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OZET

Doktora Tezi

SENTETIK TICARI DOKU YAPISTIRICILARININ SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK
OZELLIKLERININ KARSILASTIRILMALI ARASTIRILMASI

Canbolat GURSES

[nonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist
Kimya Anabilim Dali

106 + XI sayfa
2021
Danigsman: Prof. Dr. Burhan ATES

Giliniimiizde biyoyapistiricilar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Giinliik yasamda
ve cerrahide oldukca yaygimn kullanilan farkli kimyasal temellere dayali sentetik doku
yapistiricilarinin sitotoksik ve 6zellikle de genotoksik 6zelliklerinin karsilagtirilmali olarak
incelendigi ayrintili c¢alisma mevcut degildir. Bu nedenle sitotoksik ve genotoksik
potansiyellerini i¢eren giivenilirliklerinin arastirilmasi kullanim sonrasi meydana gelecek
zararl etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda hayati dneme sahiptir.

Bu doktora tezi kapsaminda giinlimiizde yaygin olarak kullanilan sentetik temelli 4
farkli kimyasal temele dayanan ticari doku yapistiricilart olan CMT, DYC, LEU ve ayrica
laboratuvarimizda sentezledigimiz PU-A’nin sitotoksik ve genotoksik ozellikleri in vitro
olarak incelenmistir. Elde edilen adezyon testi sonucundan CMT, DYC, LEU ve PU-A doku
yapistiricilarinin modiil degerleri igin sirasiyla 1.659+0.594, 2.580+1.709, 2.402+0.720 ve
2.489+1.246 kKN/mm? bulunmustur. L-929 hiicreleri tizerindeki sitotoksisite test sonuglarina
gore, CMT, DYC, LEU ve PU-A doku yapistiricilart kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 24
saat icin 96.05+9.89, 57.2+5.69, 95.11+£4.95 ve 100.34+4.47 olmak iizere ve ayrica 48 saat
icinse 80.4+3.75, 00, 69.66+11.39 ve 63.25+11.5 yilizde hiicre canliligi degerlerine
sahiptirler. HepG?2 hiicreleri {izerindeki sitotoksisite test sonuglarina gére, CMT, DYC, LEU
ve PU-A doku yapistiricilart kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 24 saat icin 72.66+9.67,
56.42+6.36, 103.15+11.14 ve 95.61+11.74 olmak {iizere ve ayrica 48 saat iginse
81.02+11.19, 0+0, 66.57+8.69 ve 70.5345.58 yiizde hiicre canlilig1 degerlerine sahiptirler.
Genotoksisite deneyi olarak yapilan komet testinde Kuyruk DNA (%) bakiminda, L-929
hiicreleri tizerinde (-) Kontrol, (+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A gruplarina ait
degerler sirastyla 6.97, 23.52, 30.5, 22.95, 19.06 ve 29.18’dir. Ote yandan, Kuyruk DNA
(%) bakiminda, HepG2 hiicreleri iizerinde (-) Kontrol, (+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve
PU-A gruplarina ait degerler sirastyla 11.72, 31.88, 20.89, 28.47, 38.83 ve 37.76 dur.

Anahtar Kelimeler: Ticari Doku Yapistiricilari, Sitotoksisite ve Genotoksisite Testleri
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE COMPARATIVE INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC
PROPERTIES OF SYNTHETIC COMMERCIAL TISSUE ADHESIVES

Canbolat GURSES

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

106 + XI pages
2021
Supervisor: Prof. Dr. Burhan ATES

Today, bioadhesives are widely used. There is no detailed study of cytotoxic and
especially genotoxic properties of synthetic tissue adhesives based on different chemical
bases widely used in daily life and in surgery. Therefore, investigations of their safety,
including cytotoxic and genotoxic potentials, have a vital prospect for revealing the harmful
effects after their use.

Within the scope of this doctoral thesis, the cytotoxic and genotoxic properties of
CMT, DYC, LEU, which are commonly used synthetic-based commercial tissue adhesives
based on 4 different chemical bases, as well as PU-A, which we synthesized in our
laboratory, were examined in vitro. The modulus values of CMT, DYC, LEU, and PU-A
tissue adhesives were found 1.659+0.594, 2.580+1.709, 2.402+0.720, and 2.489+1.246
kN/mm?, respectively. According to the cytotoxicity test results on L-929 cells, CMT, DYC,
LEU, and PU-A tissue adhesives compared to the control group were 96.05+9.89, 57.2+5.69,
95.114+4.95, and 100.34+4.47 for 24 hours, and they also have 80.4+3.75, 0+0, 69.66+11.39,
and 63.25+11.5 percent cell viability values for 48 hours, respectively. For the cytotoxicity
test results on HepG2 cells, CMT, DYC, LEU, and PU-A tissue adhesives compared to the
control group were 72.66+£9.67, 56.42+6.36, 103.15+11.14, and 95.61+11.74 for 24 hours,
and they also have 81.02+11.19, 0+0, 66.57+8.69, and 70.53+5.58 percent cell viability
values for 48 hours, respectively. In the comet assay performed as a genotoxicity test, the
values of (-) Control, (+) Control, CMT, DYC, LEU and PU-A groups on L-929 cells in
terms of Tail DNA (%) were 6.97, 23.52, 30.5, 22.95, 19.06, and 29.18, respectively. On the
other hand, the values of (-) Control, (+) Control, CMT, DYC, LEU and PU-A groups on
HepG2 cells in terms of Tail DNA (%) were 11.72, 31.88, 20.89, 28.47, 38.83, and 37.76,
respectively.

Keywords: Synthetic Tissue Adhesives, Cytotoxicity and Genotoxicity Tests.






1. GIRiS

Giliniimiizde biyoyapistiricilar yaygin bir sekilde cerrahi operasyonlarda ve yaralarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle medikal, kozmetik ve cerrahi alanlarinda son
zamanlarda popiiler hale gelen biyoyapistiricilar iki temel sistemden koken almaktadirlar.
Bunlar fibrin, jelatin, alblimin, kitosan ve kondroitin siilfat gibi biyolojik yollarla hazirlanan
sistemlerin yani sira siyanoakrilat, polietilen glikol, polimetil metakrilat ve poliiiretan gibi
sentetik temelli sistemlerdir. Son yillarda genis 6lgiide kullanilan doku yapistiricilarinin hizli
uygulanma, hasta agisindan nispeten hafif travmaya yol acarak yaranin daha g¢abuk
kapanmasi ve sonugta daha az agr1 meydana getirmesi énemli avantajlaridir. Bunun yaninda,
doku yapistiricilarini uygulayanlar agisindan bu yapistiricilarin yara bolgesinde kolayca
sekillendirilerek estetik agidan olumsuz durum olusturmamasi da oldukg¢a onemlidir.

Cerrahi operasyonlarda dokular1 biraraya getirmek ig¢in genis 6l¢iide kabul goren
mekanik baglantt ekipmanlarina 6rnek olarak iplerle yapilan dikim islemleri, zimba
tellerinin kullanim1 ve ayrica ¢engelli bant sistemleri verilebilir. Ancak, hem eski teknoloji
icermeleri hem de hastaya fiziksel kisitlama saglamalar1 bakimindan bu sistemler, hastanin
iyilesmesi siirecinde uygulandiklar1 bolgede istenmeyen durumlara yol agip hastanin
sagligini tehdit edebilmektedirler (LIoyd ve dig, 2007; Tajirian ve Goldberg, 2010). Buna ek
olarak, morfolojik ve anotomik biitiinliigii hasar goren bolgeye fiziksel baglayict sistem
elemanlarinin uygulanmasi hastanin iyilesme siirecini sekteye ugratabilmektedir. Hatta bu
durum, daha spesifik olarak ornegin kolorektal cerrahide anastomoz kagaklarina neden
olabilmektedir. Bu sebeple fiziksel olarak baglayici sistemlere alternatif kapatma saglayacak
veya destek elemanlar olarak kullanilabilecek yeni biyolojik ya da kimyasal biyoyapistirici
sistemlere yonelik arastirmalarin ve ticari olarak piyasaya ¢ikan triinlerin sayisi her gegen
giin artmaktadir.

Gilinimiizde c¢esitli kaynaklardan koken alan ve farkli amaglarla genis Olgiide
kullanilan biyolojik ve sentetik temelli biyoyapistiricilar vardir. Bu biyoyapistiricilarin yara
iyilesme siirecini kontrollii bir bigimde saglamasi istenmektedir. Yaranin diizgiin olarak
onarilmasi i¢in biyoyapistiricilar yeterli mukavemete sahip olmanin yani sira dokuyla
arasinda alerjik ya da enfeksiydoz yanit olusturmamalidir. Ayrica bu yapistiricilar
biyoparcalanir &zellik sergilemeli ve ¢abucak uygulanabilmelidir. Maliyetlerinin yiiksek
olmasmmin yaninda uygulanan yarada kolaylikla alerjik ya da enfeksiyoz yanit
olusturabilmeleri nedeniyle biyolojik temele dayanan yapistirici sistemler, istenilen 6zellik
ve formiilasyonda hazirlanabilen sentetik temelli yapistirici sistemlere nazaran daha az tercih

edilmektedir. Kimyasal temele dayanan yapistiricilarin tiretiminde saglik bakimindan risk
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icermeyen dogal kaynaklarin da kullanilmasiyla 6zellikle yar1 sentetik biyoyapistiricilarin
tiretimi son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak giinliik yasamda ve cerrahide oldukca
yaygin kullanilan farkli kimyasal temellere dayali sentetik doku yapistiricilarinin sitotoksik
ve Ozellikle de genotoksik 6zelliklerinin karsilastirilmali olarak incelendigi ayrintili ¢alisma
mevcut degildir. Bu nedenle sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini igeren
biyogiivenilirliklerinin arastirilmasi kullanim sonras1 meydana gelebilecek zararli etkilerin
ortaya ¢ikarilmasinda hayati 6neme sahiptir.

Bu amag¢ dogrultusunda gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan sentetik 3 farklh
kimyasal temele dayanan ticari doku yapistiricist [Polimetil metakrilat temelli ticari kemik
yapistiricist (CMT), temel olarak 1,3 biitilen glikol disalisilat ester, kalsiyum fosfat,
kalsiyum tungstat, ¢inko oksit ve demir oksit igeren katalizor olarak ise kalsiyum hidroksit,
etil toliilen siilfonamid, ¢inko stearat, titanyum dioksit, ¢inko oksit ve demir oksit
bilesenlerine sahip kalsiyum hidroksit temelli ticari doku yapistiricist (DYC) ve
siyanoakrilat tiirevi olan 2-oktil ve n-biitil siyanoakrilat temelli doku yapistiricist (LEU)] ile
laboratuvarimizda sentezledigimiz poliiiretan akrilat (PU-A) temelli doku yapistiricisinin
yapisal, termal, morfolojik, mekanik adezyon, sitotoksik ve genotoksik 6zellikleri in vitro
olarak incelenmistir.

Farkli doku yapistiricilarinin  spesifik olarak icerdikleri monomerler kullanim
kilavuzunda belirtilen sartlar altinda polimerize edilmistir. Daha sonra doku
yapistiricilarinin -~ karakterizasyon  iglemleri i¢in  Fouirer  Transform Infrared
Spektrofotometre (FTIR), Termogravimetrik Analiz (TGA), Diferansiyel Termal Analiz
(DTA), Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC), sivi temas agis1, mekanik adezyon giicii,
Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) teknikleri
kullanilmis ve son olarak da biyogiivenlik agisindan incelemek i¢in sitotoksik etkiler hiicre
canliligimin belirlendigi MTT testi ve genotoksik etkiler ise DNA hasarinin incelendigi tek

hiicre jel elektroforezi (Komet Testi) ile arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Yapistiricilar:

Yara iyilesme siirecinde uygulanarak dokunun biitiinligiinii koruyup dokuya destek
olan biyoyapistiricilar yirminci ylizyilin basindan itibaren varligi bilinmesine ragmen son
kirk yildir cerrahide genis 6lgiide kullanilan biyomalzemelerdir. Milatta en eski yapistirict
tirevi, hasarli bolgede hemostat i¢in kullanilan biyolojik kdkenli sistemlerdir. Eski
zamanlarda siklikla kullanilan biyolojik doku yapistiricilarinin viral hastaliklar1 uygulanan
hastaya tasiyabilme riski, etkin bir tedavi olusturamamasi ve yiiksek maliyet gibi ¢esitli
dezavantajlara sahip olduklar1 i¢in zamanla yerlerini giinlimiizde kullanilan sentetik
biyoyapistiricilara birakmislardir.

Sentetik temele dayanan sistemlerin ilk 6rnekleri hafif yaralar i¢in uygunken, bu
sentetik sistemlerin sahip oldugu belli bashi dezavantajlar sebebiyle agir cerrahi yaraya sahip
hastalar1 tam olarak tedavi etmedigi tespit edilmistir. Bu dezavantajlar uygulanan hastanin
doku yapistiricisina karst enflamatuvar yanit gelistirmesi, yapistiricilarin diisitk mukavemeti
ve uygulanan hareketli viicut bolgelerinde tedaviye tam olarak bir yanit olusturamamasidir.

