A=300-500nm,
200mW/cm?) ile muamele edilmis ve hidrojel olusturulmustur. IRGACURE-2959® 151k
etkisiyle bozundugu ic¢in tiim bu islemler karanlik ortamda yapilmistir. Sekil 3.2°de UV

maruziyeti ile foto-gapraz baglanma prosesi sematik olarak gosterilmistir.

UV Kaynagi
A=300-500nm,
200mW/cm?

. ¥
~5eEe  —

Metakrilatlanmis k-CA Cozeltisi Metakrilatlanmis k-CA

+ Hidrojeli
IRGACURE-2959®

Sekil 3.2. Metakrilatlanmis k-CA polimerinden hidrojel iiretiminin sematik gosterimi.
3.2.4. Metakrilatlanmms k-CA Hidrojellerinin Karakterizasyonu

3.2.4.1. Morfolojik Analiz (SEM)

Hidrojeller, ylizey morfolojilerinin belirlenmesi i¢in SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)
ile goriintiilenmistir. Islem dncesi hidrojeller etanol serilerinden gegirilmistir. Hacimce %10,
%30, %50, %70 ve %90 etanol cozeltilerinde birer dakika muamele edilen 6rnekler
sonrasinda mutlak (%100) etanol igerisine almarak analize gétiiriilmiistiir. Oncelikle, kritik
nokta kurutucu (Quorum K850, Ingiltere) ile etanol uzaklastirilmis ve hidrojeller zarar

gormeden kurutulmustur. Sonrasinda, Orneklerin yilizeyi Au/Pd (80/20) ile kaplanmigtir
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(Leica ACE 600 model, ABD). En sonunda, SEM (FEI Quanta 200F, ABD) ile goriintileme
yapilmustir.

3.2.4.2. Biyobozunurluk Tayini

Sunulan tez kapsaminda hazirlanan hidrojellerin biyobozunurlugu PBS (pH=7.4) i¢inde
37°C sicakliktaki gravimetrik Ol¢iimlerle incelenmistir. Bu amagla; 1., 5., 10., 20. ve 30.
giinlerde PBS ortamindan alinan 6rnekler liyofilizatdrde kurutularak, kuru agirliklar: hassas
terazi (Precisa 205 A SCS; + 0.0001 g duyarlilik, Isvigre) ile dl¢iilmiistiir. Ayrica drneklerin
baslangi¢ agirliklarimin da Glglimii yapilmistir. Biyobozunurluk oranlar1 % agirhik kaybi

olarak Esitlik 3.2 ile hesaplanmistur.

Kiitle Kaybi1 (%) = [Wo (ilk agirlik) - Wi (son agirlik) / W, (ilk agirlik) ] x 100

(Esitlik 3.2)

3.2.4.3. Sisme Analizi

Uretilen metakrilatlanmis x-CA hidrojellerin su tutma kapasiteleri, gravimetrik tayin yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Uretilen hidrojeller liyofilizatérde kurutularak oncelikle kuru
agirliklar1 hassas terazide Olglilmiistiir. Sonra, PBS (pH=7.4) icerisinde 37°C sicakliktaki
inkiibatorde 60 rpm ¢alkalama hizinda deney baslatilmistir. Ornek agirliklar 5., 10., 15., 20.,
25. ve 30. glnlerde hassas terazi ile dl¢iilmiistiir. Esitlik 3.3 yardimi ile de hidrojellerin kuru

temelde sisme ylizdeleri hesaplanmistir.
Sisme % = [ (Sismis Agirlik — Kuru Agirlik) / Kuru Agirlik ] x 100 (Esitlik 3.3)
3.2.4.4. Reolojik Analizler

Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle iiretilen metakrilatlanmis «k-CA hidrojellerinin
fizyolojik ortamu taklit etmek icin 37°C sicaklikta reometre cihazinda (Kinexus, Malvern,
Ingiltere) dinamik dlgiim yontemiyle frekans ve gerinim taramalar1 yapilmustir. Frekans
taramas1 1-200 rad/s araliginda yapilmistir. Gerinim taramasi 1 Hz sabit frekansta % 0.1-

1000 araliginda artan gerinim altinda belirlenmistir. Yapilan bu reolojik dlglimler dinamik
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Ol¢ctimlerdir. Bu dl¢iimler sonucunda, malzemenin farkli gruplarinin viskoelastik 6zellikleri

hakkinda bilgi edinilmistir.
3.3. Ikinci B6liim Deneysel Calismalar

Bu boliimde, tez kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 hakkinda detayli bilgi

verilmistir.
3.3.1. Kiiltiir Ortaminda Hiicrelerin Cogaltilmasi

Sunulan tez g¢alismasi kapsammda ATDCS kondrojenik hiicre hatt1 (fare embriyonel
karsinoma hiicre hatt1) kullanilmistir. ATDCS hiicre hatti kikirdak doku farklilagsma
calismalar1 i¢in model olarak kullanilan hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 farklilasmamais onciil
kikirdak hiicre karakteristigi sergilemektedir. ATDCS hiicreleri ¢esitli biiyiime faktorleri
varliginda farklilagarak, kikirdak dokuya yonelik arastirmalar i¢in potansiyel bir hiicre hatti

olarak kullanilmaktadirlar (Tigli, 2009).

Calismada 5. pasajdaki ATDCS hiicreleri kullanilmis ve monolayer olarak cogaltilmistir.
Hiicreler DMEM HAM'’S F12 igerisine %5 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) P-
S bulunduran biiylime ortam igerisinde, 37°C’de CO; inklibatérinde (Heraus Instruments,

Almanya) ¢ogaltilmislardir. Istenilen sayiya ulasan hiicreler ¢alismada kullanilmislardir.
3.3.2. 3B Biyoyazic1 (Fab@Home) Sisteminin Calisma Prensibi

Sunulan tez kapsammda Cornell Universitesi bilgisayar sentez laboratuvari tarafindan
gelistirilen “Fab@Home Model 3 (Seraph Robotics, ABD) 3B Biyoyazic1” sistemi
kullanilmugtir. Solidworks® programui araciligiyla 6 mm ¢apma ve 1 mm kalinligma sahip
silindirik disk seklinde hidrojeller baskilanmustir. Sistem, viskozitesi yiiksek malzemelerin
kullanimi i¢in uygundue. Calisma prensibi, vida tabanli ekstriider tip biyoyazici olup
hiicrelere uygulanan kayma gerilimini azaltmak igin genis c¢apli (¢ap 1.2 mm) igne
kullanilmistir. Uygulanan dig kuvvet sonucu siringa ucundaki pistonun itme etkisiyle
biyocozeltilerin (bu ¢alismada ATDCS hiicrelerini igeren k-CA hidrojelleri) siirekli bir akisla
baskilanmasi saglanmaktadir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Fab@home 3B biyoyazici sistemi ve “STL” uzantili dosyada belirtilen sekle

uygun olarak, biyobaskilanacak seklin olusturulmasi (Demirtas, 2016).

3.3.3. 3B Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Sunulan tez kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirii calismalari; polimer-hiicre karisimmnin 3B
baskilanarak hidrojel elde edilmesi ve elde edilen hidrojellerin 24 gdézlii hiicre kiiltiiri
kaplarinda (non-treated 24 well plates, Thermo Fisher Scientific, ABD) CO; inkibator

icerisinde 21 guin boyunca kiiltiire edilmesi seklinde gergeklestirilmistir.

Oncelikle, %1 (w/vV) IRGACURE-2959® ¢ozeltisi hiicre kiiltiirii besi ortanu igerisinde
50°C’de 1 gece bekletilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen IRGACURE-2959® ¢ozeltisi 0.22
um’lik siringa ucu filtresi ile steril edilmistir. Ardindan metakrilatlanmis k-CA polimerinin
bu cozelti igerisinde %38’lik (w/v) konsantrasyonu olusturacak miktar1 tartilmistir. UV
firminda 30 dk siiresince sterilize edilen polimer, steril edilmis olan IRGACURE-2959®
cozeltisi icerisinde 80°C’de ¢Ozdiiriilmiistiir. Diger yandan, cogaltilan ATDCS hiicreleri
kiiltiir flasklarindan tripsinizasyon iglemi ile kaldirilmis ve 1,000 rpm’de 5 dk ¢oktiirme
sonrasinda tripan mavisi ile boyanarak “Neubauer Lam1” yardimiyla 151k mikroskobu altinda
sayllmistir. Boylece 1 mL’de 2 x 107 hiicre olacak sekilde biyog¢dzelti i¢in gereken hiicre
miktar1 belirlenmistir. Ardindan, hiicreler steril polimer ¢ozeltisi ile karistirilarak uygun

viskozitede biyocozelti (bioink) olusturulmustur. Sonrasinda, bir gézde 100 pL olacak
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sekilde hazirlanan ¢6zelti dort gozlii steril hiicre kiiltiirii kaplarinda UV altinda (40 s) ¢apraz
baglanmistir. Ardindan hidrojel igerisinde enkapsiile halde olan hiicreler farklilasma ortami
icerisinde 21 giin boyunca kiiltiire edilmistir (Sekil 3.4). Calismada mikrodalga ve geleneksel
yontemle iiretilmis %12 (v/v) MA igeren x-CA hidrojelleri kullanilmistir.

UV Kaynagi
A=300-500nm,
200mW/cm?

Biyocozelti

000000
@00000e
000000
000000
Metakrilatlanmis k-CA Cozeltisi  Hiicre Igeren Farklilagma Ortaminda
+ Hidrojel 21 Guinliik Kiiltiir
IRGACURE-2959®
Sekil 3.4. Tez kapsaminda yiiriitiilen 3B kiiltiir calismalarmin sematik gosterimi.

ATDCS hiicreleri i¢in farklilasma ortami, DMEM HAM’S F12 biiyiime ortami igerisine %1
(mg/mL) transfferin, %0.625 (mg/mL) insulin, %0.625 (mg/mL) sodyum selenit ve %1
(ML/mL) TGF-B eklenerek hazirlanmustir.

3.3.3.1. Morfolojik Analiz (SEM)

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda 3B baskilanan hiicre-polimer karigimi i¢eren hidrojellerin

yuzey morfolojilerinin incelenmesi icin SEM analizi yapilmistir.

Oncelikle hiicrelerin sabitlenmesi (fiksasyon) islemi gerceklestirilmistir. Hiicre iceren

hidrojel 6rnekleri 3 kez DPBS ile birer dk yikanmistir. Ardindan, 6rnegi kaplayacak kadar

40



%2.5 (v/v) gluteraldehit eklenerek 30 dk 4°C’de bekletilmistir. Sonrasinda beser dk tutularak
3 kez DPBS ile yikama yapilmistir. En son asamada ise ornekleri kaplayacak kadar DPBS
eklenerek 4°C’de saklanmustir. Sabitlenen ornekler, SEM ile goriintiilenmeden 6nce etanol
serilerinden gegirilmistir. Sirasiyla hacimce %10, %30, %50, %70 ve %90 etanol
cozeltilerinde birer dk bekletilen 6rnekler mutlak (%100 v/v) etanol igerisinde analize
gotiiriilmiistiir. Oncelikle, kritik nokta kurutucu (Quorum K850, Ingiltere) ile etanol
uzaklagtirilmigtir. Boylece hidrojeller ve hiicreler zarar gormeden kurutulmustur. Sonrasinda,
taramal1 elektron mikroskobu i¢in ylizey kaplama (Au/Pd kaplama) islemi yapilmistir (Leica
ACE 600 model, ABD). En sonunda, SEM (FEI Quanta 200F, ABD) ile gorintileme
yapilmistir.

