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OZET

3B YAZICI TEKNOLOJi ILE YANIKLARIN TEDAVIiSi iCiN
YARA ORTUSU URETIMI

Giinlimiizde doku miihendisligi calismalar1 her gecen giin artmaktadir. Doku
mithendisligi alaninda yeni bir etki yaratan bu c¢alismanin amaci, cilt
mekanizmasinin islevini mekanik ve biyolojik olarak taklit edebilen li¢ boyutlu
yara Ortiileri iiretmektir. Islem sirasinda matris polimeri olarak poli (vinil alkol)
(PVA) kullanilmis ve aljinik asit sodyum tuzu (SA), Jelatin-Metakriloil (GelMA)
ve farkli miktarlarda Gentamisin Siilfat (GS) matriks olusturmak i¢in yapilara ayri
ayr1 entegre edilmistir. Termal, mekanik, morfolojik, kimyasal o&zellikler ve
biyouyumluluk davranislar:t detayli olarak degerlendirildi. Mekanik test sonuclari,
15 mg GS ile PVA (%13 hacim/agirlik)-SA (%hacim/agirlik)- GelMA %o0.
hacim/agirlik) yara oOrtisiiniin yaklasik 12.5 MPa ile en yiiksek gerilme
mukavemetini gosterdigini gdstermistir. Termal karakterizasyon sonuglarina gore,
tiim yara ortiileri 220°C civarinda benzer erime sicakligina sahipti. Yara ortiisiiniin
biyouyumluluk 6zellikleri mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi ile test edildi ve
in vitro c¢alismalar, 20 mg GS ile PVA (%13 hacim/agirlik) -SA (%2
hacim/agirlik)- GelMA %0.25 hacim/agirlik) kompozit yapinin, fibroblast hiicre
hatt1 ile kiiltliirlendikten sonra, diger yapilara gore daha fazla hiicre canliligina

sahip oldugunu gosterdi.



ABSTRACT

PRODUCTION OF WOUND DRESSING FOR TREATMENTS OF
BURNS WITH 3D PRINTING TECHNOLOGY

Nowadays, tissue engineering studies are increasing day by day. The aim of this study, which
has a new impact on field of tissue engineering, is to produce three-dimensional wound
dressings that can mimic the function of the skin mechanism mechanically and biologically.
During the process, poly (vinyl alcohol) (PVA) was used as a matrix polymer and alginic acid
sodium salt (SA), Gelatin-Methacryloyl (GelMA) and different amounts of Gentamicin
Sulphate (GS) were integrated separately with the matrix to build the constructs respectively.
Thermal, mechanic, morphological, chemical features and biocompatibility behaviors were
evaluated in detail. Mechanical test results demonstrated that wound dressing of PVA (13%
wiv) -SA (2% wiv)- GelMA 0.25% wi/v) with 15 mg GS displayed the highest strain strength
of around 12.5 MPa. According to thermal characterization results, all wound dressing had
similar melting temperature around 220°C. Biocompatibility properties of the wound dressing
were tested by mitochondrial dehydrogenase activity, and in vitro studies showed that the of
PVA (13% w/v) -SA(2% wi/v)- GelMA 0.25% w/v) with 20 mg GS composite construct had
more cell viability than the other constructs by making use of the fibroblast cell line.



SEMBOLLER

MPa: Mega paskal
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KISALTMALAR

ECM: Hiicre dis1 matriks

3B: 3 Boyutlu

GelMA: Jelatin metakriloil

PVA: Polivinil alkol

SA: Sodyum Aljinat

CAD: Bilgisayar destekli tasarim

GS: Gentamisin Siilfat

SEM: Taramal1 Elektron Mikroskobu

FTIR: Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopi
DSC: Diferansiyel Taramali Kalorimetre

LAP: Lityum fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat
MHB: Miiller Hinton S1vi

AMP: Ampisilin

PBS: Fosfat tampon ¢ozelti

DMSO: Dimetil siilfoksit
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1 GENEL BIiLGILER

1.1 Doku Miihendisligi

Biyomalzemeler ve biliylime faktorlerinin destegiyle hiicrelerden yeni dokularin
rejenerasyonuna odaklanan "doku mihendisligi" teriminin ortaya c¢ikmasindan bu yana
neredeyse 30 yil gecti [1]. Doku miihendisligi, hastalarin dogal iyilesme potansiyellerine
dayali olarak kusurlu ve hasarli dokularin yenilenmesine ve onarilmasina yardimci olmak ve
hizlandirmak i¢in yeni ortaya ¢ikan bir biyomedikal teknoloji ve metodolojidir [2]. Doku
miihendisligi son derece 6nemli bir alandir. Genellikle doku islevini anlamaya caligsmak ve bir
giin viicuttaki hemen hemen her doku veya organin de novo yapilmasini saglamak amaciyla
malzemelerin ve hiicrelerin kullanimini igerir [2]. Doku miihendisligi, ikame dokular
gelistirmek ve/veya endojen rejenerasyonu desteklemek icin malzeme ve hiicre
transplantasyonu ilkelerini birlestirir [3]. Bu disiplinler arasi miihendislik, mevcut yapay
organlar ve kayip veya ciddi sekilde hasar gormiis doku veya organlart degistirmeyi
amaglayan organ nakli ile 1lgili dezavantajlarin iistesinden gelebilecek yeni bir terapétik arag
olarak cok dikkat ¢ekmistir [1]. Potansiyel etkisi ¢ok daha genis olan doku miihendisligi,
laboratuvarda sifirdan insa edilmis, caresiz hastalara nakledilmeye hazir organlarin
vizyonlarin1 ortaya c¢ikarir. Buna ilaveten, gelecekte, tasarlanmis dokular hastalar
tyilestirebilecek yeni ilaclarin gelistirilmesini hizlandirabilir ve organ nakline duyulan ihtiyaci

ortadan kaldirabilir [5].

Bir dokuyu yenilemek ve/veya islevini geri dondiirmek icin kusurlu bir parcaya hiicreleri
dahil etmek yerine, hiicreler tipik olarak transplantasyondan 6nce biyomateryallerin igine
gomiiliir veya iizerine ekilir . Bu o6rnekler, parcalanabilir yap1 iskeleleri olarak islev goriir ve
islevsel bir doku olusturmak icin hiicresel diizenlemeleri yeniden tanimlar. Doku
rejenerasyonunda uygulanan substratlarin makro gdzenekli yapisi, matrisin kendisinin (yapay
veya dogal) konformasyonel 6zelliklerini taklit eder. Hiicre disi1 matris (ECM), uygun bir
hiicresel substrat gorevi goriir ve morfogenez, doku sinirlarini belirleyerer pasif olarak

diizenlenir [6].

1.2 Hiicre Dis1 Matriks
Hiicre dis1 (Ekstraselliiler matriks) (ECM), kollajenler, proteoglikanlar/glikosaminoglikanlar,
elastin, fibronektin, lamininler ve diger birkac glikoproteinden olusan hiicresel olmayan ti¢

boyutlu bir makromolekiiler agdir. Matris bilesenleri, hiicrelerin tiim doku ve organlarda
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bulundugu karmasik bir ag olusturan adezyon reseptorlerine oldugu kadar birbirlerine de
baglanir [7]. ECM, gdg¢, ¢ogalma, morfogenez, yapisma ve farklilagsma gibi hayati hiicresel
fonksiyonlar1 kontrol eden hiyerarsik ve dinamik olarak diizenlenmis bir nanokompozit yap1
oldugundan o6nemlidir [6]. Hiicre yiizeyi reseptorleri, hayatta kalma, biiylime, go¢ ve
farklilasma gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen ve normal homeostazin korunmasi
icin hayati onem tasityan ECM'den hiicrelere sinyalleri iletir [7]. Bunlara ilaveten, ECM,
temas ettigi hiicrelere cesitli yollarla ipuglar1 saglar. ECM, gelismekte olan doku elemanlari
icindeki yerleri isaretler ve sinirlar1 belirler. Belirli ECM bilesenleri, temas ettikleri hiicrelere
dogrudan sinyal verir veya morfojenleri ve/veya biiyiime faktorlerini baglar, onlar

hiicrelerden uzaklastirir, aktive eder ve/veya yerel mikro-ortamda konsantre eder [8].