Amerika ve Avrupa’da doku yapistiricilarinin ticari olarak satisa ¢ikmadan once
genel olarak 5 ozellige sahip olmalar1 istenmektedir. Bu 6zellikler biyoyapistiricilarin
etkinligi, diisiikk maliyeti, biyogiivenligi, kolay kullanilabilirliginin yani sira FDA ve CE gibi
kurumlardan onay almis olmalaridir (Spotnitz ve Burks, 2008; 2010). Ayrica, ticari doku
yapistiricisinin viicuttaki kullanim yerine gore bazi kendine has 6zelliklere de sahip olmasi
gerekmektedir. Kullanima en uygun biyoyapistirici, biyouyumluluk agisindan en yiiksek
degerlere sahip olmasinin yaninda uygulanan canlida sitotoksik ve genotoksik herhangi bir
zarar meydana getirmemelidir. Biyouyumluluk bakimindan yapistiricinin igerigi ve
kullanim siiresince meydana gelen bozunma {iiriinleri canlida enflamatuvar yanit olusturup
immiin sistemi harekete gecirmemelidir. Biyoyapistiricinin enzimatik ya da hidrolitik olarak
bozunma siireci yapistirict uygulandiktan sonraki {ic-dort hafta icinde baslayip yaranin
bliyiikliigline bagh olarak degisen iyilesme siirecini etkilememelidir. Bozunma siirecinin
sonunda ideal biyoyapistirici, uygulandigi bolgeyi saglikli dokuya tamamen birakarak
viicuttan karacigerde metabolize olduktan sona bobreklerden uzaklagtirilmis olmalidir.
Sitotoksik agidan ise, 6zellikle yapistirici uygulanan bolgedeki ve ayrica yaray: destekleyici
hiicreleri 6ldiirmemelidir. Son olarak genotoksik bir etki bakimindan ise, canlida gen ya da
kromozom diizeyinde canlinin yasamini tehlikeye atabilecek herhangi bir degisiklik

yapmamalidir.



Biyoyapistiricilarin sahip olmasi gereken bir bagka 6zellik de nemli veya i1slak
ortamlarda mekanik mukavemetin korunmasi ve ayni zamanda eger uygulanan bdlge
hareketli bir doku ise hareketin devaminin desteklenerek doku esnekliginin saglanip canlinin
giinliik yasaminin devam ettirilmesidir. Ayrica, biyoyapistiricinin iiretilmesi, saklanma
kosullar1 ve uygulanma bigimi kolaylikla gerceklestirilmelidir (Petra, 2014). Bundan
dolayidir ki, giiniimiizde yeni sentetik temelli doku yapistiricilarina yonelik aragtirmalarin

sayis1 ve yapistiricilarin fonksiyonellikleri her gegen giin artmaktadir.

2.2. Doku Yapistirici Cesitleri
2.2.1. Biyolojik temelli doku yapistiricilar
2.2.1.1.Fibrin temelli doku yapistiricilar

Fibrinojenden elde edilen bir doku yapistiricisi olan fibrin temelli doku yapistiricilar
biyodegradasyon ile viicutta par¢alanarak canli i¢in zararli olabilecek herhangi bir yan etkiye
sebep olmaz. Uzun siiredir kullanilan bu yapistirici yaralarin kapanmasinda etkilidir. Bu tip
yapistiricilar, sadece yaranin iyilesmesi siirecinde degil ayni zamanda yara bolgesinde
kanama durdurucu ozellige sahip olmanin yaninda hormonlar gibi biyolojik yapilarin
taginmasinda da gorev alabilmektedirler.

Fibrinin tozunu ilk kez damar duvari tedavisinde Bergel kullanmistir (Bergel, 1909).
Fibrin igeren tampon ve plakalardan beyin kanamasi vakalarinda faydalanilmistir (Grey,
1915). Sonraki yillarda, 6zellikle hayvan deneylerinde kopmus sinirlerin kismi onarimi igin
fibrinojen kullanilmistir (Young ve Medawar, 1940). Tarihte ilk olarak 1944’te fibrinojen
ve trombinin birlesiminden olusan fibrin yapistirict deri graftinin sabitlenerek yapistirilmasi
isleminde ortaya ¢ikmistir (Cronkite ve dig, 1944). Fibrin yapistiricinin 1970’li yillardan
itibaren ticari {iretimi yapilmaya baslanmustir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA),
Tisseel® isimli ticari fibrin yapistiricisina onay vermistir. Su an kullanimda olan ticari
yapistiricilara drnek olarak Hemaseel APR Kit® ve Evicel® [Quixil® (Avrupa Birligi
tilkelerinde) ve Crosseal™ (Amerika Birlesik Devletleri’nde)] verilebilir. Bu doku
yapistiricilar: fibrinin yani sira fibrinojenin ve trombin de icermektedir.

Fibrin temelli doku yapistiricilar1 yara bolgesindeki faaliyetlerini viicutta varolan
koagiilasyon sistemine benzer bi¢imde gerceklestirirler. Ticari fibrin yapistiricisi olan
Tisseel®in iceriginde trombin, faktor XIII, CaClz, aprotinin ve elbette fibrinojen vardur.

Yapisindaki trombinle fibrinojen monomer fibrine pargalanir ve faktor XIII'in katkisiyla bu



monomerler kovalent olarak birbiriyle bag olusturup kanayan bolgede pihti meydana gelir.
Yapistiricida bulunan fibrin sayesinde yara bolgesine yapisma islemi gerceklesir. Aprotinin
ise yaradaki fibrinin homojen olarak dagilmasini saglayarak olusan pihtinin plazmin enzimi
tarafindan hemen pargalanmasini engeller. Yara bolgesindeki kanamayi durdurmasi igin
Tisseel®’de bulunan iki soliisyon aym anda uygulandiktan 2-3 saat sonra doku
yapistiricisinin tam yapismasi gergeklesmektedir (Sierra, 1997; Radosevich ve dig, 1997).

Etkisini ¢ok hizli bicimde gosteren fibrin doku yapistiricisinin bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bunlardan ilki, uygulanan hastadaki yaraya ek olarak yapistirici iginde
bulunan s1gir kaynakli bazi maddelerin varligi sonucunda ¢esitli viral rahatsizliklarin ortaya
¢ikma ihtimalidir (Ryou ve Thompson, 2006; Beckman ve dig, 2007). ikinci olarak ise,
biyolojik temele dayandigi i¢in bu yapistiricinin soguk ortamda saklanmasi gerekliligi ek
maliyete yol agmaktadir. Ayrica, yara bolgesine uygulamadan 6nceki hazirlik agamasinin
uzun siirmesi Ve uygulamaya hazir hale getirilen biyoyapistiricinin ¢abucak polimerlesmesi
de diger sakincalardir (Kaufman ve dig, 2003; Bitton ve dig; 2009).

Gli¢lii mukavemet gostermeyen fibrin doku yapistiricilar i¢in arzu edilen 6zelliklere
maalesef tam olarak hala erisilememistir. Arastirmalar fibrin yapistiricilarin mekanik
karakteristiklerinin gelistirilmesine yonelik olarak c¢apraz bag sayisinin arttirilmasina
yogunlagmaktadir (Schek ve dig, 2011). Reaktif biyolojik bir ajan olan genipin kullanilarak
capraz bag sayisi arttirllmaya ¢alisilmistir (Wang ve dig, 2013). Ayrica, genipin/fibrinojen
oranlar1 farklilastirilarak hazirlanan jellerin birka¢ dakika icinde yapistirma O6zelligi
sergileyen arastirmalar da mevcuttur (Schek ve dig, 2011).

Fibrin doku yapistiricilartyla ilgili olarak kanamay1 durdurma iizerine yapilan bir
baska arastirmada ise kollajen kullanilmistir. TachoComb® ve TachoComb®H ticari
adlariyla satisa ¢ikartilan bu tirlinlerde fibrinojen, aprotinin ve trombine ek olarak yapistirici
malzemeyi desteklemek i¢in kollajen de eklenmistir (Frilling ve dig, 2005). Ayrica, aprotinin
bulundurmayip kollajen ve fibrin igeren, ticari adi TachoSil® olan bir doku yapistiricis1 da
mevcuttur (Chapman ve dig, 2001; Parker ve dig, 2013). Kollajene dayanan ve o6zellikle
cerrahide hemostaz amaciyla kullanilan bir baska doku yapistiricist olan Vitagel™,
kalsiyum kloriir ve trombin igermektedir (Petra ve dig, 2014).

Cagimizda fibrin doku yapistiricilart plastik cerrahiden dis ve ¢ene cerrahisine
(Spotnitz ve Welker, 1999), kardiyovaskiiler cerrahi sirasinda kanamanin kontroliinden
(Spotnitz ve dig, 1987) perikardiyaldeki serum sizintisinin engellenmesine (Garcia-Guereta
ve dig, 1997) ve hatta atardamar siitiirlerinde hemostazin gergeklestirilmesine (Milne ve dig,
1995, 1996) kadar pek ¢ok cerrahi miidahalede siklikla kullanilmaktadir.

5



2.2.1.2. Jelatin temelli doku yapistiricilar:

Jelatin yumusak ve esnek oldugu i¢in boyle 6zelliklere sahip dokularda meydana gelen
yaralanmalarda siklikla kullanilmaktadir. Kollajenden iiretilen jelatinle c¢esitli capraz
baglayict ajanlardan faydalanilarak jellesme saglanir. Jelatin kdkenli doku yapistiricilart
Ozellikle 1960 yilindan sonra genis Olglide kullanilmaya baglanmistir. Formaldehit ve
glutaradehit gibi kimyasallarin ¢apraz baglamada kullanildig: jelatin resorsinol formaldehit
ve ayrica jelatin resorsinol formaldehit glutaraldehit olarak isimlendirilen iki jelatin temelli
doku yapistiricist meveuttur (Suzuki ve Ikada, 2010). Kullanim alan1 ¢ok genis olan jelatin
resorsinol formaldehit glutaraldehit doku yapistiricisinin gastrointestinal dokulardaki
uygulamalar1 da incelenmistir (Bonchek ve dig, 1967; Bhatia, 2010; Petra ve dig, 2014). In
vivo olarak kopeklerin gastrointestinal sistemindeki kesikler iizerinde yapilan jelatin
resorsinol formaldehit glutaraldehit doku yapistiricisi ¢alismalarinda anastomoz kagagi
saptanmamistir (Bonchek ve dig, 1967).

Yapisinda kullanilan formaldehit ve glutaraldehit gibi ¢apraz baglayicilarin
toksisitelerinin yiiksek olmasi, bu jelatin temelli doku yapistiricilarin biyobozunurluklarinin
uzun siirmesi ve uygulanmadan Once 1siya ihtiya¢ duyulmas: gibi bazi dezavantajlari
mevcuttur (Albes ve dig, 1993; Nomori ve dig, 1999; Matsuda ve dig, 2012). Bunun aksine,
toksik etki gdstermeyen ¢apraz baglayicilara sahip jelatin kdkenli doku yapistiricilarina
yonelik ¢alismalardan birini Otani ve ¢alisma arkadaslar1 yapmislardir. Bu arastirmalarinda
yapisinda poli(L-glutamik asit) ve ¢apraz baglayici ajan olarak karbodiimit bulunan jelatin
doku yapistiricist sentezlemislerdir. Etkisi hizli olan bu yapistirict ayn1 zamanda emicilik
Ozelligine de sahip bir hidrojeldir. Sonugta, adezyon giicii fibrin doku yapistiricilarina
nazaran yiiksek ve ayni zamanda enflamasyona yol agmayan malzeme ortaya ¢ikmistir
(Otani ve dig, 1996a, 1996b).

Fibrin yapistiriciya gére hemostazin azaldigi bir bagka jelatin ve poli(L-glutamik asit)
iceren doku yapistiricisinda ise reaksiyon hizlandirilarak hidrojel kisa slirede meydana
getirilmistir (Otani ve dig, 1998). Bunun haricinde, akcigerdeki hava kacaklar1 tizerinde
yapilan bir bagka arastirmada kullanilan malzeme sonucu olusan yiiksek adezyondan 6tiirii
hava kagaklar1 engellenmistir (Otani ve dig, 1999; Nomori ve dig, 2000).

Suda c¢oziinebilir kitosan ile genipini degisik ¢apraz baglayicilarin kullanimiyla
hazirlanan jelatin temelli jellerin jelatin resorsinol formaldehit veya jelatin resorsinol
formaldehit glutaraldehit ile hazirlanan hidrojellere kiyasla 3T3 fibroblast hiicreleri tizerinde
herhangi bir sitotoksik etkileri gézlemlenmemistir (Sung ve dig, 1999). Ayrica, ¢apraz

baglayici kimyasal olarak disiiksinimidil tartaratin kullanildigi jelatin kokenli jeller de
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vardir. Adezyon giiciinii arttirmak amaciyla jelatin temelli doku yapistiricilarina kolesterol
eklenmesiyle yaklasik alt1 kata yakin gerilme mukavemeti saglayan malzemeler Matsuda ve
caligsma arkadaglar tarafindan literatiire kazandirilmistir (Matsuda ve dig, 2012).

Simdiye kadar bahsedilen arastirmalarin disinda c¢apraz baglanma reaksiyonunun
fotokimyasal polimerizasyonla meydana getirildigi yiiksek adezyon ve gerilme
mukavemetinin yaninda oldukg¢a esnek jelatin temelli doku yapistiricisi sentezlenmistir.
Akciger ve damar yaralanmalarinda kullanima uygun bu doku yapistiricisinin ¢ok diisiik

enflamasyon gosterdigi belirtilmistir (Elvin ve dig, 2010).

2.2.1.3.Albiimin temelli doku yapistiricilar:

Albiimin biyoyapistiricilarin adeziflik 6zelligi glutaraldehit kaynaklidir. Glutaraldehit,
albiiminin yapisinda bulunan lizin aminoasitlerinin doku yapistiricisi uygulanan bolgedeki
proteinlerle bag yapmasimi saglayarak yaray1 kapatir. BioGlue® ticari markasiyla 2001
yilindan beri satista olan albiimin temelli doku yapistiricisinin kalp ve damar cerrahilerinde
kullaniminin uygun olduguna yonelik ¢alismalarin (Zehr, 2007) aksine glutaraldehitin
toksisitesi dolayisiyla ozellikle yogun cerrahi islemlerde kullanilamayacagina dair
aragtirmalar da mevcuttur (Kiiciikaksu ve dig, 2000; Reece ve dig, 2001; Chen ve dig, 2006).
Bunun haricinde, BioGlue® yapistiricisinda bulunan glutaraldehitin toksisitesine yonelik in
Vivo Ve in vitro ¢alismalar da mevcuttur. In vivo yapilan tavsan deneylerinde, tavsanlarin aort
dokularinda orta derecede enflamasyona, akciger ve karaciger dokularinda ise tahribata yol
actig1 gosterilmistir (Fiirst ve Banerjee, 2005). Klimo tarafindan yapilan bir aragtirmada aort
damari i¢in minimum enflamasyona sebebiyet veren BioGlue® doku yapistiricisinin akciger
ve Ozellikle noronlarda toksik 6zelligi gosterilmistir (Klimo, 2007).