3.3.3.2. Hiicre Canlihk (Canh-OlU) Analizi

Hiicre canliligi, canli-610 (live-dead) analiz Kkiti ile belirlenmis ve lazer taramali konfokal
mikroskobu (CLSM, Zeiss LSM 510, Almanya) ile goriintiilenmistir. Hiicre membranindan
gecebilen Calcein-AM hiicre i¢i esteraz aktivitesi sonucu floresan 6zellikteki Calcein’e
dontiserek yesil renk olusturur. Hiicre membranindan normal kosullarda gegemeyen
Ethidium homodimer-1 (Ethd-1), hiicre membraninda hasar varsa, hiicre igine girerek

cekirdekte yer alan DNA’ya baglanir ve kirmizi renk olusturur.

Kiltlirtin 1. ve 21. giinleri alinan %12 (v/v) MA ile metakrilatlanmis mikrodalga ve
geleneksel grup hidrojeller 6ncelikle steril DPBS (pH=7.4) ile 5 dk olacak sekilde {iger kez
yikanmustir. Ardindan, hazirlanan boya ¢ozeltisi (2 uM Calcein AM ve 4 uM Ethd-1) drnek
basina 300 uL olacak sekilde eklenmis ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Mikroskopta
goriintillenmeden 6nce de DPBS (pH=7.4) ile iicer kez beser dk yikanmistir. Ardindan
goriintiileme gergeklestirilmistir. Ornekler 1 mm kalmlhigmnda ve 6 mm olup her iki
yiizeyinden de goriintiileme yapilmistir. Konfokal analizi sonucu elde edilen floresan
mikroskop goriintiileri “Image J” programi kullanilarak her bir grup i¢in hiicre canliliklar:

hesaplanmuigtir.
3.3.3.3 Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama

Hidrojel igerisinde kiiltiire edilen hiicrelerin yogunluklarmi, dagilimlarini ve mikrodalga ile

geleneksel metakrilatlama prosesi arasindaki farklar1 gormek amaciyla hematoksilen-e0zin
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(H&E) ile histolojik boyama yapilmustir. Ornekler, kiiltiiriin 7. ve 21. giinlerinde alinarak %4

(w/v) paraformaldehit ile fikslenerek saklanmistir.

Ornekler boyama yapilmadan &nce histolojik kasetler icerisine konarak dncelikle fiksasyon
protokolii uygulanmistir. H&E i¢in dehidrasyon ve fiksasyon protokolii su sekilde

uygulanmigtir:

e Histolojik kasetlere icerisine yer alan Ornekler oncelikle %70’lik (v/v) etanol
icerisinde 30 dk bekletilmistir.

e Kasetler sonrasinda %95’lik (v/v) etanol icerisinde 30 dk bekletilmistir.

e Kasetler tekrar yeni hazirlanmis %95°lik (v/v) etanol igerisinde de 30 dk
bekletilmistir.

e Ardindan kasetler mutlak (%100 (v/v)) etanol igerisinde 30 dk bekletilmistir. Bu
basamak taze etanol hazirlanarak iki kere daha tekrarlanmistir.

e Sonrasinda kasetler ksilen icerisine transfer edilmistir. Burada da 30 dk bekletilmistir.
Yeni ksilen ¢ozeltisi hazirlanarak bu basamak tekrarlanmaistir.

e Son agamada ise kasetler, parafin icerisine konarak 1 gece bekletilmistir.

Parafin icerisine gomilen orneklerin -20°C’de donmasi saglanmistir. Sonrasinda ise
mikrotom (Leica Biosystems, Almanya) ile 6rneklerden kesit alinmistir. Kesitler ortalama 8
um kalinliktadir. Ardindan, lamellere alman 6rneklere deparafinizasyon islemi ve H&E
boyama protokolii uygulanmistir. Sonrasinda ksilen bazli kapatict (Richard-Allan
Scientific™ Cytoseal™ XYL/Thermo Scientific) ile kapatilarak mikroskop altinda

goriintlilenmistir.

H&E boyama, histopatolojik analizlerde en ¢cok kullanilan analizlerden biridir. Hematoksilen
mavi-mor renklidir ve nikleik asitleri boyar. Eozin ise proteinleri boyar ve pembe renk
tonlarinda goziikmektedir. Normal bir dokuda ¢ekirdek mavi-siyah renkte, sitoplazma ve
ECM pembe tonlarda boyanmaktadir (Nacar ve Nacar, 2017).
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3.3.3.4. Safranin O / Fast Green Boyama

Safranin O boyama yontemi ile glikozaminoglikan (GAG) varlig1 yani kikirdak dokuya 6zgii
belirteclerin varligi anlasilmaktadir. Safranin O / Fast Green boyama sonrasi kikirdak
varliginda kesit kirmizi - pembe tonlarda g6zikmektedir (Sato ve ark., 2004). Hdcreli
hidrojel ornekleri analiz igin %4 (w/v) paraformaldehit ile 10 dk oda sicakliginda
sabitlenmistir, PBS ile birer dakika ara ile 2 kez yikanmistir. Sonrasinda, %0.02’lik (w/v)
Fast Green ile 2 dk muamele edilmistir. Ardindan, %]1°lik (v/v) asetik asit ¢dzeltisine
daldirtlip ¢ikartilmistir. Sonra %1°lik (w/v) Safranin O ile 10 dk muamele edilmistir.
Ardindan, 3 kez distile suda 4 yikama yapilmistir. Yikama sonrasi ornekler 2 kere ksilene
daldirilip ¢ikartilmistir. Son olarak ise ksilen bazli kapatici (Richard-Allan Scientific™

Cytoseal™ XYL/Thermo Scientific) ile kapatilarak mikroskop altinda incelenmistir.
Boyamada kullanilan ¢ozeltilerin igerigi Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3.  Safranin O / Fast Green boyamasinda kullanilan ¢ozeltilerin i¢erikleri.

%0.02 Fast Green Fast green

Distile su 250 mL
%1 Safranin O Safranin O 25¢g

Distile su 250 mL
%1 Asetik asit %70 Etanol 100 mL

Asetik asit

3.3.3.5. Glikozaminoglikan (GAG) i¢eriginin Belirlenmesi

Hidrojel ornekleri igerisindeki ATDCS5 hiicrelerinin iirettigi GAG miktar1 dimetil metilen
mavisi (DMMB) kullanilarak belirlenmistir. Kiiltlirtin 7. ve 21. giinlerinde hidrojeller
iizerindeki ortam uzaklastirilarak Eppendorf tiiplere alinmis ve analiz yapilincaya kadar -
80°C’de saklanmugstir. Ardindan, analiz yapilmadan bir giin 6nce -80°C’den alinan 6rneklerin
iizerine 1 mL papain ¢ozeltisi eklenerek etiivde 60°C’de 1 gece bekletilmistir. Boylece

hidrojel o6rneklerinin parcalanmasi saglanmis ve GAG igerigi agiga cikmistir. Ardindan,
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papain ¢ozeltisi iceren 6rneklerden 40 pL alinmis ve tizerine 250 pL DMMB eklenerek 525

nm’de spektrofotometrik 6l¢lim yapilmistir.

Papain ¢ozeltisi PBS igerisinde hazirlanmis olup, trisodyum sitrat dihidrat (55 mM), sodyum
klordr (150 mM), sistein HCI (5 mM), EDTA (5 mM) ve papain (0.56 U/mL) igermektedir.

DMMB ise distile su igerisinde % 0.3 (w/v) glisin, % 24 (w/v) NaCl, %9.5 (v/v) 0.1 M HCI
ve %1.6 (mg/mL) DMMB ile hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 3.0’e ayarlanmustir.

3.3.3.6. Immiinositokimyasal Analizler

Kaltirin 21. gintd hucreli hidrojel 6rnekleri DPBS ile yikandiktan sonra, %4 (w/v)
paraformaldehit ile 10 dk 4°C’de muamele edilmistir. Boylece hiicreler sabitlenmistir.
Sonrasinda DPBS ile 3 kez beser dk yikama yapilmistir. Ardindan, %0.25 (v/v) Triton - X
100 ¢ozeltisi 30 dk ile muamele edilerek hiicre zarinin gecirgenligi arttirilmistir. Ardindan,
3 kez beser dk DPBS ile yikanmiglardir. Sonrasinda hiicre disindaki proteinlerin
boyanmamasi i¢in %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir.
Ardmdan primerler (agregan ve kollajen IT primerleri), 6rnekleri kaplayacak sekilde (150 L)
eklenmistir. Bir gece 4°C’de bekletilerek Orneklerin primerlerle tamamen etkilesmesi
saglanmustir. Ertesi giin, 6rnekler 3 kez beser dk PBS ile yikanmistir. Sonrasinda ise 6rnekler,
sekonder antikor olan Alexa Fluor 488 Phalloidin ile oda sicakliginda 2 sa inkiibe edilmistir.
Ardmdan hiicre ¢ekirdeklerine baglanan propidyum iyodiir (10 pg/mL) igerisinde 5 dk
bekletilmistir. Sonrasinda tekrar 3 kez PBS (pH= 7.4) ile yapilan yikama isleminin ardindan
ornekler Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (CLSM, Zeiss LSM 510, Almanya)
kullanilarak incelenmistir. Agregan ve kollajen II kikirdak hiicrelerine 6zgi olan
proteinlerdir. Phalloidin yesil renkte goziikiirken, propidyum iyodiir c¢ekirdege baglanip

kirmiz1 renkte goziikmektedir.
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3.4. istatistiksel Analizler

Sunulan tez kapsaminda elde edilen sonuglar, Graph-Pad Software InStat programi
kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Deneysel veriler 3 paralel seklinde elde
edilmis ve + standart sapma degerleriyle birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemi, Tukey-
Kramer Multiple Comparison Test kullanilmis ve “p” degerinin 0.05’ten az oldugu degerler

anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasmin hedefi; kappa carrageenan (x-CA) polimerinin metakrilik anhidrit
(MA) ile fonksiyonlandirilma islemini mikrodalga enerjisi altinda gerceklestirerek
geleneksel yonteme gore daha yiksek verim (metakrilatlanma derecesi) elde ederken,
kullanilan MA hacmini (ylizdece) disiirerek, x-CA’nin viskoelastik 6zelliklerinin
tyilestirilmesi ve biyobaskilama teknolojisine 0Ozgilin yaklasimlarla modifiye edilmis

biyogOzelti olarak sunulmasidir.

Oncelikle, k-CA polimeri metakrilik anhidrit (MA) ile fonksiyonlandirilmistir. Ardindan,
elde edilen metakrilatlanmis «-CA polimerlerinin metakrilatlanma dereceleri *H-NMR
analizinin sonuglarindan faydalanilarak hesaplanmistir. Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda
elde edilen metakrilatlanmis x-CA, 3 boyutlu (3B) biyoyazici ¢alismalarinda kullanilmak
Uzere yeni bir biyogOzelti olarak degerlendirilmistir. Biyocozeltilerdeki en o6nemli
parametrelerden biri viskozitedir. Bu nedenle eclde edilen metakrilatlanmis x-CA
polimerlerinin artan sicakliga bagli olarak viskoziteleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilerin 3B
biyobaskilama islemi i¢in uygulanabilirligi tartisilmistir. Sonrasinda, foto-¢apraz baglama
yontemiyle hidrojel olusturmak igin farkli polimer ve IRGACURE-2959® konsantrasyonlari
ile farkli UV maruziyet siireleri denenmistir. Elde edilen hidrojellerin taramali elektron
mikroskobu ile morfolojik analizleri gergeklestirilmistir. Sonrasinda, elde edilen hidrojeller
ile 30 glnlik biyobozunurluk ve su tutma deneyleri yapilmistir. Elde edilen veriler yiizde
bozunurluk ve yiizme sisme degerleri olarak sunulmustur. Ardindan, hidrojellerin
viskoelastik Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan reolojik analiz sonuglar1 sunulmus ve

tartisilmistir.

