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Tecrlbelerini benden esirgemeyen ve karsilastigim zorluklarda her daim
ayakta kalmami saglayan babama, kaybolmus hissettigimde, elimden tutup dogru yolu
gosteren, bugun oldugum kisi olmami saglayan anneme, akademik hayatimi yakindan
takip eden dedeme ve anneanneme ve tez slrecinde hep yanimda olan kardesime

tesekkrd borg bilirim.
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3 BOYUTLU BIYO BASKI YONTEMI iLE BIYOAKTIF
KATKILI TRANSDERMAL DOKU ISKELETI URETIMI VE
SALIM KINETIGI MATEMATIKSEL MODELLEMESI

Alp Erdogan Ozturk

OZET

Doku miuhendisligi alani, cilt enfeksiyonlari, yaralanmalari ve yanik
problemleri gibi kendiliginden iyilesme silrecinin imkansiz veya yetersiz oldugu
durumlarda viicudun kaybettigi cildi geri kazanmasina yardimc: olmanin bir yoludur.
Cilt enfeksiyonlar1 tedavisinde yapay deri (Gretimi biyo-baski cihazlariyla
saglanmaktadir. Biyo-baski iskelesi icin optimum PVA/KS-aljinat/Zerdecal bilesimini
belirlemek amaciyla farkli bilesimlerde PVA/KS-aljinat karisimi hidrojellerin mikro
yapisini, fizikokimyasal 6zelliklerini ve basilabilirligini arastirmak icin kullaniimastir.
Bu calismada, Kitosan (KS), sodyum aljinat (ALG) ve Polivinil alkol (PVA)
kombinasyonundan  nanokompozitler  sentezledik. Daha sonra, Zerdecal
nanokompozitlerin igine kapsullenmis ve Fourier-transform kizilotesi spektroskopisi
(FTIR), elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Bu calismalarin
yaninda Zerdagal biyoaktif maddesinin, salim kinetigi mekanizmas: Franz diflizyon
hicresi ile 6l¢lilmis ve matematiksel modelleri incelenmistir. Ayrica, kapsillenmis
Zerdegal, serbest Zerdecal'dan daha ylksek antibakteriyel, antioksidan ve anti-
inflamatuar aktivite gostermistir. Sonuclara gore, albimin denatlrasyonu igin
maksimum inhibisyon (%83,59), maksimum antioksidan aktivite (%85,79) ve 23,68
mg GAE/100 g ile en yuksek TPC igerigi PVA/KS-ALG biyokompozitinde
bulunmustur. Bu nedenle, ¢ biyopolimer KS ve ALG ile PVA'nin es zamanh

kullaniminin Zerdecal'in terap6tik etkinligini sinerjik olarak artiracagi sonucuna



varilmistir. Sonug olarak, PVA/KS-ALG biyokompozitinin yeni nano-kompoziti,
oOzellikle inflamatuar hastaliklar ve kanser olmak tizere gesitli hastaliklar: tedavi etmek
icin biyomedikal uygulamalar ve ilag dagitim sistemleri icin etkili bir strateji ve umut

verici bir aday sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyomalzemeler, Doku iskeleleri, ilag Dagitimi, Kitosan,
Zerdecal, 3 Boyutlu Biyobaski, Eklemeli imalat

Vi



PRODUCTION OF BIOACTIVE ADDED TRANSDERMAL
TISSUE SKELETON USING 3D BIOPRINTING METHOD AND
MATHEMATICAL MODELING OF RELEASE KINETICS
Alp Erdogan Ozturk

ABSTRACT

The field of tissue engineering is a way to help the body regain lost skin in
cases where the self-healing process is impossible or inadequate, such as skin
infections, injuries and burn problems. Artificial skin production in the treatment of
skin infections is provided by bioprinting devices. In order to determine the optimum
PVA/CS-alginate/ Turmeric composition for bioprinting scaffold, PVA/CS-alginate
mixture of different compositions was used to investigate the microstructure,
physicochemical properties and printability of hydrogels. In this study, we synthesised
nanocomposites from the combination of chitosan (KS), sodium alginate (ALG) and
polyvinyl alcohol (PVA). Then, turmeric was encapsulated into the nanocomposites
and characterised by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), electron
microscopy (SEM). In addition to these studies, the release kinetics mechanism of
turmeric bioactive substance was measured by Franz diffusion cell and mathematical
models were analysed. In addition, encapsulated turmeric showed higher antibacterial,
antioxidant and anti-inflammatory activity than free turmeric. According to the results,
the maximum inhibition for albumin denaturation (83.59%), maximum antioxidant
activity (85.79%) and the highest TPC content with 23.68 mg GAE/100 g were found
in PVA/CS-ALG biocomposite. Therefore, it was concluded that the simultaneous use
of three biopolymers KS and ALG and PVA would synergistically enhance the
therapeutic efficacy of turmeric. As a result, the new nanocomposite of PVA/KS-ALG
biocomposite can be used to treat various diseases, especially inflammatory diseases

and cancer.
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GIRIS

Deri, insan viicudunun en blylk organidir ve kolay erisilebilirligi nedeniyle, ilag
dagitiminda énemli bir rol oynamaktadir. Yara ise biyolojik, kimyasal, fiziksel, mekanik
hasarlar sonucunda deride olusan hasar veya yirtilma olarak tanimlanabilir. Daha bilimsel
bir tammla yara, derinin dogal anatomik yap:1 ve islevsel butlnliginde olusan bir
kesintidir. Yara iyilesmesi, yeni hiicrelerin ¢gogalmasi, doku butunlugunin restorasyonu
ve yaranin anatomik, fizyolojik ve histolojik yapisinin geri kazanilmasiyla ortaya ¢ikan
karmasik, dinamik, biyokimyasal ve sitolojik olaylarin tamamina denir. Bu islem,
iltihaplanma, hiicre gocu, anjiyogenez, matris sentezi, yeni kolajen olusumu ve
reepitelizasyon gibi cesitli hlicresel, biyokimyasal ve molekiler asamalar1 igerir. Doku
muihendisligi alani, cilt enfeksiyonlari, yaralanmalari ve yanik problemleri gibi
kendiliginden iyilesme stirecinin imkansiz veya yetersiz oldugu durumlarda vicudun
kaybettigi cildi geri kazanmasina yardimct olmanin bir yoludur. Cilt enfeksiyonlar
tedavisinde yapay deri Uretimini biyo-baski cihazlariyla saglanmaktadir. Bu ¢alismada
biyo-baski iskelesi i¢in optimum PVA/KS-ALG/Turmerik bilesimini belirlemek
amaciyla farkli bilesimlerde PVA/KS- PVA/KS-ALG hidrojellerin mikro yapisini,
fizikokimyasal 6zelliklerini ve basilabilirligini arastirmak icgin kullaniimistir

Doku muhendisligi caligmalarinda membran uygulamalari yiksek bir dneme
sahiptir. Membranlarin genel 6zelligi, esneklik, biyouyumluluk, kararlilik, hazirlama ve
uygulama kolayhg: olmasidir. Ozellikle biyopolimer tabanli membranlarin segimli
gecirgen Ozellikte olmasi, gozenekli yapisi ve yari iletken sensor olarak kullanabilir
olmasi biyosensér uygulamalarda doku ile ortu arasindaki pH, glikoz ve ter gibi.
Fizikokimyasal degerlerin olculebilir ve segici gegirgen 0Ozelligi sayesinde kullanim
alamim artirmaktadir. ilag genellikle g6zenekli bir membranla kaplanms bir rezervuarda
bulunur veya gémuli ilaci serbest birakmak igin viicut sicakliginda eriyen yapiskan bir
matris igine yerlestirilir. En Ginli transdermal bantlardan biri, sigaray: birakmaya yardimci

olmak icin kana dusuk dozlarda nikotin salan nikotin bandidr.

Doku mihendisligi ¢alismalarinda polivinil klorir, polietilen, polivinil asetat vb.

cesitli polimerlerden yararlanilmaktadir. Polivinil klorir (PVC) esnek ve gecirimsiz bir



destek olarak 0ne ¢ikar ve aginma sirasinda yapisal butlinlik saglar. Polietilen (PE) ve
Polipropilen (PP), destek veya yapiskan katmanlarda mekanik mukavemete katkida
bulunur. Polietilen vinil asetat (PEVA), salim oranlarinin kontrol edildigi ilag
rezervuarlarinda kullanilir. Cok yonli bir yapistirici olan polidiretan, gicli cilt yapismast
ve yama dayaniklihig:i saglar. Poliakrilat polimerler mukemmel yapisma saglarken,
Polivinilpirolidon (PVP) matris sistemlerinde ila¢ salim kinetigini module eder. Silikon
elastomerler, esneklikleri ve biyouyumluluklar1 ile genel yama konforuna katkida
bulunur. Bir bagka kopolimer olan etilen-vinil asetat (EVA), rezervuar sistemlerinden ilag
saliminin hassas kontroliine yardimci olur. Orta ila siddetli agrilarin tedavisi igin yavas
salinimli PLGA matris yamalar halinde transdermal buprenorfin formilasyonu (Transtec)
piyasaya surulmustir. Buprenorfin gucli bir mu-reseptor kismi agonistidir ve yaygin
olarak analjezik bir ila¢ olarak kullanilmaktadir (Tzschentke, 2002). Transdermal
uygulamada biyopolimerik c¢apraz bagli filmler kullanan ila¢ dagitim sistemleri,
plastiklestirici olarak Transcutol® ve penetrasyon arttirici olarak terpenlerden olusan
kitosan jellerin, transdermal filmlerin iyi mekanik 6zellikleri ve biyoadezivitesi nedeniyle
ondansetronun transdermal filmlerini hazirlamak igin kullanilabilecegini gostermistir.
Kardiyovaskiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan Propranolol HCL gibi beta
blokdrlerin transdermal olarak verilebilmesi igin yapilan calismalarda HPMC, Uceryl,
olioksietilen 2-oleil eter, Eudragit RS-100 ve modifiye edilmis ksantan filmleri gibi
polimerlerden yapilan filmler kullaniimistir (Ahad, 2013). Ibuprofen yiikli poli(laktid-
ko-glikolid)/poli(etilen glikol)-g-kitosan iceren elektrospun membranlar kontrollu ilag
dagiim uygulamalarinda kullanilmstir. Elektrospun PCL ve PCL-g-HA NFM'ler,
peritendindz yapismay: 6nlemek ve biyomimetik tendon kiliflar1 olarak hizmet etmek
Uzere basariyla hazirlanmastir. Peptid bazli farmaso6tikler olan peptidin, insulin, kalsitonin
ve vazopressinin transdermal iletimi icin hidrojel bazli iyontoterap6tik ilag rezervuar
matrisleri kullaniimigtir. Poliakrilamid tipi hidrojelin sisme davranisi bir monomer ve
capraz baglayici konsantrasyonunun fonksiyonu incelenmis ve minimum sisme

Ozelliklerine sahip bir hidrojel sentezlenmistir.