1.3 iskele

Doku miihendisliginin temel faktorleri sunlardir:

¢ Yeni doku biiylimesinin gereksinimlerini karsilamak i¢in uygun bozulma hizina sahip

ti¢ boyutlu bir iskele olusturmak
e Hiicre-hiicre ve hiicre-matris iletigimi i¢in birbirine bagl gozenekler saglamak
e Doku olusturmak i¢in hiicreleri bir araya getirmek

e Normal doku yapisini ve islevini kazanmak i¢in hiicre fenotipini diizenlemek
Dogal veya sentetik biyobozunur polimerler, doku miihendisligi i¢in iskelelerde kullanimistir.
Gozenekli yapr iskelelerinin liretimi i¢in partikiil li¢, fiber baglama, faz ayirma ve hizh
prototipleme gibi farkli yontemler kullanilmistir. Bu iskeleler, kemik, kikirdak, tendon, kan
damar1 ve kalp kapak¢igi dahil olmak {izere cesitli doku miihendisligi caligmalarinda
uygulandi [9]. Yapilan ¢aligmalar, dokuya 6zgii 3 boyutlu (3B) mimarinin ve fonksiyonlarin,
ECM benzeri biyomateryal ile tasarlanmis bir iskelede in vitro olarak yeniden
olusturulabilecegi veya korunabilecegi gosterilmistir ayica iskele kimyasinin da fenotip
diizenlemesi igin nemli oldugu immiinojenik olmayan bir ECM benzeri yapr iskelesinde arzu

edilen miihendislik 6zellikleri sunlar igerir:
A. su tutma kapasitesi
B. hiicreleri gergin pozisyonda tutmak i¢in dayaniklilik
C. hiicrelerin biiyiimesine ve 3B olarak diizenlenmesine izin vermek i¢in gdzeneklilik

D. yeni olusan hiicreler i¢in biyolojik olarak par¢alanabilirlik
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E. biiyiiyen hiicre kiitlesi i¢inde ve ¢evresinde oksijen ve besinlerin serbest akigina izin
vermek i¢in baglanabilirlik [10].

Doku miihendisligi Gigliistiniin birinci siras1 iskelelerdir [11]. Gézenek boyutu ve gozenekliligi
ile 6ne ¢ikan yapir iskelelerinin mikro yapisinin, olusan dokularin biyolojik ve mekanik
ozelliklerini 6nemli Olgiide etkilemektedir bu nedenle, iiretim siirecinde iskele gozenek
boyutunu ve gozenekliligini tahmin etme ve belirleme yetenegi biiyiikk dnem tagimaktadir
[12]. Hiicreler ve cevreleri arasindaki etkilesim, matris mimarisinden ve mekanik ve
biyokimyasal &zelliklerinden 6nemli lgiide etkilenir. Iskeleler, 3 boyutlu bir ortamda hiicre
baglanmas1 ve biiylimesi i¢in gerekli destegi saglar ve sonunda kendi kendine bir araya
gelerek miihendislik dokusunun olusumunu saglar. Iskelenin mekanik etkisi, biiyiik dlgiide
uygunluk ve elastikiyet derecelerini belirleyen malzeme, gézenek boyutu, bozunma hizi ve
yapist gibi Ozelliklerden tiiretilir. Agikca, farkli 6zelliklere sahip iskeleler, hiicre davranisini
ve genel iiriin kalitesini ve dogasimi farkli sekilde etkileyecektir [13]. Iskeleler
biyobozunurluk, biyouyumluluk, biyomineralizasyon, gézeneklilik, sisme yetenegi, protein
absorpsiyonu, yiizey kimyasal bilesimi ve yiikii, 1slanabilirlik ve mekanik mukavemet gibi su

onemli 6zellikleri igerir [14].

1.4 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler genel olarak, bir takim sebeplerden oGtiirii hasara maruz kalan organ veya
dokularm 1iyilestirilmesi, gelistirilmesi veya onlarin yerine belirli bir siire veya tim Omiir
boyunca kullanilmak {izere liretilmis, sentetik veya biyolojik kaynakli malzeme veya malzeme
kombinasyonlar1 diye adlandirilir. Diger bir ifadeyle, viicudun bir kismini veya islevini
giivenli, ekonomik ve fizyolojik bir sekilde degistirmek amaciyla cihazlari yapmak icin
kullanilan malzeme olarak da tanimlanabilir. Biyomalzemelerin kullanilmasindaki nihai
amag, vicuttaki dogal canli doku ve organlarin fonksiyonlarmi geri kazandirarak insan
sagligini iyilestirmektir. Biyolojik malzemelerin 6zellikleri, islevleri ve yapilar1 arasindaki
iligkileri anlamak esastir [15]. Biyomalzemeler insan saglhigint ve yasam Kkalitesini
iyilestirmede vazgec¢ilmez bir unsurdur. Biyomedikal uygulamalar i¢in polimerler sentetik ve
dogal olmak ftizere iki kategoriye ayrilabilir. Dogal olanlara birka¢ 6rnek verecek olursak
kollajen, kitosan ve aljinat ta gibi malzemeleri soyleyebiliriz. Seramikler, metaller, polimerler
ve kompozitler gibi baslhiklar ise Sentetik biyomalzemelerin altyapisindadir. Sentetik
polimerik sistemler akrilikleri, poliamidleri, polyesterleri, polietilenleri, polisiloksanlari,
poliiiretanlart gibi polimerleri igeririr [16]. Polimerik malzemeler biyomedikal alaninda

yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyomedikal alaninda sentetik polimerlerin kullanilmasi ¢ok
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daha kolay olsa da biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar1 nedeniyle dogal polimerlere de
ihtiyag  duyulmaktadir. Biyomedikal uygulamalar icin polimerik malzemelerin
hazirlanmasinin bir bagka yontemi, sentetik polimerleri dogal olanlarla harmanlamaktir. Son
otuz yilda iki veya daha fazla polimerin karisimina dayali yeni malzemelere artan ilgi

gozlenmistir.

Dogal polimerler genellikle biyouyumlu olsa da sentetik polimerler, dogal olarak olusan
bircok polimerden ¢ok daha 1yi mekanik Ozelliklere ve termal stabiliteye sahiptir. Sentetik
polimerlere kiyasla birka¢ dogal polimerin performansinda da bir sinirlama vardir. Sentetik
polimerler ¢ok cesitli sekillerde islenebilirken, dogal polimerler i¢in birkag¢ sekil kolayca elde
edilemez; 0rnegin, isleme sirasinda uygulanan yiiksek sicakliklar dogal yapilarini bozabilir.
Dogal polimerlerin ve insan yapimi olanlarin karisimlarina dayanan yeni gelistirilen polimerik
malzemeler, biyouyumlu olmali ve ayn1 zamanda biyomedikal uygulamalarda kullanim i¢in

iyi termal ve mekanik 6zelliklere sahip olmalidir [17].

1.4.1 Biyomalzemelerin Ozellikleri

1.4.1.1 Biyouyumluluk

Biyolojik a¢idan, biyouyumluluk, canli bir viicutta (memeli/insan) cansiz maddelerin (sentetik
veya dogal) kabul edilebilirliginden baska bir sey degildir. Bu kabul genel olarak “bir
malzemenin tibbi bir terapiye gore arzu edilen islevlerini yerine getirme, belirli bir
uygulamada uygun bir konak tepkisini indiikleme ve canli sistemlerle etkilesime girme

~ 199

yetenegi” olarak tanimlanir. Diger bir ifadeyle, biyomalzemenin bagisiklik sistemi tarafindan
herhangi bir yaralanma, toksisite veya reddedilme riski ve istenmeyen etkiler olmamasini
ifade eder. Bir biyomalzemenin canli dokularla yakin temas halinde kullanilmasi
amaglandigindan, implante edilen materyalin c¢evre dokulara ve konakgiya istenmeyen

reaksiyonlara neden olmamasi1 6nemlidir [18].