Ikinci asamada ise tez calismalarma hiicre kiiltiirii deneyleri ile devam edilmistir. Oncelikle,
ATDCS5 kondrojenik hiicre hatt1 biiylime ortaminda ¢ogaltilmistir. Ardindan biyomalzeme
ve hiicre karisimi1 3B baskilanarak karisimin istenilen 6zelliklerde bir biyogozelti olup
olmayacag1 belirlenmistir. Sonrasinda, 21 giin siiresince hiicre kiiltiirli caligmalar1 yapilmis
ve morfolojik analizler, canli-6li analizi, immunositokimyasal ve imminohistokimyasal

boyamalarm sonuglar1 sunulmustur.
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4.1. Metakrilatlanms k-CA Uretimi ve Karakterizasyon Calismalar

Doku mithendisligi caligmalarinda 3B biyobaskilamada biyogdzelti olarak siklikla kullanilan
hidrojellerin basinda kollajen, jelatin, hiyoliironik asit ve PEG gelmektedir. Ancak, bu
malzemelerin bir takim olumsuz/yetersiz 6zelliklerinden dolay1 yeni biyogozelti arayislari
giindeme gelmistir. k-CA polimeri kimyasal olarak 6zellikle kikirdak dokunun da yapisinda
bulunan glikozaminoglikanlara (GAG) benzemektedir. Ayrica, k-CA tiksotropik bir
polimerdir (Popa ve ark., 2013). Bu nedenle sunulan tez kapsaminda k-CA’nin biyogozelti
olarak ozellikle kikirdak doku miihendisligine yonelik olarak kullanimi arastirilmustir.
Ancak, x-CA’nin ozellikleri, biyog¢6zelti olarak kullanmak ve kararli yapida hidrojel
olusturmak igin tek basma yeterli degildir. Bu nedenle «x-CA’nn MA ile
fonksiyonlandirilarak kararli yapida hidrojellerin elde edilebilmesi i¢in tez kapsaminda

calismalar yapilmistir.

K-CA’nin metakrilatlanmasi ilk kez Mihaila ve ark. (2013) tarafindan gerceklestirilmis ve

literatiirde yer almistir. Reaksiyon Sekil 4.1°de sematik olarak gosterilmistir.

Metakrilik asit

Sekil 4.1. k-CA’nin MA ile fonsiyonlandirilma tepkimesinin sematik gosterimi.
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Ancak, tez kapsaminda geleneksel yontem olarak adlandirdigimiz bu yontem asagida

belirtilen olumsuzluklara sahiptir:

= Metakrilatlanma derecesi yetersizdir (en yiksek %37.11 + 7.41) (Mihaila ve ark.,
2013).

= Reaksiyon suresi uzundur (6 saat).

= Reaksiyon sirasinda istenmeyen yan iirinler olusmaktadir (metakrilik asit gibi).

» Reaksiyon sirasinda olusan yan iriinler, reaksiyona girmeyen metakrilik anhidrit ve
cesitli safsizliklar reaksiyon pH’sin1 ¢ok fazla diisiirmektedir (pH=3.0 civar1).

= Reaksiyon sonucu olusan metakrilatlanmis x-CA’nin polimer ¢dzeltisinin de diisiik
pH’da olmasi sebebiyle hidrojel olusumu sirasinda polimerin ¢apraz baglanma
reaksiyonu olumsuz etkilenmektedir.

= Yan iiriin vb. fazla oldugu icin safsizliklarin ortamdan tam anlamiyla uzaklagmasi
uzun yikama siirelerini gerektirmektedir.

= Metakrilatlanma derecesinin diisiik olmasi sebebiyle kararli yapida hidrojeller elde
edilememektedir. Ilgili literatiirde (Mihaila ve ark., 2013) diisiik metakrilasyon
derecesine sahip k-CA’m, UV ile fotogapraz baglanmasi saglanamamis ve KC1 gibi
ajanlarla ek olarak fiziksel ¢apraz baglanma ile hidrojel elde edilebilmistir.

= Geleneksel yontem ile sentezlenen, hem UV hem de KCI ile ¢apraz baglanmasi
saglanan k-CA hidrojellerinin ilgili literatirde (Mihaila ve ark., 2013) hiicre kilturd
caligmalar1 toplam 72 saat yapilabilmistir. Uzun sireli kultirlerde hidrojelin

kararlhiliginin nasil oldugu bilinmemektedir.

Tez calismasi kapsaminda tiim bu sorunlarm iistesinden gelebilmek amacglanmistir. Bu
amagla, x-CA’nin MA ile fonksiyonlandirilma islemi mikrodalga enerjisi ile
gerceklestirilerek, geleneksel yonteme gore daha yiksek metakrilatlanma derecesine
ulasilmasi hedeflenmistir. Mikrodalga enerjisi ile geleneksel yonteme gore daha kontrolli bir
reaksiyon saglanacak ve metakrilatlanma derecesi (reaksiyon verimi) arttirilirken ayni
zamanda reaksiyon siiresi de kisaltilacaktir. Metakrilatlanma derecesi arttikga mekanik

dayanim yiiksek hidrojeller elde edilmesi beklenmektedir.

Mikrodalga enerjisi metakrilatlama prosesini iki sekilde etkiler. Birincisi termal etkidir.

Dipol momente sahip molekiller mikrodalga enerjisini kolaylikla emerek is1 enerjisine
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doniistiiriirler. Sonrasinda bu 1s1 enerjisi kinetik enerjiye doniisiir. Molekiiller ¢ok hizl
1isindiklar1 igin reaksiyon ¢ok daha hizli gerceklesir. Ikinci etki ise mikrodalga enerjisi ile
entropinin artmasidir. Bu durumda molekiiler diizeyde olusan 1s1 enerjisi geleneksel yonteme
gore daha fazla olmaktadir. Bu sayede reaksiyon boyunca olusan ara basamaklar atlanir ve
daha verimli bir baglanma gerceklesir (Irmak, Demirtas ve Giimiisderelioglu, 2019).
Metakrilik anhidrit, gesitli kimyasallarin sentezinde kullanilan renksiz ve sivi formda olan
kimyasal ajandir. k-CA’nin MA ile fonksiyonlandirilmasinda MA, x-CA’nin disakkarit
birimlerindeki —OH grubundan polimere baglanir. -OH gruplar1 da mikrodalga enerjisini gok

hizl1 emerek reaksiyonunun geleneksel yonteme gore daha hizli gerceklesmesini saglar.

Mikrodalga enerjisi genel olarak polimerizasyon reaksiyonlar: i¢in geleneksel yonteme gore
olan avantajlarindan dolay1 tercih edilmektedir. Mikrodalga enerjisi, c¢esitli organik
cozlculere olan gereksinimi ortadan kaldirarak daha c¢evreci ve diisik maliyetli
reaksiyonlarm gerceklesmesini saglar. Cok ¢esitli polimerlerde de kullanimi mevcuttur
(Bagdal ve ark., 2003). Kitosan, seliiloz gibi polisakkaritlerin modifikasyonlar1 i¢in de

mikrodalga enerjisinden yararlanilmistir (Englert ve ark., 2016).

Literatiirde (Irmak, Demirtas ve Gumiisderelioglu, 2019) jelatin (Jel) polimeri MA
kullanilarak mikrodalga yontemiyle fonksiyonlandirilmistir (Jel-MA) ve %4 (v/iv) MA
varliginda 1000 Watt glic uygulanan grupta metakrilatlanma derecesi %89.0 + 1.4 olarak
bulunmustur. Geleneksel yontemde hacimce %4 MA kullanilarak metakrilatlanan Jel-

MA’nin metakrilatlanma derecesi ise % 23.1 + 5.6 bulunmustur.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, k-CA, hacimce %4 ve %12 oranlarindaki 2 farkli MA
konsantrasyonu kullanilarak hem geleneksel hem de mikrodalga yOntemleri ile
metakrilatlanmistir. Mikrodalga yonteminde uygulanan kosullarm (gii¢:1,000W, siire:5 dk)
belirlenmesinde Hacettepe Universitesi, Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma
Grubu'muzun  Onceki ¢aligmalarindan  faydalamilmistr  (Irmak, Demirtas ve
Giimiisderelioglu, 2019). Bdylece elde edilen gruplar kiyaslanmig ve literatiirden 6rneklerle
sonuglar desteklenmistir. Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle iiretilen metakrilatlanmig
k-CA polimerlerinin liyofilizatorde kurutulduktan sonraki goriintiileri Sekil 4.2°de

sunulmustur.
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Sekil 4.2. Y1gin halinde elde edilen metakrilatlanmis xk-CA polimerinin goruntileri; a)
%12 (v/v) oraninda MA igeren, mikrodalga ile dretilen polimer, b) %12 (v/v)
oraninda MA igeren, geleneksel yontemle Uretilen polimer, c) %4 (v/v)
oraninda MA igeren, mikrodalga ile Uretilen polimer d) metakrilatlanmis k-

CA polimerlerine ait genel goraniam.

Elde edilen edilen goriintiiler (Sekil 4.2) incelendiginde, gruplar arasinda sekilsel agidan
belirgin bir fark olmadig1 sonucu ¢ikarilmaktadir. Farklit MA oranlar1 ve farkli yontemlerle
uretilen k-CA gruplar1 arasinda yapisal farklar1 anlamak i¢in *H-NMR analizi ve viskozite

Olcumleri gergeklestirilmistir.
4.1.1. 'H-NMR Analizi (Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi)

Niikleer manyetik rezonans (NMR) yoOntemi, organik bilesiklerin kimyasal yapilarini
anlamak igin en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olup, H, C, N ve P gibi ¢ekirdekler icin
uygulanmaktadir. NMR, molekiiler gruplarin bagil miktarmimn kantitatif olarak belirlenmesini
saglar, boylece karigimlarda bile tiim molekiiler yapilarin miktar1 6lculebilmektedir. Bu

yontem, atom numarasi ve/veya kiitle numarasi tek say1 olan atomlarin niikleer spine sahip
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olmalarindan kaynaklanan manyetik alandan faydalanilarak gelistirilmistir. Bu atomlar, dis
bir manyetik alan etkisinde birakildiklarinda birer miknatis gibi davranmaktadir. Bu
durumda, atomlara belirli bir enerji uygulandiginda her bir atom farkli miktarda enerji
absorplar. Temelde bu mantiga dayanan teknik sayesinde, bilesigin yapisinda yer alan

atomlar ve/veya fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinilir.

'H-NMR temelde 3 veri saglar. Birincisi, kimyasal kayma verileridir. Protonun gevresini
tanimlayarak Ornekteki proton tipleri hakkinda bilgi saglar. Ikincisi, birbirne yakin
protonlarmn sayis1 ve geometrisi hakkinda bilgi verir. Uglinciisii ise integral alanlardir.
Integraller, proton oranlari ile ilgili bilgi verir. Pik siddeti, sinyalin yiiksekligi ile orantilidir.
Bu analiz 6rnegin kimyasal yapis1 hakkinda kantitatif olarak bilgi edinmemizi saglar. Ayrica
literatlrde, her bir molekil ve fonksiyonel grup icin kayma degerlerine (8, ppm) degerlerine
ulagmak miimkiindiir (Malz ve Jancke 2005).

Sekil 4.3’te farkli MA miktarlar1 kullanilarak mikrodalga ve geleneksel yontemle
metakrilatlanmis k-CA polimerlerinin metakrilatlanmamis k-CA polimeri ile karsilagtirmali

!H-NMR spektrumlar1 sunulmustur.
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Sekil 4.3. Farkli MA oranlar1 ve farkli yontemlerle iiretilen x-CA polimerlerinin H-
NMR spektrumlari; a) x-CA polimeri, b) geleneksel yontemle Uretilen %4
(v/v) MA oranina sahip k-CA polimeri, ¢) mikrodalga yontemiyle Uretilen %4
(v/v) MA oranina sahip x-CA polimeri, d) geleneksel yontemle tretilen %12
(v/v) MA oranma sahip x-CA polimeri, ) mikrodalga yontemle Uretilen %12

(v/v) MA oranina sahip k-CA polimeri.