Polimerik membranlar araciligiyla viicuda cgesitli yontemlerle ilag dagitimi
saglanabilmektedir. Bu yOntemlerden biri transdermal ila¢ dagittmidir. Transdermal
uygulama, bir maddenin cildin gesitli katmanlarindan gecerek sistemik kan dolasimina
yayildig: durumlar icin kullanilan bir kavramdir. ilag molekiluniin etkili penetrasyonu

transdermal ila¢ salintminda énemli bir rol oynar. Giinlik hayatta sikga kullanilan giines



kremleri, bocek kovucular ve antiseptikler gibi birgok bilesik vicuda dermal olarak
uygulanirken, digerleri cilt katmanlarina niifuz ederek cildin igindeki veya hemen
altindaki hedef bolgelere ulasir. Transdermal salinimda ilag deriye cesitli yollardan nifuz
edebilir: (a) Keratinositlerin hiicreler arasi bosluklarini isgal eden lipid matriks yoluyla
olan hucreler aras1 yol (lipofilik molekdller tarafindan ¢okca tercih edilmektedir), (b)
korneositler yoluyla olan transseliiler (hiicre ici) yol ve (c) kil foliklleri, yag bezleri ve
ter bezleri boyunca olan trans appendiks yolu. Transdermal dagitim genellikle hepatik ilk
gecis etkisi gosteren ve gastrointestinal (Gl) sistemde kararsiz olan ilaglarin verilmesi igin
tercih edilirken dermal (topikal) dagitim sadece derideki patolojik bolgeleri hedeflemek
ve minimum sistemik emilim saglamak icin kullanilmahdir. Transdermal olarak

uygulanan bazi ilaglar ve kullanim alanlar: Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Transdermal olarak uygulanan baz: ilaglar

flag Kullanim Alam
Skopolamin Yol tutmasi
Nitrogliserin Angina pektoris

Nikotin

Sigaray1 birakma

Lidokain/epinefrin

Lokal dermal analjezi

Fentanil HC1 Akut ameliyat sonrasi agri

Rotigotin Parkinson hastaligi

Metilfenidat Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
Buprenorfin Agr

Rivastigmin Demans

Estradiol Post-menstrual sendrom

Diklofenak Dietilamin

IItihaplanmalar

Doku mihendisligi ¢calismalarinda hidrojeller ilag dagitim uygulamalar: icin en
umut verici biyopolimerler arasindadir. Blyik miktarlarda suyu emebilen ve tutabilen
ayarlanabilir, enjekte edilebilir polimer bazli aglardan olusurlar. Sentetik olarak PEG,
PAA, PNIPAAmM ve polipeptitler, dogal olarak ise aljinat, HA, kolajen, kitosan, jelatin,
dekstran ve ipek gibi cesitli polimerlerden uretilebilirler. Hidrojel yaklasimin
kullanmanin avantaji, hiicre yuklu iskelenin dizensiz sekilli yara bolgelerine minimal
invaziv olarak iletilebilmesi ve sonunda faz gecisi Uzerine uyum saglayip

yerlesebilmesidir. Ayrica, hidrojeller, iyi biyouyumluluk ve minimum bagisiklik tepkisi



gOsterir, in vivo olarak kolayca metabolize olan amino asitlere ayrisir ve bu nedenle hem
ila¢ dagitimi hem de rejeneratif mihendislik uygulamalar: i¢in avantajli olan emilebilir
bir iskele saglar. Yaranin korunmasini, iyi nemlendirilmesini ve oksijenlenmesini
saglayarak iyilesmeyi destekleyebilir. Hidrojel iskeleler ameliyat surelerini kisaltabilir,
ameliyat sonrasi agri ve yara dokusunu en aza indirerek maliyeti potansiyel olarak

dusdrebilir.

Kitosan dogal bir polisakkarittir ve kitin molekilinden asetil gruplarin
uzaklastiran bir islem olan Kkitin deasetilasyonuyla dretilir. Kitosan’in sagladig:
mukavemet ozelliklerinin yani sira, yaradaki inflamasyonu azaltmak ve yaranin nemli
kalmasini saglamak amaciyla aljinattan faydalanilmaktadir. Aljinat, kahverengi deniz
yosunlarinin hticre duvarlarindan elde edilen dogal bir polisakkarittir. Aljinatin tip
alaninda kullanimi, o6zellikle yara ortuleri Gzerindeki etkileri ve biyouyumlulugu
nedeniyle dnemlidir. Aljinat, su tutma kapasitesi yiksek bir bilesiktir. Yara yiizeyine
uygulandiginda, jole benzeri bir yapi olusturarak yaranin nemli kalmasina yardimci olur.
Aljinatin anti-inflamatuar 6zellikleri de vardir. Yara veya tahris olmus deri Uzerine
uygulandiginda, inflamasyonu azaltabilir ve agriy:r hafifletebilir. Aljinatin en dnemli
Ozelliklerinden biri, hiicrelere veya cilt dokularina yapismamasidir. Bu 6zellik, dusuk
yapiskanl yara ortilerinin tasariminda énemlidir. Yara bolgelerinde kullanilan bu ortiler,
ekstidalar1 emebilirler. Ancak, kuru yaralarda kullanilmamalar: 6nerilir, ¢linki bu tip
yaralarda emilimi tesvik ederler ve nemin yenilenmesini saglamazlar. Su anda, aljinatin
klinik olarak kullanildig: 6rnekler arasinda Kaltostat™ ve AlgSite M™ gibi yara Ortuleri
bulunmaktadir. Bu ortiler, yara bolgelerindeki sivilart emerek temiz bir ortam saglarlar.
Ancak, aljinatin daha etkili bir sekilde kullanilabilmesi igin yeni hidrojel yara orttlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu yeni orttler, yaralarin daha kapsamli bir sekilde tedavi
edilmesine yardimci olabilir ve aljinatin avantajlarini daha etkili bir sekilde kullanabilir.

Zerdecgalin (Turmerik) bilimsel adi1 Kurkuma longa'dir ve Hint safrani olarak da
bilinmektedir. Zerdecal ekstresi, zerdecal koklerinin 6glitilmesi ve ardindan ekstraksiyon
yontemleriyle kurkuminin ¢ikarilmasiyla gerceklesir. Bu islem sirasinda cesitli ¢oztculer
veya dogal yaglar kullanilabilir. Zerdecal, glclu anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve
iltihapli hastaliklarin semptomlarini hafifletebilir. Kurkumin ayn: zamanda guclu bir
antioksidandir. Serbest radikallerin neden oldugu hticresel hasari dnleyerek yaslanmay1
yavaslatabilir ve hastaliklara karsi koruyucu bir etki saglayabilir, kan basincin

dustrmeye ve kolesterol seviyelerini dengelemeye yardimci olur. Kurkuminin, kolajen



uretimini artirici ve fibroblast aktivasyonunu destekleyici etkileri vardir. Bu 0zellikleri
sebebiyle yara iyilesme slrecini hizlandirabilir ve cilt dokusunun saglikli bir sekilde

yenilenmesine yardimci olur.



BIRINCI BOLUM

1. BIYOMALZEMELER VE BiYOTEKNOLOJi CALISMALARI

1.1. GENEL

Bir biyomalzeme, tek basina veya karmasik bir sistemin parcas: olarak, canh
sistemlerin bilesenleriyle etkilesimlerin kontroli yoluyla, insan veya veterinerlik tibbinda
herhangi bir terapdtik veya teshis prosedirinin seyrini yonlendirmek icin kullanilan bir
form almak Uzere tasarlanmig bir madde olarak tanimlanabilir (Ratne ve dig., 2004).
Herhangi bir biyomalzeme, en azindan, toksik veya zararl: etkilere neden olmama ve igine
dahil edildigi biyolojik sistem Uzerinde yeterli hiicre/doku tepkilerini tegvik etme yetenegi
olarak tammlanan biyouyumluluk gerekliligini karsilamalidir (Williams, 2008).
Biyomalzemeler ve biyoteknoloji hem terapotik hem de teshis uygulamalarini gelistirerek
tibbi teknolojilerin ilerlemesinin ayrilmaz bir parcasidir. Dogal veya sentetik
kaynaklardan elde edilebilen biyomalzemeler, hasarli doku ve organlari degistirmek veya
onarmak icin biyolojik sistemlerle etkilesime girecek sekilde tasarlanmistir.
Biyoteknolojide bu malzemeler genellikle hiicre bliylmesini ve doku rejenerasyonunu
destekleyen iskeleler olusturmak igin kullanilir (Banyard vd., 2015; Chong vd., 2023;
Farag, 2023; Festas vd., 2020). Ornegin, polilaktik asit (PLA) ve poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) gibi biyolojik olarak pargalanabilen polimerler, doku mihendisliginde
hiicre yapismasini, ¢cogalmasint ve farklilasmasini destekleyen iskeleler Gretmek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Sahoo, 2003). Dahasi, biyoteknoloji biyomalzemelerin
Ozelliklerini gelistirmek i¢cin molekdler diizeyde modifikasyonunu mimkun kilmaktadir.
Ornegin, biyiime faktorlerinin biyomalzeme iskelelere dahil edilmesi iyilesme siirecini
onemli 6l¢lde hizlandirabilir ve doku entegrasyonunu gelistirebilir. Rejeneratif tipta, kok
hicrelerin biyomalzeme iskelelerle kombinasyonu, kikirdak ve kemik gibi karmasik
dokularin onarimi ve rejenerasyonunda umut verici sonuglar gostermistir. Dolayisiyla,

biyomalzemeler ve biyoteknolojinin yakinsamasi sadece tibbi tedavilerin islevselligini ve



terapotik stratejiler icin yeni yollar agmaktadir

1.2. HIDROJELLER

Polimer bilimindeki gelismeler, yillar boyunca farkli uygulamalarda kullanilan
hidrojel sistemlerinin Gretimiyle sonuglanmistir. Hidrojeller biyuk miktarlarda suyu
emebilen ve tutabilen ayarlanabilir, enjekte edilebilir polimer bazl aglardan olusurlar.
Sentetik polimerler olarak PEG, PAA, PNIPAAm ve polipeptitler ile dogal polimerler
olarak aljinat, HA, kolajen, kitosan, jelatin, dekstran ve ipek gibi cesitli polimerlerden
uretilebilirler. Hidrojeller kimyasal ve fiziksel capraz baglama ile olusturulabilir. Is1 ve
iyonik jellesme, kendi kendine birlesme ve elektrostatik etkilesimler gibi fiziksel
mekanizmalar kullanilarak hidrojeller kolaylikla dretilebilir. Bununla birlikte, nitelikleri
cogunlukla polimerlerin dogal Ozelliklerine dayamir ve bu prosedurler kullanilarak
yapilan hidrojellerin ince ayar igin sinirlt bir tolerans: vardir. Bunun aksine, kimyasal
capraz baglama teknikleri daha hassas ¢apraz baglama saglar, ancak tipik olarak
polimerlerin degistirilmesini gerektirir, bu da biyolojik islevselliklerini tehlikeye atabilir
(Talebian, 2018; Ahmed, 2015).

A Termalyogunlasma B Kendiliginden birlesme
-
-» -
C iyonik jellesme D Elektrostatik etkilesim
Ca
+ — + — ),

aljinat

~ N\
E Kimyasal capraz baglama zit yikler
p)
(
>
2 °

Sekil 1.1 Hidrojel olusum mekanizmalari



Fiziksel capraz baglama farkli yontemlerle elde edilebilir. Bu yontemler arasinda
kendiliginden birlesme, termal yogunlasma, elektrostatik etkilesim ve iyonik jellesme yer
almaktadir. Termal yogunlasma, jellesme islemi sirasinda sicaklik dalgalanmalarinin bir
sonucu olarak polimer zincirleri fiziksel olarak birbirine dolandiginda gergeklesir.
Kendiliginden birlesme hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik
etkilesimler gibi kovalent olmayan baglara baghdir. Tyonik ve elektrostatik etkilesimler,
karsit yuklerin etkilesiminden kaynaklanir. Kimyasal ¢apraz baglama ise kimyasal olarak
aktif polimerlerin kovalent baglanmasiyla elde edilir. Radikal polimerizasyon, aldehit
tamamlama, yuksek enerjili 1sinlama, klik kimyasi, karbodiimid kimyasi, enzim etkin
biyokimya ve azid-alkin reaksiyonlar: dahil olmak tizere ¢ok sayida teknik kullaniimastir.
Fiziksel sureclerle karsilagtirildiginda, kimyasal capraz baglama teknikleri hidrojel
matrisinde daha fazla stabilite saglar. Ayrica hidrojel Uretiminde daha fazla kontrol ve

esneklik saglarlar (Gomez, 2020).