Bir bagka albiimin doku yapistiricis1 da ProGel® ticari ismiyle satista olup igeriginde
glutaraldehit yoktur. Yaralanmalara bagl olarak akcigerleri ¢evreleyen zarda olusan hava
kayiplarini engellemek i¢in kullanilan bu albiimin doku yapistiricisi polietilen glikol (PEG),

N-hidroksisiiksinimid ve insan albiimini icermektedir (Petra ve dig, 2014).



Cizelge 2.2.1 Protein temelli ticari doku yapistiricilart.

Ticari Isim Kullanim Alanlar Icerigi
Tisseel® Kalp bypass cerrahisinde hemostaz ve Trombin, insan
kolon anastomoz destegi olarak fibrinojen, fibronektin,
faktor VIII, sigir
aprotinin, CaClz
Evicel® Cerrahi islemlerde hemostaz olarak Insan fibrinojenti,
trombin, faktor VIII,
CaCl2
CryoSeal® Karaciger rezeksiyonu cerrahisinde Fibronektin, insan
hemostaz olarak fibrinojeni, trombin,
faktor VIII, von
Willebrand faktorii
(VWF)

Hemaseel APR
Kit

Cerrahi islemlerde hemostaz olarak

Insan fibrinojeni,
fibronektin, faktor
XIII, s1g1r trombin,
CaCl2

Crosseal® Karaciger cerrahi islemlerinde hemostaz Insan fibrinojeni,
destegi olarak trombin, fibronektin,
faktor XIII, CaCl.
TachoSil® Cerrahi islemlerde hemostatik ajan Kollajen, fibrinojen,
olarak trombin
Vitagel™ Cerrahi islemlerde hemostaz destegi Sigir kollajeni, sigir
olarak trombini, hastalarin
plazmasi
GRF® Torasik aort diseksiyonu ve hemostaz Jelatin, resorsinol,
olarak glutaraldehit,
formaldehit
BioGlue® Cerrahi islemlerde hemostaz destegi Albiimin, glutaraldehit
olarak
ProGel® Akciger hava kagaklarinin Insan serum albimini,

onlenmesinde

N-hidroksisiiksinimid,
PEG

2.2.1.4. Polisakkarit temelli doku yapistiricilar:

Kitosan temelli doku yapistiricilar

Amino polisakkarit yapida olan kitosan,

kitinin deasetilasyonuyla olusur.

Biyouyumlu/biyobozunur olmasinin yaninda antibakteriyel 6zellik gostermesi ve hiicre

proliferasyonunu desteklemesi gibi cesitli avantajlara sahiptir. Bu sebeple cesitli ilag tasima

ve salinim sistemlerinden doku yapistiricist iiretimine kadar pek ¢cok biyomedikal alanda son

yillarda siklikla kullanilmaktadir (Jayakumar ve dig, 2010).



Ticari agidan en genis kullanima sahip olan triinlerden biri McCarthy ve g¢alisma
arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda iiretilen HemCon® Bandage PRO’dur (McCarthy ve dig,
2008). Bu fiirlin spesifik olarak karaciger cerrahisi sirasinda olusan kanamalarin
onlenmesinde kullanilmaktadir (Pusateri ve dig, 2003). Bunun yaninda, kitosana dayali
sizdirmay1 engelleyici pek ¢ok malzeme de iiretilmekte ve bu malzemeler iizerindeki
arastirmalar da devam etmektedir. Ornegin, Celox™ ticari isimli doku yapistiricist
malzemenin dilde olusan kesiklerdeki hemostatik etkisi Klokkevold ve ekibi tarafindan
incelenmis, hemostatik agidan etkinin azaldigi belirlenmistir (Klokkevold ve dig, 1999).
Ayni doku yapistiricisinin néron hiicrelerindeki anastomoz kagaklarina karsi etkisini
inceleyen bir baska calisma grubu da olumlu sonuglara ulagsmistir (Lauto ve dig, 2008).
Bunlarin haricinde, ¢apraz baglarin fotopolimerizasyon metoduyla meydana getirildigi
kitosan doku yapistiricilarinin, akcigerlerde yaralanmayla olusan plevral hava kayiplarin

engelledigi gosterilmistir (Duarte ve dig, 2011).

Dekstran temelli doku yapistiricilart

Biyouyumlu/biyobozunur etki gosteren ve polisakkarit yapidaki dekstran, ¢cogunlukla
a-1,6-D-glukopranoz ve a-1,3-D-glukopranoz igermektedir. Medikal alanda siklikla
kullanilan dekstran, farkli biyomalzemelerle bir araya getirilerek doku yapistiricilarinda
kullanilmaktadir. Dekstran ilk olarak 2006’da Kodokian ve Arthur tarafindan
gerceklestirilen bilimsel arastirmaya konu olmustur (Kodokian ve Arthur, 2006). Bu
arastirmada, sodyum periodatin ¢apraz baglayicilik 6zelliginden faydalanilarak dekstran ve
PEG molekiilleri birbirine baglanmistir. Ags1 yapt meydana geldigi zaman dekstrandaki
aldehit gruplarinin bir kisminin tepkimeye girmesine ragmen c¢ogunlugun dokudaki
aminlerle baglanarak yapismanin gerceklestigi saptanmistir. Sonugta meydana gelen
hidrojel ¢ok kisa siirede olusmasinin yaninda uygulanan dokuda herhangi bir toksik etki de
gozlemlenmemistir (Kodokian ve Arthur, 2006; Bhatia ve dig, 2007a).

Baska bir arastirmada ise, kornea kesiklerinde kullanilan dekstran temelli doku
yapistiricisinin sitotoksisitesi belirlenmigtir. Farkli oksidasyonlara sahip dekstran temelli
hazirlanan jeller adezyon kuvveti agisindan incelenmistir. Yiiksek oksidasyon seviyesine
sahip hizlica hazirlanan hidrojellerin, dokuda olusturdugu adezyon kuvvetinin yeterli
olmadig anlasilmigtir. Viicutta herhangi bir immiin yanit olusturmayan bu hidrojel, birkag
giinde biyobozundugu igin korneadaki kesikler iizerinde kullaniminin uygun olmayacagi
bildirilmistir (Bhatia ve dig, 2007b). Biyodegradasyon siiresi uzun olan dekstran temelli

doku yapistiricilar: 2011°de Chenault ve ¢alisma ekibi tarafindan hazirlanmistir. Hazirlanan
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hidrojelde tris(2-aminoetil) ve polietilen glikol vardir. Polietilen glikol ve dekstrandaki
aldehit grubu arasinda g¢apraz bag olusturularak elde edilen jelin, yaklasik on giinde
degradasyona ugradigi ve degradasyon sonucu olusan {irlinlerin canliya zarar vermedigi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, hazirlanan hidrojelin kornea kesiklerinde tedavi amagh
kullaniminin uygun olacag belirtilmistir (Chenault ve dig, 2011). Bu ticari iiriin Actamax™
adiyla satista olup sprey seklinde uygulanmaktadir.

Actamax™"a rakip olarak gelistirilen bir baska dekstran kdkenli doku yapistiricisi ise
PEG yerine poli-L-lizin igeren iki bilesenli yapidir. Dekstran, Brillant Blue FCF boyasi,
stiksinik anhidrit ve poli-L-lizin i¢eren bu sistemin adezyon kuvvetinin yiiksek oldugu ve
plevral hava kagaklarinin engellenmesinde yardimei oldugu belirlenmistir (Araki ve dig,
2007). Ayrica, poli-L-lizin konsantrasyonunun ve dekstranin oksidasyon seviyesinin
cesitlendirilmesiyle farkli doku yapistiricilart hazirlanmistir.

Dekstranda bulunan aldehit gruplart ile jelatin arasindaki hizli tepkimeyle hazirlanan
baska bir ¢esit hidrojel doku yapistiricisi da bulunmaktadir. Adezyon giicii fibrin doku
yapistiricisina gore fazla olan bu biyoyapistiricinin yumusak dokularda hemostatik iglevler
icin uygun olacag: belirtilmistir. Ayrica, kitosan-dekstran kokenli doku yapistiricilar: da
hazirlanmistir (Liu ve dig, 2009). Athanasiadis ve ekibi tarafindan koyunlar {izerinde yapilan
kitosan-dekstran temelli hidrojelin 6zellikle siniis cerrahisine yonelik olumlu sonuglar

verdigi belirlenmistir (Athanasiadis ve dig, 2008).

Kondroitin siilfat temelli doku yapistiricilar

Dogrusal bir polisakkarit olan kondroitin siilfat, 6zellikle eklem bdlgelerinde
bulunarak dokularin meydana getirdigi yapisal baskiy1 absorbe eder. Immiin yanit
olusturmayan kondroitin siilfat yiiksek eklemsel basing direncine sahiptir. Kikirdak
tedavilerinde doku destek yapistiricilart olarak kullanilmaktadir. Aldehit ve metakrilat
gruplariyla fonksiyonellik kazandirilan kondroitin siilfatin kullanimina yonelik ilk calisma
2003 yilindadir.

Li ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, hasarli dokuda bulunan amin gruplari
ile kondroitin stilfat doku yapistiricisinda bulunan aldehit gruplari arasinda olusan bag
adezyonu saglarken daha sonra fotopolimerizasyon metoduyla metakrilatin sertlesmesi
sonucunda malzemenin yap1 iskelesi olarak kullanilabilecegi anlasilmustir (Li ve dig, 2003).

Kolayca hazirlanip ¢abucak tepkimeye giren bir kondroitin siilfat doku yapistiricisi
gelistiren Wang ve ¢alisma ekibi, polietilen glikol ve diakrilat iceren hidrojele ait aldehit

gruplarinin kikirdaga baglanmasi saglanarak implant destekleyici biyomalzeme olarak
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kullanilabilecegini bildirmislerdir. In vivo yapilan g¢alismalarda da kondroitin siilfat
kullanilan bu biyomalzemenin hiicre proliferasyonunu arttirarak dokunun onarimin
sagladig1 gosterilmistir (Wang ve dig, 2007).

Yapilan bir bagka calismada ise, aldehitleri fonksiyonellestirilmis kondroitin stilfat
ve poli(vinil alkol-ko-vinil amin) kullanilarak doku yapistiricis1 hazirlanmistir. Yapida
bulunan amin gruplarinin aldehitler ile ¢apraz bag olusturmasiyla elde edilen kondroitin
siilfat temelli doku yapistiricisinin biyodegradasyonu siiresince herhangi bir sitotoksik etki
gbozlemlenmemistir. Ayrica, adezyon giicii de kornea hasarli dokuda arastirilmistir.
Geleneksel dikis malzemeleriyle kiyaslanan biyoyapistiricinin hemen hemen ayni goz igi
basinca yol agtig1 belirlenmistir (Reyes ve dig, 2005).

Amin uglar tastyan PEG ve -NHS ile fonksiyonellik kazandirilan kondroitin siilfat
arasinda gerceklesen amidasyon reaksiyonu sonucu bir baska biyoyapistirict hazirlanmistir.
Elde edilen hidrojelin sisme ve sertlik ozellikleri farkli pH kosullarinda karakterize
edilmistir. Buna ek olarak, hazirlanan jelin adezyon kuvvetinin c¢ok gii¢lii oldugu ve
degradasyonu siiresince minimum enflamatuvar tepki meydana getirdigi belirlenmistir

(Strehin ve dig, 2010).

2.2.2. Sentetik ve yar sentetik temelli doku yapistiricilari
2.2.2.1. Siyanoakrilat temelli doku yapistiricilar:

Alan Ardis tarafindan 1949 yilinda ilk kez hazirlanan siyanoakrilatin adeziflik
Ozelliginin karakterizasyonu Coover ve c¢alisma ekibi tarafindan 1959 yilinda
gerceklestirilmistir  (Ardis, 1949a, 1949b; Coover ve dig, 1959). Sonraki yillarda
siyanoakrilat tiirevleri, insaattan ¢ok farkli sektorlere kadar genis yelpazede kullanilmaya
baglanmigtir (Leonard, 1968). Daha sonra, siyanoakrilatlarin farkli gesitleri olan etil
siyanoakrilat ve metil siyanoakrilat doku yapistiricist olarak biyomedikal alanda kendine yer
edinmistir. Bu alanda Hosbein ve Blumenstock’un 1964 yilinda anastomoz iizerine
yaptiklar1 ¢aligma oncii olmustur (Hosbein ve Blumenstock, 1964).