1.4.1.2 Konak yaniti
Konak yaniti, “konak organizmanin (lokal ve sistemik) implante edilen materyale veya cihaza
yanit1” olarak tanimlanir. Materyallerin ¢ogu asla inert degildir ve bir biyomalzemenin klinik

basarisi, onemli dl¢iide konak¢1 dokunun yabanci materyalle reaksiyonuna baglidir [18].

1.4.1.3 Toksik etkinin gozlenmemesi
Bir biyomalzeme, canli viicudunun bulundugu ortamda islevini gerceklestirirken diger viicut
kisimlarmni etkilememelidir ve bundan dolayr bir biyomalzemede toksik etki olmamalidir.

Biyomalzemeler igin toksisite, biyomalzemelerden gbé¢ eden maddelerle ilgilenir. Genel
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olarak toksik olmama, biyomalzemenin kanserojen olmayan, alerjik olmayan, kanla uyumlu
ve inflamatuar olmayan anlamina gelir. Baz1 6zel durumlarda, biyomalzeme, toksik olarak
kabul edilen belli bir kiitleyi serbest birakmak amaciyla dizayn edilmistir. Ornegin kanser

hiicrelerini hedef alan ve onlar1 yok eden bir "akilli bomba" ilag dagitim sistemi gibi [16].

1.4.1.4 Mekanik o6zellikler ve performans
Bir biyomalzemenin implante edilecegi canli sistemde fiziksel 6zelliklerinin istenilen organ
veya doku ile uyumlu olmasi istenilir. Bu nedenle biyomalzemeler kullanilacaklar1 bolge

ozelliklerine gore tasarlanmaktadir.

e Mekanik performans: Biyomalzemenin mekanik performansi, canli viicut ortaminda
amaglanan iglev i¢in tibbi cihazlar olarak tasarlanan biyomalzemelerin mekanik
ozelliklerini gosterir. Biyomalzemenin mekanik 06zelligi, uygulama yerine bagl
olarak degisir. Ornegin kalca eklemlerini gelistirmek i¢in uygulanana sert dzelliklere
sahip biyomalzemeler, esneklik ve tokluk gibi 6zelliklere sahip biyomalzemeler

gerektirmesi gereken kalp kapake¢igi gelistirmek i¢in uygun degildir.

e Dayaniklilik: Bir biyomalzemenin amacglanan islevini etkin bir sekilde yerine

getirdigi minimum siireyi belirtir.

o Fiziki 6zellikler: Biyomalzemeler, amaglanan iglevini yerine getirebilmek i¢in belirli
fiziksel 6zelliklere sahip olmalidir. Mesela kalga ekleminin artikiiler kupasi yiiksek

kayganlik gerektirirken goz i¢i lensi berraklik ve kirilmama olmamasi gerekir [16].

1.4.2 Dogal Biyomalzemeler
Genel bir bilgilendirme ve 0Ozelliklerinden sonra dogal ve sentetik biyomalzemelerin
birkagindan bahsedilecektir. Sentetik kisminda bu tez calismasinda kullanilan polimerlerden

daha detayl bir sekilde bahsedilecektir.

1.4.2.1 Seliiloz

Seliiloz, B (1—4) baglantili D-glikoz birimlerinden olusan, diinyada en bol bulunan dogal
biyopolimerdir. Seliilloz biyomateryalleri ile 1ilgili doku miihendisliginde kapsamli
uygulamalar vardir ancak Seliiloz tamamen bozunmadig: i¢in biyolojik bozunma hizlariin
sinirlanmasidir. Amorf kisimlar ve kristal kisimlardan olusan seliiloz, kristal parcalarda
hidroksil grubunun hidrojeni malzemeleri bir arada tutar ve bozunmay1 yavaslatir. Bakteri
seliilozu, doku miihendisliginde kullanmak i¢in daha umut verici biyomalzemeler yapan bitki

selilozuna kiyasla yiiksek 1slatma kabiliyeti, sabitlenebilirlik ve elastikiyettir. Yara
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pansumaninda klinik olarak kullanilmak iizere gida ve ila¢ uygulamasmma goére bakteri

seltilozu gilivenlidir [19].

1.4.2.2 Kitin

Kitin, en ¢ok bulunan ikinci dogal biyopolimerdir ve doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilir. Kitin nanolifleri, hiicre proliferasyonu ve adezyonu dahil olmak iizere hiicresel
aktiviteyi desteklemek i¢in doku miihendisliginde kullanilir. Buna ek olarak, gii¢clii mekanik
ozellikler, biyostabilite ve iyi biyouyumluluga sahiptir. Bu nedenle kitin, diger dogal
biyomalzemelerin mekanik mukavemetini ve mekanik mukavemetin yan1 sira bazi sentetik

biyomalzemelerin biyouyumlulugunu arttirmak i¢in kullanilabilir [19].

1.4.2.3 Fibronektin
Fibronektin, integrinlere ve kolajen gibi diger ECM proteinlerine baglanan kompleks bir
ECM glikoproteindir ve islevleri arasinda embriyonik gelisim, fibroz, kan pithtilasmasi, yara

iyilesmesi ve memeli hiicreleri i¢in baglanma bolgeleri saglanmasi yer almaktadir.[19].

1.4.2.4 Kollajen

Insan derisinin, baglarin, iskelet kasi, eklem kikirdagi, tendon, kemik sonrasi minerallerin
dogal hiicre dis1 matrisinin (ECM) ana bilesenidir ve ayrica yag dokusunda bulunur. Kollajen
dokuya biyolojik, yapisal ve fonksiyonel olarak destek saglamaktadir ve deri, kemik, kikirdak,
tendon, kas iskeleti, mesane, vaskiiler, omurilik, néron, dis ve kornea doku miihendisligi i¢in

iskele imalatinda yaygin olarak kullanilmaktadir [19].

1425 Jelatin

Jelatin, %85-92 protein, mineral tuz ve sudan olusan, biyobozunur ve biyouyumlu bir
malzemedir. Tip I kollajenin molekiiler bir tirevidir ve ¢ok gesitli gida, kozmetik ve
farmasotik uygulamalarda kullanilmigtir. Genellikle kolajenin {iglii sarmal yapisinin 1s1 ve
enzimatik denatiirasyon gibi iglemler yoluyla geri doniisiimsiiz hidrolize edilmesiyle iiretilir.
Bu nedenle jelatin daha az organizasyona sahiptir ancak kollajene ¢ok benzer bir molekiiler
bilesime sahiptir. Bu nedenle jelatin, in vitro hiicresel gelisim igin kolajen gibi benzer
biyomateryal islevleri yerine getirme ve yerine getirme kapasitesine sahiptir. Jelatin kolayca
temin edilebilir ve sigir kemikleri, baliklar, domuz derileri ve baz1 bocekler gibi gesitli
kaynaklardan elde edilebilir. Cesitli kaynaklardan elde edilen jelatinin biyouyumlulugu
iizerine yapilan birkag calisma, jelatinin genel olarak insan hiicrelerinde toksisite, antijenite ve

diger olumsuz etkilere neden olmadigini gostermistir [20].
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1.4.3 Sentetik Biyomalzemeler