'H-NMR sonuglar1 incelendiginde metakrilatlanmis «-CA polimerlerinde, k-CA
polimerinden ve MA’dakinden farkli yeni sinyaller gézlenmistir. MA’dan gelen akrilik
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protonlar1 6=5.5 — 6.0 ppm’de, metil protonlar1 ise 6=1.89 — 2.0 ppm’de gozlenmistir. «-
CA’ya 6zgii olan B-galaktoz sinyal siddeti (6=3.89 ppm) metakrilat grubu ile baglandiginda

azalir. MA, k-CA’nin tekrar eden disakkarit yapisi tizerindeki —OH grubu tizerinden baglanir.

Esitlik 3.1 kullanilarak, spektrum verileri yardimiyla polimerlerin metakrilatlanma dereceleri
(M.D) hesaplanmustir. Yapilan hesaplamalarin sonucu Cizelge 4.1°de sunulmustur. Ornek

hesaplama Ek 1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Farkli yontem ve farkli metakrilik anhidrit oranlar1 ile sentezlenen

metakrilatlanmis k-CA polimerlerinin metakrilatlanma dereceleri.

Uretim Yo6ntemi Metakrilik Anhidrit Metakrilatlanma
Oram (%) (V/v) Derecesi (%)
Geleneksel 4 25+%5
Mikrodalga 4 85+9
Geleneksel 12 35+3
Mikrodalga 12 80+8

Cizelge 4.1 incelendiginde, ayn1t MA oranlarma sahip ve farkli yontemlerle Uretilerek
metakrilatlanmis «-CA’nin  metakrilatlanma dereceleri kiyaslandiginda mikrodalga
yontemiyle sentezlenen k-CA’nin M.D’lerinin geleneksel yontemle sentezlenenlere kiyasla

cok yiiksek oldugu goriilmektedir.

Literatiirde geleneksel yontemle metakrilatlanmis %12 (v/v) MA igeren k-CA’nin M.D’si
%37 * 7 olarak hesaplanmistir (Mihaila ve ark., 2013). Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda
elde edilen sonug¢ da bu degere ¢ok yakindir (%35 £ 3). Grubumuz tarafindan yapilan 6nceki
calismada (Irmak, Demirtas ve Giimiisderelioglu, 2019) mikrodalga destekli sentezlenen Jel-
MA’nm ayni reaksiyon kosullarinda (1000 W, 5 dk, %4 (v/v) MA) metakrilatlanma derecesi
% 89.0 = + 1.4 olarak hesaplanirken, ayn1 hacimde MA kullanildiginda geleneksel yontemle
sentezlenen Jel-MA’nin M.D’si %23 olarak belirlenmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda alinan

sonuclar da ilgili ¢alisma ile uyumludur.
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4.1.2. Viskozite Tayini

Viskozite, uygulunan bir kuvvet altinda malzemenin akmaya kars1 gosterdigi direng olarak
ifade edilir. Bir malzemenin 3B baskilanmasi i¢in uygun araliktaki viskozite degerlerine
sahip olmasi gerekir. Mikroekstriizyon biyoyazicilarda uygun viskozite 0.03-60,000 Pa.s
araligindadir (Murphy ve Atala, 2014; Luo ve ark., 2019). Malzemelerin, baskilama
teknolojilerinde uygulanan basing sonucu olusan kayma gerilimi nedeniyle deformasyona
ugramalarin1 Onlemek i¢in viskozite degerleri Onemlidir. Viskozite degeri Ornegin

konsantrasyonuna ve sicakligina baghdir.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, Orneklerin artan sicaklikla viskozite degisimlerini
belirlemek igin 30°C’den baslayarak 80°C’ye kadar viskozite dl¢timii gergeklestirilmistir.
Calisma kapsaminda hidrojel hazirlamak amaciyla kitlece %8 (w/v) oraninda polimer
¢ozeltileri kullanmildig1 igin viskozite Olciminde de %8’lik metakrilatlanmis «-CA
polimerleri hazirlanmistir. Metakrilatlanmamis k-CA ise reaksiyon oncesi %1.5’luk (w/v)
hazirlandig1 i¢in ve ayni1 zamanda, literatiirdeki vizkozite degerleriyle kiyaslamak adina %1.5
(w/v)  konsantrasyonda hazirlanmistir. Metakrilatlanmis ve metakrilatlanmamis k-CA
cozeltilerinin sicakliga bagl viskozite degisimleri sirasiyla Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te

sunulmustur.
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Sekil 4.4. Hacimce %4 ile %12 MA ve mikrodalga yontemiyle metakrilatlanmis k-CA

polimerlerinin artan sicakliga bagl olarak viskozitelerinin degigimi.
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Sekil 4.5. K-CA polimerinin artan sicakliga bagl olarak viskozite degisimi.
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Metakrilatlama isleminin malzemenin viskozitesi iizerindeki etkisine bakildiginda ise iki
farkli MA oraninda da (hacimce %4 ve %12) polimerlerin, metakrilatlanmamis k-CA’a gore
daha yiiksek viskoziteye sahip olduklar1 goriilmektedir. Ayrica, %4 (v/v) MA igeren
mikrodalga gurubunun da %12 (v/v) MA iceren mikrodalga grubuna gore ayni sicaklikta
daha yiiksek viskozite degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Grafik incelendiginde; %12
(v/v) MA iceren mikrodalga grubunun 60°C’da, %4 (v/v) MA igeren mikrodalga grubunun
da 70°C civarinda viskozitelerinin keskin bir gegisle azaldigi goriilmektedir. Bu durum
metakrilatlanmis k-CA polimerinin oda sicakliginda bal kivaminda katiya yakin bir gériiniim
sergilerken artan sicaklikla zincir yapisindaki diizensizligin artmasma ve belli bir sicaklik

degerinde (keskin gecisin oldugu) kat1 halden siv1 hale gegisine bagl olarak agiklanmistir.

Metakrilatlanan k-CA polimerlerinin PBS igerisindeki %8’lik (w/v) g¢ozeltileri 55°C’den
itibaren ¢oziinmeye baslayip 80°C’de tamamen ¢dziinmektedirler. k-CA’nin, IRGACURE-
2959® varliginda foto-gapraz baglama isleminin gerg¢eklesmesi igin polimer
konsantrasyonunun %8’den (w/v) az olmamasi1 gerekmektedir. Bu da zaten dogasi geregi
yuksek viskoziteye sahip olan k-CA polimerinin %8 gibi daha yiiksek konsantrasyonda ve

diistik sicaklikta (30°C) viskozitesinin ¢ok yiiksek olmasina neden olmaktadir.

Bir biyocozelti olarak sunulmasi hedeflenen metakrilatlanmis k-CA polimerinin degisken
viskozite aralifina sahip olmasi manipiilasyonda zorluklara neden olmaktadir. Soyle ki,
metakrilatlanmis k-CA biyog¢0zelti olarak 80°C’de diisiik viskoziteli akiskan formundayken,
hiicrelerle karistirilabilmesi i¢in sicaklik 40-60°C’ araligina diisiiriilmekte ve bu durumda da
biyog¢ozeltinin viskozitesi dnemli miktarda artmaktadir. Viskozitenin belli bir 6l¢iide artmasi
3B baskilama i¢in olumlu bir 6zellik sergilerken, sicaklik kontroliiniin saglanamamasi
durumunda yiiksek sicaklikta hiicre kayiplarinin olmasi, diisiik sicakliklarda ise viskozite
artisina bagl olarak malzemede deformasyonlarin meydana gelmesi, manipiilasyon
problemleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. x-CA, yiiksek viskozite gerektiren ¢aligmalar i¢in
uygun bir biyo¢dzeltidir. Yapilan viskozite 6l¢iimlerinin sonucunda, metakrilatlanmig «-
CA’nin manipiilasyon zorluklar1 asildiginda ve uygun teknolojik kosullarda Jel-MA gibi

biyogOzeltilere alternatif olabilecegi sdylenebilir.
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Calisma kapsaminda sentezlenen metakrilatlanmis k-CA ¢Ozeltileri ile Fab@home

mikroekstriizyon biyoyazic1 kullanilarak 3B biyobaskilama islemi gergeklestirilmistir.

Goriintiiler Sekil 4.6’da sunulmustur.

i

Sekil 4.6. a) Ekstriizyon biyoyazict (Fab@home) ile %12 (v/v) oraninda MA igeren ve
mikrodalga yontemi ile Uretilen k-CA’nin 3B baskilanmasi; b) siringanin
ucundan ipliksi formda baskilanan k-CA’nin uygun viskozitede biyocozelti

olarak sunulmasi; ¢) UV sonrasi 3B baskilanmis hidrojelin goriintiisii.
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4.2. Metakrilatlanms k-CA Hidrojel Uretimi ve Karakterizasyon Calismalar

Sunulan tez c¢aligmas1 kapsaminda, mikrodalga ve geleneksel yontemle iiretilen
metakrilatlanmis k-CA polimerlerinden kararli yapida hidrojeller elde edilmesi igin ¢apraz-
baglama kosullar1 incelenmistir. Hidrojel olusturmak icin polimer (PBS icinde ¢oziinen
miktar1)) ve IRGACURE-2959® (PBS icinde ¢6ziinen miktarr) konsantrasyonlar: ile UV
maruziyet siireleri degistirilmistir. Calisilan degerler ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Metakrilatlanmig x-CA (Hacimce %12 MA ve mikrodalga yontemiyle

iretilen) hidrojelleri olusturmak icin calisilan proses degiskenlerinin

degerleri.
Polimer IRGACURE- uv Hidrojel
Konsantrasyonu 2959 Maruziyet Olusumu
(%) (wiv) Konsantrasyonu Saresi (s)
(%) (Wiv)

4 0.25 15 =

4 0.25 30 -

4 0.25 40 -

4 0.30 15 -

4 0.30 30 -

4 0.30 40 -

4 0.50 15 -

4 0.50 30 =

4 0.50 40 -

4 1.00 15 =

4 1.00 30 -

4 1.00 40 -

6 0.25 15 -

6 0.25 30 -
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Cizelge 4.2.  Metakrilatlanmis «-CA (Hacimce %12 MA ve mikrodalga yontemiyle

tiretilen) hidrojelleri olusturmak i¢in ¢aligilan proses degiskenlerinin degerleri

(Devamu).

6 0.25 40 -

6 0.30 15 -

6 0.30 30 -

6 0.30 40 -

6 0.50 15 -

6 0.50 30 -

6 0.50 40 -

6 1.00 15 -

6 1.00 30 -

6 1.00 40 Hidrojel olustu. PBS’de
37°C’de 1 giinde bozundu.

8 0.25 15 -

8 0.25 30 -

8 0.25 40 -

8 0.30 15 -

8 0.30 30 -

8 0.30 40 -

8 0.50 15 -

8 0.50 30 -

8 0.50 40 -

8 1.00 15 -

8 1.00 30 Hidrojel olustu. PBS’de
37°C’de 1 glinde bozundu.

8 1.00 40 Kararh yapida hidrojeller

elde edildi.
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Cizelgedeki agiklamalardan da goriildiigii gibi, %12 MA ve mikrodalga ile metakrilatlanmis
x-CA polimerinin %8’lik ¢ozeltileri, 40 s’de %1 IRGACURE-2959® konsantrasyonunda
UV ile bagarili bigimde ¢apraz baglanarak hidrojel olusturmustur. Diger tiim metakrilatlanma
kosullarinda elde edilen polimerlerin de %8’lik ¢ozeltileri ayni ¢apraz baglanma kosullarinda

hidrojel olusturmustur. Olusan hidrojel goruntisu Sekil 4.7°de sunulmustur.