Siyanoakrilat monomerler herhangi bir katalizore, 1siya veya basinca ihtiyag
duymadan oda kosullarinda ¢ok cabuk polimerlesmektedirler. Uygulandiklar1 hasarli doku
bolgesinde bulunan fonksiyonel gruplarla kovalent bag meydana getirerek adezyon
kuvvetini arttirirlar. Yiiksek mekanik mukavemete sahip olmalari ve antibakteriyel 6zellik
sergilemeleri avantajlari  olmasina ragmen (Galil ve dig, 1984), kisa siirede

biyodegradasyona ugrayarak uygulandiklar1 bolgedeki hiicreler ve dokular igin maalesef
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oldukga toksiktirler (Eaglstein ve Sullivan, 2005). Bu dezavantajlarindan &tiirii malzemenin
nispeten yavas biyodegradasyona ugramasi istendigi i¢in uzun polimer zincirler
sentezlenmistir. Bu sentez sirasinda kullanilan monomerler N-biitil-siyanoakrilattir. N-biitil-
siyanoakrilat igerige sahip biyoyapistiricilara ticari 6rnek olarak Histoacryl® ve Indermil®
verilebilir. Derin olmayan kesiklerde mikrobiyal kontaminasyona karsi engel olugturmak ve
kiiciik deri agiklarinin kapatilmasi i¢in bu triinler iyi sonu¢ vermektedir. Ancak, uygulanan
alanda polimerlestigi i¢in bu tip biyoyapistiricilar eklemler gibi hareketli viicut bolgelerinde
mekanik mukavemetleri diisik oldugundan sonugta kirilip sitotoksisiteye veya hareketin
kisitlanmasina yol agabilmektedirler (Narang ve dig, 2003). Bu yiizden, esnek yapisi
bakimindan siyanoakrilat ¢esidi olan oktil-siyanoakrilatlar sentezlenmistir. Dermabond®
adli oktil-siyanoakrilat doku yapistiricist ilk olarak 1998 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde piyasaya siiriilmiistiir. Cerrahide meydana gelen deri enzisyonlarinda
operasyondan sonra mekanik olarak birlestirilen kesikler, doku yapistiricis1 uygulandiktan
sonra polimerlesmeyle bolgenin kapatilmasi kimyasal olarak meydana gelmektedir. Oktil-
siyanoakrilatlarin yavas biyodegradasyonlar1 ve diger akrilatlara nazaran daha az toksisite
gostermelerinin yaninda viicut i¢in oldukga diisiik oranda immiin yanit olusturmalari, cerrahi
miidahaleler sonrast uygulanma bakimindan 6n plana ¢ikmalarini saglamigtir (Bruns ve dig,
1998; Abenavoli, 2001; Narang ve dig, 2003; Eaglstein ve Sullivan, 2005; Dragu ve dig,
2009).

Glinlimiizde anastomoz kagaklarinin Onlenmesinde ve derin deri kesiklerinin
kapatilmasinda siklikla kullanilan siyanoakrilatlardan goéz ve akciger cerrahisinde de
yararlanilmaktadir. Ayrica derin olmayan kiiciik kesikler ve deri yaralarinin kapatilmasinda
doktorlar bu doku yapistiricilarin1 kozmetik agidan tercih etmektedirler (Duartea ve dig,
2011).

2.2.2.2. Polietilen glikol temelli doku yapistiricilar:

Suyu seven yani hidrofilik polimer yapilar sulu ortama konduklarinda hacimlerinin
birkag¢ kat1 siserek hidrojel olustururlar (Bitton ve dig, 2009). Biyouyumlu olduklar i¢in bu
malzemeler hemostatik matriks olarak hasar gérmiis kanamali dokularda kullanima
uygundur. Viicut tarafindan immiin cevap olusturmayan bu hidrojellerin medikal alanda
siklikla kullanilani, polietilen glikol bazli agsi yapiya sahip hidrojellerdir. Ancak bu
malzemelerin, kullanim zorlugu ve 6zellikle capraz bag olusumu sirasinda meydana gelen
serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi hasar bakimindan dezavantajlar1 vardir
(Alleyne ve dig, 1998; Wain ve dig, 2001; Torchiana, 2003).
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Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanan ilk polietilen glikol tabanli
hidrojel FocalSeal® ticari ismiyle satisa ¢ikan ve fotopolimerizasyonla polimerlesmenin
gerceklestirildigi biyoyapistiricidir. Bu hidrojelin igeriginde polilaktikasit, politrimetilen
karbonat ve polietilen glikol bulunmaktadir. Capraz baglayict ajan olarak
fotopolimerizasyon teknigi kullanilmaktadir (Quinn, 2005; Bhatia, 2010). Yapilan deneysel
calismalar neticesinde, FocalSeal® hidrojelin &6zellikle hemostas ve yara kapatma
uygulamalari i¢in biyouyumluluk, biyodegradasyon, mekanik 6zellikler bakimindan uygun
oldugu sonucuna varilmistir (Suggs ve dig, 1998a; 1998b).

Bir baska polietilen glikol kokene dayanan biyoyapistirict ise DuraSeal® dir.
Iceriginde trilizin amin igeren bir soliisyon ile polietilen glikol ve ayrica uygulanirken
goriilsiin diye FD&C Blue No. 1 inaktif boyasi vardir. Bu hidrojeldeki polimerlesme, ester
ve amin gruplar iceren sollisyonlarin karistirilmasiyla baslayan tepkimenin hizlica
tamamlanmasiyla meydana gelen amid baglar1 ile miimkiin olmaktadir. Bu hidrojelin
biyodegradasyonu birkag ay1 bulmaktadir (Petra ve dig, 2014). Mukavemeti yiiksek olan bu
jelin toksisitesi yoktur ve yiiksek biyouyumluluga sahiptir. Ancak, hidrojel olmasi
bakimindan yara bolgesinde sistiginde hasta i¢in ayrica agri meydana getirmesi olumsuz
Ozelliklerinden biridir. Bu ticari biyoyapistirici hidrojel birgok cerrahi operasyonda
kullanilmaktadir (Alleyene ve dig, 1998; Kacher ve dig, 2006; Cosgrove ve dig, 2007).

CoSeal® ticari ismiyle kullanilan polietilen glikol temele dayali baska bir hidrojel
doku yapistiricist da iki farkli soliisyondan olusmaktadir (Reece ve dig, 2001). i1k ¢ozelti
sodyum fosfat ve sodyum karbonat tamponu icinde bulunan tiyol u¢ gruplarina sahip
polietilen glikolden, ikinci ¢ozelti ise sodyum fosfat tamponu iginde bulunan -NHS esterli
polietilen glikol igermektedir. Karistirilan soliisyonlar sonucunda tiyoester ¢apraz baglar
olusmaktadir. Ayrica, doku yapistiricist hasarli dokuda bulunan amin gruplarina kovalent
baglanarak adezyon gergeklesmektedir (Goode ve dig, 2001; Wallace ve dig, 2001).

Polietilen glikol temele dayanan hidrojellerin adezyon giiciiniin karsilastirildigi pek
cok bilimsel ¢alisma vardir. Bu arastirmalardan birinde CoSeal® ve DuraSeal®’in adezyon
giicii karsilastirilmistir. Sonucta DuraSeal®’in mukavemetinin yiiksek oldugu belirlenmistir
(Campbell ve dig, 2005). Ayrica, hemostatik agidan CoSeal® hidrojel yapistiricinin
digerlerinden farkli olmadigi saptanmustir (Hill ve dig, 2001; Buskens ve dig, 2006).

Bir baska PEG yapisal temeline dayali hidrojel ise absorbe edilebilir SprayGel™dir.
Iki farkli ¢dzeltinin karistirilmasiyla meydana gelen bu jel bir haftada biyodegradasyona
ugramaktadir. Jinekoloji uygulamalarinda ve kolorektal cerrahide kullaniminin uygun

oldugu belirlenmistir (Dunn ve dig, 2001; Ferland ve dig, 2001; Johns ve dig, 2003).
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2.2.2.3. Poliester temelli doku yapistiricilari

Guntumiizde polikaprolakton ve polilaktik-ko-glikolik asit ve benzeri alifatik
poliesterler hakkinda pek ¢ok bilimsel arastirma vardir. Bunlardan en bilineni, 6zellikle
akciger cerrahisinde hava ve dokular arasi sivinin kagaklarini engellemek i¢in kullanilip
TissuePatch™ ismiyle ticari olarak satilan biyoyapistiricidir (Petra ve dig, 2014). Ayrica,
yine ayn1 firma tarafindan iiretilip pazarlanan TissuePatchDural™ isimli {iriin de beyin-
omurilik sivis1 kagaklarmi engellemek i¢in satistadir. Yara bolgesindeki hizli adezyonu ve
cerrahi operasyonlarda kullanim kolayligi nedeniyle poliester temelli bu iki
biyoyapistiricidan siklikla faydalanilmaktadir (Ferroli ve dig, 2011).

Sentezlenen alifatik poliesterlere ait adezyon karakteristiklerinin arastirildigi bir
calismada, Ferreira ve ekibi polikaprolakton diol ve izofuran diizosiyanat veya hekzametilen
diizosiyanatin farkli oranlarmi kullanmislardir. Sentezlenen polimerlerin adezif ozellik
gosterdigi ve bdylece cerrahi miidahalelerde biiyiik bir sorun olan hemolize karsi
kullanilabilecegi bildirilmistir (Ferreira ve dig, 2008a). Ayni ekibin yaptigi bir baska
arastirmadaysa, makro boyutlarda monomer kullanilarak sentezlenen biyoyapistiricidaki
capraz baglarin 5-6 hafta i¢inde biyodegradasyona ugrayarak yiiksek adezyona sahip
polimerin toplam agirliginin ortalama olarak yiizde onunu kaybettigi saptanmistir (Ferreira

ve dig, 2008b).
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Cizelge 2.2.2 Sentetik temelli ticari doku yapistiricilari.

Ticari Uriin Adi Kullanim Alanlari Icerigi
Histoakril® Deri kesiklerinin kapatilmasinda n-biitil-2-siyanoakrilat
Dermabond® Deri kesiklerinin kapatilmasinda 2-oktil-2-siyanoakrilat
Indermil® Deri kesiklerinin kapatilmasinda n-biitil-2-siyanoakrilat
Glubran®, Bakteriyostatik sentetik cerrahi n-biitil-2-siyanoakrilat,
Glubran2® yapistirici olarak metakriloksisiilfolan
FocalSeal-L® Plevral hava kayiplarinin PEG, ko-poli(laktik asit),
onlenmesinde poli(trimetilenkarbonat)
DuraSeal® Dural onarimda siitur destegi NHS-PEG/Trilizin

olarak, vaskiiler kapatmada ve
siyatik sinir anastomoz tedavisinde

CoSeal® Damarsal kapatmada hemostatik NHS-PEG/Tiyol-PEG
ajan olarak
SprayGel™ Jinekolojik ve kolorektal cerrahide NHS-PEG/Tiyol-PEG
yapistirici olarak
TissuGlu® Cilt flepleri altinda seroma Lizin di/tri izosiyanat
olusumunun 6nlenmesinde prepolimer
TissuePatch® Hava kayiplarinin engellenmesinde, Poli(laktik-ko-glikolik
dural onarim ve siitur destegi olarak asit)/Polikaprolakton
Adherus® Dural onarimda, kardiyovaskiiler PEG/poli(etilen imin)

cerrahi yapistiricisi olarak

2.2.2.4. Poliiiretan temelli doku yapistiricilar:

Immiin yanit olusturmamasi, hizlica uygulanma kolayligi, biyodegradasyon dzelligi
ve viicut sicaklifinda adezyon mukavemetini korumasi gibi ¢esitli avantajlara sahip olan
poliiiretan temelli doku yapistiricilar: giinlimiizde pek ¢ok ticari isimle iiretilip biyomedikal
alanda siklikla kullanilmaktadir.

Poliiiretanlar genel olarak yumusak segment (poliol) ve sert segmentin (diizosiyanat)
katalizor yardimiyla polimerizasyonuyla meydana gelir (Arashiro ve dig, 2001; Randall ve
Lee, 2002). Sentez boyunca farkli oranlarda kullanilan yumusak segmentlerde bulunan
tiretan bagindaki karbonil gruplarmin yani sira -NH gruplar1 adezyon kuvvetlerini, sert

segment ise poliiiretanlarin mukavemet karakteristiklerini belirler. Bir bagka yapisma etkisi
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de tiretan baginda bulunan ve yumusak segmentlerin yapigsmasini saglayan eterik gruplarda
goriiliir. Yumusak segmentlerin hidrokarbon ylizeylerine yapismasiyla alakali olarak
London kuvvetleri etkilidir. Poliiiretan biyoyapistiricilarinin adezyon kuvvetini belirleyen
etkenlerden birisi, yapida yer alan aktif u¢ gruplar tarafindan meydana getirilen baglardir.
Burada sozii edilen baglar genellikle yapistirilmak istenen yiizey ile poliiiretanda bulunan
-NCO grubu arasinda gergeklesen kovalent baglar veya poliiiretanda bulunan -OH gruplar1
arasinda gerceklesen ikincil baglardir. Politiretanda bulunan aktif u¢ gruplarin sayis1 arttik¢a
poliliretanin adezyon 0zelligi de artmaktadir. Bu sebeple, doku yapistiricis1 amaciyla
faydalanilacak poliiiretan yapilar oncelikle polimerden ziyade daha fazla aktif ug¢ iceren
prepolimer seklinde tiretilip yliksek adezyona sahip olmaktadirlar (Randall ve Lee, 2002;
Rivera-Armenta ve dig, 2004).

Doku yapistiricist olarak kullanilmalart i¢in yiiksek adezyon kuvvetine sahip
olmalar1 beklenen poliiiretanlar ayni zamanda biyouyumluluk ve biyodegradasyon
ozellikleri bakimindan da uygun olmalidirlar. Toksik etki gostermemesi yani yiiksek
biyouyumlulugu bakimindan alifatik diizosiyanatlar tercih edilmektedir. Alifatik
diizosiyanat monomeri olarak siklikla hekzametilen diizosiyanat, izofuran diizosiyanat ve
1,4-diizosiyanobiitan kullanilmaktadir (Wasekar ve Mhaske, 2013).

Ayrica, biyouyumlu ve biyobozunur poliiiretanlarin meydana getirilmesinde poliol
kaynag1 olarak dogal polieterler ve poliesterler kullanilirken, temel zincir olusumunda ise
hidrokarbon yerine farkli karbohidrat sekerler veya hint/soya yagi gibi yag asidi ¢esitleriyle
tanin ya da katekol gibi polifenol kaynakli bilesikler tercih edilmektedir (Randall ve Lee,
2002; Rivera-Armenta ve dig, 2004).