1.4.3.1 Polivinil Alkol (PVA)

Polivinil alkol (PVA) hidroliz yoluyla Polivinil asetattan iretilen, biyolojik
organizmalar tarafindan kolayca bozunur ve suda ¢oziiniir kristal yapili bir polimerdir.
PVA, diinya ¢apinda 20. yiizyilin ilk yarisinda kullanilan yapay bir polimerdir.
Endiistriyel, ticari, tibbi ve gida sektorlerinde uygulanmis, regineler cerrahi iplikler ve
genellikle gida ile temas halinde olan gida ambalaj malzemeleri gibi bir¢ok nihai liriiniin
iiretilmesinde kullanilmistir [21]. Polivinil alkol (PVA), biyomedikal uygulamalar i¢in
istenen cesitli Ozelliklere sahip hidrofilik biyouyumlu bir polimerdir. Sulu PVA
cozeltileri, donma-¢6ziilme dongiileri kullanilarak fiziksel ¢apraz baglama yoluyla kati
bir hidrojele doniistiiriilebilir [22]. Bu polimer, biyopolimerler ve hidrofilik 6zelliklere
sahip diger polimerler gibi diger polimer bilesikleri ile harmanlanarak yaygin olarak
kullanilir; uyumlu yapisi ve hidrofilik 0Ozellikleri nedeniyle filmlerin mekanik
ozelliklerini gelistirmek icin ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir. Ayrica,
PVA, canli dokular i¢in iyi huylu, zararsiz ve toksik olmayan, yaygin olarak kullanilan
bir termoplastik polimerdir. Bu polimer, ¢apraz bagl iirlinlerde ve nano doldurucularda
kullanim1 nedeniyle genis ¢apta arastirilmaktadir. PV A, biyolojik olarak parcalanabilen
bir polimerdir ve parcalanabilirligi, karbon atomlarinda hidroksil gruplarinin varlig
nedeniyle hidroliz yoluyla arttirilir [21]. Renk ve kokusu olmayan PVA polimerleri 180-
228° C civarinda ergir ve 75-85°C' de camdan kauguga gegis gosterir. Vinil asetatin
vinil alkole hidroliz derecesi arttikca, polimer yapist daha fazla kristallesir, bu da
molekiiller aras1 kuvvetlerde, erime ve cam gecis sicakliklarinda artis ve sudaki
¢cozlinlirliiglin artmasiyla iligkilidir. Kristallesmesinden dolayr PVA yapisi oldukga
kararlidir ve kimyasal olarak inerttir. Hidrojeller, su veya sulu ¢ozeltileri yapilarina
absorbe etme kabiliyetine sahip ii¢ boyutlu capraz bagli hidrofilik polimerlerdir.
Kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglanma derecesine bagli olarak, emilen su miktari,
diisiik, orta ve yliksek sisme hidrojeller olarak siniflandirilabilecek sekilde degisir. PVA
hidrojelleri, hidrojen baglanmasina ve asir1 kristallesmeye karsi duyarliliklart nedeniyle,
genellikle c¢ok diisiik sisme kapasitesi sunarlar ve bu da onlar1 6zel biyomedikal ve

farmasdtik uygulamalar icin ¢ok arzu edilir kilar [23].

1.4.3.2 Sodyum Aljinat (SA)
Aljinat, dogada oldukca bol bulunan ve hem deniz kahverengi alglerinde yapisal bir bilesen

olarak hem de toprak bakterilerinde kapsiiler polisakkarit olarak bulunan bir polisakkarittir.
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Aljinatlarin endiistriyel uygulamalar1 arasinda gida, tip, ila¢ ve tekstil endiistrileri bulunur ve
suyu tutma yeteneginin yani sira jellesme, viskozite olusturma ve stabilize etme 6zellikleri
mevcuttur. Ek olarak, biliylik miktarlarda sivi tutma kapasitesi, onu ¢esitli uygulamalar i¢in
immobilizasyon matrisi olarak olduk¢a uygun hale getirir. Mesela ila¢ dagitimi, doku
mihendisligi ve rejeneratif terapotik uygulamalar ve biyo-yapiskanligina bagli olarak
mukozal dokuya bolgeye 6zgii teslimat gibi [24]. Aljinat, toksik olmama, biyouyumluluk,
biyolojik olarak parcgalanabilirlik, hidrofilik ve nispeten diisitk maliyet gibi baz1 benzersiz
ozelliklere sahiptir [25]. Sodyum aljinat, kapsamli bir sekilde yeniden degerlendirilmis ve son
zamanlarda yara Ortiisii, doku miihendisligi iskelesi ve ila¢ tasiyict gibi biyomedikal
uygulamalarda ¢ekici bir dogal kaynak olarak kullanilmistir. SA’nin islenebilirligi ve
performansi, sulu ¢ozeltisinin uygun polimerlerle harmanlanmasiyla gelistirilebilir, ¢linkii
polimer harmanlari, polimerik malzemelere istenen oOzellikleri, diisilk temel maliyeti ve

gelistirilmis islenebilirligi saglamistir [26].

1.4.3.3 Jelatin Metakriloil (GelMA)

Jelatin metakriloil (GelMA), jelatin metakrilat, metakrilath jelatin, metakrilamit modifiye
jelatin olarak da adlandirilir. GeIMA, kovalent olarak ¢apraz bagli hidrojeller olusturmak i¢in
1sikla baglatilmisg radikal polimerizasyona (yani bir foto baglaticinin varliginda utraviyole
(UV) 1s18mma maruz kalma altinda) maruz kalir. Cogu dokuda ECM' nin ana bileseni olan
kolajenin hidroliz iriinii olan jelatin, hiicre yeniden sekillenmesi i¢in uygun olan hedef
matriks metalloproteinaz dizilerinin yani sira hiicre baglanmasini destekleyen birgok arginin-
glisin-aspartik asit dizisi igerir. Bir jelatin ¢ozeltisi, kendi basina, fiziksel olarak ¢apraz bagl
hidrojeller olusturmak icin diisiik sicakliklarda benzersiz jellesme 6zelligine sahiptir. Buna
ilaveten, uygun bir sekilde, metakriloil ikame gruplarinin eklenmesi, 1liman kosullarda (oda
sicakligi, nétr pH, sulu ortamlarda vb.) gergeklesebilir ve reaksiyonun zamansal ve mekansal
kontroliinii saglar. Bu durum hidrojellerin mikro fabrikasyonunun benzersiz desenlere,
morfolojilere ve 3B yapilara sahip olmasini saglayarak hiicresel davraniglar1 kontrol etmek,
hiicre-biyomateryal etkilesimlerini incelemek ve dokular1 tasarlamak ic¢in ideal platformlar
saglamaktadir. [27]. GeIMA hidrojelleri, yiiksek oranda ayarlanabilir fiziksel ozelliklere ve
uygun biyolojik oOzelliklere sahiptir. GelMA'daki peptit motifleri, bu 06zellik nedeniyle
hiicrelerin ¢ogalmasina ve iskele i¢inde yayilmasina izin verir, GeIMA bazl hidrojel, dogal
ECM’'nin baz1 énemli islevlerine ¢ok benzer. Ek olarak, immiinojeniktir ve jelatin varligindan

dolay1 milkemmel biyouyumluluga sahiptir [28].
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1.5 Cilt Doku Miihendisligi

Akut deri yaralanmalar1 -ciddi yaniklar ve diyabetik yaralar gibi-patojenlerin kolonilesmek
icin yeterli zamana sahip oldugu hastaliklar, diinya capinda en 6nemli 6lim nedenleridir.
Kronik yaralarin hizli kapanmasi, hipertrofik skar olusumunun 6nlenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.
Uygun kaplama ve hizli tedaviler, genis yaniklar1 olan kisilerin hayatta kalma siiresini
uzatmak ve yaygin yara izi ve uzun siireli fizyolojik kusurlar1 6nlemek i¢in hayati adimlardir.
Mevcut bir tedavi olarak boliinmiis kalinlikta otogreftlerin kullanilmasi, sagliklt donérlerden
uygun deri greftlerinin eksikligi nedeniyle sinirlidir. Modern doku miihendisligi tabanl ve
sensoOr destekli tedaviler, yara izi olusumunu ve tedavi yan etkilerini azaltmistir. Entegre
goriintiileme teknolojisi, epidermal keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin yarali bolgeye

spesifik aktarimini yerine getirdi.