Sekil 4.7. Hidrojel goruntaleri (%12 (v/v) MA, mikrodalga); a) 4 g6zIu hiicre kaltura
Petri’sinde (35 mm gap) 1 géze 100 uL hidrojel ¢6zeltisi baskilanarak capraz
baglanan hidrojellerin goriintiisii, b) PBS’te 1 giin bekletilerek yapisina su
alan hidrojelin gorintisu (¢ap), c) PBS’te 1 giin bekletilerek yapisina su alan

hidrojelin yan goriiniimii (kalinlik).
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4.2.1. Morfolojik Analiz (SEM) Sonuclar

Tez ¢aligmasi kapsaminda tiretilen ve kritik nokta kurutucuda kurutulan hidrojellerin, yiizey
morfolojileri SEM ile goriintillenmistir. Goriintiiler Sekil 4.8’de sunulmustur. Hidrojellerin
kesitleri alinmadan sadece yiizeyleri goriintiilenmistir. Hiicre igeren hidrojellerle aradaki
fark:1 daha iyi anlamak i¢in goriintiileme bu sekilde yapilmistir. Normalde, metkrilatlanmig
K-CA hidrojellerinin kuru hidrojellerinden mikro yapida kesitler alindiginda i¢ kisimlarinin

gbzenekli ve katmansal yapida oldugu bilinmektedir (Mihaila ve ark., 2013).

Sekil 4.8. Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle metakrilatlanan farkli MA oranlarina
sahip hidrojellerin yuzey morfoloji gorunttleri; a) mikrodalga yontemiyle
tiretilen %12 (v/v) MA oranina sahip hidrojel (500X biiyiitme) b) geleneksel

yontemle tretilen %12 (v/v) MA oranma sahip hidrojel (500X biiylitme) C)

mikrodalga yontemiyle Uretilen %4 (v/v) MA oranina sahip hidrojel (500X

buyitme) d) geleneksel yontemle iiretilen %4 (v/v) MA oranina sahip hidrojel

(500X biyutme).

Goriintiiler incelendiginde morfolojik olarak gruplar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.
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4.2.2. Biyobozunurluk Deneyi Sonuclar

Doku miithendisligi uygulamalarinda kullanilan malzemeler i¢in biyobozunurluk istenilen bir
Ozelliktir. Hidrojellerde bozunma hidrolitik ve enzimatik olarak iki farkli sekilde
gerceklesmektedir. Hidrolitik bozunma, kimyasal agidan kararsiz olan baglarin kopmasi
sonucu gerceklesmektedir. k-CA polimerinin hidrolitik olarak bozundugu literatiirde yapilan
caligmalar sayesinde bilinmektedir (Mihaila ve ark., 2013). Otuz giin boyunca PBS (pH=7.4)
icerisinde ve 37°C’de yapilan bozunurluk deneyinin sonucunda elde edilen grafik Sekil

4.9’da verilmistir. Hidrojellerin goriintiileri ise Sekil 4.10°da sunulmustur.
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=
-
1
f 53 o %A (V/¥) MA Mikrodalga e By
= —s— %12 (v/v) MA Mikrodalga Fovanan 3
i 40 —m= 94 (Vi) MA Geleneksel —TT==all A
=]
=" %12 (viv) MA Geleneksel
20
0
o 1 5 10 0 30
Giin
Sekil 4.9. Calisma kapsaminda iiretilen hidrojellerin 30 giin siiresince hidrolitik
bozunmasi.
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. gun

1

b C d

Sekil 4.10.  Hidrojellerin biyobozunurluk gorintileri; a) mikrodalga yontemiyle Gretilen

. gun

30

%12 (v/iv) MA igeren grup b) mikrodalga yontemiyle Uretilen %4 (v/iv) MA
iceren grup c) geleneksel yontemle Uretilen %12 (v/v) MA iceren grup d)
geleneksel yontemle dretilen %4 (v/v) MA igeren grup.

Yapilan deney sonucunda, elde edilen bozunma oranlar1 su sekildedir:

= %12 (v/v) Mikrodalga %19 + 4 oraninda bozunmustur.
* %4 (v/v) Mikrodalga %37 + 5 oraninda bozunmustur.
= %12 (v/v) Geleneksel %40 + 6 oraninda bozunmustur.
= %4 (v/v) Geleneksel %64 + 2 oraninda bozunmustur.

Gruplar arasindaki farklara bakildiginda, %12 (v/v) MA igeren ve mikrodalga yontemiyle
dretilmis olan grubun diger gruplara gore belirlenen siirede ¢ok daha az bozundugu
goriilmektedir. Bu baglamda, mikrodalga yonteminin ve yiikksek MA konsantrasyonunun

malzemeyi kimyasal agidan daha kararh kildig1 sonucu ¢ikarilabilir.

Jel-MA ile yapilan benzer ¢alismada da (Irmak, Demirtas ve Giimiisderelioglu, 2019)
mikrodalga yOntemiyle metakrilatlanan jelatin hidrojellerin ayni1 kosullarda geleneksel
yontemle Gretilen hidrojellere gore daha az bozundugu rapor edilmistir. Geleneksel yontemle
iiretilen %4(v/v) MA oranina sahip Jel-MA 10. giinden sonra tamamen bozunmustur.
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4.2.3. Sisme Analizi Sonuclar

Su tutma veya sisme olarak bilinen kavram hidrojellerin yapis1 igerisine alinan su veya
tampon ¢0zeltiyi ifade eder ve hidrojel karakterizasyonu i¢in dnemlidir. Sisme olay1 temelde
hidrojelin hidrofilik gruplartyla su arasindaki etkilesimlerle ilgilidir. xk-CA’nm su tutma
kapasitesi yiiksektir. Elde edilen hidrojeller de yiiksek oranda su alarak sismislerdir.
Hidrojeller yiliksek su tutma kapasiteleri yoniiyle kikirdak dokuya benzetilebilirler. Bu da
yapilan ¢aligma kapsaminda istenilen bir 6zelliktir (Ottenbrite, 2010; Mihaila ve ark., 2013).

K-CA hidrojellerin su tutma kapasiteleri gravimetrik yontemle belirlenmis ve Esitlik 3.3
yardimiyla hesaplanmistir. Yapilan analizin sonucunda elde edilen grafik Sekil 4.11°de

sunulmustur.

3500

%12 (v/v) MA Geleneksel

== %4 (v/v) MA Geleneksel

—— ¢ %12 (v/v) MA Mikrodalga

% Sisme Miktari

—— %4 (v/v) MA Mikrodalga

Sekil 4.11. Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle iiretilen farkli MA oranlarina (%12
(V/v) ve %4 (viv)) sahip hidrojellerin kuru temelde hesaplanan % sisme

degerleri.

Elde edilen veriler dogrultusunda, tiim hidrojel gruplarmm 20. giinde denge sismeye
ulagtiklar1 goriilmistiir. Ancak, sisme degerleri sirasiyla %12 (v/v) MA geleneksel (%2790
+ 7) > %4 (v/v) MA geleneksel (%2021 + 5) > %12 (v/v) MA mikrodalga (%1345 + 4) > %4
(v/v) MA mikrodalga (%864 + 4) hidrojelleri seklindedir.
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Geleneksel yontemle Uretilen hidrojellerin, mikrodalga yontemiyle tretilen hidrojellere gére
daha fazla su tutma kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica %12 (v/v) MA oranina
sahip olan hidrojellerin %4 (v/v) MA oranina sahip olan hidrojellere gore daha fazla sistikleri
gorulmektedir.

MA, «-CA polimerine disakkarit birimindeki —OH grubu iizerinden baglanmaktadir.
Baglanma olmadiginda ya da daha az oldugunda bosta kalan —OH gruplar1 su ile hidrojen
bag1 kurarak yapilarina daha ¢ok su alip sisme egilimi gostereceklerdir. Bu nedenle

geleneksel yontemle iiretilen hidrojeller yapilarma daha ¢ok su alip sigmis olabilir.
4.2.4. Reolojik Analizler

Reolojik analizler malzemelerin jel karakteristigi, viskoelastik ozellikleri ve mekanik
dayanimi hakkinda bilgi edinmemizi saglayan 6nemli analizler olup malzemelerin belirli bir
kuvvet altindaki davranislarini agiklamaktadirlar. Reolojik analizlerde modiiliis kavrami
genel olarak malzemelerin hareket etmeye karsi olan direncini ifade etmektedir. Tamamen
elastik malzemeler kat1 gibi davranirken, tamamen viskoz malzemeler sivi gibi
davranmaktadir. Bu baglamda reoloji, sivi ve katilarin mekanik davranislari tizerinde bilgi

edinmemizi saglayan bir analizdir.

Doku miihendisligi ¢alismalarinda da siklikla tercih edilen hidrojellerin reolojik 6zellikleri
dokuyu taklit etmek i¢in 6nemlidir. Kikirdak doku yiiksek sikisma ve gerilme degerlerine
sahiptir. Bu nedenle kikirdak doku miihendisliginde kullanilacak malzemenin viskoelastik
Ozelliklerinin bu degerlere yakin olmasi istenmektedir. Reolojik analizler kapsaminda

sirastyla frekans ve gerinim taramalar1 gergeklestirilmistir.
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4.2.4.1. Frekans Taramasi Sonuc¢lan

Reolojik analizler kapsaminda yapilan frekans taramasi sonucu elde edilen grafikler sirasiyla
Sekil 4.12 ve 4.13°de verilmistir.

7000

%4 (v/v) MA Mikrodalga
4000
/ — % 12(v/v) MA Mikrodalga
3000 o

- %4 (v/v) MA Geleneksel

- i

RS - P QR A G S I S SO I N SR SN AT S S
R IR R A S SO S

m— %512(v/v) MA Geleneksel

Elastik Modiil (Pa)

Frekans (rad/s)

Sekil 4.12.  Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle Uretilen %12 (v/v) ve %4 (viv) MA
oranlarina sahip hidrojellerin elastik modiillerini ifade eden grafik; %12 (v/v)
MA oranina sahip geleneksel yontemle tiretilmis hidrojel kirmmzi; %4 (v/v)
MA oranina sahip geleneksel yontemle iiretilmis hidrojel yesil; %12 (v/v) MA
oranina sahip mikrodalga yontemle iiretilmis hidrojel mor; %4 (viv) MA
oranina sahip mikrodalga yOntemle iretilmis hidrojel mavi renkte

gosterilmistir.
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Sekil 4.13.  Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle (retilen %12 (v/iv) ve %4 (v/v) MA

oranlarma sahip hidrojellerin viskoz modiillerini ifade eden grafik; %12 (v/v)
MA oranina sahip geleneksel yontemle iiretilmis hidrojel kirmmzi; %4 (v/v)
MA oranina sahip geleneksel yontemle tiretilmis hidrojel turuncu; %12 (v/v)
MA oranina sahip mikrodalga yontemle tiretilmis hidrojel ; %4 (viv) MA

oranina sahip mikrodalga yOntemle iretilmis hidrojel yesil renkte

gosterilmistir.

Depo modiilii (elastik modiil, G’) hidrojellerin viskoelastik karakterde oldugunun

gostermektedir. Yapilan frekans taramasi araliginda (1-100 rad/s) tiim gruplarin yapisal

biitiinliiklerini koruduklar1 ve kararl yapida hidrojel yapisi sergiledikleri goriilmiistiir. Sekil

4.12°den de anlasildig1 gibi hacimce %4 MA iceren ve mikrodalga yOntemiyle

metakrilatlanmig hidrojel grubunun elastik modiil degerinin diger gruplara gore daha yiiksek

oldugu (4000 Pa) goriilmektedir. Dogrusal viskoelastik aralik igindeki depo modulinin

(elastik modiiliin) mutlak degeri, malzemenin giiciinii, yani deformasyona dayanan kuvveti

gOsterir. Literatiirde yapilan benzer ¢aligmada da %4 (v/v) MA ve 1000 W mikrodalga

yontemiyle metakrilatlanmis Jel-MA hidrojelinin frekans grafiginde depo modiiliiniin diger

gruplara gore daha yiiksek (40 kPa) oldugu rapor edilmistir (Irmak, Demirtas ve
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Glimiisderelioglu, 2019). Tiim bunlar dahilinde elde edilen sonuglar hidrojel 6zellikleri

acisindan da uygundur.