1.3. HIDROJEL MATRISLER VE YARA ORTULERI

Hidrojel yara ortuleri, nemli bir iyilesme ortam: saglayarak yara iyilesmesini
hizlandiran, agriyi azaltan ve enfeksiyon riskini minimize eden etkili biyomalzemelerdir.
Klinik uygulamalarda genis bir yelpazede kullaniimakta olup, 6zellikle yaniklar, kronik
yaralar ve cerrahi yaralar gibi zorlu durumlarda 6nemli avantajlar sunar. Yuksek su
icerigine, biyouyumluluga, esneklige, mekanik guce sahiptir ve yara iyilesmesi igin
gerekli olan gaz ahsverisine izin verir. Hidrojel ortller nemli bir ortam saglayarak
epitelizasyonu tesvik eder, fibroblast proliferasyonunu destekler ve keratinosit goglnu
artirarak iyilesme surecini hizlandirir. Ek olarak, sogutma etkileri, sinir uglarinin
kurumasini onlerken, 6zellikle yaniklar ve agrili Glserler igin faydali olan 6nemli bir agr
rahatlamas: saglar. Hidrojeller ayrica dig kirleticilere karsi bir bariyer gorevi gorir ve
bazilar1 antimikrobiyal ajanlar katilarak enfeksiyon riskini daha da azaltir (Boateng ve
dig., 2008). Bandajlar ve gazl: bezler gibi geleneksel yara ortlleri, kuru ve hafif, ekstudali
yaralar i¢in oldukca emici ve etkili olmalarina ragmen, diizenli uygulama gerektirir ve bu
nedenle pansuman degisimi sirasinda agriya neden olabilir. Ayrica, zayif yapisma
Ozelliklerine sahiptirler ve yara icgin yeterli drenaj saglayamazlar. Ayni1 zamanda
hidrojeller, diger tirlerinden geleneksel yara oOrtulerinden farkli olarak, biyoaktif
maddelerin yaraya hedefli bir sekilde verilmesinin gerekli oldugu uygulamalarda onlar:
mikemmel bir secim haline getiren pozitif bozunma 6zelliklerine sahiptir (Boateng,
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2008). Kendi kendini iyilestiren hidrojeller malzeme bilimindeki en son gelismeler
arasindadir. Kendi kendini iyilestiren hidrojellerdeki iyilesme sireci, bir hidrojel aginin
tersine cevrilebilir olusumuna izin veren dinamik kovalent baglarin veya kovalent

olmayan baglarin eklenmesiyle kolaylastirilir (Taylor, 2016).

1.4. ILAC DAGITIMINDA HIDROJELLER

Polimer bilimindeki gelismeler, yillar i¢cinde farkl ila¢ dagitim uygulamalar: igin
kullanilan hidrojel sistemlerinin tretilmesiyle sonuglanmistir. Hidrojeller, ilag dagitim
uygulamalar: i¢in kullanilan en umut verici biyopolimerler arasindadir. Hidrojeller,
antibiyotikler, buyume faktorleri, anti-enflamatuar ajanlar, analjezikler ve antioksidanlar
gibi terapotik ajanlarla yuklenebilir. Bu gomulu terapétik ajanlar kontrolll bir sekilde
salinir ve zaman iginde surekli iletim saglar (Peppas ve Hoffman, 2000). Hidrojellerin
ila¢ dagitimindaki sahm mekanizmalar: asagidaki gibidir:

Sisme Kontrollu Salinim: Hidrojeller su veya biyolojik sivilarin varliginda siserek
kapsullenmis ilaglarin kontrolli sahmina olanak saglar. Sisme derecesi ve dolayisiyla
salim hizi, ¢apraz baglanma yogunlugu ve polimer bilesimi ayarlanarak moddle edilebilir.

Difiizyon Kontrollii Salinim: ilaglar hidrojel matrisi boyunca polimer yapisi,
capraz baglama yogunlugu ve ilag molekullerinin boyutu tarafindan kontrol edilen
oranlarda yayilir. Bu diflizyon mekanizmasi, terap6tik ajanlarin zaman icinde istikrarl
bir sekilde salinmasin: saglar.

Cevreye Duyarli Salinim: Akilli hidrojeller pH, sicaklik ve iyonik gu¢ gibi harici
uyaranlara yanit verebilir. Bu duyarlilik, enfeksiyon (pH degisiklikleri) veya inflamasyon
(sicaklik degisiklikleri) gibi belirli yara kosullarina yanit olarak ilag salinimini tetiklemek
icin kullanilabilir (Gupta, 2002). Ornegin, PLGA asit ve PEG (PLGA-PEG-PLGA)
triblok kopolimerleri, biyolojik olarak pargalanabilirlikleri ve kabul edilebilir glivenlik
profilleri nedeniyle ilgi gekici 1s1iya duyarl: sistemlerdir ve fizyolojik sicaklikta (37°C) sol

gel gegisine ugradiklar: gosterilmistir.



IKINCI BOLUM
2. POLIMERIK COZELTI iCiN KULLANILAN MALZEMELER

2.1. GENEL

Polimer malzemelerinin Ozellikleri ve ¢0zelti olusumundaki katkilart
gosterilmistir bu polimer c¢ozeltilerinin tasarimini gelistirmek icin hazirlanan her bir
cozeltinin viskozitesi, iletkenligi ve yizey aktifliginin incelenmesinde 6nemli bir
basamaktir. Polimerlerin ¢apraz baglanmas: yoluyla nanokompozitlerin hazirlanmast,
basta ila¢ dagitim sistemleri olmak (izere cesitli biyomedikal uygulamalarda biyuk
onem tasimaktadir. Capraz baglama, ortaya c¢ikan nanokompozitlerin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik o6zelliklerinin gelistirilmesinde kritik bir rol oynayarak
performans ve islevselligin artmasini saglar.

Kitosan, sodyum aljinat ve polivinil alkol (PVA) gibi biyolojik olarak
parcalanabilen polimerler, 6zellikle biyolojik olarak pargalanabilen polimerik nano
tasiyicilar olarak ilag dagitim uygulamalarindaki ustin 6zellikleriyle yaygin olarak
taninmaktadir. Bu malzemeler biyouyumluluk, toksik olmama ve zararli olmayan yan
urtinlere dontsebilme dzellikleriyle tibbi ve farmasotik kullanim icin ideal adaylardur.
Kitosan/aljinat/PVA  (KS/ALG/PVA)  nanokompozitlerinin  gelistirilmesine
odaklanilarak, bunlarin etkili nano tasiyict sistemleri olarak kullaniimasi
amaclanmaktadir. Sentezlenen nanokompozitlere cesitli biyolojik aktiviteleriyle
taninan bir bilesik olan Kurkumin eklenerek Kurkumin yikli nanokompozitin in-vitro
antibakteriyel, antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-kanser 6zelliklerinin yani sira ilag
salim profili analiz edilmistir.

COzelti parametreleri belirlenen biyopolimerler igin uygun c¢ozlculer
belirlenerek polimer derisimi etkisi, ¢cozelti iletkenligi etkisi, polimer molekdl agirlig
etkileri tespit edilerek arastirnllmistir. Kullanilacak polimere gore ¢0Oztculer
degistirilerek nanofiber yapilarin morfolojik karakterizasyonun incelenmesi uygulama
kismr icin 6nemli bir baslangigtir.



2.2. POLIVINIL ALKOL

Polivinil alkol (PVA), 1924 yilinda Herrmann ve Haehnel tarafindan dretilen
ilk sentetik kolloiddir (Finch, 1973). PVA, vinil asetat monomerinin polivinil asetata
(PVAC) polimerizasyonu ve asetat gruplarinin PVVA'ya hidrolize edilmesiyle retilir.
Polivinil alkol, uygun biyouyumluluk, iyi hidrofiliklik, toksik olmama, suda uygun
¢ozlnarlik ve yeterli kimyasal ve mekanik dayanim gibi uygun 6zelliklere sahip bir
polimerdir (Li ve dig., 2004). Bu 6zelliklerinden dolay: PVA filmlerde, kozmetiklerde,
liflerde, ilaclarda, kontakt lenslerde, yapay organlarda ve nanokompozitlerde
uygulanmaktadir. PVA'nin Kitosan ile nanokompleks olusumunu iyilestirmek icin
bircok yol kullanilir, bu da ilag dagitim sistemi olarak uygun ve kararli bir
nanokompozit verir (Zhang, 2010).

HO |,

Sekil 2.1. Polivinil Alkol formulu

PVA’nin tretimde kullanilmak Gzere asidoliz, alkalin hidroliz ve aminoliz gibi
farkli hidroliz yontemleri bulunmaktadir. Endustriyel PVA (retiminde, PVA'nin
sodyum hidroksit mevcudiyetinde metanol degistirilmis ester ile asetat gruplarinin
hidrolize edildigi alkalin alkoliz yontemi kullanilir.

Polivinil alkol (PVA), fiziksel ve kimyasal direnci, suda ¢Ozunebilen yari
kristal yapisi, biyouyumlulugu, esnekligi, toksik olmamasi ve isleme kolaylig:
nedeniyle genis bir uygulama alanina sahiptir. Bu 0Ozellikler, tekstil, biyomedikal
malzemeler, cesitli farmasotik uygulamalar, kanser hiicresi 6ldirme sistemleri,
embolik malzemeler, filmler ve membranlar, yapistiricilar ve baglayicilarda lif olarak

kullanilmasina yol agmistir (Hamielec ve dig., 1982). Gida endustrisinde ve tibbi
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uygulamalarda, PVA toksik olmayan ve biyouyumlu dogasi nedeniyle degerlidir.
Ayrica, toprak stabilizatori ve termit ve mantar ciriimesine kars1 ahsap koruyucu
olarak hizmet vermektedir (Mohareb ve dig., 2011). PVA elyafi ozellikle yuksek
kristal kafes modulline atfedilen yiiksek gerilme ve basin¢g dayanimlari, gerilme
modull ve asinma direnci ile dikkat cekmektedir (Lee ve dig., 2004). PVA’nin bu
fiziksel 6zelliklerini maksimize etmek igin molekiiler agirlik, sabunlasma derecesi ve
sindiyotaktiklik gibi molekuler parametreler kontrol edilebilir (Lyoo et al., 1996).
PVA, bu tez caligmasinda ana polimer olarak kullaniimistir. Yuksek
optimizasyonu, antimikrobiyal 6zellikleri ve su ile kolay ¢Ozunebilir yapiya sahip

olmasi sebebiyle tercih edilmistir.

2.3. KITOSAN

Bir amino polisakkarit olan kitosan (KS) ayni1 zamanda seliilozdan sonra en
yaygin bulunan ikinci biyopolimerdir (M. A. lbrahim vd., 2023; Kou vd., 2021, 2022,
Parhi, 2020). Esas olarak karides gibi kabuklularin dis iskeletinden elde edildigi gibi
mantarlar ve bazi boceklerin kanatlar: gibi diger kaynaklardan da elde edilebilmektedir
(Kou ve dig., 2021). Kitosan eldesi kabuklardaki kitinin deasetilasyonu ile gerceklesir.
Bu islem, kabuklardaki Kitinin yapisindaki asetil gruplarinin bir alkali ¢ozelti (6rnegin,
sodyum hidroksit) cikarilmasini igerir. Bu islem sonucunda, kitin molekiliinde D-
glukozamin birimleri artar ve kitosan olusur. Deasetilasyon islemi sonrasinda elde
edilen kitosan ¢Ozeltisi ayiklanir ve saflastirilir. Bu adim, istenmeyen kati maddelerin
ve artik kimyasallarin cozeltiden uzaklastirilmasint igerir. Saflastirilan kitosan
cozeltisi daha sonra kurutulur ve égutlir. Bu igslemler, Kitosan’in istenen formda (toz
halinde genellikle) kullannrma hazir hale getirilmesini saglar. Kitosanin
biyouyumluluk, biyolojik olarak parcgalanabilirlik, toksik olmama, antimikrobiyal ve
hidrofiliklik gibi polisakkaritlerin ortak 6zelliklerine sahip oldugu iyi bilinmektedir
(Sanjanwala ve dig., 2024). Bu da kitosam tip, eczacilik, kimya, tarim ve cevre
alanlarinda ¢ok cesitli uygulamalarda ¢ok kullanigl bir bilesik haline getirmistir (Dash
ve dig., 2011). Kitosanin reaksiyonu, NH2 grubunun varligi nedeniyle seliiloza gore
cok yonludur. Kitosan zayif asitle ¢oztinerek membran uygulamalarinda kullanilabilir.
Zayif asitle ¢ozlinen kitosan protonlanir ve bu proton membranlarda iyon iletkenligini

saglar. Ancak Kitosan’in mekanik Ozellikleri yeterli olmadig:1 icin sentetik ve
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biyouyumlu polimerlerle kullaniimalidir. Kullanilabilecek sentetik polimerlerden biri
PVA’dir. Kitosan, formaldehit ile sentetik polimer PVA ile karstirilarak termal
stabiliteyi arttirir. Bu kompozitlerde Kitosan’in biyouyumlulugu ve PVA'nin film
olusturucu 6zellikleri bir araya gelerek cesitli uygulamalarda kullaniimaktadir (Xu ve
dig., 2007).