Malzemelerin molekiiler yapisinin miihendisligi, ayirt edici 6zelliklere sahip nano 6lgekli
malzemelerin ortaya c¢ikmasina neden olur. Aslinda nano biyomalzemeler, Kklinik
uygulamalarda uygulanma potansiyeli olan biyolojik olarak uyumlu pargalardir. Ek olarak,
nanomalzemeler doku miihendisligi ile bulustugunda, antibakteriyel 6zelliklere ve gelismis
mekanik avantajlara sahip terapotikler kullanilarak eszamanli olarak ileri rejenerasyon
gergeklestirilebilir.  Arastirmacilar, dogal cilt dokusunu Ozliimsemek i¢in ¢esitli
nanomalzemeler iizerinde deneyler yaptilar. Ornegin, ideal bir yara Ortiisii olarak, yakin tarihli
bir calisma, midyeden ilham alan ve cevre dostu dopamin kullanarak dogal bir yumurta
kabugu zarmmin yapisinda giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) uyguladi ve sonucunda,
AgNP'lerin giivenli ve istikrarlt bir sekilde salindigini, graniiler doku olusumuna yol actigini,

yeniden epitelizasyonu tesvik ettigini ve hiicre proliferasyonunu arttirdigini gosterdi [6].

Insan viicudunun en biiyiik organi olan deri, viicudumuzda fiziksel, kimyasal ve biyolojik
etkenlere karsi ilk savunma hatt1 gérevi goriir. Ayrica cilt de dahil olmak iizere bir¢ok hayati
islevi yerine getirmede biiyiik bir role sahiptir. Viicuttan su kaybinin énlenmesinde ve viicut
1sisinin diizenlenmesinde rol oynar [29]. Insan derisi, yiizeysel papiller dermis ve kollajenden
zengin retikiiler dermisten olusan epidermis ve dermis gibi birkag¢ farkli katmandan olusan
karmasik bir dokudur. Epidermisin mekanik davranisi kozmetik ve klinik uygulamalar i¢in
onemlidir. Ek olarak, cildin bariyer islevi oncelikle epidermis tarafindan gergeklestirilir.
Ormnegin, viicudu istenmeyen maddelerin girisinden korur [30]. Epidermis ayrica disaridan
iceriye dogru birka¢ katmandan olusur. Hem c¢ekirdekli hem de 6zIii olmayan substratlarin her
birinin deride farkli islevleri vardir [31]. Dermis yaklasik 2 — 5 mm kalinhigindadir ve

elastikiyet ve esneklik saglayan kollajen lifleri ve elastik bag dokusundan olusur. Dermis, kan
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ve lenf damarlari, sinir uglari, sa¢ kokleri, yag bezleri ve ter bezleri gibi yapilar1 igerir [32].
Yanik yarasi1 ve deri grefti dondr bolgesi tedavileri diinya ¢apinda biiyilik farkliliklar gosterir.
Yanik tedavileri i¢in pek cok farkli yara ortiisii malzemesi vardir ve yanik bdlgelerindeki
pansuman degisiklikleri Oncelikle genel anestezi gerektirir. Ayrica mevcut yara Ortiileri,
yaglanma, kronik yara insidansi ve risk faktorlerinin artmasi nedeniyle gerekli tiim
gereksinimleri karsilayamamakta ve bu nedenle gelismis yara bakim malzemelerine acil

ihtiya¢ duyulmaktadir [33].

1.6 Cilt Yara Iyilesmesi
Yara iyilesmesi, birbirini takip eden ve Ortiisen dort asamaya boéliinebilen dinamik ve

karmasik bir siiregtir:

v homeostaz (kan pihtilasmast)
v" iltihaplanma
v" doku biiyiimesi (¢ogalma)

v" doku yeniden sekillenmesi (olgunlasma).
Yaralanmadan sonraki ilk birka¢ dakika i¢inde kan trombositleri birbirine ve yara bolgesine
yapismaya baglar. Kollajen ile temas halinde trombositler amorf bir sekle doniiserek
aktivasyona neden olur. Ayrica, trombin iretilmeye baglar ve pihtilagma kaskadinin
baglamasini katalize eder. Bu da daha fazla kanamayi Onleyen bir ag olusturan fibrin

aktivasyonu ile sonuglanir.

Inflamatuar fazda, bagisiklik hiicreleri (6zellikle nétrofiller ve makrofajlar) yaraya alinir.
Fagosit hasarli ve 6l hiicreleri, bakterileri ve diger patojenleri veya enkazlar1 fagosit haline
getirirler. Ayrica, trombositlerle birlikte inflamatuar hiicreler, cesitli peptit biiylime

faktorlerini salgilayarak, fibroblastlarin yara bolgesine gociinii tesvik eder.

Proliferasyon fazinda ise fibroblastlar yara bolgesinde ¢ogalmak icin daha fazla uyarilir.
Ayrica, graniilasyon dokusu olusumu ve hiicre dis1 matris proteinlerinin, 6zellikle kollajenin
birikmesiyle dermal doku bilesenlerini yeniden olustururlar. Son olarak, yaranin yeniden
sekillenmesi sirasinda, fazla kolajen lifleri dermiste pargalanir ve yara kontraksiyonu zirveye

ulagsmaya baglar [29].

1.7 3 Boyutlu Biyobaski
Son zamanlarda, 6zellikle biiytlik yaralarin tedavisi i¢in, yara onarimi veya iyilesmesi alaninda

hiicresel bilesenler ve hastaya 6zgii 6zelliklerle karmagik mikro mimariler olusturma yetenegi
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nedeniyle ii¢ boyutlu biyobaski kullanilmaya baslandi. Ornegin, yara boyutlarinim eslesmesi
ve bagisiklik reddini 6nleyen hasta kaynakli hiicrelerin kullanilmasi gibi. Bir yara ortiistiniin
3B biyobaskisinda en onemli zorluk biyomiirekkeptir. Hidrojeller, hiicre dostu olmasi
nedeniyle bioink'in birincil tercihidir. Sodyum aljinat, kitosan ve GelMA'dan yapilan
hidrojeller, 3B biyobaskida kullanilmistir [34]. Biyobask1 sistemlerinin faydalar1 arasinda (1)
hizli bir sekilde tasinabilir olmasi, (2) belirli bir alana birden fazla hiicre tipini teslim
edebilmesi, (3) boyut ve topoloji agisindan hasarli parcaya tam olarak ayarlanabilmesi, (4)
diisitk maliyetle kolayca korunabilir ve calistirilabilir ve son olarak (5) kolayca sterilize
edilebilir olmas1 yer almaktadir. 3B ¢apraz bagli hidratli lifler olusturan hidrojeller, 3B
biyobaskida biyomiirekkep olarak uygundur. Bir hiicre matrisi olarak kullanilabilirler ve
dogal dokuyu ve hiicre dist matrisini taklit etmek icin degistirilebilen mekanik olarak
destekleyici bir mikro-ortam saglarlar [36]. Bu tez ¢alismasinda kullanilan ekstriizyon tabanl
3B baskidir. Ekstriizyon tabanli 3B baski, en yaygin baski metodolojilerinden biridir ve bu
nedenle biiyiik 6l¢iide bu tip baskida kaydedilen ilerlemeye odaklanacagiz. Bu yontem, genis
capta benimsenme, kullanim kolayligi, bilgisayar destekli tasarim (CAD) araciliiyla
karmagik geometrilerin hassas bir sekilde yazdirilmas: ve belirli yazdirilabilirlik 6zelliklerine

sahip malzemeler gerektirmesine ragmen ¢oklu katilastirma yontemlerinden yararlanir [37].
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2.1

2.2

2.3

2.3.

Tk

MATERYAL VE YONTEM
Malzemeler

PVA polimeri Sigma-Aldrich’ten alinmistir. PVA polimerinin  molekiiler agirhig
89.000-98.000 mol wt’dir

Aljinik asit sodyum tuzu (SA) Sigma-Aldrich’ten alimmustir. Kullanilan SA

polimerinin molekiiler agirligi 21,600 Da’dir
Lityum fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat (LAP) Sigma-Aldrich’ten alinmustir.

Gentamisin siilfat (GS) Sigma-Aldrich’ten alinmigtir. Kullanilan GS’ nin molekiiler
agirlig1 21,600 Da’dir

Jelatin-Metakriloil (GeIMA) Collagen AR-GE Firmasindan alinmistir ve molekiil agirligi
101,600 Da’dur.