Glintimiizde ticari olarak satilan sentetik poliliretan temelli yapistiricilar siklikla
kullanilmaktadir. Bunlarin en bilinenlerinden biri cerrahi operasyonlar bittikten sonra sivi
kagaklarmni 6nlemek icin kullanilan TissuGIu® dur. Tek komponentli bu doku yapistiricist
lizin diizosiyanat ug gruplarina sahiptir. Ticari olarak satin alinan bu prepolimer formundaki
politiretan doku yapistiricisi, doku iginde sivi kagaklariyla karsilasinca ¢apraz baglar
meydana gelerek adezyon gerceklesir ve sonugta sert bir agsi tabaka ortaya ¢ikar. In vivo
deneysel calismalarin yaninda insan deneyleri de TissuGIu® nun hem biyouyumlu hem de
biyobozunur karakteristige sahip oldugunu gostermistir (Gilbert ve dig, 2008; Bouten ve dig,
2014).

Poliiiretan doku yapistiricilarinin bagka bir ¢esidi ise cerrahi sonrasi dikislerde ortaya
cikan anastomozu engellemek amaciyla kullamlan Sylys®’tir. Bu doku yapistiricisinin

igeriginde trietoksisilan ve iiretan baglari mevcuttur (Beckman, 2011; Petra ve dig, 2014).
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Kriptonit® ticari adiyla bilinen kemik ¢imentosu ya da dolgu malzemesi esasen hint
yag1 temellidir. Kalsiyum karbonat ve izosiyanat iceren Kriptonit® kemik cerrahisindeki
kirilma ve zedelenmelerde siklikla kullanilmaktadir (Fedak ve dig, 2010; Farrar, 2012).

Ticari olarak satilan pek ¢ok poliiiretan temelli doku yapistiricisi haricinde bilimsel
arastirmalara konu olmus poliiiretan biyoyapistiricilar da vardir. Ornegin, hazirlanan iiretan
bazli prepolimerin kitosan ile meydana getirilmis farkli polimer numunelerinin yiiksek
biyouyumluluk 6zellikleri, hiicre kiiltiir sisteminde in vitro olarak belirlenmistir (Habib ve
dig, 2011).

Yapilan baska bir aragtirmada ise taninden yola ¢ikilarak politiretan temelli bir doku
yapistiricist sentezlenmistir. Bu yeni polimerin igeriginde tanin ve degisik miktarlarda
PPG1000’in (poliol kaynagi) yam sira 3-izosiyanatometil-3,5,5-trimetilsikloheksil
izosiyanat vardir. Ayrica, demir kloriir katkisi yapilarak politiretan doku yapistiricisinin
adezyon ve mekanik absorbans mukavemeti karakteristikleri cok daha iyi hale getirilmistir
(Peng ve dig, 2013).

Schreader ve calisma ekibi tarafindan gelencksel kemik g¢imentosunun adezyon
kuvvetinden daha yiiksek olacak sekilde nano hidroksiapatit parcaciklari ile gii¢lendirilerek
sentezlenen poliiretan temelli kemik yapistiricisina ait fiziksel ve termal o&zellikler
karakterize edilmistir. Biyouyumlulugu in vitro belirlenen kemik yapistiricisinin adezyon
giicii, kemik ¢imentosunun yaklasik iki kat1 olarak belirlenmistir (Schreader ve dig, 2013).

Enjekte edilebilir kemik ¢imentosu olarak Guelcher ve ekibi tarafindan sentezlenen
diisiik viskoziteye sahip politiretan temelli biyoyapistirict malzemenin adezyon kuvveti ve
basing esneme mukavemeti gibi mekanik 06zelliklerinin yaninda biyobozunurluk ve
osteoblast primer hiicre hatti olan MC3T3 hiicreleriyle biyouyumluluk testleri
gerceklestirilmistir. Sonugta, sentezlenen biyoyapistiricinin kemik catlagi ve 6zellikle kirigi

tedavilerinde ¢imento amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir (Guelcher ve dig, 2008).

2.3. Sitotoksisite ve Genotoksisite Testleri

Giliniimiiziin modern diinyasinda, sentezlenen her biyomalzemeyle temas halinde
olan insanlar igin hiicre canliliginin belirlenmesi bir diger deyisle sitotoksisite arastirmalari
olduk¢a Onemlidir. Zira bu bilimsel ¢aligmalarin yapilmasiyla biyouyumlulugun disinda
hiicredeki mutajenik etkiler, kanserlesmeye giden malign transformasyonlar, hiicresel
yolaklarda meydana gelen patolojik sorunlar, sitotoksisiteyle birlikte hiicrede olusan genetik
degisiklikler de belirlenebilmektedir (Komissarova ve dig, 2005).
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Hiicre proliferasyonunun ve canliliginin arastirildigi bir¢ok yontem mevcuttur (Cook
ve Mitchell, 1989). Bunlar i¢inde siklikla faydalanilani sitotoksisite deneyleridir. Hizli
analiz gerceklestirilebilmesinin yaninda pek ¢ok drnege ait sitotoksisite sonucu ayni anda ve
kolayca ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle kolorimetrik olmak iizere liiminesans ve enzimatik
sistemlerle yapilan sitotoksisite deneylerinden hangisinin uygulanacagimi belirleyen bazi
parametreler vardir. Bu parametreler arastirmada hiicre 6liim mekanizmast c¢alisilip
calisilmayacagi, deneyde test edilecek malzemenin kimyasal yapisi, deney sonucu elde
edilmek istenen hiicresel yanit ve in vitro deneyde kullanilan hiicrenin ¢esidi seklinde
Ozetlenebilir (Freshney, 2015; Weyermann ve dig, 2005).

Liiminesans sistemler, floresans 6zelligi olan maddelerin kullanildig sistemler ve
lusiferaz enzimi gibi kendiliginden biyoliiminesans 6zellikli sistemler olmak iizere ikiye
ayrilir. Enzimatik yontemde ise hiicre membrani hasar1 veya 6limii sonrasinda hiicrelerin
bulundugu ortamda meydana gelen laktat dehidrogenaz (LDH) gibi enzimlerdeki miktar
degisiklikleri saptanmaktadir (Korzeniewski ve Callewaert, 1983; Borenfreund ve Puerner,
1985; Riss ve Moravec, 2006).

Kolorimetrik sitotoksisite testlerinde farkl tetrazolyum tuzlari kullanilir ve sonugta
olusan renk degisiminin absorbans degeri spektrofotometre cihaziyla Olciiliir. Ayrica,
hiicrelerin kendisini biitiin halinde ya da organellerini kompartman olarak boyayan tripan
mavisi, notral kirmizis1 veya kristal viyole gibi boyalar da mevcuttur. Hiicre sayiminin
manuel olarak yapildigi canli ve 06l hiicreleri birbirinden ayirmada kullanilan tripan
mavisinin yerini ¢ok fazla 6rnegin ayni1 anda ¢aligilabildigi otomatize sistemler almaktadir
(Tokur ve Aksoy, 2017).

Kimyasal maddelere maruz kalindiginda meydana gelen mutajenik etkiler
genotoksisite testleriyle belirlenmektedir. Bu mutajenik etkilere 6rnek olarak genomda
olusan nokta mutasyonlar1 veya delesyonlar, hiicre ¢ekirdeginden ayr1 olarak goriilebilen
mikro boyuttaki baska cekirdekler, kromozomlarda gd&zlenebilen kardes kromatid
degisimleri veya translokasyon gibi degisikliklerin yani sira DNA’nin tek veya gift
zincirinde olusmus kiriklar (fragmentler) verilebilir (Decordier ve dig, 2002). Hangi tip
mutajenik etkinin goriildiigiiniin belirlenmesinde siklikla komet testi olmak iizere ayrica
Ames testi, mikroniikleus testi, kromozom aberasyonu testi, kardes kromatid degisimi testi
gibi genotoksisite testlerinden in vitro ve in vivo olarak faydalanilmaktadir (Fenech, 2000;
Zeiger, 2001, 2004; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Vural, 2017).

Genotoksik etkiler ya direkt olarak mitoz hiicre boliinmesini kontrol eden bdlgelerde

ya da indirekt olarak DNA tamir yolaklarinin bozulmasi, DNA biitiinliigiinii koruyan histon
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proteinlere ait genlerde meydana gelen mutasyonlar gibi DNA’da olusan hasarlar sonucunda
meydana gelir. Sonugta, hiicrenin DNA’sindaki degisiklik canlida kanser, yaglanma veya

hastaliga yol agar (Kirsch-Volders ve dig, 2003; Mateuca ve dig, 2006).

2.3.1. MTT Testi

MTT testi 1983 yilinda ilk kez Mosmann tarafindan kullanilan bu test hizli sonug
veren, kolayca uygulanabilir ve kolorimetrik degisim temelli olarak Kantitatif hiicre
canliliginin belirlendigi bir testtir (Mosmann, 1983). Bu testte, hiicrenin en biiyiik
organellerinden olan mitokondrideki siiksinat dehidrogenazin metabolik aktivitesi 6lgiiliir.
Hiicre ¢ogalmasina bagli olarak ¢ok miktarda olusan mitokondriyel enzimle testte kullanilan
monotetrazolyum tuzu MTT (3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
elektron tagima sistemi tarafindan indirgenerek suda ¢éziinmeyen mavi-mor renkli formazan
kristalleri olusur (Liu ve dig, 1997; Vinken ve Blaauboer, 2017). Olusan bu formazan
kristalleri canli hiicrelerin membranindan gegcemeyip hiicre iginde kalir (Fotakis ve Timbrell,
2006). Daha sonra, dimetil siilfoksit (DMSQO) gibi bir organik ¢0ziicliniin ortama
eklenmesiyle formazan kristalleri ¢oziinerek spektrofotometre cihazinda belirli bir dalga
boyunda kolorimetrik olarak saptanabilecek koyu mavi-mor renge doniisiir. Ortamdaki canli
hiicre sayisiyla meydana gelen formazan kristali miktar1 dogru orantili olarak degisir.
Reaksiyon sonucu olusup 6l¢iilen koyu mavi-mor renk, hiicre canliligini ifade etmektedir
(Denizot ve Lang, 1986; Chapdelaine, 2001; Vellonen ve dig, 2004; Stockert ve dig, 2012).

2.3.2. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Genotoksisite ve apoptoz caligmalarinin yaninda DNA’da goriilen hasar sonucu
olusan fragmentasyonun tamirinde kullanilan Komet Testi diger bir deyisle Tek Hiicre Jel
Elektroforezi, diger genotoksisite testlerine nazaran daha sik tercih edilmektedir (Singh ve
dig, 1988; Fairbairn ve dig, 1995; Sasaki ve dig, 2002). Bu yontem, ilk kez 1978 yilinda
Rydberg ve Johanson ile literatiire kazandirilmistir. In vitro veya ex vivo olarak uygulanan
bu yontemle kimyasal mutajenler, oksidasyon ve UV gibi dis kaynakli veya canlinin kendisi
tarafindan olusan; DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluklar ve hiicre dongiisii
kontroliiniin kayb1 gibi kalitsal (genetik) veya sporadik meydana gelen ve hatta bir hiicreye
ait DNA tek zincir kiriklarindaki hasar bile direkt olarak belirlenebilmektedir (Rydberg ve
Johanson, 1978; Ross ve dig, 1995; Tice ve Vazquez, 1998; Tice ve dig, 2000; Sasaki ve
dig, 2002).
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Hemen hemen tiim okaryotik hiicrelere kolayca uygulanabilir, oldukg¢a hassas oldugu
icin giivenilir, ucuz ve ¢abuk sonu¢ veren bir metod olmasi, radyoaktif isaretleme
gerekmeden sadece EtBr boyasi kullanilarak UV 151k altinda farkli hiicrelerde olusan hasarin
goriintiilenerek hasarlarin siniflandirilabilmesine izin vermesi, az miktardaki DNA hasarinin
saptanabilmesinin yaninda DNA onarim kapasitesinin belirlenmesi gibi avantajlara sahip
oldugu i¢in giiniimiizde ¢ogunlukla Komet Testi kullanilmaktadir (Hartmann ve dig, 2003;
Collins, 2004; Ritter ve Knebel, 2009; Dinger ve Kankaya, 2010; Azqueta ve Collins, 2013;
Langie ve dig, 2015). Yontemin asamalarindan biri olan elektroforezde uygulanan voltaj ve
stire, ortamla birlikte deneyde kullanilan soliisyonlarin sicakligi ve taze hazirlanmalarinin
yani sira lizis soliisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu, siire ve pH) gibi gesitli parametreler
deney sonucunu biiyiik 6l¢iide etkileyebilmektedir (Dinger ve Kankaya, 2010).

DNA’da meydana gelen tek sarmal kiriklarinin tespiti i¢in ilk kez 1978 yilinda insan
lenfositlerinde arastirma yapan Rydberg ve Johanson, hafif bazik ortamda lam {izerindeki
agaroza gomiilmiis olan insan lenfosit hiicrelerini lizis edip daha sonra proteinlerden kismen
ayirmay1 basarmiglardir. Rydberg ve Johanson, érnekleri daha sonra akridin turuncusu ile
boyayip tek zincir i¢in kirmizi floresans, ¢ift zincir icinse yesil floresans 1s1gin oranini
belirlemislerdir (Rydberg ve Johanson, 1978). Ancak, bu metod genel kabul gormemistir.
Bundan dolay1, 1984 yilinda Ostling ve Johanson siispansiyon halindeki hiicreleri lamin
lizerine yayarak oncelikle yiiksek tuz ve deterjan iceren ortamda lizis etmiglerdir. Daha sonra
notr ortamda gergeklestirilen elektroforez teknigiyle ve en sonunda da etidyum bromiir
(EtBr) boyamasi yaparak DNA kiriklarini incelemislerdir (Ostling ve Johanson, 1984).
Ancak, DNA’da hasar olusturan ¢ogu etken ¢ift zincirden daha ¢ok tek zincirde etkilidir.
Tek zincirde meydana gelen DNA kiriklari n6tr ortamda tam olarak saptanamadigi igin
Singh ve calisma ekibi aymi islemleri bazik ortamda gergeklestirerek bu sorunu
cozmiislerdir. Ayrica, notral ortamda tam olarak engellenemeyen protein kontaminasyonu,
alkali (bazik) ortam sayesinde proteinlerin bilylik ¢ogunlugu ¢oktiiriilerek ortamdan
kolaylikla uzaklastirilabilmektedir (Singh ve dig, 1988).