Viskoz modiilii (kaylp modiil, G’”) en yiiksek olan grup %12 (v/v) MA oranma sahip
gelencksel yontemle sentezlenen k-CA hidrojeli olup, ayni grubun elastik modiilii en
diistiktiir. Buna gore bu grubun artan frekans araliginda diger gruplara gore daha kirilgan

ozelliklere sahip oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir.

Bu veriler 151¢1inda sonuglari taartisamak gerekirse; %4 (v/v) MA oranma sahip mikrodalga
yontemiyle tiretilen hidrojeller, diger gruplara gore daha elastiktir, yani mekanik dayanimi
diger gruplara gore artan frekans karsisinda daha yiiksektir. Viskozite tayini deneyinde de
%12 (v/v) MA mikrodalga grubuna gore %4 (v/v) MA mikrodalga grubunun daha yiiksek
viskoziteye sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 4.4). Bu da %4 (v/v) MA mikrodalga grubunun
daha az akigkan oldugu ve kati hal Ozelliklerinin daha fazla oldugu seklinde
yorumlanmaktadir. Sonrasinda, %12 (v/v) MA oranina sahip mikrodalga grubunun
viskoelastik 6zelliginin geleneksel gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Mikrodalganin malzemenin fiziksel 6zelliklerini, mekanik dayanimini etkiledigi sonucu da

buradan ayrica anlasilmaltadir.

Frekans taramasi sonucunda tiim gruplar i¢cin G’ > G’’ seklindedir. Bu durumda tiim gruplara

ait hidrojellerin viskoelastik kat1 davranisi sergiledigi sonucu ¢ikarilmaktadir.
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4.2.4.2 Gerinim Taramasi Sonuclar

Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle retilen %4 (v/v) ve %12(v/v) MA oranlarina sahip
hidrojellere 2 s araliklarla 1 Hz osilasyon uygulanarak gerinim taramasi yapilmistir. Elde

edilen verileri dogrultusunda olusturulan grafik Sekil 4.14’te sunulmustur.

165

— %4 (v/v) MA Geleneksel

13
— %4 (v/v) MA Mikrodalga

12 %12(viv) MA Geleneksel

Elastik Modiil (Pa)

= 9%12(v/v) MA Mikrodalga

1
b | A58y put ot ot e 2t omt /Pt 2 e pev A st et Gt Jons umt fwe Jm pe ne st ot

% Gerilme

Sekil 4.14.  Mikrodalga ve geleneksel yontemlerle Uretilen %12 (v/v) ve %4 (viv) MA
oranlarina sahip hidrojellerin gerinim-elastik moduliinu ifade eden grafik;
%12 (v/v) MA oranina sahip geleneksel yontemle tiretilmis hidrojel ; %4
(v/v) MA oranma sahip gelencksel yontemle iiretilmis hidrojel gri; %12 (v/v)
MA oranina sahip mikrodalga yontemle iiretilmis hidrojel turuncu; %4 (v/v)
MA oranina sahip mikrodalga yontemle {iiretilmis hidrojel mavi renkte

gosterilmistir.

Hidrojeller, polimer zincirleri bir noktadan sonra deforme olmustur. Artan gerinim ile yapisal
biitiinliigiinii en hizli kaybeden grup %4 (v/v) MA geleneksel grup olmakla birlikte, kararl
yapisini artan salinima ragmen en uzun siire koruyan grup %12 (v/v) MA mikrodalga grubu
hidrojellerdir. Literatiirde de geleneksel yéntemle Uretilen Jel-MA hidrojeli (%4 (v/iv) MA)

artan gerinim ile yapisal biitiinliiglinii kaybederken, mikrodalga yontemi ile sentezlenen Jel-
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MA (%4 (v/v) MA) hidrojel gruplar1 kararli yapilari1 korumuslardir (Irmak, Demirtas ve
Giimiisderelioglu, 2019).

Mikrodalga ile sentezlenen hidrojel gruplarinin frekans ve gerinim taramalarmdaki
viskoelastik 6zelliklerinin geleneksel yontemle sentezlenen hidrojel gruplarina gore daha iyi
oldugu net olarak goriilmektedir. Fakat, kullanilan MA yiizdelerinin (hacimce %4 ve %12)
K-CA hidrojelleri tizerindeki etkileri net olarak anlagilamamaktadir. Frekans taramalarinda
viskoelastik 6zellikleri en 1y1 olan grup %4 (v/v) MA mikrodalga iken, gerinim taramasinda

%12 (v/iv) MA mikrodalga grubudur.
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4.3. Hucre Kiiltiirii Calismalar

Caligmanin bu kisminda hidrojel 6nciil ¢ozeltisi, hiicre kiiltiirli ortaminda ¢ogaltilan ve yeterli
saytya ulasan hiicreyle karistirilmis ve foto-capraz baglamanin ardindan elde edilen
hidrojellerin 21 giinliik kiiltiirii yapilmistir. Hiicre igeren hidrojel gruplar1 %12 (v/v) MA
oranina sahip geleneksel ve mikrodalga gruplaridir. Hidrojel karakterizasyon ¢aligmalarinda
bir problem olmamasina ragmen %4 (v/v) MA oranina sahip gruplarin hiicre kiiltiiriinde ilk
5 giin iginde bozundugu goriilmiistiir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii ¢alismalarina %12 (v/v) MA
iceren gruplarla devam edilmistir. Sadece canli/dli analizinde %4 (v/v) oranmna sahip

mikrodalga grubundan goriintiiler elde edilmistir.
4.3.1. ATDCS Hiicre Hatt1

ATDC5S hicre hatt1 epitel benzeri morfolojide ve yilzeye bagimh fare teratokarsinoma
kikirdak Onciil hiicreleridir. Uygun ortam ve uyaranlarla kiiresel morfoloji sergileyen
kikirdak hiicrelerine farklilasma kapasiteleri yiiksektir. Grubumuz tarafindan yapilan hiicre
karakterizasyonu caligsmalar1 sonucunda ikilenme siireleri 46 sa olarak bulunmustur. Hicre
kiiltiirti kaplarinda c¢ogaltilan ATDCS5 hiicrelerinin  morfolojileri ve hiicresel iskelet

organizasyonu immiinofloresan boyama teknigi kullanilarak goriintiilenmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15.  ATDCS hiicre hattinin immiinofloresan boyama goriintiisii. Yesil renk aktin

filamentlerini, kimizi renk hiicre ¢ekirdeklerini gostermektedir.
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4.3.2. Morfolojik Analiz (SEM)

Tez caligmasi kapsaminda iretilen %12 (v/v) MA iceren geleneksel ve mikrodalga

yontemleriyle metakrilatlanmis hiicreli k-CA hidrojellerinin 7. ve 21. giinlerdeki goruntileri
sirastyla Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir.

%12 (v/v) MA Geleneksel K-CA 7. Giin

*

»

Ml &9 & < = -t N ¥ See 1
SEM HV: 25kV WD: 4.88 mm GAIA3 TESCAN| SEMHV: 25KV s | GAIA3 TESCAN]  sem HV: 25KV WD: 4.84 mm
View field: 415 ym Det: SE 100 pm | View fieic: 83.2 ym T view tieta: 27.7 ym Det: SE

Hl
SEM MAG: 500 x  Date(midly): 12/25/18 HUNITEK |||/ J] SEMMAG: 2.50 kx  Date(m/dly): 12/25/18 HuNTeR L DL sem mao: 7.50 ke Date(m/dly): 12/25/18

500X 2500 X 7500 X

%12 (v/v) MA Mikrodalga K-CA 7. Giin

GAIA3 TESCANJ}  SEMHV:2.5kV WD:5.02 Iy SEM HV: 25KV WD: 5.11 mm | GAIA3 TESCAN|

| 2 CAN
4%) View field: 91.1 ym Det: SE @] View field: 27.7 pm Det: SE ‘f(_,W
HUNITEK|/J [ SEM MAG: 2.28 kx _|Date(m/dly): 12/25/18 HUNITEKL LIl sEm MAG: 7.50 kx  Date(midly): 12/25/18. HUNITEK ‘_,)

500X 2500 X 7500 X

Sekil 4.16. Hacimce %12 MA ile metakrilatlanmis, hiicre igeren ve farkli yontemlerle

tiretilen x-CA hidrojellerin 7. glin SEM goruntleri.
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%12 (v/v) MA Geleneksel K-CA 21. Giin

= | L X WD: 4.59 mm Il GAIA3 TESCAN| SEM HV: 2.5 kV WD: 4.57 mm GAIA3 TESCAN
View field: 415 ym Det: SE 100 pm ‘VLW iew i Y Det: SE 20 ym rm View field: 27.7 ym [ 5 pm "V’E"
SEM MAG: 500 x  Date(m/dly): 12/2518 HuniTek | (1 : 2.50 kx  Date(midly): 12/25/18 HUNITEK(| /Il SEM MAG: 7.50 kx Date(m/dly): 12/25/18 HUNITEK [ /]

500 X 2500 X 7500 X

v WD: 5.66 mm 5.5 mn | . N SEMHV: 25KV WD: 5.65 mm Ll | GAIA3 TESCAN|

View field: 415 ym Det: SE 100 pm I View field: 27.7 pm Det: SE 5 pum { H
SEM MAG: 500 x | Date(m/dly): 12/25/18 HUNITEK |\ SEM MAG: 7.50 kx  Date(m/dly): 12/25/18 HUNITEK ||

500 X 2500 X 7500 X

Sekil 4.17. Hacimce %12 MA ile metakrilatlanmis, hiicre igeren ve farkli yontemlerle

tiretilen x-CA hidrojellerin 21. giin SEM gorintuleri.

SEM goriintiileri incelendiginde her iki grupta (geleneksel ve mikrodalga) da hiicrelerin
varlig1 goriilmektedir. Yirmi birinci giinde hiicreler yedinci giine gore daha fazladir. Bu da
hiicrelerin ¢ogaldigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda ATDCS hiicreleri yuvarlaklagsmis ve
kendilerine lakiin olusturmuslardir. Bu da kikirdak doku benzeri bir yapinin olustugunu
gOstermektedir. Hidrojel yapist 3B oldugu igin hiicrelerin hidrojelin her bolgesine dagildigi
derinlerde de yer aldiklar1 goriilmektedir.
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4.3.3. Canh-Olii Analizi Sonuclan

Hiicrelerin hidrojeller igerisindeki canlilik oranlar1 canli-0lt  (live-dead) analiziyle
belirlenmistir. Canli hiicreler yesil, olii hiicreler kirmizi renkte goziikmektedir. Yiizde
canlilik “Image J” programiyla hesaplanmistir. Mikrodalga ve geleneksel yontemle iiretilen
%12 (v/v) MA oranina sahip hidrojeller icerisindeki hiicrelelerin canlilik analizleri 1. ve 21.
gunlerde yapilmistir. Mikrodalga yontemiyle tiretilen %4 (v/v) MA oranina sahip hidrojeller
icerisindeki hiicrelerin canlilik analizi ise 1. glinde yapilmistir. Elde edilen goriintiiler ve

veriler sirasiyla Sekil 4.18, Sekil 4.19, Cizelge 4.3, Sekil 4.20°de sunulmustur.