Bu tez calismasinda kullanilan distile su gibi diger temel malzemeler Nanoteknoloji ve

Biyomalzemeler Uygulama ve Aragtirma Merkezi’nden saglanmigtir.

Kullamilan Cihazlar
v 3B iskele yazimlarinda 3B biyobaski (Hyrel 3D, USA) kullanilmustir.
v Yara ortiilerinin morfolojik 6zellikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (EVO
MA-10,ABD) ile goriintiilenmistir.
v’ Yara ortlilerinin kimyasal yapisinin incelemek amaciyla Fourier Dontistimlii Kizil6tesi

Spektroskopisi kullanilmstir.

v" Doku iskelelerinin mekanik o6zelligi Cekme testi ¢gekme cihazi (Shimadzu EZ-LX)

kullanarak belirlenmistir.

v Yara Ortiisui iskelelerinin termal 6zellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
(Shimadzu, DSC-60 Plus) cihazi ile arastirilmistir.
Metot

1 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

olarak, 10 ml distile suda %13 (agirlik/hacim) oraninda ¢oziilerek PVA hazirlanmistir.

Daha sonra manyetik karistiricida 110°C' de ¢oziindiiriildii. Daha sonra diger cozeltiler

hazirlanirken, PVA c¢o6zeltileri {izerine, Tablo 1'de gdsterilen oranlarina goére adim adim

polimer tozu ilave edildi. UV altinda PVA-SA-GelMA yap: iskelesini GeIMA ile ¢apraz
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baglamak i¢in lityum fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat (LAP), %0.0025 kullanildi. GelMA
eklendiginde, yapist geregi sicaklik oda sicakligina ayarlandi. Eklenecek gentamisin oranlari

sirastyla 10, 15 ve 20 mg olarak belirlendi. Tablo 1, her yara sargisi i¢in bilesim miktarini

gosterir.
Yara PVA SA GelMA LAP GS
ortiileri miktar1 (%) miktar1 (%) miktar (%) miktar: (%) miktar
1 13 - - - -
2 13 2 - - -
3 13 2 0.25 0.0025 -
4 13 2 0.25 0.0025 10 mg
5 13 2 0.25 0.0025 15 mg
6 13 2 0.25 0.0025 20 mg

Tablo 2.1 Yara ortiilerinde bulunan polimer ve ila¢ miktarlari.

2.4 3B Baski Yara Ortiilerinin Tasarim ve Uretimi

Kompozit yara oOrtiisli iskelesini iiretmek icin bir ekstriizyon 3B yazic1 (Hyrel 3D, ABD)
kullanilds. 1k olarak, Solidworks programi kullanilarak iskele tasarlandi ve 3B baski igin G
kodlarina doniistiiriildii. Konfigiirasyon, 20 mm x 20 mm x 1 mm boyutlarinda kare olacak
sekilde tasarlanmistir. Polimer soliisyonlar1 10 ml' lik bir siringaya yiiklendi. Baski hiz1 = 10
mm/s, akis hiz1 = 1 ml/saat, dolgu yogunlugu = %96, toplam katman = 5, baski i¢in viskozite
ve yogunluk gibi optimizasyon ¢aligmalarina gore ayarlandi. Baski isleminden sonra tiim

iskeleler ¢apraz baglama igin 10 saniye UV 15181 altinda tutulmustur.

2.5 Yara Ortiilerinin Karakterizasyonu
Imalattan sonra, karakteristik nitelikleri anlamak veya gdzlemlemek igin karakterizasyon

testleri yapildi.
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2.5.1 Yara Ortiisii Hidrojellerinin Reolojik Analizleri
Uretilen yara ortiileri hidrojellerinin, viskosite degerleri reometre cihazi (Rhelogy CP 4000)

kullanilarak elde edilmistir.

2.5.2 Yara Ortiilerinin Morfolojik Analizi

Baslangi¢ olarak, Taramali elektron mikroskobu (SEM) aktarilmadan 6nce gozenek yapisinin
gozlemlenmesi i¢in basili yapilar Optik mikroskoba yerlestirildi. Gézenek boyutu gibi
morfolojik 6zellikleri gozlemlemek i¢cin SEM (EVA MA10) kullanildi. Analiz 6ncesi yara
ortiileri piiskiirtmeli kaplama makinesinde (Quorum SC7620) 90 saniye altin ile kaplanmustir.

Ortalama gdzenek boyutu, Analiz yazilimi programi aracilifiyla analiz edildi.

2.5.3 Yara Ortiilerinin Kimyasal Analizi
Yara Ortiilerinin kimyasal yapisin1 belirlemek icin Fourier transform kizilétesi spektroskopisi
(FTIR, JASCO-4000) kullanildi. Baska bir deyisle, saf polimerlerin fonksiyonel gruplari

goriintiilendi. Iletim modu, 4 cm-1 ¢oziiniirliikte 4.000 ile 400 cm-1 arasinda ayarlandu.

2.5.4 Yara Ortiilerinin Termal Analizi
Erime sicakligr gibi termal ozellikler, Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC, Shimadzu)
vasitasiyla analiz edildi. Kapali aliiminyum kaplara pansuman yapildi. Sicaklik araliklar1 oda

sicakligindan baglatilmis ve dakikada 10° C isitma hizi ile 400°C' ye kadar devam etmistir.

Sekil 2.1 Kullanilan cihazlar, SEM (A), FTIR (B), DSC (C).

2.5.5 Yara Ortiilerinin Mekanik Testi

Basili yara ortiisii iskelelerinin mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in oda sicakliginda ¢cekme
test cithazi (Shimadzu) kullanildi. Testten once her o6rnegin kalinlig1 oOlgiildii ve cihazin
sistemine girildi. Ayrica istatistiksel analize uygun olarak her numune i¢in 3 ayr1 test

yapilmistir. Sistemde kuvvet ve hiz sirastyla 0.1 N ve 5 mm/dk olarak ayarlanmistir.
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2.5.6 Yara Ortiilerinin Antimikrobiyal Analizi

Antimikrobiyal test icin bakteriler Columbia Agar (Biomerieux, Fransa) besiyerinde %5
koyun kani ile biyiitiildii ve agar {izerindeki koloni uzaklastirilmadan dnce 35-37 °C'de 24
saat inkiibe edildi ve 0.5 McFarland bulaniklik hiicre siispansiyonu (1- 5 x 108 cfu/mL),
Miiller Hinton Sivi ortaminda (MHB) hazirlandi. Daha sonra bakteri 90 mm Miiller Hinton
agar (Merck, Almanya) besiyerine yayici ile yayilmistir. Daha dnce ultraviyole 1s1k altinda
sterilize edilen disk ornekleri besiyerine yerlestirildi. Sirastyla 10 ve 2 ug Ampisilin (AMP)
iceren diskler, E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 29213) i¢in kontrol diskleri olarak
yerlestirildi. Tim bakteri icermeyen numuneler, kontaminasyon analizi i¢in MHB'ye
yerlestirildi. Daha sonra besiyeri 35-37 °C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra disk etrafindaki
biiyiime inhibisyon ¢apt mm. olarak belirlendi [38].

2.5.7 Yara Ortiilerinin Kontrollii ila¢ Salim Testi

Gentamisin yiiklii yap1 iskelelerinden gentamisin salimi in vitro olarak arastirildi. ilk olarak 5,
10, 15 ve 20 mg ilag yiikli PVA-SA-GelMA iskeleleri tartilarak igerisinde bir minilitre Fosfat
Tampon Cozeltisi (PBS) (pH: 7.4) iceren eppendorf tiiplere aktarildi. Daha sonra termal
mikserde tutulan numunelerden belirli zaman araliklarinda (15, 30, 60, 120, 180, 300 dk ve
12, 24, 48, 72, 96 saat) PBS alinmistir ve absorbans degerleri bir UV spektrometresi ile

Olcililmiistiir. Her yeni 6l¢tim i¢in PBS degisimi yapilmistir.