Giliniimiizde siklikla kullanilan Komet Testiyle hem ¢ift zincir kiriklar1 hem de tek
zincirde meydana gelen DNA hasar1 belirlenebilmektedir. Lamin iistinde bulunan agaroz
jele gomili haldeki hiicrelerin zari, lamlarin lizis soliisyonu igeren ¢oOzelti icine
batirilmasiyla pargalanir ve sonugta siipersarmal formdaki DNA makromolekiilii niikleoid
halindedir (Tice ve dig, 2000; Azqueta ve dig, 2013). Alkali ortamda gerceklestirilen lizis
isleminde DNA sarmali gevser ve daha sonra elektroforez asamasinda DNA ana yapisinda

bulunan fosfat gruplar1 kaynakli sahip oldugu genel negatif yiik dolayisiyla pozitif yone
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dogru ilerlerken DNA’daki hasarin biiyiikliigiiyle dogru orantili olarak kuyrukluyildiz
goriintiisii olusur. Olusan bu kuyruklu yildiz goriintiisii sebebiyle bu yonteme ‘KOMET’
(ingilizcesi COMET) denmistir (Collins ve dig, 1997). Hasar icermeyen DNA uniform
halinde ve niikleoid yapida oldugundan, elektroforez sirasinda kuyruk olusturmadan pozitif
yone dogru hareket etmektedir (Klaude ve dig, 1996).

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra, 6rnekler EtBr, propidyum iyodiir (PI),
akridin turuncusu, 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) gibi DNA’ya baglanan bir boya ile
boyanip floresans mikroskopla goriintiilenir ve gesitli yazilimlar kullanilarak sonuglar
istatistiki olarak degerlendirilir (McKelvey-Martin ve dig, 1993; Tice ve dig, 2000). Goriintii
analizi i¢in kullanilan yazilimlar sayesinde genotoksisiteye dair pek ¢ok parametre
incelenebilmektedir. Bu parametreler arasinda bas yogunlugu, bas DNA (%), kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk DNA (%), kuyruk momenti ve Olive kuyruk momenti
gibi parametreler sayilabilir (Tice ve Strauss, 1992; Collins ve dig, 1997; Kassie ve dig,
2000). Bunun haricinde, herhangi bir yazilimm kullanilmadigi, sonuglarin tamamen
fotograflardan gorsel olarak degerlendirildigi durumlarda ise hiicreler 0 (hasarsiz/cok az
hasarli) — 4 (asir1 hasarli) arasinda degisen derecelerde kategorilendirilmektedir (Collins,
2004).

2.4. Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasindaki temel amacimiz, giinliik kullanimda sik¢a karsimiza ¢ikan
sentetik  biyoyapistiricilarin - mutajenitelerinin - belirlenmesi ve bu ticari {rilinlerin
biyobozunma siireclerinde yaptiklar1 salinimlarin genotoksik agidan DNA diizeyinde ve
sitotoksik agidan ise hiicre 6lim oraninin belirlenmesi diizeyinde herhangi bir degisim
gerceklestirip gerceklestirmediginin sirastyla uygulanacak MTT ve Komet testleriyle in
vitro olarak belirlenmesidir.

Yukarida bahsedildigi iizere yaygin kullanima sahip doku yapistiricilarinin 6zellikle
sitotoksik ve genotoksik 6zelliklerinin degerlendirilmesini igeren g¢alismalar agisindan
literatiirde biiyiikk bir bosluk vardir. Yapilacak bu caligmanin literatiirdeki baslugun
doldurulmasi, ayni sistemde yapilan karsilastirma ile kiyaslanabilir sonucglarin ortaya
konmas1 ve 6zellikle de uygulayict ve kullananlar i¢in yol gosterici olmasinin yani sira
toplumdaki genel biling diizeyinin arttirilmasi nedenleriyle de oldukga 6nemli olacagi

kanaatindeyiz.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sentetik doku yapistiricilarinin hazirlanmasinda kullanilan igerikler ve kullanim
alanlan Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Hazirlanan sentetik doku yapistiricilarinin igerikleri ve kullanim alanlart.

Doku Yapistiricisi Icerik Kullanim Alam

Paket: Polimetil metakrilat

(%87.6 ala), Kemik ¢imentosu olarak
benzoil peroksit (%2.4 a/a), kemik catlak veya
AF Cement 1 baryum siilfat (%10 a/a) kiriklarinda dolgu
(CMT) + materyali olarak
Ampul: Metil metkrilat kullanilmaktadir.

(%98.8 a/a), N,N dimetil p-
toluidin (%1.2 a/a), hidrokinon

Direkt ve indirekt olarak
kanal doldurmada
kullanildig: gibi restoratif
dental materyaller,
simanlar ve diger kaide
maddelerinin altinda
koruyucu astar olarak da
kullanilmaktadir.

Temel: 1,3 biitilen glikol
disalisilat ester, kalsiyum
fosfat, kalsiyum tungstat, ¢inko
Dycal® Dentin oksit, demir oksit
(DYC) +
Katalizor: kalsiyum hidroksit,
etil toliien siilfonamid, ¢inko
stearat, titanyum dioksit, ¢inko
oksit, demir oksit

Kolay kesikler,

Leukosan® 2-oktil ve n-biitil siyanoakrilat  yaralanmalar ve cerrahi
Adhesive + kesi gibi yaralarin topikal
(LEV) Violet boyasi kapatilmasinda
kullanilmaktadir.
PEG200, Zein proteini, Laboratuvarimizda
Poliiiretan AKkrilat izoforon diizosiyanat, sentezlenen bu malzeme
(PU-A) [-siklodekstrin doku yapistiricist olarak

+

kullanilabilir.

2-izosiyano etil akrilat

Sentetik doku yapistiricilarinin Karakterizasyon ve analiz asamalarinda kullanilan
kimyasallardan 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), NaOH,
KOH, THF, DMF, PBS ve DMSO Merck firmasindan tedarik edilmistir. PEG200, zein
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proteini, izoforon diizosiyanat, 3-siklodekstrin, 2-izosiyano etil akrilat, Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), Streptomisin/Penisilin, yiiksek erime
dereceli agaroz (HMA), diisiik erime dereceli agaroz (LMA), NaCl, EDTA, Tris, Tris base,
Triton X-100, KOH, H202, metanol, izopropanol, etanol, HCI, tripan mavisi ve EtBr ise
Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir. Ayrica, LabSolute marka 24 ve 96 kuyucuklu plakalar

hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmastir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Hazirlanan sentetik doku yapistiricilarinin - karakterizasyonunda Perkin Elmer
Spektrum Two model Infrared Spektroskopisi (FTIR), XE-100E marka Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM), SEO Phoenix-300 marka Sivi Temas Ag¢1 Analizor, MTS firmasina ait
Exceed Model E42 elektromekanik dinamometre ve standi, LEO Evo-40 VPX marka
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Shimadzu 50 marka Termogravimetrik Analizor
(TGA)/Diferansiyel Termal Analizoér (DTA), Shimadzu 60 marka Diferansiyel Taramali
Kalorimetre (DSC) cihazlarinin yaninda hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda Teknomar Chemocell
LRCX-UV laminar flow kabini, Esco CO2’li inkiibator, Niive NF 200 santrifiij, WiseBath
su banyosu, BioTek marka Eon Mikroplate Spektrofotometre, NanoEnTek marka JuLl FL
canli hiicre film analizorii, Olympus CKX41 marka invert mikroskop ve floresans sisteminin
yaninda Olympus cellSens Entry 2.1 bilgisayar yazilimi igeren bir HP masaiistii bilgisayar

kullanilmastir.

3.3. Sentetik Doku Yapistiricilarimn Hazirlanmasi

CMT’nin hazirlanmasinda paket igerigindeki 35.04 g polimetil metakrilat (%87.6
a/a), 0.96 g benzoil peroksit (%2.4 a/a) ve 4 g baryum siilfat (%10 a/a) igeren toz kisim
ampul i¢indeki 19.76 ml metil metkrilat (%98.8 a/a), 0.24 ml N,N dimetil p-toluidin (%1.2
a/a) ve 18-20 ppm hidrokinon igeren ¢ozgenle iyice karistirilarak homojen bir karigim olmasi
saglandiktan sonra ¢ozgenin buharlagmasiyla yapistirict sert ve kati polimer formunu

kazanmustir.

DYC’nin hazirlanmasinda paket i¢eriginde bulunan temel kismi olusturan 1,3 biitilen
glikol disalisilat ester, kalsiyum fosfat, kalsiyum tungstat, ¢inko oksit ve demir oksit yine
paketteki Katalizor kisim olan kalsiyum hidroksit, etil toliien siilfonamid, ¢inko stearat,

titanyum dioksit, ¢inko oksit ve demir oksit ile esit hacimde diiz bir cam yiizeyde homojen
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karistirilarak kurumasi beklendikten sonra yiizeyden kazinip yer yer biiyiik parcalar iceren

kat1 toz halinde elde edilmistir.

LEU’nun hazirlanma asamasinda ise ticari olarak satin alman 0.7 ml’lik tiipler
sikilarak yapistiricinin diiz ve kolayca kaznabilir bir cam zemine uygulanmasiyla
icerigindeki ¢dzgenin tam olarak ugtuktan sonra yiizeyden kazinmasiyla kat1 olarak elde
edilmistir. Iceriginde 2-oktil ve n-biitil siyanoakrilat olan LEU, violet boyas i¢erdiginden
mor renklidir.

PU-A’nin laboratuvarimizda sentezlenmesi asamasinda PEG200, zein proteini,
izoforon diizosiyanat ve B-siklodekstrin THF ¢ozeltisi i¢inde 24 saat 75°C’de inert sartlar
altinda karistirtlmis ve daha sonra 2-izosiyano etil akrilat ile inert sartlar altinda oda
sicakliginda 5 saat reaksiyona sokulmasmin ardindan polimerde capraz baglanmalarin

meydana gelerek polimerin son halini almas1 i¢in UV altinda 15 dakika kiirleme yapilmustir.

3.4. Sentetik Doku Yapistiricalarmin  Yapisal ve Yiizeysel Ozelliklerinin
Karakterizasyonu

Hazirlanan farkli yapisal 6zelliklere sahip sentetik doku yapistiricilart FTIR ve sivi
temas Ol¢iim yontemleri kullanilip yapisal olarak karakterize edilmistir. Ayrica hazirlanan

yapistiricilara ait ylizey morfolojileri SEM ve AFM analiz teknikleri ile belirlenmistir.

Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Sentetik ticari doku yapistiricilarinin yapisal karakterizasyonu FTIR Spektroskopisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektrumlar, Perkin Elmer Spektrum Two model
spektrometre cihazinin ATR &lgiim modu ile 400-4000 cm™? dalga sayis1 araliginda
kaydedilmistir.

Swi Temas Act Analizor

Poliiiretan film yiizeylerinin hidrofilik 6zellikleri SEO Phoenix-300 marka temas
acist Olciim cihaziyla gergeklestirilmistir. Sivi temas agisi her bir numune i¢in oda
sicakliginda enjektorden tekli damlatma yoOntemiyle belirlenen alti 6l¢iimiin ortalamasi

alinarak sonuglar verilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Sentetik ticari doku yapistiricilarinin yiizey 6zelliklerini belirlemede kullanilan SEM

ol¢iimii icin Indnii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’ndeki LEO Evo-
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40 VPX SEM cihazindan faydalanilmistir. SEM analizlerinden 6nce 6rneklerin yiizeyleri bir
puskiirtmeli kaplayict (BAL-TEC SCD-050, Leica Biosystems, Wetzlar, Almanya)
kullanilarak 20 nm olacak sekilde Au/Pd ile kaplanmistir.

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)
Sentetik ticari doku yapistiricilarinin yiizey morfolojileri AFM (XE-100E; Park

Systems Corp., Suwon, Giiney Kore) cihazi kullanilarak incelenmistir. AFM analizleri non-

contact AFM modu ve silikon destek kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3.5. Sentetik Doku Yapistiricilarimin Termal Karakterizasyonu

Sentetik ticari doku yapistiricilarinin termal karakterizasyonu TGA, DTA ve DSC
teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Termogravimetrik Analiz (TGA)

Farkli komposizyonlarda hazirlanan polimerlerin termal 6zelliginin gostergesi olan
sicaklik-%kiitle kayb1 egrisi Shimadzu 50 Termogravimetrik Analizor cihazi kullanilarak
kaydedilmistir. Polimerlerin (numune miktari: 10 mg) %10’luk kiitle kayb1 degerleri ve

800°C’de kalint1 degerleri hava atmosferinde 10°C/dakika 1sitma hiz1 ile belirlenmistir.

Diferansiyel Termal Analiz (DTA)

Polimerlerin bozulma sicakliklar1 baslangic degerleri ve termal bozulma sicaklik
egrisi Shimadzu 50 Diferansiyel Termal Analizor cihazi ile saptanmustir. Analiz hava
atmosferinde 10 mg numunenin, referans madde olarak a-Al,03 kullanimi ile 10°C/dak.