Bu tez calismasinda Kitosan kullanilmasindaki baslica nedenler, doku
iskelesinin cilde olan adezyonunu arttirmak ve doku iskelesinin yapisal buttnltgtnd

arttirmaktir.

2.3. ALJINAT

Aljinat (ALG), alglerin hucre duvarlarinda bulunan dogal bir polisakkarittir.
Bu polimer, aljinik asit ve aljinat tuzlar: adi verilen bilesiklerin karisitmindan olusur.
Ticari olarak satilan aljinatlar ham alglerden elde edilmektedir. Kahverengi deniz
yosununun hticre duvarlarinda bulunan aljinik asidin suda ¢tziinmeyen karisik tuzlar
cikarilarak sodyum aljinatlara donustardlur. Aljinatlar seyreltilmis asitte, tipik olarak
hidroklorik asitte (HCI) ¢ozulerek safsizliklar elimine edilir ve aljinat verimi arttirilir.
Yuksek safliktaki aljinatlar kurutulur ve 6gutalir (Fertah ve dig., 2017).

Aljinat hidrojelleri olusturmak icin iyon etkilesimi, kovalent ¢apraz baglama,
1styla jellesme ve hiicre ¢capraz baglama gibi cesitli teknikler kullanilabilir. Aljinat
hidrojellerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ¢apraz baglamanin turi ve yogunlugu
degistirilerek cesitli biyolojik uygulamalar icin modifiye edilebilir (Lee ve Yuk, 2007).

Aljinat jel olusumunun en vyaygin yontemi, hafif kosullar altinda
gerceklestirilebilen cok degerlikli katyonlarla iyonik capraz baglamadir. Genellikle
aljinat bazli hidrojel hazirlamak igin iyonik ajan olarak Ca2+ kullanildigin
bildirmistir.
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Tablo 2.1: Aljinat bazli hidrojeller

Materyal Capraz Kullanmilan Aktif bilesen | Ozellikleri
baglama metodlar
Aljinat + Iyonik ve Guclu ve zayif / Yuksek kirllma
poliakrilamid kovalent capraz | capraz baglar: bir mukavemeti
(PAAM) baglama araya getirilmesi
Aljinat + RGD- | Iyonik capraz Kalsiyum aljinatin RGD-peptit | Hcre tutunurlulugunu
peptit baglama sol-jel gegisi arttirma
Aljinat + PAM Kendiliginden Hidrojen bag: / Y uiksek mekanik
montaj destekli dayaniklilig:
kendiliginden montaj Kendi kendine iyilesme
Aljinat Enzimatik capraz | HPR katalizli / Hicrelerin kontrolll
baglama oksidatif capraz adezyonu ve ¢ogalmasi
baglama
Aljinat + kitosan | Kovalent ¢apraz | Schiff-base Tetrasiklin Antibakteriyel
+ jelatin baglama reaksiyonu hidroklortr Yara iyilesmesini
destekleme
Aljinat + Iyonik capraz / Cefazolin Istek Gizerine ilag salinimi
PNIPAmM baglama
Aljinat+jelatin Enzim katalizli HRP-katalizli 10T1/2 ve Daha hizli hiicre
capraz baglama HAE biylmesi
hiicreleri Istek tizerine bozunma
Aljinat + kitosan | Polielektrolit Zit yukli gruplarin Paratiroid BMSC'lerin gelismis
+ nano-HA capraz baglama | elektrostatik hormonu osteojenik farklilasmasi
etkilesimlerle tahrik
edilmesi
Aljinat + pektin | Tyonik capraz / Simvastatin | Promotes angiogenesis,
baglama epithelial regeneration
and increased collagen
deposition
Speed up wound healing
Aljinat + kitosan | Radyasyon Gama-radyasyonu Gumis NPler | Antibakteriyel
+PVA ¢apraz baglama Yaralari rahatlatma
Aljinat + PVA Fiziksel capraz Dondurma- Sodyum Yuksek protein emilimi
baglama ¢ozdirme yontemi ampisilin Antibakteriyel

Bu tez ¢alismasinda aljinat, su tutma kapasitesi buna bagli olarak yaray: nemli

tutmasi ve iskeleye suya dayaniklilik kazandirmas: bakimindan tercih edilmistir.
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2.4. ZERDECAL EKSTRESI

Zerdecal ekstresi, zerdegal kokunden elde edilen ve gesitli saglik yararlar: ile
iliskilendirilen bir bitkisel ekstredir. Zerdecal ekstresi, icerdigi kurkuminoidler gibi
biyoaktif bilesenler nedeniyle yara iyilesmesinde potansiyel bir rol oynayabilir.

Kurkumin, kolajen genlerini yukart reglle ederek ve fibroblast
proliferasyonunu uyararak kolajen dretimini artirir, boylece yara kapanmasini ve doku
rejenerasyonunu iyilestirir. Kurkumin, bakterilere, mantarlara ve virislere karsi genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergiler, bu da yara enfeksiyonlarini 6nlemeye ve
iyilesme surecini desteklemeye yardimci olur. Reaktif oksijen turlerini (ROS)
temizleyerek ve superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirarak guclu bir antioksidan olarak hareket eder (Phan ve dig., 2001).

Kurkumin, transforming growth factor-beta (TGF-p), epidermal growth factor
(EGF) ve platelet-derived growth factor (PDGF) dahil olmak tizere yara iyilesmesinde
rol oynayan biytme faktorlerinin aktivitesini diizenleyerek hiicre proliferasyonunu ve
doku onarimini tesvik eder (Thangapazham, 2008).

Kurkuminin hidrojellerle birlikte kullanildigi cesitli ¢alismalar ortaya
konmustur. Bu calismalar, yara iyilesmesi ve ilgili biyomedikal uygulamalar igin ¢ok
yonli platformlar olarak Kurkumin yukla hidrojellere artan ilgiyi vurgulamaktadir. Bu
calismalar, kurkuminin hidrojel matrislerine dahil edilerek iyilestirilmis yara yonetimi
icin  terapotik  Ozelliklerinden yararlanmanin  fizibilitesini  ve  etkinligini
gostermektedir. Kurkuminin terapdétik etkinligini iyilestirmek ve sulu ¢ozinGrliginu
ve biyoyararlanimimni artirmak icin hidrojelde Kurkumin kapstllemesi, polimerik
nanopartikiller, lipozomlar, polimerik miseller, polimer-Kurkumin konjugatlarinin
olusumu ve biyolojik olarak parcalanabilir mikrokireler dahil olmak tzere cesitli

stratejiler gelistirilmistir.
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UCUNCU BOLUM
3. UCBOYUTLU BiYOBASKI

3.1. UC BOYUTLU BiYOBASKI TEKNOLOJiSI

Uc boyutlu (3B) Biyobaski, hiicreleri, biyiime faktérlerini, biyo-miirekkepleri
ve biyomalzemeleri birlestirerek 3B baski benzeri teknikler kullanarak fonksiyonel
yapilar tretme surecidir. Biyobaski, ilag arastirmalarina yardimci olmak icin dokular:
ve organ modellerini basabilir. Bununla birlikte, Biyobaski canl hticresel yapilarin
klinik uygulamaya donisttrilmesi, islevsel organlar olusturmak icin gerekli
karmasiklik ve hiicre sayisi nedeniyle gesitli sorunlarla karsilasmaktadir. Bu sebepten
yenilikler ekstraseliiler matriks basimindan huicreleri hidrojellerle karistirarak istenen
dokuyu tretmek icin tabaka biriktirmeye kadar uzanmaktadir. Ek olarak, 3B Biyobaski
ile eklemleri ve baglari yeniden olusturmak icin kullanilabilecek iskelelerin
basiimasina baslamistir ve son zamanlarda, gevresel iyilestirme uygulamalarinda da
kullanilmistir, bunlar arasinda, kirleticilerin uzaklastirilmasina yardimci olabilen
islevsel mikroorganizmalar barindiran islevsel biyofilmlerin Uretimi bulunmaktadir
(Murphy, 2014).

3.2. 3B BIYOBASKI YONTEMLERI

Zamanla farkli Biyobask: teknolojileri gelistirilmistir. Ekstriizyon tabanlh 3B
Biyobaski yar1 kati ekstriizyon ya da eritme tabanli modelleme kullanir. Cesitli
biyomedikal sektorlerde yaygin olarak kullanilmistir ve yumusak dokular: ve kemik
yapilarin: taklit eden modellerin tretilmesini saglayarak implantlar igin bir firsat sunar.
Mirekkep tabanli biyobaski, bir substrata sivi damlaciklarin termal, elektrostatik veya
piezoelektrik kuvvetlerle piskurtilmesine dayanan temas etmeyen bir yontemdir. Bu
teknik maliyet ve canli materyallerle uyumluluk agisindan karsilastirmali olarak daha
kabul edilebilir ve damla biyomirekkeplerin yuksek hizda yapimi avantajina sahiptir.
Basing destekli biyobaski, bir yazicinin nozulundan biyomalzemelerin disariya
cikarilmasina dayanir ve bir 3B biyolojik yap:1 olusturmak icin izin verir; bu, oda



sicakliginda islem yapilmasini saglar ve homojen hiicrelerin substrata dogrudan
entegrasyonunu saglar. Basing, pnématik basing veya pistonun koordineli hareketi
veya bir vidali basing vasitasiyla strekli bir filament seklinde olusturulur. Lazer
destekli biyobaski yontemi, enerji kaynagi olarak darbe seklinde bir lazer 1s1m
kullanarak bir ylizeye biyomalzemelerin depolanmasint saglar. Lazer destekli
biyobaskinin prensibi, lazerin biyomalzemelerin kati bir yilzeye transferini
indlklemek igin kullanilmasidir; bu, sivi biyomalzemenin buharlasmasina ve substrata
damlacik formunda ulasmasina neden olur. Substrat ya biyopolimerlerden ya da hiicre
kilturd ortamindan olusur ve hiicresel yapismay: ve depozito edilen biyomalzemenin

surddrulebilir blytimesini destekler.

Inkjet Lazer-destekli Ekstriizyon Stereolitografi
Biyomalzeme Mekanik kuvvet
Lazer
Dondér tabaka Isik kaynagi Projektor dizisi
Piezoelektrik -
aktuator D
o -
o) Biyomalzeme o Biyomalzeme
: °° Biyomalzeme

Sekil 3.1: 3B Biyobask: Yontemleri

3.3. EKSTRUZYON TABANLI BiYOBASKI

Ekstriizyon tabanl: baski, eritilmis kati malzeme veya viskoz sivinin stirekli bir
akisini bir cesit delikten (genellikle bir nozul veya siringa) ¢ikarmayi iceren 3B baski
alaninda ¢ok yaygin bir tekniktir. Dort ana extriizyon turd bulunmaktadir: Bunlar
pnomatik tahrikli, piston tahrikli, vida tahrikli ve eksantrik vida tahrikli olarak bilinir.
Her extrizyon yonteminin kendi avantajlari ve dezavantajlari vardir. Pnomatik
extruzyon, sivi biyo-murekkebi bir biriktirme ajani araciligiyla zorlamak igin basinch
hava kullanir. Hava, biyo-mirekkebi iten havanin kirli olmadigindan emin olmak igin
kullanilmadan 6nce genellikle sterilize edilir. Piston tahrikli extriizyon, bir kilavuz

vida ile baglantili bir piston kullanir. Pistonun dogrusal hareketi, malzemenin
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nozuldan sikilmasini saglar. Vida tahrikli extriizyon, donme hareketi kullanarak
malzemeyi disart ¢ikarmak igin bir vidali vida kullanir. Vida tahrikli cihazlar, daha
yuksek viskoziteli malzemelerin kullanilmasina ve daha fazla hacimsel kontrol
saglamaya izin verir. Eksantrik vida tahrikli sistemler, extruder igindeki kendinden
sizdirmaz odalardan dolay: dusik ila yuksek viskoziteli malzemelerin ¢ok daha hassas
bir sekilde biriktirilmesine izin verir. (Lepowsky E, Muradoglu M, Tasoglu S 2018).