2.5.8 Yara Ortiilerinin Biyoyumluluk Analizi

Hiicre canliligi igin MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) analizi
yapildi ve Ol¢iimler ii¢ kez tekrarlandi. Iskeleler {izerindeki fibroblast hiicrelerinin hiicre
canliligi, birinci kiiltiirlin birinci gilinlinlin sonundan baglayarak dordiincii ve yedinci giinlerin
sonunda MTT tahlili ile kantitatif olarak belirlendi. Inkiibasyondan sonra (37 °C, %5 CO,)
oyuklarin i¢indeki tiim ortam temizlendi ve yapi1 iskeleleri iic kez PBS soliisyonu ile
durulandi. Yikanan numunelerin {izerine 90 pl taze ortam ve 10 pul MTT soliisyonu ilave
edildi ve 3 saat siireyle inkiibatorde (37 °C, %5 CO-) bekletildi. iskelelerdeki ortam atildi ve
kuyular1 temizlemek icin iskeleler ¢ikarildi. Daha sonra formazan kristallerini ¢6zmek igin
iskelelere 200 pl Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis ve 1 saat inkiibatorde tutulduktan sonra,
ortam kuyulardan c¢ikarildi ve absorbans degerleri bir mikroplaka okuyucu ile 540 nm'de

slgiildi.
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3 BULGULAR

3.1 Reoloji Analizi

Tablo 3.1 Yara Ortiilerinin Viskozite Degerleri

Yara Ortiileri Viskozite (mPa.s)
% 13 PVA 4.254
% 13 PVA - %2 SA 4.086
% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA 4.086
% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10 mg GS 20.706
% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS 3.550
% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-20 mg GS 4.114

3.2 SEM ile Morfolojik Analizler Sonugclari

3B yap1 iskelelerinin gézenek boyutu ve yapist doku mithendisligi uygulamalarinda en 6nemli
faktorlerden biridir ¢linkii iskelelerin gozenekli yapist hiicre yapismasi, ¢ogalmasi, hiicre
beslenmesi ve gazlarin transferi gibi bir¢ok 6zelligi saglar. Hutmacher ve digerlerine gére 300

um ‘den kiiciik gozenek boyutlarinin gegirgenlik i¢in uygun oldugu sonucuna vartlmistir [39].

Sekil 3.1 Yara ortiilerinin SEM goriintiileri, a) % 13 PVA |, b) % 13 PVA - %2 SA c) % 13
PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA d) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GeIMA-10 mg GS e) % 13
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PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve f) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-20 mg
GS
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Sekil 3.2 Yara ortiilerinin histogram degerleri, a) % 13 PVA , b) % 13 PVA - %2 SA c) % 13
PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA d) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10 mg GS e) % 13
PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve f) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-20 mg
GS

Bu calismada, Sekil 3.1 SEM goriintilleme ve Sekil 3.2 gbzenek boyutu histogramlari
kullanilarak yara oOrtiilerinin yilizey morfoloji gdzenekleri ve ortalama gdzenek boyutlar
belirlendi. Saf PVA'nin ortalama gozenek boyutu dagilimlart 136.99 um ile sonuglanmistir.
(Sekil 3.2, a) SA ve GelMA eklendiginde, PVA-SA, PVA-SA-GelMA' nin gbzenek boyutu
dagilimlar1 261.41 pm ve 249.92 pum idi. (Sekil 3.2 (b, c)). Ayrica iskelelere Gentamisin
stilfat eklendiginde iskelelerinin ortalama gozenek boyutu sirasiyla) 267.42, 130.98 ve 185
olarak Ol¢iilmiistiir Sekil 3.2 (d-f ). Sonuglar, % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS
iceren 3B baskili iskelenin, en kiiclik gbzenek boyutu ortalamasi nedeniyle yara pansuman

uygulamasi i¢in uygun oldugunu gdstermistir.
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3.3 FTIR ile Kimyasal Analizler Sonugclari
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Sekil 3.3 Yara ortiilerinin FTIR sonuglari, a) % 13 PVA , b) % 13 PVA - %2 SA ¢) % 13 PVA
- %2 SA-% 0.25 GelMA d) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10 mg GS e) % 13 PVA -
%2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve f) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-20 mg GS

Uretilen pansuman iskelelerinin molekiiler yapilar1 FTIR analizi sonucunda belirlendi ve
sonuglar Sekil 3.3’te gosterilmektedir. PVA icin veriler- 3260 cm™ (karakteristik O-H bag1)
2911 cm? (simetrik C-H germe bagi) ve ~1410 cm™ (CHy). Titresim zirveleri 1610 cm™
(1602 cm™'de) civarindaydi ve 1350 cm™ (1324 cm™de) karboksilat tuz gruplariin asimetrik
ve simetrik gerilmesinin titresimine karsilik geliyor (Sekil 3.3, b) [40]. Her biri i¢in ortak
zirveler olsa da, kiiciik farkliliklar da vardi. Ote yandan GeIMA ve Gentamisin siilfat icin

spesifik bir bag yoktu, az miktarda olmalar1 nedeniyle yeni titresim pikleri gézlenmedi.

3.4 Termal Analiz Sonuglar:

Termal 6zellikler DSC teknigi ile arastirildi. Ortaya ¢ikan DSC termogramlart Sekil 3.4 te
gosterilmektedir. Yara ortiisii iskelelerinin DSC egrileri neredeyse tamamen birbirine
benziyordu. Tiim gruplar i¢in 220°C ila 230° C civarinda ve 300°C civarinda (PVA harig
(Sekil 3.4 (a) baslica endotermik pikler gdzlendi. 220°C ila 230°C araligi PVA'nin ergimesine
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atfedilmektedir [41]. Diger bilesiklerin eklenmesi, ¢ok az farkla erime noktalarinda bir artisa
neden oldu. Ayrica SA kristallesmez ve Ty (camst gegis sicakligl) ve Tm (erime sicakligi)
strastyla ~81 ve ~220 °C' dir [39]. Diger kompozitlerin eklenmesi, erime noktalarinda bir
artisa neden oldu, ancak bunun nedeni, bilesenler arasindaki etkilesimlerin ¢ok az fark
olmasidir. 300° C derecedeki tepe noktasi, PVA' nin bozunmaya basladig1 sicakligi gosterir
[42]. Diger polimerlerin ve ilacin eklenmesiyle bozunma sicakliginda bir artis gézlemlendi.

PVA-SA-GelMA-20 mg GS Sekil 3.4 (f) en yiiksek bozunma sicakligina sahiptir.

DSC
mW

0.00

100.00 ‘ 200.00 300.00
Sicakhk (C°)

Sekil 3.4 Yara ortiilerinin DSC diyagramlari, a) % 13 PVA |, b) % 13 PVA - %2 SA ¢) % 13
PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA d) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10 mg GS e) % 13
PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve f) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-20 mg
GS

3.5 Mekanik Test Sonuclari
Cekme testi sonucunda mekanik ozellikler belirlenmis olup, ¢ekme mukavemeti ve kopma
uzama degerleri Tablo 3.1°de gosterilmistir. Literatlirdeki caligmalar incelendiginde bu

verilerin yara tedavisinde 6nemli bir parametre oldugu anlasilmistir [39].

Tablo 3.2 Yara Ortiilerinin cekme mukavemetleri

Yara Ortiileri Cekme Kopma Uzamasi (%)
Mukavemeti
I- % 13 PVA 7.7+0.1 48+1.6
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11-% 13 PVA - %2 SA 6.5+0.3 38+33

I11- % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA 9.6+0.5 25+0.3

V- % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA- 6.0+0.9 2.4+0.1
10 mg GS

V-% 13 PVA - %2 SA- % 0.25 GelMA - 11.5+0.7 53+1.9
15 mg GS

VI1-% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA- 14.6 +1.25 3.3+09
20 mg GS

Test sonuglarina gore, %13 PVA'ya eklenen %2 SA' nin daha 6nce inceledigimiz ¢aligmalarda
[43] bekledigimiz bu durumu PVA'nin mekanik 6zelliklerini azalttigi gozlemlendi, ikili
yapiya ¢ok diisiik bir yiizde ile eklenen GeIMA ise cekme mukavemetini artirmistir. {lacin bu
yap1 {izerindeki etkisini adim adim inceledigimizde anlasildi ki 20 mg Gentamisin siilfat
iceren yara Ortlisii iskelesi ayni test kosullari altinda mekanik olarak en iyi sonuglari
gostermistir. Park ve ark. gore insan derisinin elastik kayma modiilii 2 kPa ila 8 kPa

araligindadir, bu nedenle tiim yara Ortiileri testler i¢in uygundur [44].