—
200 pm

%12 (v/v) MA Mikrodalga 1. giin %12 (v/v) MA Geleneksel 1. giin
10X Biiyiitme 10X Biiyiitme

. r—
200 pm

%12 (v/v) MA Mikrodalga 21. giin %12 (v/v) MA Geleneksel 21. giin
10X Biiyiitme 10X Biiyiitme

—
200 ym

Sekil 4.18.  Geleneksel ve mikrodalga yontemiyle tiretilen %12 (v/v) MA oranina sahip
hicreli hidrojellerin 1. gun 10X biyitme gorintileri (Ustteki goruntuler),
geleneksel ve mikrodalga yontemiyle iiretilen %12 (v/v) MA oranmna sahip
hicreli hidrojellerin 21. giin 10X blylitme goéruntlleri (alttaki gorintdler),

yesil renk canli hiicreleri kirmizi renk ise 6lii hiicreleri gostermektedir.
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%12 (v/v) MA Mikrodalga 1. giin %12 (v/v) MA Geleneksel 1. giin %4 (v/v) MA Mikrodalga 1. giin
40X Biiyiitme 40X Biiyiitme 40X Biiyiitme

—
50 pm

%12 (v/v) MA Mikrodalga 21. giin %12 (v/v) MA Geleneksel 21. giin
40X Biiyiitme 40X Biiyiitme

Sekil 4.19.  Geleneksel ve mikrodalga yontemiyle Gretilen %4 ve %12 (v/iv) MA
oranlarina sahip hiicreli hidrojellerin 1. giin 40X buyltme goruntileri (Ustteki
gorintaler), geleneksel ve mikrodalga yontemiyle dretilen %12 (viv) MA
oranina sahip hiicreli hidrojellerin 21. giin 40X biiyiitme goriintiileri (alttaki
goriintiiler), yesil renk canli hiicreleri kirmizi renk ise Olii hiicreleri

gostermektedir.
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Cizelge 4.3.  Hucre igeren k-CA hidrojellerde hiicre canlilik (%) oranlari.

Yiizde (%) Canhhk

Sekil 4.20.

Mikrodalga Geleneksel Mikrodalga
%12 (viv) MA %12 (viv) MA %4 (viv) MA
1.gln %90.0 £ 5.0 %70.7 £4.0 %93.3 +4.7
21.gun %93.3 + 3.3 %75.3+45 | -
Yiizde Canlihk
120
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x
:4: 80 FT3 nE
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N
=
>‘ 20 | %12 (v/v) MA geleneksel
0
1 21
Gin

Mikrodalga yontemiyle Uretilen %12 (v/v) ve %4 (viv) MA iceren hiicreli
gruplarin, geleneksel yontemle iiretilen %12 (v/v) MA igeren hiicreli grubun
1. giin yiizde canlilik oranlarinin bar grafigi ile ifade edilmesi; mikrodalga ve
geleneksel yontemlerle iiretilen %12 (v/v) MA igeren hiicreli gruplarm, 21.
giin yiizde canlhilik oranlarmm bar grafigi ile ifade edilmesi (Istatistiksel
olarak anlaml farklilik, n=3, kontrol grubu %4 (v/v) MA mikrodalga 1. giin
ve %12 (v/v) MA mikrodalga 1. giin gruplart iken %12 (v/v) MA geleneksel
grup ** p<0.01; kontrol grubu %12 (v/v) MA mikrodalga 21. glin grubu iken
** p<0.01).
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Iki grupta (%12 (v/v) MA mikrodalga ve geleneksel) da yiizde canlilik oranlar ilk giinden
sonra artmigtir. Image J aracililiftyla hesaplanan % canlilik sonuglarina gére mikrogalga
gruplarinda geleneksellere gore yiizde hiicre canlilig1 daha fazla olup, istatistiksel olarak da
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.01). Bunun nedeni k-CA sentez yonteminde, mikrodalga
uretiminde yap1 igersine katilan (reaksiyona giren) metakrilik anhidritin geleneksel yonteme
gore daha fazla olmasi olabilir. Mikrodalga enerjisi sayesinde reaksiyon verimi arttirilmistir
(Cizelge 4.1). iki iiretimde de yikama basamag1 ayn1 olmasma ragmen geleneksel yontemde
reaksiyona girmeyen MA’nim ortamda kalmis olabilecegi ve bu durumun hiicre canliligini
etkilemis olabilecegi sonucuna varilmistir. Iki mikrodalga grubu arasinda hiicre canlilig
bakimdan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Jel-MA ile yapilan benzer
caligma (Irmak, Demirtas ve Giimiisderelioglu, 2019) incelendiginde ise canli-6li analizinde
mikrodalga grubundaki canlilik oranlarinin geleneksel gruba gore daha fazla oldugu rapor

edilmistir.
4.3.4. Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama

Hematoksilen-Eozin (H&E) kombinasyonu rutin histopatolojik analizlerde en sik kullanilan
boyalardan biridir. Hematoksilen koyu mavi-mor renklidir ve niikleik asitleri boyar. Eozin
pembe renktedir. Tipik bir dokuda c¢ekirdekler mavi-siyah renkte, sitoplazma ve ECM

pembenin farkli tonlarinda boyanmaktadir (Nacar ve Nacar, 2017).

Bu bilgiler dogrultusunda hiicre iceren %12 (v/v) MA oranina sahip mikrodalga ve
geleneksel yontemle iiretilmis hidrojellerin 7. ve 21. gilinlerindeki goriintiileri sirastyla Sekil

4.21 ve Sekil 4.22°de sunulmustur.
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Geleneksel %12 (v/v) MA 7. glin

4

40X

Sekil 4.21.

~

40 X

Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle tiretilen x-CA hidrojellerinin hicre
kiltdrtnan 7. gunindeki H&E boyama gorintileri. Soldaki goérintiler
geleneksel, sagdaki goriintiiler mikrodalga grubudur. Ustteki goriintiiler 10 X,
alttaki goruntuler 40 X buyitmedir.
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Geleneksel %12 (v/v) MA 21. giin Mikrodalga %12 (v/v) MA 21. giin

10X 10X
Geleneksel %12 (v/v) MA 21. giin Mikrodalga %12 (v/v) MA 21. giin

40X 40X

Sekil 4.22.  Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle iiretilen k-CA hidrojellerinin hiicre
kiltdrtnun 21. ginindeki H&E boyama goruntuleri. Soldaki goérintdler
geleneksel, sagdaki goriintiiler mikrodalga grubudur. Ustteki gorintiler 10 X,
alttaki goruntuler 40 X buyutmedir.

Orneklerden elde edilen goriintiiler incelendiginde her iki grupta da hiicre ve ECM varlig1
net bir sekilde goriilmiistiir. Hiicre ¢ekirdekleri koyu mor renge boyanmistir. Hiicrelerin igi
de pembe renkte goziikmektedir. Bu da hiicrelerdeki protein varhigini gostermektedir. Ayrica
hiicreler yuvarlaklasarak kikirdak hiicrelerine 6zgii morfoloji sergilemislerdir. Mikrodalga

grubunda ise geleneksel gruba gore daha hiicre varlig1 goriilmektedir.
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4.3.5. Safranin O / Fast Green Boyama

Safranin O / Fast Green boya kikirdak dokuya 6zgii bir boyadir. Safranin O / Fast Green boya
ozellikle GAG birikimi olan yerlerin yogun kirmiz1 géziikmesini saglayarak, kikirdak doku
farklilagmasini kanitlar. Kiiltiiriin 7. ve 21. gilinlerinde alinan hidrojel 6rnekleri Safranin O /
Fast Green ile boyanarak 1sik mikroskobunda goriintiilenmistir. Gortintiiler Sekil 4.23 ve

Sekil 4.24’te sunulmustur.

%12 (v/v) MA Mikrodalga 7. giin
20X Biiyiitme

e %12 (v/v) MA Mikrodalga 7. giin
40X Biiyiitme 40X Biiyiitme

Sekil 4.23.  Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle Uretilen %12 (v/v) MA oranina sahip
hidrojellerinin hicre kaltarunin 7. glnidndeki Safranin O / Fast Green
boyama goriintiileri. Soldaki goriintiiler geleneksel, sagdaki goriintiiler
mikrodalga grubudur. Ustteki gorintiler 20 X, alttaki gorintiler 40 X
blyltmedir.
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12 (v/v) MA Geleneksel 21. giin 12 (v/v) MA Mikrodalga 21. giin

20X Biiyiitme 20X Biiyiitme

%12 (v/v) MA Geleneksel 21. giin 12 (v/v) MA Mikrodalga 21. giin
40X Biiyiitme 40X Biiyiitme

Sekil 4.24.  Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle lretilen %12 (v/v) MA oranina sahip
hidrojellerinin hiicre kiltarinin 21. guniindeki Safranin O / Fast Green
boyama goriintiileri. Soldaki goriintiiler geleneksel, sagdaki goriintiiler
mikrodalga grubudur. Ustteki gorintiler 20 X, alttaki gorintuler 40 X

blyttmedir.

Sekil 4.23 ve Sekil 4.24 incelendiginde, 6zellikle kiiresel sekilde gdziikmekte olan hiicrelerin
cekirdeklerine yakmn bolgelerdeki kirmizi tonlarda boyanmalar dikkat c¢ekmektedir.
Boyamada malzeme de boyanmistir. Fakat, kiiresel yapidaki hiireler ve boyanan
sitoplazmalar1 net olarak gdziikmektedir. Bu da hiicrelerin kikirdak dokuya farklilastigini ve
sitoplazmada GAG varligini1 géstermektedir. Hem geleneksel hem de mikrodalga gruplarinda
kikirdak farklilasmasi géziikmektedir. Ancak, dzellikle mikrodalga grubunun 21. gtinlerdeki
goriintiilerinde hem kirmizi tonunun hem de hiicre yogunlugunun arttig1 net bir sekilde

gorilmektedir.
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4.3.6. Glikozaminoglikan (GAG) I¢eriginin Belirlenmesi

Farklilasarak kiiresel morfolojiye sahip olan kondrositler glikozaminoglikan (GAG), kollajen

I ve agregan gibi kikirdak yapisina 6zgii ECM molekiilleri sentezlemektedirler. Uretilen

hidrojel yapilarmin icersindeki ATDCS hiicrelerinin kikirdak hiicrelerine farklilagmasini

gostermek ve gruplar1 kendi aralarinda kiyaslamak i¢in GAG igerigi belirlenmistir. Elde

edilen veriler dogrultusunda olusturulan grafik Sekil 4.25°te sunulmustur.
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Sekil 4.25.

Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle Gretilen %12 (v/iv) MA iceren
hiicreli hidrojel gruplarmim 7. ve 21. giinlerdeki GAG igerigini belirten bar
grafigi; «, ** istatistiksel olarak anlamli farklilik (n=3, kontrol grubu %12
(v/v) MA mikrodalga 7. gin iken %12 (v/v) MA mikrodalga 21. gun **
p<0.01; kontrol grubu %12 (v/v) MA geleneksel 7. gin iken %12 (v/iv) MA
geleneksel 21. giin « p<0.05).

Geleneksel ve mikrodalga gruplari arasinda GAG igerigin yoniinden istatistiksel olarak

anlamh bir fark (p>0.05) olmamakla birlikte, hiicrelerin her iki grupta da kiiltiiriin son

giiniine gelindiginde GAG sentezlerinin arttig1 sonucu ¢ikarilmaktadir. Mikrodalga

yontemindeki artis geleneksel yonteme gore daha fazladur.
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4.3.7. Immiinositokimyasal Analizler

Agregan ve kollajen II de GAG gibi kikirdak hiicrelerinin salgiladigi, hiicre i¢inde ve
ECM’de fazla miktarda bulunan molekiillerdir. Kikirdak farklilagmasini gostermek icin
Kiltiirtin 21. giliniinde alinan hidrojel orneklerine agregan ve kollajen II boyamalari

uygulanmistir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.26°da sunulmustur.

21. Giin %12 (v/v) MA Geleneksel  21. Giin %12 (v/v) MA Mikrodalga

Kollajen 11

Agregan

Sekil 4.26. Geleneksel ve mikrodalga yotemleriyle iiretilen %12 (v/v) MA oranina sahip
hidrojellerin hiicre kulttrtnin 21. gunindeki kollajen Il ve agregan boyama
goruntdleri, 10 X biylitme. Kirmizi renk hiicre ¢ekirdeklerini, yesil renk

agregan ve kollajen Il molekiillerini gdstermektedir.