3.4. PNOMATIK EKSTRUZYON YONTEMINI ETKILEYEN
PARAMETRELER

Baski parametreleri, bask: sonuglarini etkilemek icin ayarlanabilen ¢ok gesitli
degiskenlerdir. Baski parametreleri iki kategoriye ayrilabilir. Proses parametreleri,
nozul yuksekligi, baski hizi ve ekstriizyon basinci gibi yazici tarafinda ayarlanan
faktorlerdir. Malzeme parametreleri, kullanilan malzemenin bilesimi ve viskozitesi
gibi yapisal 6zellikleriyle ilgilidir (Fu ve dig. 2021). Nem, sicaklik ve ortam basinci

gibi cevresel etmenler ise biyoyazici kabini icinde minimuma indirilir.

3.4.1. Cozelti Parametreleri
3.4.1.1. Mekanik 6zellikler

Mekanik 6zellikler, malzemenin mekanik strese nasil tepki verecegini belirler.
Ornegin, kemik dokusu icin kullanilan iskelelerin yiik tasima islevlerini desteklemek
icin sert ve gucli olmasi gerekirken, karaciger veya beyin gibi yumusak dokular igin
kullanilanlarin dogal hareketlere zarar vermeden uyum saglamas: igin daha elastik
olmas: gerekir. Biyomurekkebin mekanik ozellikleri, uygun destegi saglamak ve
yapisma, ¢cogalma ve farklilasma gibi hiicresel faaliyetleri kolaylastirmak icin hedef
dokuyla eslesmelidir (Strobel ve dig. 2020).

3.4.1.2. Viskozite

Farkli  baski  yontemleri  farkli  viskozite  gerektirebileceginden,
biyomalzemenin viskozitesi sicaklikla degisme ve kesme incelmesi gibi ayarlanabilir
olmalidir. Ikinci olarak, nozillerin sikismasini 6nlemek icin biyomalzeme baskidan
once sivi halde olmali ve sekli korumak icgin baskidan sonra mimkin olan en kisa

strede katilagsma/jelatinizasyon olmahdir (Loozen, 2019). Viskozite ¢ok yuksekse,
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tikanmaya neden olabilir veya asir1 basing gerektirerek potansiyel olarak hiicrelere
zarar verebilir. Tersine, viskozite ¢ok distikse, biyomirekkep iyi tanimlanmis yapilar
olusturmayabilir ve kontrolsuz bir sekilde yayilabilir (He ve dig. 2016).

3.4.1.3. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, trindn hiicrelerde veya konak dokuda olumsuz bir reaksiyona
neden olmamasint saglar. Biyomurekkepler toksisiteden kaginirken hiicre
baglanmasini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini desteklemelidir. Aljinat ve jelatin gibi
dogal polimerler biyouyumluluklari nedeniyle siklikla kullanilir (Gopinathan ve dig.
2018)

3.4.2. Islem (Proses) Parametreleri
3.4.2.1. Enjektor Ucu ve Plaka Arasindaki Mesafe

Enjektor ucu ile plaka arasindaki mesafe tretim surecinin seklini, verimliligini
ve sonucunu etkileyen bir parametredir. Bu mesafenin uygun sekilde ayarlanmasi ve
kontrol edilmesi, istenen sonuglarin elde edilmesi ve proses istikrarinin korunmast igin
gereklidir. Mesafe az oldugunda, dik acili sekle sahip baski ¢izgileri daha yayginken,
ayni kosullar1 altinda, mesafe fazla oldugunda daha yumusak koseler gozlenmektedir.
Bunun nedeni akan biyomalzemenin nozul yon degistirirken bir tepki gecikmesine

maruz kalmasidir (He ve dig. 2016).

3.4.2.2. Enjektor Ucunun Cap1

Dogru ignenin secilmesi biyo-baski isleminin dogrulugu agisindan ¢ok
onemlidir. Ignenin geometrisi ve uzunlugu, kayma gerilimini ve baski siirecinin
suresini belirleyerek hicre canliligini etkiler (Tian ve dig. 2021). Daha blyuk c¢aplar
baski stirecinde daha yulksek hiz saglar. Daha kuctk bir cap daha fazla basing gerektirir

ve biyo-bask: hizini azaltir, ancak islemin sonunda daha yuksek bir ¢ozinurlik saglar.

3.4.2.3. Ekstriizyon Basinci

Basing ¢ok dustikse biyomurekkep akmaz ya da noktalar halinde veya kesikli
bir sekilde akar. Basin¢g ¢ok yiksekse, biyoyazici filamenti baski alt tabakasina
yerlestirmek icin yeterince hizli hareket edemeyebilir. Bununla birlikte,
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biyomurekkebin nozilden akacag: ve dizgiin sekilde yazdirilacag: genis bir basing
aralig1 vardir. Capraz baglanmadan 6nce yapisal butunlugu zayif olan malzemeler igin
kullanicilar daha hizli baski yapmak ve yapi ¢okmeye baslamadan Once capraz
baglanmak i¢in daha ylksek basinglar kullanabilir (Tian ve dig. 2021).

1.1. 35. BIYOMUREKKEP VE BiYOMALZEME MUREKKEBI

Son vyillarda, 6zellikle biyo-bask: icin uygun malzemelerin eksikligi, bu
alandaki hizli ilerlemeyi sinirlayan en bulylk dezavantajlardan biri  olarak
tanimlandigindan, yeni biyo-baglantilarin Gretimi ve karakterizasyonuna artan ilgi
blyUmustur. Bu durum, biyo-baski i¢in biyo-mirekkep formilasyonlarinda veya biyo-
mirekkep olarak kullanilacak materyallerin gelistirilmesi ve modifiye edilmesine

yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesiyle sonuglanmistir,

Biyomirekkep terimi ilk kez 2003 yilinda organ baskisi baglaminda kullanilmig
ve biyokagit terimiyle birlikte tamtilmistir. Baslangicta konsept, bir biyo-kagit
(hidrojel) saglamak ve ardindan biyo-baski yoluyla canli hicreleri veya doku
sferoidlerini 'biyo-mirekkep' olarak yerlestirmekti. Bu nedenle, biyomirekkep terimi
baslangicta hidrojellerin (izerine veya igine 3B olarak yerlestirilen hiicresel bilesene
atifta bulunmustur. Bu tanimlar g6z 6niinde bulunduruldugunda, bir biyomurekkep
olarak nitelendirilen biyomalzemeler, formulasyon ve isleme sirasinda bir hicre

dagitim ortami olarak hizmet etmelidir.

Yazdirilabilen ve yazdirildiktan sonra icine hicreler ekilebilen, ancak dogrudan
hicrelerle formile edilmeyen biyomalzemeler, biyomalzeme mirekkepleri olarak
adlandirilmaktadir. Biyomalzeme mirekkepleri, biyoreaktorler, hiicre tohumlama,
implantlar icin iskeleler Gretmek bunlarin yaninda yapr iginde i¢sel bir mekanik destek
olusturmak ic¢in hibrit yaklagimlar gibi alanlarda kullanilabilirler. Buna gore, canh
hicrelerin hayatta kalmasini etkilemeyecek sekilde basilabilen ve daha sonra
¢ozllebilen malzemeler biyomirekkep degil, biyomalzeme murekkepleridir (Groll ve
dig. 2018).
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4.

DORDUNCU BOLUM

MATERYAL VE METOD

Sarf Malzemeler

Tum kimyasallar Sigma-Aldrich'ten satin alindu.
Sodium alginate, Alginic acid sodium salt, 1 kg
Tekkim TK.800202.01002 Kalsiyum Klortir
Dihidrat, Kristal Analytic, Bp,Ph

Eur,Usp. 1 kg *2

Hidrojen Fosfat (Susuz) Extra pure 1 kg
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
Fetal Bovine Serum (FBS)

Penicillin/Streptomycin solution (Pen/Strep)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) F-12
Tripsin EDTA

Hucre kaltdr flasklar: (T25, T75, T150)

Hucre kaltdr tabaklar: (24 kuyulu, 12 kuyulu, 6 kuyulu)
Steril enjektor (10 ml ve 50 mL)

Serolojik pipet (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Steril ve kapakl: santrif(j ttpleri (15 mL ve 50 mL)
MTT Cell proliferation kit

LIVE/DEAD Kiti

Paraformaldehit

DAPI

Tween 20

Hematoksilen & eozin boyama Kiti

Glutaraldehit



Kullamlan cihazlar

*  Buzdolab1 (Arcelik, Turkiye)

» Liyofilizator (Christ 1.2 D Alpha Plus)

»  Fourier Donustimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) cihazi (Thermo Fisher
Scientific, model Perkin Elmer Spectrum Two, Almanya)

» Hassas terazi (Radwag, AS 220 R.2, Polonya)

*  Manyetik karistirici (Wisd laboratuvar ekipmanlari, Wise Stir, MSH-20A)

*  Desikator

»  Evaporator

» 3B Biyobaski cihazi (Axolotl Biosystems MEW, Turkiye)

*  Viskozimetre (Brookfield Ametek, ABD)

* Reometre (Discovery HR-2, Hybrid rheometer)

e CO2’li inkubator (Thermo Scientific, ABD)

*  Sogutmal: santriflij (Eppendorf, 5810R, Almanya)

» Ultrasonikasyon banyosu (Everest, Cleanex 812, Turkiye)

* Isik/Florasan ters faz mikroskop (Zeiss Axio Vert.Al, Almanya)

e Su banyosu (Memmert, Almanya)

* Basma test cihazi (Instron Universal Testing Machine, model 3342, ABD)

»  Taramali elektron mikroskopisi (SEM) cihazi, Kritik nokta kurutucu (Leica

*  Microsystems, model Leica EM CPD300, Almanya)

4.1. HIDROJEL COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Hidrojel yap1 olusturmak icin cozelti malzemeleri hazirlanmigtir. Tim
hidrojeller hucre kdltirtne uygun olacak sekilde biyoguvenlik kabininde steril
soltsyonlar kullanilarak hazirlanmistir. Bu malzemeler; PVA ve ALG ve Turmerik. 2
gram sodyum PVA polimeri 100 ml distile su icerisinde ¢6zildi. Sodyum periyodat
cozeltisi (NalOs4, %2.67) 1: 1 mol oraninda PVA c¢ozeltisine yavas yavas eklendi.
Oksidasyon reaksiyonu icin karisim 24 saat siresince inkibe edilecektir. Okside olan
HA ¢0zeltisi 3 giin boyunca diyaliz (MWCO 6000 Da) edilecek ve liyofilize edildi. 6
mg PV A 100 ml Fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS) (pH 7.4) icerisinde 4 °C de ¢6zuld.
2, 4 ve 8 mg adipic acid dihydrazide (ADH) benzer kosullarda ayr1 ayr1 100 ml PBS
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icerisinde ¢Ozuldu. Hidrojel elde edebilmek icin 20 ml ADH c¢ozeltisi 80 ml okside
HA ¢ozeltisi ile karistirildi. Hidrojelin degredasyon ve sisme testleri PBS icinde 37 °
C de %5 CO> ortam altinda gercgeklestirilecektir.

4.2. ALJINAT KULLANIMI VE HAZIRLANMASI
Aljinat (Sigma-Aldrich, Lot # BCBM3568V) %1, %2 ve %3 derisime sahip
olacak sekilde 1 gram Aljinat (ALG) 100 ml ultra saf su ile ¢ozdurildu. 121°C’de 15
dakika otoklavlayarak steril hale getirildi. Aljinat hidrojelinin capraz baglanmas: Ca*?,
Mg*? gibi iyonlar ile saglandigindan %2’lik 100 mL CaCl; soliisyonu 0.20 pm caph

filtrelerden gegirilerek steril hale getirildi.