1sitma hizi ile gergeklestirilmistir.

Diferansivel Taramali Kalorimetre (DSC)

Polimerlere ait cams1 gegis sicakliklarinin saptanmasinda Shimadzu 60 Diferansiyel
Taramali Kalorimetre cihazi kullanildi. Diferansiyel Taramali Kalorimetre cihazinin
kalibrasyonu indiyum ve ¢inko standartlar ile saglandi. Analiz azot atmosferinde 5 mg
numunenin, referans madde olarak o-Al,O; kullanimi ile 5°C/dak. 1sitma hizi ile

gergeklestirilmistir.
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3.6. Sentetik Doku Yapistiricilarimin Mekanik Adezyon Testi

Hazirlanan sentetik ticari doku yapistiricilarinin yapisma kuvvetini belirlemek
amaciyla MTS Exceed Model E42 elektromekanik dinamometre ve standi kullanilarak
mekanik adezyon testi yapilmistir. Analizler belirli miktarda numunenin uygun yiizeye
uygulanmast ve oda sicakliginda ¢ekme testine tabi tutulmasi ile gergeklestirilmistir.
Analizlerde polimetil metakrilat (PMMA) yapili kemik ¢imentosu CMT, DYC ve
siyanoakrilat temelli LEU yapistiricilar igin 1 cm x 10 cm 6lgiilerinde Al seritler kullanildi.
UV Kkiirlenebilir politiretan yapisi i¢in ise 2.6 cm X 7.6 cm olgiilerine sahip cam lamlar
kullanildi. Test numunelerinin sematik yapist ve ¢ekme test yoni Sekil 3.6.1 ve Sekil
3.6.2.°de gosterilmistir. Bu yapilara 1 cm genisliginde 0.05 g olarak yapistirict 6rnegi
uygulandiktan sonra yapismanin saglanmasi i¢in yaklasik olarak 1 saat 50 g’lik agirlik
uygulandi. Elde edilen test numunesinden 5 adet gekme islemi yapildi ve sonuglar artitmetik

ortalama + standart sapma olarak verildi.

Her gekme testi i¢in elde edilen kuvvet ve yer degistirme verileri, analiz i¢in gerilime

ve % gerinmeye donistiirtildi. Stres, mithendislik stresi olarak hesaplandi (1):

o= (1)

Burada F uygulanan anlik kuvvettir ve A, uygulanan kuvvete dik olan numunenin
baslangi¢ kesit alanidir (Taylor ve dig, 2007). Sert kiitikiil numunelerinin kesit alanini
hesaplamak i¢in, genislik ve kalinlik dijital bir kumpas kullanilarak 6lgtildii. Sert kiitikiiliin

kalinlig1 ortalama 0.1 mm'dir.

% Gerinme, miihendislik gerinimi olarak hesaplandi (2):

Burada AL numunenin uzunlugundaki degisimdir ve Lo ilk numune uzunlugudur
(Taylor ve dig, 2007). Gergek gerginlik yerine miihendislik geriliminin kullanilmasi, 6l¢iilen
gerilmelerin timi nispeten diisiik oldugundan (%12'den az) ortaya c¢ikacak hatali

yorumlamalar1 engellemektedir.
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10 mm 4

1 mmx 10 mm x 10 mm
Ticari sentetik biyoyapistirici

Sekil 3.6.1. Mekanik adezyon test numunelerinin sematik yapisi ve ¢ekme test yonii
(PMMA yapili kemik ¢imentosu CMT, DY C ve siyanoakrilat temelli LEU yapistiricilar

icin aliiminyum test numunesi)

Laboratuvarimizda sentezlenen PU-A ise polimerdeki ¢apraz baglanmanin UV ile
gerceklestirilebilmesi i¢in lamlar arasina uygulanip ASTM standartlarina uygun olarak bes
tekrarli olarak olgtimler gergeklestirilmistir. Sonuglar MPa gerilime karsilik % gerinim

olarak grafik haline getirilmistir.

76 mm
<€ >
v)CS‘ \
2
% < 76 mm > \\
E E .I‘\
10mm

1 mmx10 mmx 26 mm
PU-A biyoyapistirici

Sekil 3.6.2. Mekanik adezyon test numunelerinin sematik yapisi ve gekme test yonii

(UV Kkiirlenebilir politiretan akrilat PU-A yapis1 i¢in cam test numunesi)
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Her bir test numunesi i¢in olusturulan gerilim - % gerinme grafikleri kullanilarak
Young'un esneklik modiilii (sertlik), gerilme kirilma mukavemeti, Tepe Gerilimi ve tepe
yiikii degerleri hesaplandi. Young'un gerilimdeki malzemenin modiilii, gerilimin gerinmeye
orant yani grafigin egimidir. Bir malzemenin gerilme mukavemeti, kirilma anindaki

gerilmedir.

3.7. In Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Sentetik Doku Yapistiricilarimin Sitotoksisite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan sentetik biyoyapistiricilarin hiicre kiiltiir sisteminde indirekt sitotoksisite
testiyle in vitro biyouyumluluk testleri yapilmistir. Doku yapistiricilarinin indirekt
sitotoksisiteleri L-929 fare (Mus musculus) fibroblast ve HepG2 insan karaciger kanseri
hiicreleri tizerinde 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi
yapilarak belirlenmistir. Deney protokolii ISO-10993-5 “Biological Evaluation of Medical
Devices” standartlarina goére hazirlanmistir. Deneyin sonucunda, farkli doku
yapistiricilariyla maruz kalan besiyerinin  kiiltire edilen hiicrelere indirekt olarak
uygulanmasiyla hiicrelerde meydana gelen sitotoksik ve morfolojik degisiklikler ters 1s1k

mikroskobu kullanilarak incelenmis ve hiicrelerin fotograflart ¢ekilmistir.

MTT Testi

Kantitatif olarak renk degisiminin olgiimiine dayanan ve spektrofotometrik bir
yontem olan MTT testi kullanilarak, in vitro kosullarda hiicre canliligina bagl sitotoksisite
Ol¢iilmiistiir. Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT, hiicre igine absorbe olmaktadir.
Mitokondriyal rediiktaz enzimine afinite gdsteren bu tuz, suda ¢6ziinmeyen formazana
indirgenir. Hiicrelerin MTT indirgeme o&zelligi hiicre canliliginin 6lgiitii olarak kabul
edilmektedir. Formazanin bir organik ¢6ziicli olan DMSO ile ¢oziiniir hale gegmesiyle
olusan mavi-mor renk spektrofotometreyle 570 nm dalga boyunda &lgiilebilmektedir. MTT
analizi sonucunda 06lgiilen bu absorbans degeri canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir.

Indirekt sitotoksisite degerlerinin saptanabilmesi i¢in uygulanan MTT testinde
biyoyapistiricilarin hazirlanmasi islemi yapilmistir. Her ne kadar ticari olarak satilan doku
yapistiricilar: steril olmalarina ragmen laboratuvarimizda sentezledigimiz PU-A ile ayni
muameleyi gormeleri bakimindan tiim yapistiricilara sterilizasyon islemi uygulanmstir. 0.1
g tartilan sentetik yapistiricilarin tizerine 1 ml saf etanol eklenerek 5 dakika bekletildikten

sonra alkoliin uzaklagmasi saglanarak biyoyapistiricilar 3 kez steril PBS (pH 7.4) ile
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yikanmigtir. Biyoyapistirict malzemelerin iizerine 1 ml DMEM besiyeri (%10 FBS ve %1
Streptomisin/Penisilin) eklenmis ve doku yapistiricilar1 72 saat siire ile 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda besiyeri alinip énceden L-929 veya HepG2 hiicresi
ekilmis 96-kuyucuklu plakalara eklenmistir.

Onceden kiiltiir edilmis L-929 ve HepG2 hiicreleri 96-kuyucuklu plakalara sirasiyla
10* hiicre/kuyucuk ve 1.5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat 37°C sicaklikta
%5 karbondioksitli ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler
tizerindeki besiyerleri uzaklastirilmis ve doku yapistiricilariyla 72 saat siireyle 37°C’de
inkiibe edilen besiyerleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde plakalara eklenip 24 saat ve 48 saat
olmak iizere inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri bitiminde hiicrelerin iginde
bulundugu besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmis ve kuyucuklara %10 h/h olacak sekilde
MTT (5 mg/ml, PBS, pH 7.4 igerisinde) ¢ozeltisi igeren taze besiyeri karanlik ortamda
eklenerek 4 saat siiresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Uygulamadan sonra 96-kuyucuklu
plakalardaki vasat atilarak plakalara karanlik ortamda 100 ul DMSO eklenmistir. Ardindan
mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’deki absorbans degerleri Gl¢iilerek canli hiicre
degerleri yiizde olarak saptanmistir. (+) Kontrol kuyucuklarinin absorbans degerleri yiizde
yiiz canli olarak kabul edilmis ve sentetik biyoyapistiricilarin yiizde canlilik sonuglar
kontrol grubu karsilastirilmasiyla belirlenmistir. (-) Kontrol olarak ise besiyeri yerine sadece
DMSO igeren ortam kullanilmistir. Calismamizdaki sonuglar, sentetik biyoyapistiricilarin
L-929 ve HepG2 hiicreleri iizerindeki 24 ve 48 saatlik indirekt sitotoksisite degerleri

ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

3.8. In Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Sentetik Doku Yapistiricilarimin Genotoksisite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Calismamizda 24-kuyucuklu plakalara ekilen L-929 ve HepG2 hiicreleri 24 saat
37°C sicaklikta %5 karbondioksitli ortamda inkiibe edilerek hiicrelerin kuyucuklarin
tabanina yapismalar1 saglanmistir. Daha sonra kuyucuklara yapisan hiicrelere ait vasat
atilarak, yerine biyoyapistiricilarla 72 saat boyunca inkiibe edilen besiyerleri konmustur.
Sonraki asama olarak, DYC ile 72 saat boyunca inkiibe edilen besiyeri i¢in 24 saat sonunda;
CMT, LEU ve PU-A ile 72 saat boyunca inkiibe edilen besiyerleri i¢inse 48 saat sonunda

hiicreler tripsin ile 24-kuyucuklu plakadan kaldirildiktan sonra komet testine baslanmustir.
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Komet testi i¢in Onceklikle lamlarin hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun igin
oncelikle %1 olacak sekilde yiiksek erime dereceli agaroz (HMA), PBS tamponu igerisine
konulmustur. HMA, PBS tampon icerisinde mikrodalga sayesinde tamamen ¢ozliniip sivi
hale geldikten sonra 6nceden buzdolabinda sogutulmus lamlar bu soliisyon igine daldirilip
¢ikartilarak lamlarin iizerinde ince bir film tabaka olusturulmustur. Daha sonra lamlar buz
kaliplarinin tlizerinde kurumaya birakilmistir. Ayrica %0.5 olacak sekilde diisiik erime
dereceli agarozun (LMA) da mikrodalga cihazi kullanilarak PBS tamponu i¢inde 70°C’de
tamamen ¢oOziinmesi saglanmistir.  24-kuyucuklu plakadan tripsinle kaldirilan
biyoyapistiricilarla dolayli olarak etkilesimde bulunan hiicreler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra pellette bulunan hiicrelerin {istiine taze besiyeri koyulmustur. Béylece hiicre
yogunlugu seyreltilerek komet testi i¢in uygun duruma getirilmistir. (-) Kontrol olarak
biyoyapistiricilarla dolayli olarak herhangi bir etkilesimde bulunmayan hiicreler, (+) Kontrol
olarak ise 5 dakika boyunca %35’lik H202 ile muamele edilen hiicreler kullanilmistir. Daha
sonra, 37°C’deki s1vi haldeki LMA i¢ine seyreltilmis hiicre i¢eren besiyerinden az miktarda
eklenip yavasca pipetleme yapilmistir. Devaminda, karisim 6nceden hazirlanan HMA ile
yiizeyleri ince bir film tabaka kaplanmis lamlar tizerine yayilip hemen arkasindan lamel
kapatilmasiyla buz kaliplarinin da yardimiyla hizlica katilagmasi beklenmistir. Hazirlanan
lamlar tamamen katilastiktan sonra lamel dikkatli bir sekilde kaldirilmigtir. Bir sonraki
asama olarak lamlar iizerindeki agaroz tabaka i¢inde gomiilii halde bulunan hiicrelere lizis
islemi yapilmistir. Taze olarak hazirlanan lizis soliisyonu (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris base, pH 10, %1 Triton X-100 ve %10 DMSO) sogutulduktan sonra lamlar bu
¢ozelti igerisinde yatay olarak batirilarak ¢ozeltinin lamlarin iizerini tamamen kapatmasi
saglanmig ve 1 saat siireyle +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra lamlar
elektroforez tankina yerlestirilerek tizerine soguk elektroforez tamponu (0.3 M NaOH, 1 mM
EDTA, pH 13) eklenmistir ve sistem calistirilmadan elektroforez tankinin etrafina sistem
calisirken olusacak 1s1 artisini azaltmak igin buz kaliplar1 yerlestirilmistir. DNA zincirinin
gevsemesi i¢in alkali ortam igeren tampon igindeki lamlar 30 dakika bekletilmistir. Yarim
saatin ardindan elektroforez sistemi 300 mA, 15 volt ve 30 dakika olacak sekilde
calistirilmigtir. Daha sonraki son basamak olarak nétralizasyon asamasinda ise elektroforez
sistemi kapatilip numuneler tank iginden ¢ikarildiktan sonra 15 dakika boyunca +4°C’de
notralizasyon soliisyonunda (0.4 M Tris tamponu, pH 7.5) tamamen batik olarak
buzdolabinda bekletilmistir. islem tamamlandiktan sonra nétralizasyon soliisyonundan
cikartilan lamlar kurutularak boyama asamasina gegilmistir. EtBr ¢ozeltisinden (20 mg/ml)

60 ul alinarak her lamin {izerine damlatilmis ve lamlarin {istii hemen lamel ile kapatilarak
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gortintiiler karanlik ortamda floresans sistem igeren invert mikroskop (Olympus CKX41)
kullanilarak incelenmistir. Mikroskobun bagli oldugu bilgisayarda bulunan Olympus
cellSens Entry 2.1 yazilimindan faydalanilarak L-929 ve HepG2 hiicrelerinin 200X ve 400X
fotograflar1 c¢ekilmistir. Genotoksisite sonucu hiicrelerde meydana gelen DNA hasarini
belirlemek igin her gruptan ikiser tekrarli olarak rastgele se¢ilen kirkar hiicrenin Bas
Yogunlugu (Piksel), Bas DNA (%), Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Yogunlugu (Piksel),
Kuyruk DNA (%), Kuyruk Momenti ve Olive Kuyruk Momenti olmak {izere toplamda yedi
parametreye ait degerleri CometScore 2.0 yazilim1 kullanilarak komet testi sonuglar1 analiz

edilmistir.