Goriintiiler incelendiginde iki grubun da kikirdak dokuya farklilastigi kollajen 11 ve agregan
salgiladig1 goziikmektedir. Agregan ve kollajen II birikimi fazla olan yerlerde yesil renk de
fazladir. Kiiresel yapida olan hiicrelerin i¢ kisimlar1 ve gevreleri boyanmistir. Ozellikle

mikrodalga gruplarinda boyanma geleneksel gruplara gére daha fazladir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalar temel olarak iki kisimdan
olugmaktadir. Birinci kisim, kappa carrageenan (k-CA) polimerinin metakrilik anhidrit (MA)
ile fonksiyonlandirilmast ve ardindan gergeklestirilen karakterizasyon c¢aligmalarini
icermektedir. Ikinci kisim ise ATDCS5 kikirdak onciil hiicreleriyle karistirilan polimer
cozeltisinin 3 boyutlu (3B) baskilanarak uygun 6zelliklerde biyog¢dzelti olarak sunulmasi ve
foto-¢apraz baglama yontemiyle kikirdak doku farklilasmasina yonelik hidrojel elde
edilmesidir. Elde edilen hidrojeller, 21 gunliik farklilasma ortaminda kiilttre edilip, gerekli
analizler yapilarak elde edilen sonuglar sunulmustur. Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda

elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

v k-CA polimeri MA ile geleneksel yonteme alternatif olarak mikrodalga yéntemiyle
fonksiyonlandirilarak sentezlenmistir. Geleneksel yontemde; 50°C’de 6 sa siiren
tepkime, mikrodalga yonteminde 1000 W mikrodalga enerjisi ile 5 dk’da
gerceklestirilmistir.

v' Metakrilatlama hacmen %4 ve %12’lik MA kullanilarak gergeklestirilmistir.
Geleneksel yontemde %4 (viv) MA ile metakrilatlanan «-CA polimerinin
metakrilatlanma derecesi (M.D) %25 + 5 iken, mikrodalga yontemi ile sentezlenen
K-CA’nmn M.D’s1 %85 + 9 olarak hesaplanmistir. Geleneksel yonttemde %12 (v/v)
MA ile ile sentezlenen k-CA polimerinin M.D’si %35 + 3 iken, mikrodalga
yontemiyle metakrilatlanan x-CA’nin M.D’si %80 + 8 olarak hesaplanmustir.
Metakrilatlanma dereceleri *H-NMR analizi sonucuna gére belirlenmistir.

v" MA oranimi azaltilarak (hacimce %4) yiksek M.D’ye (%80 =+ 8) sahip
metakrilatlanmis k-CA polimeri elde edilmistir.

v' Mikrodalga yontemiyle metakrilatlanmis %12 (v/v) MA oranmna sahip «-CA,
Fab@home mikroekstriizyon biyoyazici ile 3B baskilanabilmis ve viskozitesi, 3B
biyobaskilamaya uygun bir biyo¢dzelti olarak sunulmustur.

v Metakrilatlanmis k-CA polimerinden hidrojel eldesi icin foto-gapraz baglayici ajan
olan IRGACURE-2959® ile UV 1sik kaynagi kullanilarak foto-capraz baglama

prosesi uygulanmistir. Buna gore %8 (w/v) makromer konsantrasyonunda hazirlanan
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metakrilatlanmis k-CA ¢ozeltilerinin, %1 IRGACURE-2959® ile karistirilarak 5 cm
mesafe ve 40 s UV maruziyeti ile hidrojel yapilar1 olusturulmasi saglanmstir.
Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle ve hacmen %4 ile %12 MA oranlarinda
metakrilatlanan hidrojellere PBS (pH=7.4) iginde uygulanan 30 gunluk
biyobozunurluk testinde geleneksel gruplardaki % kiitle kaybinin mikrodalga
gruplarina goére daha fazla oldugu belirlenmistir. Bozunma: %12 (v/iv) MA
mikrodalga grubu (%19 £ 4) < %4 (v/v) MA mikrodalga grubu (37 = 5) < %12 (v/v)
MA geleneksel grup (%40 £ 6) < %4 (v/v) MA geleneksel grup (%64 + 2) seklinde
olmustur.

Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle ve hacmen %4 ile %12 MA oranlarinda
metakrilatlanan hidrojellerin PBS (pH=7.4) icerisindeki 30 giinliik sisme deneyi
sonucu denge sisme degerleri gravimetrik yontemle belirlenmistir. Geleneksel
gruplarin mikrodalga gruplarma gore yapilarina daha fazla su aldiklar1 goriilmiistiir.
Ayrica tiim gruplar denge sigsmelerine 20. giinde ulagmiglardir. Sigsme degerleri: %12
(v/v) MA geleneksel (%2790 £ 7) > %4 (v/v) MA geleneksel (%2021 £ 5) > %12
(v/v) MA mikrodalga (%1345 £ 4) > %4 (viv) MA mikrodalga (%864 + 4) olarak
belirlenmistir.

Gergeklestirilen reolojik analizlerin sonucunda; G’ degerleri: %4 (v/iv) MA
mikrodalga (4200 Pa) > %12 (v/v) MA mikrodalga (3100 Pa) > %12 (v/iv) MA
geleneksel (2150 Pa) > %4 (v/v) MA geleneksel (250 Pa) seklide bulunmustur. G’
degerleri ise %4 (v/v) MA mikrodalga (750 Pa) > %12 (v/v) MA mikrodalga (375
Pa) > %4 (v/v) MA geleneksel (200 Pa) > %12 (v/iv) MA geleneksel (190 Pa)
seklindedir.

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 kapsamimda ATDCS hiicreleri Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmistir. Tek tabaka olarak cogaltilan hiicrelerin fibroblastik morfolojide
oldugu goriintiilenmistir.

Hidrojel karakterizasyon ¢aligmalarinda sorun yasanmamasima ragmen %4 (v/v) MA
oranina sahip gruplarn kiiltiir ortaminda ilk 5 giin i¢inde bozundugu gériilmiistiir. Bu
nedenle hiicre kiiltiirii ¢alismalarina %12 (v/v) MA igeren gruplarla devam edilmistir.
Geleneksel ve mikrodalga yontemleriyle metakrilatlanan %12 (v/v) MA oranina

sahip x-CA polimerler ¢ozeltileri 2 x 107 hiicre/mL olacak sekilde ATDCS5 hiicreleri
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ile karstirtlip 3B baskilanarak, hiicre igeren hidrojeller basarili bir sekilde elde
edilmistir.

v Elde edilen hiicreli hidrojellerin kikirdak farklilasma ortaminda 21 giinlik kiiltiirii
gerceklestirilmistir. Kulttrtn 7. ve 21. glinlerinde hidrojellerin ylzeyleri ve kesitleri
SEM ile gorintilenmistir. Hiicrelerin farklilagarak kondrosit benzeri kiresel
morfoloji sergiledikleri goriilmiistiir. Ayrica, hiicreler hidrojelin 3B yapisinda
homojen dagilarak cogalmislardir. Goriintiller incelendigince %12 (v/v) MA
mikrodalga grubunda %12 (v/v) MA geleneksel gruba gore hiicre yogunlugunun daha
fazla oldugu goriilmektedir.

v’ Hiicre iceren hidrojellere 1. ve 21. giinlerde yapilan canli-6li boyama sonucunda
hiicrelerin ytizde canliliklar1 “ImageJ” programiyla hesaplanmistir. Buna gore 1. gin
% hiicre canliliklart: %12 (v/v) MA geleneksel grup %70.7 £ 4.0 , %12 (v/v) MA
mikrodalga grubu %90.0 £ 5.0, %4 (v/v) MA mikrodalga grubu %93.3 + 4.7, olarak;
21. gun % hiicre canliliklar: %12 (v/v) MA geleneksel grup %75.3 + 4.5, %12 (v/v)
MA mikrodalga grubu %93.3 + 3.3 olarak hesaplanmistir.

v’ Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinin 7. ve 21. giinlerinde gerceklestirilen hematoksilen &
eozin (H&E) boyamasinda %12 (v/v) MA geleneksel ve mikrodalga gruplarmnimn her
ikisinde de hiicre varligi net bir sekilde goriintiilenmistir. Hiicreler koyu mor,
sitoplazma ve ECM proteinleri pembe tonlarinda boyanmustir. Ayrica, hiicre
yogunlugunun mikrodalga grubunda daha fazla oldugu da goriilmiistiir.

v’ Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinm 7. ve 21 .giinlerinde gerceklestirilen Safranin O / Fast
Green boyamalarinda %12 (v/v) MA geleneksel ve mikrodalga gruplarmmin her
ikisinde de hiicrelerdeki GAG birikimi sonucu koyu kirmizi boyanma net olarak
goriintiilenmistir. Bu kikirdak doku farklilasmasinin oldugunu gésteren 6dnemli bir
belirtectir.

v' Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarmm 21. giiniinde gergeklestirilen immiinositokimyasal
analiz kikirdak doku farklilagsmasina 6zgii olan agregan ve kollajen II varligini
kanitlamak i¢in yapilmistir. Her iki grupta (%12 (v/v) MA mikrodalga ve geleneksel)

da agregan ve kollajen II varlig1 goriilmiistiir.

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde; x-CA

polimerinin MA ile fonksiyonlandirilmasinda, reaksiyonun literatiirden farkli olarak

88



mikrodalga yontemi ile gergeklestirilmesinin metakrilatlanma derecesini arttirdigi ve
reaksiyon siiresini kisalttig1 goriilmiistiir. Ayrica diisiik MA (hacimce %4) orani ile yiliksek
M.D (%85 + 9) elde edilmistir. Bununla birlikte mikrodalga enerjisi ile gergeklestirilen
metakrilatlama prosesinde k-CA polimerinin geleneksel yontemle metakrilatlanan k-CA’na
gore viskoelastik ozelliklerinin (G’, G’’) ve viskozite degerlerinin daha yiiksek oldugu
gorilmistiir. Gergeklestirilen hiicre kiiltiirii calismalarinda da mikrodalga gruplarinda hiicre
yogunlugunun ve canliliginin geleneksel gruplara gore daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmistir. Ayrica, iki grupta da kikirdak dokuya farklilagsma gozlenmistir. Elde edilen
bulgular 15181nda, viskoelastik 6zellikleri mikrodalga prosesi ile metakrilatlanarak modifiye
edilen k-CA sahip oldugu viskoelastik 6zellikler ile, 3B biyobaskilama c¢alismalar1 igin

literattre yeni bir biyogozelti olarak kazandirilmastir.

Gelecekteki caligmalar i¢in iiretimden iiretime degisebilen problemlerin arastirilmasi, bu
problemlerin ¢o6ziime kavusturulmast ve metakrilatlanmis k-CA’nin  kikirdak doku
miihendisligi ¢alismalarinda kullanimmin arttirilmasi onerilmektedir. k-CA’nin 6zellikle
biyoyazicilarla kullanommin daha fazla arastirilmasi, farkli hiicre kaynaklariyla ve/veya
cesitli biyosinyal molekiilleriyle birlikte baskilanarak kikirdak doku farklilasmasini
desteklemeye yonelik calismalarin yapilarak sunulan bu ¢alismanin ilerletilebilecegi

goriislerinize sunulmustur.
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Ek 1. Mikrodalga yontemi ile metakrilatlanan %4 (v/v) MA oranmma sahip k-CA

polimerinin *H-NMR analizi.

Ylzde metakrilatlanma derecesi=[(Metakrilatlanmis k-CA’da yer alan metil grubunun alani
-CHs; 1.9-2.0 ppm + Vinil grubunun alani1 -CH2; 5.4-6.0 ppm) / (x-CA’da yer alan P galaktoz
alan1; 3.89-4.0 ppm)] x 100 (Esitlik 3.1)

Esitlik 3.1°e gore hesaplama su sekildedir:

1.91 ppm pikinin altinda kalan alanin degeri: 2.48
5.36 ppm’in solunda kalan pikin alani: 1.36

3.85 ve 4.04 ppm’in arasindaki pikin alani: 4.37

Formiile gore: [ (2.48 + 1.36) / 4.37 ] x 100 = % 88 olarak hesaplanmustir.
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