4.3 ZERDECAL KULLANIMI VE EKSTRAKSIYONU

Zerdecal ekstraksiyonu (Turmerik) 10’ ar gramhik kartuslar hazirlanarak
metanol ¢Ozucust igerisinde soxhlet aparati ile ekstrakt edildi. Elde edilen
ekstraktlarin ¢ozucdleri rotary evaporatérde (Hei-VAP Advantage, Heidolph, GER)
ultra saf su ile buharlastirildi. Hazirlanan ekstraktlar kullanilana kadar +4 °C’ de
saklandi. Hazirlanan karigima 5, 10, 15 ve 20 mg Zerdecal ilave edilecek ve benzer
sekilde 30 dakika karistirildi. Hazirlanan Alg/PVA/Zerdecal karisimi 1300 rpm oda
sicakhiginda karistirihirken CaClz ¢Ozeltisi damla damla eklenecektir ve capraz
baglanma gerceklestirilecektir. Capraz baglama reaksiyonu, oda sicakliginda 3 saat
suresince gerceklestirilecektir. Biyo yazici sonrasi ¢apraz baglanmanin CaCl;

cozeltisinin jel Ustiine enjeksiyonu ile saglandi.

4.4 SISME VE BOZUNMA CALISMALARI
Hidrojeller, yukaridaki prosedirde belirtildigi gibi Gretildi ve daha sonra 37 °
C'de bir orbital calkalayici-inkubator icinde 80 rpm'lik bir calkalama hizi ile
beklemeye alindi. Sisme c¢ozeltisi, reaksiyona girmemis capraz baglayici ve diger
biyoaktif madde dncullerini uzaklastirmak ve ¢dztinen konsantrasyonunun birikmesini
onlemek icin dizenli olarak degistirildi. Belirli zaman noktalarinda, hidrojeller
¢ikarilds, hafifce kurutuldu ve agirliklar: kaydedildi. Bozunma galismalar: durumunda,
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hyaluronidaz ilave edildi (yani 200 U mL?, 50 U mL? veya 10 U mL™) Ca*? 8 mM
konsantrasyonu ile hazirlanan bir Ringer ¢ozeltisine). Bu nedenle, sisme ve bozunma,
suya daldirmadan Onceki agirliga (Wo) kiyasla her bir zaman noktasinda (W)
hidrojelin agirlik yuzdesi ile izlendi, bu da su sekilde tanimland::

Swelling Factor (%) = W/Wq

4.5 REOLOJIK KARAKTERIZASYON

Tum reoloji, normal kuvveti 0 N'de sabit tutarak, 37 °C'de paralel plaka
konfiglrasyonu (50 mm veya 8 mm cap) ile donatilmis bir Anton Parr MCR 302
reometre (izerinde gerceklestirildi. Optimizasyon sirasinda, jellesme kinetigi icin tipik
bir reolojik testte (yani, zamanin bir fonksiyonu olarak depolama moduliinin (G') ve
kayip modulinin (G) evrimi; zaman supirme), hidrojelleri 37 °C'de alt plakaya
yayildi. Ust plaka hemen 0,5 mm'lik bir plaka ayrimina indirildi ve 6lgiim baslatildu.
Jellesme islemine mudahaleyi en aza indirmek ve dlcumu dogrusal viskoelastik bolge
icinde tutmak i¢in 5 Hz'lik bir frekans ve %1'lik bir gerinim uygulandi. Normal kuvvet
de 0 N'de sabit tutuldu. Jel noktasi, G' ve G" arasindaki ¢aprazlama ile belirlendi.

Benzer sekilde, aljinatin Ca*? iyonlar: ile capraz baglanma siirecini izlemek
icin, 0.5 mL CaCl 150 mM homojen bir sekilde (Ustine dagitildi ve
PVA/Turmerik/ALG sistemi ile dikkatlice karistirildi. Bu deneyden olusturulan jel
uzerinde %0,5'lik sabit bir gerinim uygulanarak frekans taramalari gerceklestirilirken,
frekans logaritmik olarak 0,1'den 100 rad s™'e yiikseltildi. Bu arada, genlikli taramalar,
10 rad s¥lik sabit bir frekans uygulanarak gerceklestirilirken, gerinim logaritmik
olarak %0.01'den %100'e yukseltildi. Tim 0Ol¢timler ¢ kopya halinde tekrarland: ve
temsili gizelgeler gosterildi. Optimize edilmis PVA/Turmerik/ALG hidrojeller, daha
once belirtildigi gibi, ancak 8 mm capinda paralel bir plaka kullanilarak frekans ve
genlik taramalari ile karakterize edildi.

4.6 TEK EKSENLI BASINC TESTLERI
Tim tek eksenli basing testleri, 1 kN'lik bir yuk hucresi ile donatilmis bir
M100ICT Testometrik lizerinde gerceklestirilmistir. Yukarida tarif edildigi gibi (n =
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8-10) hazirlanan hidrojel numuneleri, ya hazirlanmis olarak (yani gece boyunca
jellesmeden sonra) ya da 1, 7, 14 ve 21 giin boyunca kultir ortamina daldirildiktan
sonra test edildi. 0.1 N'luk bir 6n yiik kuvveti ayarland: ve her test 5 mm min"'lik bir
sikistirma hizinda gerceklestirildi. Her jel, nihai basing gerilimini ve gerinimini
belirlemek igin %98 gerilime tabi tutuldu. Dongusel kompresyon ile ilgili olarak, her
bir jel hem ylkleme hem de bosaltma egrileri icin 5 mm min™' de% 30 gerilime tabi

tutuldu. Veriler Wintest analiz programi kullanilarak analiz edilmistir.

4.7 SPEKTROMETRIK ANALIZ
Biyoaktif maddelerin UV spektrumu Epoch 1l Multiplate Reader (Biotek
Instruments) kullanilarak 200-400 nm araliginda kuvars kivetler icinde elde
edilmistir. Fourier Dontsumli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi, zayiflatiimis
toplam yansima (ATR) ekipmani kullanilarak kuru numunelerle gerceklestirilmistir.

4.8 MEKANIK OZELLIKLER

Tasarlanan biyo baski malzemelerin mekanik dzelliklerini (cekme dayanimi ve
kopma uzamas: Olgimleri) degerlendirmek igin doku analizorii (Stable Micro
Systems) kullanildi. Biyoaktif kompozit malzemeler, basing testleri i¢in 6 mm gapinda
ve 100 mm yuksekliginde, cekme testleri icin ise 5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde
ve 3 mm kahnhginda silindirik filmler olarak hazirlandi. Biyoaktif kompozit
malzemeler, % 80 maksimum gerinime kadar 10 mm/dakika hizinda yapildi. Her
numune dortli olarak olculda. Bir Biyoaktif kompozit malzemenin basing modulu ve
Young modull, % 0-25 gerinime Kkarsilik gelen gerinim-gerilim egrilerinin
baslangictaki dogrusal bolumunun egimi kullanilarak hesaplandi. Kompozit filmlerin
esnekligini ve geri kazanmilabilirligini karakterize etmek icin ayni hizi izleyerek % 70
gerinime kadar dort ardisitk basing dongusi icin dongusel basing testleri
gerceklestirildi. Her numune dort tekrar halinde test edildi.

4.9 TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) ANALIZI iLE
MORFOLOJIK OZELLIKLERIN BELIRLENMESI

Uretilen tim kompozit malzemelerin morfolojik 6zellikleri bir taramal
elektron mikroskobu (SEM; EVO LS 10 by ZEISS) cihazi kullanilarak analiz
edilmistir. SEM, ikincil elektron modunda 5 kV'de ¢alistirilmis ve goruntuler 10 kV'lik
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bir voltajda daha fazla incelenmistir. Iletkenligi saglamak icin, polimerler bu dogal
Ozellige sahip olmadigindan, tim numunelere bir altin-paladyum kaplama

uygulanmastir.

4.10 FOURIER-TRANSFORM KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FT-IR)
ANALIZ]I ILE KIMYASAL BAGLARIN BELIRLENMESI

Uretilen kompozit malzemelerin bulunan fonksiyonel gruplar: analiz etmek
icin FT-IR spektroskopisi yapilmistir. Karakterizasyon calismalari Bruker Alpha FT-
IR cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.  Kompozit malzemelerin icindeki
fonksiyonel gruplar: tanimlamak ve analiz etmek igin 4000 ila 400 cm™* spektral aralig

kullaniimastur.

4.11 EKSTRAKLARIN KOMBINASYONLARININ ANTIOKSIDAN
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Ekstraktlardan elde edilen kombinasyonlarin antioksidan potansiyellerinin
belirlenmesinde DPPH testi kullanilmsstir. Her bir kombinasyonlardan 20
ML 6rnek alinacaktir ve her bir kombinasyon igin 200 pL (200 uM) DPPH eklendikten
sonra elde edilen soliisyon vortekslenmistir. 30 dakika karanlik ortamda oda
kosullarinda inkibe edildikten sonra 517 nm UV spektrofotometrede 6lgtimler
alinmistir. Antioksidan potansiyelleri asagidaki formil kullanilarak hesaplanmustir.

Avontrol = (Etanol + DPPH)abs
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Tablo 4.1: Biyolojik Deneyler Sonunda Olusturulan Kombinasyonlar

Ekstraktlar ZE:ALG:Kitosan (mg/ml)
1.Kombinasyon 2.5:1.25:1.25
2.Kombinasyon 1.25:2.5:1.25
3.Kombinasyon 1.25:1.25:2.50

4 Kombinasyon 2.5:25:1.25
5.Kombinasyon 1.25:25:25
6.Kombinasyon 25:1.25:25

4.12 SALIM KINETIGI’NIN BELIRLENMESI

Salim kinetiginin belirlenmesi igin biyoaktif maddeler 1 mg tartildiktan sonra
ultra saf suya konuldu ve ultrasonik su banyosunda c¢ozdirtldi. Daha sonra
solisyonlar 10.000 kDa’luk seliiloz membrana sahip diyaliz kapsullerine konularak
salim baslatildi. In vitro salim ¢alismasi, 0, 0.5, 1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 24, 48, 96,
120 ve 240 saatlik zaman araliklarinda gerceklestirildi. Numunelerin inktbasyonu,
calkalama altinda 37 °C’de calkalamali bir su banyosunda yapildi. Numunelerden 0,
05,1,2 3 4,5,6,7, 8,09, 10, 24, 48, 96, 120 ve 240 saatlik zaman araliklarinda
ornekler alindiktan sonra UV-vis spektrofotometrede absorbanslar: alindi. Alinan bu
absorbanslar kalibrasyon grafigine ait denklemde yerine konularak kimdlatif salim
grafigi ¢ikarildi.

4.13 SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Kompozit matlarin biyolojik karakterizasyonu L929 fare fibroblast hiicre hatti
kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyden 6nce tum numuneler bir saat boyunca UV
sterilizasyonundan gecirilmis ve ardindan 96 kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir.
L929 hicreleri, hazirlanan kompozit matlar Gizerinde 1x10* hiicre/mL yogunlukta her
bir kuyucuga ekilmistir. Kompozit matlar daha sonra yedi gun boyunca 37 °C'de %5
COsz ile inkube edilmistir. Kullanilan blyime ortam: DMEM-disuk glikoz, FBS,
penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (%0,5, v/v) ve L-glutaminden (%0,5, v/v) olusuyordu.
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Kompozit matlar Uzerine ekilen L929 fare fibroblast hicreleri i¢in in vitro hicre
canliligr degerlendirmesi, hiicre kiltirtnln birinci, Ugunct ve yedinci gunlerinde
MTT deneyi kullanilarak gerceklestirilmistir. Buytume ortami, 6nceden belirlenmis her
gin icin %5 CO; ile 37°C'de inklbasyondan sonra ¢ikarilmistir. Ardindan, her bir
kuyucuga 90 pL taze besiyeri ve 10 pL MTT ¢0zeltisi eklenmis ve inkubasyon 3 saat
boyunca surdirtilmuistir. Bu inklbasyon siresinin ardindan, MTT ¢ozeltisi dikkatlice
atilmig ve formazan kristallerini ¢ézmek i¢in 200 L DMSO eklenmistir. Kompozit
matlar daha sonra tamamen ¢6zunmeyi saglamak icin 1 saat daha inkiibe edilmistir.
Son olarak, kuyucuklardan besiyerleri alinmis ve ¢ozeltilerin absorbans degerleri 540
nm'de Dynamic LEDETECT96 mikroplaka okuyucu ile 6lgtlmastir.