3.6 Antimikrobiyal Test Sonug¢lari

Disk diflizyon deneyi ile yara ortiilerinin antimikrobiyal aktivitesi belirlendi ve sonuglar Sekil
3.2'de gosterildi. Bu testte pH, sicaklik ve kiiltiir ortam1 beslemesinin optimum kosullara
sahip olmasi nedeniyle maksimum aktivite elde edilir. Yani ger¢ek hayatta antibakteriyel
aktivite sonuglar1 daha yiiksektir [45]. Saf PVA [46] ve SA [39] kendi baslarina antibakteriyel
aktivite gostermezler, bu nedenle GS, 10 mg, 15 mg ve 20 mg olmak {iizere farkli
konsantrasyonlarda yara Ortiisii iskelelerine aktarilmistir. Bunlarin antimikrobiyal aktiviteleri

gram negatif E. coli ve gram pozitif S. aureus igin arastirildi.
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Tablo 3.3 S.aureus (ATCC 29213) ve E.coli'ye (ATCC 25922) karst farkli GS

konsantrasyonlar1 ve ampisilin (2 ve 10 pg) i¢in zon ¢ap1

Ornekler S. aureus E.coli ATCC 25922
ATCC Zon cap1 (mm)
29213 Zon
cap1 (mm)
I- % 13 PVA 0 0
11% 13 PVA - %2 SA 0 0
111-% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA 0 0
1V-% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA- 5 7
10 mg GS
V-% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA- 11 10
15 mg GS
VI1-% 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA- 14 12
20 mg GS
Amp- Ampisilin (2-10 pg) 15 17
S. aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922
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Sekil 3.5 S. aureus (ATCC 29213) ve E. coli'ye (ATCC 25922) kars1i farkli GS
konsantrasyonlar1 ve ampisilin (2 ve 10 pg) inhibisyon bdlgeleri, I) % 13 PVA , 11) % 13 PVA
- %2 SA 111) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA 1V) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10
mg GS V) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve VI) % 13 PVA - %2 SA-%
0.25 GelMA-20 mg GS

Tablo 3.2 Gentamisin siilfat igeren biyo-nanokompozitlerin (bolge ¢api) gram-pozitif
bakterilere, gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitesini gostermektedir. Diger bir
deyisle, yara ortiileri GS varligi nedeniyle antibakteriyel aktivite gostermistir. Genis
spektrumlu bir antibiyotik oldugu i¢in her iki bakteriye karsi antibiyotik yiikli yara
pansumanlarinda inhibisyon bolgeleri agik¢a gozlendi [47]. En diisiik antibiyotik hizinda (5
mg) bile antibakteriyel etki gozlendi. Ayrica 20 mg antibiyotik igeren yara Ortiisii iskelesi en
iyl sonuglart vermistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore antibiyotik orani ile
antibakteriyel aktivite arasinda dogru bir iligki oldugunu soOyleyebiliriz. Yani antibiyotik

oraninin artmasi ile antibakteriyel aktivite etkisini gostermis ve zon ¢aplari artmistir.

3.7 Kontrollii ila¢ Salim Testi Sonuclar

Ila¢ salim kinetigini belirlemek icin, birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas gibi bir¢ok
matematiksel model vardir [48]. Bu calismada, ila¢ salim kinetiginin degerlendirilmesi igin
birinci dereceden matematiksel model kullanilmistir. Kiimiilatif salim, ol¢iilen absorbans
degerlerinin zamana bagl verileri ve gentamisin siilfatin kalibrasyon egrisi kullanilarak

hesaplandi ve sekil 3.6'da kiimiilatif salim gosterildi.

Kiimiilatif salim (%)

' T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zaman (dakika)

Sekil 3.6 In vitro ilag salimi kinetik tahlil sonuglari, a) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-10
mg GS b) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25 GelMA-15 mg GS) ve ¢) % 13 PVA - %2 SA-% 0.25
GelMA-20 mg GS
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Yontem bolimiinde bahsedilen deney, in vitro test kosullari igin canli organizmalarin
fizyolojik Ozelliklerine yakin olmalart nedeniyle 37°C'de ve PBS'de pH 7.4'te
gergeklestirilmistir. Yara ortiilerinin ¢ogunlugunu olusturan PVA SA, suda iyi ¢oziinebilen
polimerler oldugu i¢in ilk 15 dakikada salimi gézlemledik. Her ilag igerigi igin son ana kadar
salim devam etmesine ragmen, ilk 24 saat boyunca her numune i¢in %60'tan fazla salim
gosterdi. Sonuglar birbirine yakindi. Lezyon olusumu sonrasi inflamatuar fazi 6nlemek i¢in
antibiyotik salimi yapilir ve daha sonra akut yaralanmalarda 7-8 saatlik kontrollii salm tercih
edilir. Ek olarak, ilk siliriimden sonra dldiirmek i¢in serbest birakmaya devam edilmesi arzu
edilir.

3.8 Biyouyumluluk Test Sonuglar1

140
120 mlgin m3.gin m7.gin
100

B0

Hiicre canhligi (%)

20

Sekil 3.7 Kontrol grubuna gore tiim yara Ortiilerinin hiicre canlilig1 sonuglari

Tlim yara Ortiilerinin sitotoksisitesi, hiicre adezyonu ve proliferasyonu ve hiicre canliligi
l.glin, 3.glin ve 7.giin igin MTT testi ile incelenmistir. Canlilik sonuglar1 Sekil 3.7'de
gosterilmistir. Tim yara oOrtiisii iskelelerinde toksik etki yoktu ve her yara oOrtiisii tutarli
canlilik sonucu verdi. Ote yandan, sonuglar hepsinden farkliydi ancak istatistiksel olarak
anlamli bir etki yoktu. Yani 6rnegin PVA-SA yapisina GeIMA eklendiginde canlilik (%)
degerinin arttig1 veya azaldigi sdylenemez. Ancak 7.glin sonunda GS yiiklii yara ortiisii
iskelesi arasinda PVA %13- SA %2- GelMA %0,25 -20 mg GS arasinda yiiksek canlilik

gbzlenmistir. Onceki analizlerin sonuglari ile karsilastirildiginda iyi ve tutarli bir sonugtu.
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4 SONUC

Bu calismada 3B baski teknolojisi ile yara pansuman iskeleleri basariyla {iretilmistir.
Biyouyumlu ve temel anlamda suda ¢oziiniir polimerler olarak PVA-SA-GelMA polimerleri
secilmistir. Genis spektrumlu ve yanik tedavisinde kullanilan gentamisin siilfat (GS), yara

lyilesmesini hizlandirmak i¢in 3B pansumanlara farkli konsantrasyonlarda eklenmistir.

Uretilen yara ortiilerinin gozenek boyutlarmim hepsinin 270 pm'den kiigiik oldugu ve en
diisiik 15 mg GS (130 pm) yiikli iskele oldugu gézlemlendi. Ayrica ¢ekme testi sonucunda
20 mg GS ile yiiklenen yap1 en yiliksek ¢cekme dayanimina sahip olmustur. Sitotoksisite
testleri incelendiginde yapilar {izerinde herhangi bir toksik etkinin olmadig1 ve biyouyumluluk
oranlarinin istenilen degerlerde oldugu gériilmiistiir. ila¢ miktarinin artmasiyla birlikte
antimikrobiyal etkinin artmasi diger sonuglari destekledi. Tiim sonuglar incelendiginde,
antimikrobiyal 0Ozelliklere sahip GS igeren 3B baskili yara oOrtiisii iskeleleri, doku

miihendisligi calismalarinda ve yanik tedavilerinde umut verici bir yenilik ve iirlin olabilir.
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