4.14 HUCRE HATTI BOYAMA

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), hiicre c¢ekirdegini boyamak icin
kullanilan, hiicre cekirdeklerini agikga hedef alan ve etiketleyen, floresan
mikroskobunda mavi hale getiren bir boyadir. Oncelikle niikleer karsit boya olarak
kullanilir. DAPI'nin mavi rengi, diger hiicresel yapilar icin kullanilan yesil, sar1 veya
kirmizi floresan problarla canl bir kontrast olusturdugundan floresan mikroskopisinde
etkilidir. DAPI cekirdekleri secici olarak boyar ve tipik olarak sitoplazmay:
isaretlemez. Boyama prosedurii, numunelerin PBS iginde 5 dakika boyunca
dengelenmesini igeriyordu. Daha sonra bir DAPI stok ¢ozeltisi PBS iginde 300 nM
konsantrasyona seyreltildi ve 6rnekler bu ¢ozelti ile yaklasik 3-5 dakika inkube edildi.
Inkiibasyondan sonra, fazla boyay: uzaklastirmak icgin érnekler birkac kez PBS ile
yikandi. Son olarak, boyanmis cekirdekler bir floresan mikroskobu kullanilarak
gozlemlenmistir. Dio-6 (3,3-Dihexyloxacarbocyanine iodide) 0Onceki boya
metodolojilerinde oldugu gibi boyama prosedirlerinde kullanilmistir.  Boya,
endoplazmik retikulum islevinin ve morfolojisinin degerlendirilmesinde secicilik

gostermektedir.

4.15 ISTATISTIKSEL ANALIZ
Deneysel veriler, istatistiksel analiz icin GraphPad Prism 8 yazilim
kullanilarak tek yonli varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Ortalama
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degerler Duncan'in ¢oklu aralik testi (DMRT) kullanilarak istatistiksel karsilastirmaya

tabi tutulmus ve anlamlilik seviyeleri p<0.05 esiginde belirlenmistir.
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BESINCi BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

5.1. DOKU ISKELELERININ URETILMESI
Polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.02 w/v) ve sodyum aljinat (ALG) ¢Ozeltisi
(%0.1 w/v) ayr1 ayri deiyonize suda hazirlanmstir. Cozeltisini hazirlamak igin ALG'ye
capraz baglama ajani olarak uygun miktarda Kalsiyum klorir (10 mM) eklenmistir.
KS-PVA ve KS-ALG biyokompozitleri, PVA veya ALG cozeltisinin kitosan
cozeltisine KS: PVA (w/w) veya KS: ALG orant 3.0: 1.0 olacak sekilde oda

sicakliginda 500 rpm'de 2 saat karistirilarak ayri ayri hazirlanmistir.

Sekil 5.1: Cozelti drnekleri Sekil 5.2: Biyobaski islemi

Cozeltiler Axo Mew model 3B biyoyazicida belirlenen sablona gore 40 psi
basing altinda basiimistir. Baskida 0,22mm i¢ ¢apinda ve 40 mm uzunlugunda 27
Gauge bask: igneleri kullanilmistir. Uretilen doku iskelelerinin bir kism: Ca+

cozeltisine daldirma yontemi araciligiyla ¢apraz baglanmastir.



PVA

PVA/CS-aljinat/Turmerik PVA/CS-aljinat

Sekil 5.3: Doku iskeleleri

5.2. SEM ANALIZI
Ornekler taramali elektron mikroskobu (SEM) aracihigiyla incelenmistir,
PVA/KS doku iskelesinde az miktarda kirilmalar gzlemlenmistir. PVA/KS-ALG ve
PVA/KS
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PVA PVA/CS
PVA/CS-aljinat/Turmerik PVA/CS-aljinat

Sekil 5.4: SEM gorintdleri
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5.3. POR ANALIZI

27.0%£11.0 um

Frequency (%)

0 10 20 30 40 50 &0

Pore size (um)

Frequency (%)

23209 um

0 1 2 3 4 5
Pore size (um)

Sekil 5.5: Capraz baglamanin por boyutuna etkisi

6

Bu incelemede Ca* ¢apraz bagh olan numunelerde Ca* ¢apraz bagh olmayan

numunelere gore por boyutlarinda kigtlme oldugu gozlenmistir.
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5.4. MEKANIK TESTLER
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Sekil 5.6: Cekme germe testleri

Uretilen doku iskelelerine basma cekme testleri yapilmistir. En yiiksek

elastikiyet modullne sahip biyokompozitin ¢apraz baglh 3B biyokompozit PVA/KS-

ALG/Turmerik oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda genel olarak capraz

baglamanin doku iskelelerine mukavemet 6zelligi kazandirdig: gozlemlenmistir.
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5.5. FITR ANALIZLERI
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Sekil 5.7: PVA, PVA-Turmerik, PVA-KS ve PVA-Turmerik-KS-ALG fonksiyonel
yapilarinin goésterimi

Saf PVA 3412 cm™ (OH gerilmesi), 2862 cm™ (CH gerilmesi), 1419 cm™ (CH
biikiilmesi) ve 1093 cm™'de ana absorpsiyon pikleri gostermistir (Jansi vd., 2023;
Mansur vd., 2008; Mejia Suaza vd., 2023). KS FTIR spektrumunda, 1648 cm™* ve 1562
cm'deki absorpsiyon pikleri sirasiyla amid 1 ve I1 piklerine atfedilir (Cirri vd., 2021;
Dara vd., 2020; M. Ibrahim vd., 2011).
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892 cm, 1092 cm™'deki genis pik sakkarit yapisin1 gosterir; sirasiyla tek C tek
bag bag gerilme titresimi ve 2928 cm™'deki pik tipik CH gerilme titresimleridir. 3380
cm'deki genis pik OH ve NH simetrik titresimine atfedilir (Bhatia vd., 2024; Duarte
vd., 2002; X. Liu vd., 2020).

PVA-CS Biyokompozitlerin FTIR spektrumunda, PVA ve KS karakteristik
pikleri belirgindir ve 3380-3412 cm™ bolgelerindeki hidrojen bagli O-H-N’nin gerilme
titresimlerine karsilik gelen genis bant acik¢a daha diisiik dalga sayilarina kaymustir.
Bu durum PVA'daki hidroksil gruplari, CS zincirleri ve borat molekilleri arasinda bir
capraz baglanma reaksiyonu oldugunu gostermektedir (Ali ve Gherissi, 2017; Chopra
vd., 2022; Livd., 2019; R. Liu vd., 2014; Menazea vd., 2020; Supriya Bhatt vd., 2023;
Vimala vd., 2011). Ayrica, 673, 761 ve 1409 cm™ 'de yeni piklerin ortaya gikmasi
sirastyla OH stretching olarak atfedilir (Jufri vd., 2022; Li vd., 2019; Srinivasa vd.,
2003; Wang vd., 2004).

PVA-ALG biyokompozitine yiklenen Turmerik FTIR spektrumlarin
gostermektedir. Karsilastirma igin saf Kurkumin 6zu tozu (Turmerik) kullanilmastir.
Karakteristik pikler 1750 cm™, 1270 cm™ ve 1100 cm™'de sunulmustur. Bunlar
sirastyla C = O gerilmesi, C-O gerilmesi ve C-O-C gerilmesine atfedilmistir. Ayrica
1450 cm™ dalga sayistmin varhig: da ortaya ¢ikmustir. Bu C-H gerilmesine karsilik
geliyordur (Mirzaie vd., 2019; Rezagholizade-shirvan, Fathi Najafi, vd., 2022;
Rezagholizade-shirvan, Najafi, vd., 2022). Turmerik ait tim karakteristik piklerin enol
formu ve keto formu oldugu kaydedilmistir. Bu durum onceki birgok literatlrle
aymdir.  Ayrica, sodyum aljinat bazli hidrojel kompozitine ylklenen kurkuminin
fonksiyonel grubunu arastirmak icin, bozulmamis hidrojel ile karsilastirilmas: ele
alinmistir. Hidrojel matrisine az miktarda Turmerik eklenmesi nedeniyle, kurkumin ile
ilgili 6nemli bir pik mevcut degildi. Ya da kurkuminin konumu hidrojel agi arasinda
sunulmustur. Bu da hidrojel ylzeyinde tespit edilmesini zorlastirmigtir. Ayrica,
hidrojel igcin tum Kkarakteristik pikler benzer Ozelliklerde sunulmustur. O-H
gerilmesinin varlig: nedeniyle 3200 ve 3500 cm™ arasindaki genis bolge gozlenmistir.
Bu muhtemelen sodyum aljinat ve polivinil alkol yapisina ait hidroksil grubunun
varligindan kaynaklanmaktadir. Hidrojele yiklenen kurkuminin neme karsi hassas
oldugu soylenebilir. Ag boyunca hidroksil grubu araciligiyla H-bag: olusturulabilir.

Bakteri olusumuna neden olabilir. C-H gerilmesi ve C-O gerilmesinin varlig:
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nedeniyle sirastyla 2900 cm™ ve 1600 cm™ dalga sayilari gozlenmistir. Bunlarin
organik yap1 ve karbonil grubu oldugu kaydedilmistir (He vd., 2018; Rezagholizade-
shirvan, Fathi Najafi, vd., 2022; Shefa vd., 2020; Tu vd., 2023).

5.6. IN VITRO SALIM KINETIGI, MATEMATIKSEL MODELLEME
Tablo 5.1: PVA-Turmerik formilizasyonuna ait Turmerik Firsr-order salim Kinetigi

deger tablosu

PVA-Turmerik

Log C=log C0-K*t/2,303

(S dukr)e (SSL;r)e % salim % kalan salim | Salinan Kalan % kalan log

15 0.25 40.216364 59.78363596 3.016227303 4.4837727 1.776582325
30 0.5 46.2488186 | 53.75118136 3.468661398 4.0313386 1.730388014
45 0.75 54.6942551 | 45.30574491 4.102069132 3.39793087 1.656153275
60 1 54.2920915 | 45.70790855 4.071906859 3.42809314 1.65999135

90 15 62.3353643 | 37.66463574 4.675152319 2.82484768 1.575933772
120 2 72.3894553 | 27.61054473 5.429209145 2.07079085 1.441074975
360 6 78.4219099 | 21.57809012 5.881643241 1.61835676 1.334013003
390 6.5 80.4327281 | 19.56727192 6.032454606 1.46754539 1.29153028

420 7 85.2586918 | 14.74130824 6.394401882 1.10559812 1.168536027
450 7.5 84.4543645 | 15.54563552 6.334077336 1.16592266 1.191608481
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Tablo 5.2: PVA-KS formulizasyonuna ait KS’nin Firsr-order salim kinetigi deger

tablosu

Sire
(dk)

15

30

45

60

90
120
360
390
420
450
480
1440
2880
4320
5760
7200
8640
10080
11520
12960

14400

PVA-KS

Sur | % salim

e

(sa)

0.25  14.0648874
0.5 | 19.024183
0.75 | 20.2436819
1 21.7883805
15  22.1135802
2 21.7070806
6 21.7070806
6.5 | 21.7070806
7 22.1948802
75 | 22.35748

8 22.1948802
24 22.4387799
48 22.7639796
72 24.3899782
96 31.349252
120 @ 36.2533693
144 | 45.0134771
168 @ 73.6310515
192 | 92.1024259
216 | 98.0210297
240 | 98.8332078

% kalan salim

85.93511258

80.97581701

79.7563181

78.21161948

77.88641977

78.29291941

78.29291941

78.29291941

77.80511985

77.64251999

77.80511985

77.56122006

77.23602036

75.61002181

68.65074803

63.74663073

54.98652291

26.3689485

7.897574124

1.97897031

1.166792167

Log C=log C0-K*t/2,303

Toplam
salinan

5.218073234
7.057971889
7.510405984
8.083489172
8.204138264
8.053326899
8.053326899
8.053326899
8.234300537
8.294625083
8.234300537
8.324787356
8.445436448
9.048681909
11.63057248
13.45

16.7
27.31712011
34.17
36.36580201

36.66712011

Kalan

31.8819268

30.0420281

29.589594

29.0165108

28.8958617

29.0466731

29.0466731

29.0466731

28.8656995

28.8053749

28.8656995

28.7752126

28.6545636

28.0513181

25.4694275

23.65

20.4

9.78287989

2.93

0.73419799

0.43287989

% kalan log

1.93417065

1.908355339
1.901765097
1.893271279
1.891461741
1.893722487
1.893722487
1.893722487
1.891008176
1.890099623
1.891008176
1.889644632
1.887819888
1.878579363
1.836645274
1.804457235
1.740256258
1.421092812
0.897493711
0.296439279

0.066993505
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15840

264

98.26

1.74

36.45446

0.64554

0.240549248

Tablo 5.3: PVA-Turmerik-KS-ALG formilizasyonuna ait First-order salim kinetigi

modellemesi tablosu

PVA-Turmerik-KS-ALG

Sire (dk)

15

30

45

60

90
120
360
390
420
450
480
1440
2880
4320
5760
7200
8640
10080
11520
12960
14400
15840
17280

Stre (sa)

0.25
0.5
0.75
1
15

7.5

24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288

% salim

7.46

10.70
13.38
13.66
13.82
15.73
15.32
15.28
1541
15.00
15.12
15.20
23.31
26.83
38.63
44.35
53.27
57.37
70.99
80.60
89.11
88.53
88.42

% kalan

salim
92.54

89.30
86.62
86.34
86.18
84.27
84.68
84.72
84.59
85.00
84.88
84.80
76.69
73.17
61.37
55.65
46.73
42.63
29.01
19.40
10.89
11.47
11.58

Log C=log C0-K*t/2,303

Toplam
salinan
5.5499

7.9628

9.9536

10.1647
10.2853
11.7030
11.4013
11.3712
11.4617
11.1600
11.2505
11.3109
17.3433
19.9614
28.7386
32.9945
39.6347
42.6856
52.8202
59.9686
66.3012
65.8663
65.7839

Kalan

68.8501
66.4372
64.4464
64.2353
64.1147
62.6970
62.9987
63.0288
62.9383
63.2400
63.1495
63.0891
57.0567
54.4386
45.6614
41.4055
34.7653
31.7144
21.5798
14.4314
8.0988

8.5337

8.6161

% kalan log

1.966331903
1.950838123
1.937626063
1.936200916
1.935384441
1.925674089
1.927758382
1.927966262
1.927342323
1.929418644
1.928796789
1.928381724
1.884733661
1.864334074
1.787976157
1.745484988
1.66957261

1.629682896
1.462475033
1.287734589
1.036847714
1.059563418
1.063736914
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Tablo 5.4: PVA-Turmerik formilizasyonuna ait First-order salim kinetigi

modellemesi tablosu

PVA-Turmerik

Ct=Co+Kot

Sire (dk) Sre (sa) % salim Toplam salinan Kalan

15 0.25 40.216364 4.483772697 3.016227303
30 0.5 46.248819 3.468661398 4.031338602
45 0.75 54.694255 4.102069132 3.397930868
60 1 54.292091 4.071906859 3.428093141
90 15 62.335364 4.675152319 2.824847681
120 2 72.389455 5.429209145 2.070790855
360 6 78.42191 5.881643241 1.618356759
390 6.5 80.432728 6.032454606 1.467545394
420 7 85.258692 6.394401882 1.105598118
450 7.5 84.454364 6.334077336 1.165922664

Tablo 5.5: PVA-KS formulizasyonuna ait Zero-order salim kinetigi modellemesi

tablosu
PVA-KS
Ct=Co+Kot
Sire (dk) Stre (sa) % salim Toplam salinan Kalan
15 0.25 14.06 5.22 31.88
30 0.5 19.02 7.06 30.04
45 0.75 20.24 7.51 29.59
60 1 21.79 8.08 29.02
90 15 22.11 8.20 28.90
120 2 21.71 8.05 29.05
360 6 21.71 8.05 29.05
390 6.5 21.71 8.05 29.05
420 7 22.19 8.23 28.87
450 7.5 22.36 8.29 28.81
480 8 22.19 8.23 28.87
1440 24 22.44 8.32 28.78

2880 48 22.76 8.45 28.65



4320
5760
7200
8640
10080
11520
12960
14400
15840

72

96

120
144
168
192
216
240
264

24.39
31.35
36.25
45.01
73.63
92.10
98.02
98.83
98.26

9.05

11.63
13.45
16.70
27.32
34.17
36.37
36.67
36.45

28.05
25.47
23.65
20.40
9.78
2.93
0.73
0.43
0.65

Tablo 5.6: PVA-Turmerik-KS-ALG formilizasyonuna ait Zero-order salim Kinetigi

modellemesi tablosu

Sire (dk)
15

30

45

60

90
120
360
390
420
450
480
1440
2880
4320
5760
7200
8640
10080
11520
12960
14400
15840
17280

PVA-Turmerik-KS-ALG

Stre (sa)
0.25
0.5
0.75
1
15
2

6
6.5
7
7.5
8

24
48
72
96
120
144
168
192
216
240
264
288

% salim

7.46

10.70
13.38
13.66
13.82
15.73
15.32
15.28
1541
15.00
15.12
15.20
23.31
26.83
38.63
44.35
53.27
57.37
70.99
80.60
89.11
88.53
88.42

Toplam salinan
5.55
7.96
9.95
10.16
10.29
11.70
11.40
11.37
11.46
11.16
11.25
11.31
17.34
19.96
28.74
32.99
39.63
42.69
52.82
59.97
66.30
65.87
65.78

Ct=Co+Kot

Kalan
68.85
66.44
64.45
64.24
64.11
62.70
63.00
63.03
62.94
63.24
63.15
63.09
57.06
54.44
45.66
41.41
34.77
31.71
21.58
14.43
8.10

8.53

8.62
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Tablo 5.7: PVA-Turmerik, PVA-KS, PVA-Turmerik-ALG formulizasyonuna ait
biyoaktif maddelerin kiimulatif salim %degerleri tablosu

% salim

Sire (dk) PVA-Turmerik PVA-KS PVA-Turmerik-KS-

ALG
15 40.21636404 14.06 7.46
30 46.24881864 19.02 10.70
45 54.69425509 20.24 13.38
60 54.29209145 21.79 13.66
90 62.33536426 22.11 13.82
120 72.38945527 21.71 15.73
360 78.42190988 21.71 15.32
390 80.43272808 21.71 15.28
420 85.25869176 22.19 15.41
450 84.45436448 22.36 15.00

Korelasyon katsayisina gore hem dogrusalhk (dogrusal), biyoaktif
malzemelerin salim kinetigi hem de salim modelinden bagimsiz bir yaklagimla
benzerlikler ve farkliliklar, sahm kinetigi ve ¢6zinme profillerinin matematiksel
modeli Dbelirlenerek karsilastirilmistir. Salim igin kullanilan 3B biyokompozit
malzemeler i¢inde bulunan Turmerik, KS ve ALG malzemeleri PVA ile katkilanarak
elde edilen hidrojellerin biyobask: sonucu olusan doku iskeleleri numuneleri
kullaniimastir.

Sirasiyla gesitli formilasyonlar, PVA-Turmerik, PVA-KS, PVA-Turmerik-
ALG in vitro ilag salim c¢ahsmalari igin secgilmistir. Katkih PVAA 2B
Biyokompozitlerin in vitro ilag salimi, sirasiyla PBS (pH 7,4) ortaminda simdle
edilerek calkalamali su banyosu iginde diflizyon yayilimi olarak laboratuvar
kosullarinda 37 £ 1 ° 'de farkli saat dilimlerinde boyunca salinan kimulatif %
degerleri, yapilmistir (Tablo 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7) (Ciftci, 2024; Ozdemir vd.,
2024).

PVA-Turmerik formilizasyonuda korelasyon katsayisi; Rz = 0,9274 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli first-order olarak secilmistir.
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PVA-KS formilizasyonuda korelasyon katsayis;; R? = 0,7911 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli first-order olarak secilmistir.

PVA-Turmerik-KS formulizasyonuda korelasyon katsayisi; R2 = 0,9267 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli first-order olarak secilmistir.

PVA-Turmerik formilizasyonuda korelasyon katsayisi; Rz = 0,8565 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli zero-order olarak segilmistir.

PVA-KS formulizasyonuda korelasyon katsayis;; R? = 0,902 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli zero-order olarak segilmistir.

PVA-Turmerik-KS formulizasyonuda korelasyon katsayisi; R2 = 0,9852 olarak
hesaplanmistir. Salim modeli zero-order olarak segilmistir.

Salinim kinetiginin kimdalatif Fitting egrisi yapilarak salinim tipinin (n degeri)
belirlenmistir. Burada belirlenen “n” degerine gore “K ve R2” degerleri bulunmustur.

5.7. SITOTOKSISITE TESTLERI

Doku kaltart ortaminda doku iskelelerine sitotoksisite testleri yapilmigtir. 3B
baskilt drlinlerinin sitotoksik olmadigin1 dogrulamak igin MC3T3 (murin pre-
osteoblast) hiicreleri Gizerinde hiicre canlilig: testleri yapilmistir. Bu amagla, PVA/KS-
aljinat/Turmerik biyokompozitler 35 giin boyunca 37 °C'de hucre kultirt ortamina
daldirilmistir. Daha sonra, hiicre ortam: geri kazamlmis ve hicre calismas: igin
kullanilmadan 6nce santrifijlenmistir. Hicreler doku kilturi siselerinde, tedarikginin
onerdigi sekilde MEM alfa ortam1 (Gibco) kullanilarak, %10 FBS ve %1 pen/strep
ilavesiyle 37 °C, %5 COz'de kdlturlenmistir. Canlilik deneyleri igin hicreler 12
kuyucuklu plakalara (2000 hiicre cm-2) ekilmistir
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PVA/CS- PVA/CS-aljinat/capraz
aljinat/Turmerik/capraz bagh

PVA/CS-capraz
bagh bagh

Sekil 5.8: Hucre canlilig: testi sonuclar

Hucreler 72 saat boyunca kuyucuklara yapismaya ve cogalmaya birakilmis,
ardindan farkli konsantrasyonlarda bozunma urtinleri veya ¢6zinmus alkin igeren
hiicre ortami ile inkiibe edilmistir. Canlilik 24 saat ve/veya 72 saat sonra PrestoBlue
metabolik test (Invitrogen) kullanilarak 6lgtlmuis ve sonuclar kontrollerle (0 mL
alkinin/bozunma Urlnleri) karsilastirmali olarak rapor edilmistir.
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SONUC

Bu calisma (¢ biyopolimer olan Kitosan ve ALG ile PVA'nin es zamanh
kullaniminin  Zerdecal'in terapotik etkinligini sinerjik olarak artiracagi sonucuna
varilmigtir.

e Sonu¢ olarak, PVAJ/Kitosan-aljinat biyokompozitinin yeni nano-
kompoziti, 6zellikle inflamatuar hastaliklar ve kanser olmak Uzere gesitli
hastaliklar: tedavi etmek icin biyomedikal uygulamalar ve ila¢ dagitim
sistemleri icin etkili bir strateji ve umut verici bir aday sunmaktadir.

e 3B biyokompozit doku iskeleleri icin mekanik testler uygulanabilir

e Kaullanilan etken biyoaktif katkisi igin salim Kinetigi profili olusturulabilir.

e Salim profili belirlenmis 3B biyokompozit doku iskeleleri igin hiicre testi

gerceklestirilebilir.
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