Komet testi kullanilarak DNA’da olusan hasar toplamda iki kisimdan olugsmaktadir:
Bas DNA (%) ve Kuyruk DNA (%). Kometin bas kismindaki DNA yiizdesine Bas DNA (%)
ve kuyruk kismindaki DNA yiizdesine de Kuyruk DNA (%) denir ve bu iki parametrenin
toplami1 %100°’diir. Bu parametrelerin yaninda Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Momenti
ve Olive Kuyruk Momenti gibi parametreler de incelenerek genotoksisite agisindan drnekler

degerlendirilmektedir. Bu parametrelerin her biri sdyle hesaplanmaktadir:

Kuyruk Uzunlugu (Piksel) = DNA’daki Hasar Sonucu Meydana Gelen Go¢ Mesafesi
Komet DNA Yogunlugu (Piksel) = Bas Yogunlugu (Piksel) + Kuyruk Yogunlugu (Piksel)
Bas DNA (%) = [Bas Yogunlugu (Piksel) / Komet DNA Yogunlugu (Piksel)] x 100
Kuyruk DNA (%) = [Kuyruk Yogunlugu (Piksel) / Komet DNA Yogunlugu (Piksel)] x 100
Komet DNA (%100) = Bas DNA (%) + Kuyruk DNA (%)

Kuyruk Momenti = [Kuyruk DNA (%) x Kuyruk Uzunlugu (Piksel)] / 100

Olive Kuyruk Momenti = [(Bas Merkezi - Kuyruk Merkezi) X Kuyruk DNA (%)] / 100

Istatistiksel yontem olarak verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile incelenmistir. Veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile 6zetlenmistir. Tiim
gruplar normal dagilima uymadigi i¢in karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda
Conover ikili karsilagtirma yontemi kullanilmistir. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0.05

olarak kabul edilmistir. Analizlerde IBM SPSS Statistics 26.0 yazilimi kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sentetik Doku Yapistiricilarimin Yapisal ve Termal Karakterizasyonu

4.1.1. CMT yapilarinin karakterizasyonu

Ticari olarak satin alinan kemik ¢imentosunun isimlendirilmesinde CMT kisaltmasi
kullanilmigtir. Hazirlanan sentetik ticari doku yapistiricilarindan CMT’nin FTIR ve sivi
temas Ol¢iim yontemleri ile yapisal ozellikleri tanimlanmistir. Hazirlanan yapilarin termal
Ozellikleri, 1s1l islem dahilinde termal degisim profilinin belirlenmesi ve degradasyon
Ozelliklerinin incelenmesi i¢in TGA, termal stabilitenin belirlenmesi ve bozunma
enerjilerinin hesaplanmasi i¢in DTA, yapisal esneklik ve yumusama Ozelliklerinin
Olciimiinde ise DSC analizleri kullanilmistir. Ayrica hazirlanan doku yapistiricisinin

ylzeysel ozellikleri AFM ve SEM ile belirlenmistir.

CMT yapisia ait FTIR spektrumu Sekil 4.1.1.1.’de verilmistir. Klasik polimetil
metakrilat yapisina ait pikler goriilmektedir. Oncelikle ana iskelet yapisindan kaynakli CH2
{initelerine ait C-H gerilme titresimlerini 2850-2950 cm™*’de goérmekteyiz. Ayrica, C-H
simetrik gerilme titresimini 750-840 cm™’de gormekteyiz. Karbonil gerilme titresimi esterik
karakterde olup 1720 cm™°de belirgin olarak gériilmektedir. C-C ana iskelet yapisi pikleri
1435 cmY’de goriilmektedir. 1142 cm™’deki siddetli pik ise C-O-C eterik gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Yapida karakteristik olarak 2 farkli metil tinitesi vardir.
Bu metil {initelerine ait C-H gerilme titresimleri 2800 cm™’de asimetrik gerilme titresimi

olarak ve 638 cm™"de belirgin olarak goriilmektedir.

100
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Sekil 4.1.1.1. CMT’ye ait FTIR spektrumu
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CMT’ye ait TGA ve DTA termogramlar1 Sekil 4.1.1.2.”de verilmistir.
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Sekil 4.1.1.2. CMT’ye ait TGA ve DTA termogramlari

Sekil 4.1.1.2.’deki TGA termograminda iki temel kiitle kayb1 degeri goriilmektedir.
Birinci kiitle kayb1 100°C ve 300°C arasinda goriilen ve yaklasik olarak %10 civarinda olan
kiitle kaybidir. Bu kiitle kayb1 PMMA yapisinda bulunan nemin uzaklasmasindan ve zayif
bas-basa baglanma noktalarinin dekompozisyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica 290°C
civarinda polimerik yap1 u¢ gruplarindan depolimerizasyon da baslamaktadir (Youssef ve
dig, 2017). ikinci kiitle kayb1 ise 300°C ve 385°C arasinda gerceklesmektedir. Yaklasik %85
civarinda olan bu kiitle kaybi PMMA yapisinin termal degradasyonundan
kaynaklanmaktadir (Ishaq ve dig, 2012). ~ %5 civarinda sabit kiitleli bir kalint1 ise kemik
yapisina uyumun arttiritlmasi i¢in kemik ¢imentosu yapisina katilan inorganik katki
maddesinden kaynaklanmaktadir. DTA termogrami bu yapt ile uyumlu olarak
goriilmektedir. 260-290°C arasinda PMMA yapisindaki u¢ gruplarin ve zayif baglanma
noktalarmin kirilmasindan kaynaklanan bir ekzoterm goriilmektedir. 300°C ve 380°C
arasinda ise PMMA yapisinin termooksidatif degradasyonundan kaynaklanmakta olan

belirgin bir pik goriilmektedir.
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Sekil 4.1.1.3. CMT ye ait DSC termogrami

Sekil 4.1.1.3.’te PMMA yapili kemik ¢imentosuna ait DSC termogrami verilmistir.
Burada 1sitma islemi, 30°C ila 500°C arasinda bir hizda gerceklestirildi ve 10°C/dak 1sitma
programi uygulandi. PMMA yapili kemik ¢imentosuna ait camsi gecis sicakligi (Tg)
59.50°C (-0.12 mW/mg) olarak belirlenmistir.

CMT’ye ait sivi temas acgist 96.55+3.33° olarak Olgiilmiis ve Sekil 4.1.1.4.°te

verilmistir.

Sekil 4.1.1.4. CMT’ye ait s1v1 temas agis1 goriintiisii
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4.1.2. DYC yapilarinin karakterizasyonu

Ticari olarak satin alinip dis¢ilikte kullanilan simanlar ve diger kaide maddelerinin
altinda koruyucu astar olarak uygulanan biyomalzeme i¢in DYC kisaltmasi kullanilmustir.
Hazirlanan sentetik ticari doku yapistiricilarindan DYC’nin FTIR ve sivi temas olglim
yontemleri ile yapisal Ozellikleri tanimlanmistir. Ayrica hazirlanan yapilarin termal
ozellikleri, 1s1l islem dahilinde termal degisim profilinin belirlenmesi ve degradasyon
Ozelliklerinin incelenmesi i¢cin TGA, termal stabilitenin belirlenmesi ve bozunma
enerjilerinin hesaplanmasi i¢in DTA, yapisal esneklik ve yumusama ozelliklerinin

Olctimiinde ise DSC analizleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1.2.1. DYC’ye ait FTIR spektrumu

Karma bir iirin formunda olan DYC yapistiricis1 bilesenlerinden kaynakli FTIR
spektrumu incelendiginde &ncelikle fosfat ve tungstan yapisindan kaynakli ~1000 cm™ olan
genis bir pik vermektedir (Sekil 4.1.2.1.). Cinko oksit ve demir oksit yapilarindan kaynakli
olarak 550 cm™’de Zn-O ve Fe-O pikleri goriilmektedir. Bu partikiillerin yiizey hidroksilleri
ve kalsiyum hidroksit yapisindan kaynakli olarak 3640 cm™’de siddetli ve keskin bir pik
goriilmektedir. Organik monomer yapisinda bulunan CH2 {initelerine bagli C-H gerilme
titresimi 2870, 2930 ve 2980 cm™’de asimetrik karakterli olarak goriilmektedir. Simetrik
C-H gerilme titresimi ise 750 cm™’de goriilmiistir. Diger pikler organik yapidan
kaynaklanmakta olup 1660 cm™’de karbonil gerilme titresimi, 1316 cm™’de salisilik asit

yapist C-H gruplarma ait pikler goriilmektedir. 3000-3400 cm™ araliginda ise titanyum
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dioksit, demir oksit ve ¢inko oksit ylizey yapilarina ait hidrojen bagi gerilme titresimleri

belirgindir.
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Sekil 4.1.2.2. DYC’ye ait TGA ve DTA termogramlari

DYC numunesinin DTA ve TGA termogramlar1 Sekil 4.1.2.2.’de goriilmektedir.
TGA termograminda 2 kademeli bir kiitle kayb1 goriilmektedir. Birinci kademede yaklagik
150°C ve 220°C arasinda organik gruplarin lineer iinitelerinin termal bozunmasi
goriilmektedir. 220°C ile 400°C arasinda ise tiim organik gruplarin termal degradasyonu s6z
konusudur. Yapida 600°C’de %70’lik bir kalinti bulunmaktadir. Bu inorganik katki
maddesinden kaynaklanmaktadir. Yapinin DTA termograminda ii¢ farkli ekzotermik pik
goriilmektedir. Yapinin bozunmasi1 200°C’de baslayip 460°C’de sonlanmaktadir. Sekil
4.1.2.3’de verilen DYC numunesinin DSC termograminin DTA termogrami ile orantili

olarak ti¢ farkl ekzoterm piki verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1.2.3. DYC’ye ait DSC termogrami
DYC’ye ait sivi temas agisi 65.23+£3.69° olarak Olgiilmiis ve Sekil 4.1.2.4.°te

verilmigtir.

DYC

Sekil 4.1.2.4. DYC’ye ait s1v1 temas acist goriintiisii

4.1.3. LEU yapilarinin karakterizasyonu

Ticari olarak satin alinan siyanoakrilat temelli bu yapistiricinin isimlendirilmesinde

LEU kisaltmas: kullamlmistir. LEU, 2-oktil ve n-biitil siyanoakrilat bilesenlerini
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icermektedir. Bu nedenle malzemenin sivi monomerleri yiiksek reaktiflik gosterir ve
herhangi bir katalizdr, 151 ya da basing etkisi olmaksizin oda sicakliginda saniyeler i¢erisinde
polimerlesir. Elektron ¢ekici nitril grubu sayesinde akrilat bagi polarize olur ve bu sayede su
ve aminler gibi zayif bazlarin niikleofilik saldirisina duyarli hale gelir. Reaksiyonun olusum
orani alkil yan zincirinin uzunluguyla ters orantilidir. Yapisma olay1 doku proteinlerindeki
fonksiyonel gruplarla (6rn; lizin amino asidinin amin grubu) siyanoakrilat arasindaki
kovalent baglar yoluyla gergeklesir. Monomerler dokuya uygulandiginda, doku yiizeyindeki
catlaklarin i¢ine akarlar ve boylece doku ve yapistirici arasinda giiclii bir bag olusur. Ayrica
malzemenin dayaniklilig1 alt dokuyla yaptig1 giiclii mekanik baglantiya dayanir. Yapigmanin
giicii alkil zincirinin uzunluguyla belirlenir, kisa zincirler (biitil siyanoakrilat) uzun
zincirlerden (2-oktil siyanoakrilat) daha gii¢lii polimerize yap1 olustururlar. Ote yandan uzun
alkil zincirleri esneklik saglar ve bdylece yiiksek kopma direnci olustururlar. Hazirlanan
sentetik ticari doku yapistiricilarindan LEU’nun FTIR ve sivi temas 6lglim yontemleri ile
yapisal Ozellikleri tanimlanmistir. Ayrica hazirlanan yapilarin termal 6zellikleri, 1s1l islem
dahilinde termal degisim profilinin belirlenmesi ve degradasyon 6zelliklerinin incelenmesi
icin TGA, termal stabilitenin belirlenmesi ve bozunma enerjilerinin hesaplanmasi igin DTA,
yapisal esneklik ve yumusama oOzelliklerinin 6l¢limiinde ise DSC analizleri kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1.3.1. LEU’ya ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.1.3.1.”de siyanoakrilat polimerlerine ait FTIR spektrumlari gériilmektedir.
Bu yapilarda 3000-3600 cm™ araliginda yiizey hidroksil pikleri gériilmektedir. Akrilat
yapisindaki hidroksil piklerine ait hidrojen baglarini bir bant olarak gérmekteyiz. FTIR
spektrumu {izerinden 2800-2980 cm™ araliginda alifatik CH gerilme titresimlerini
gormekteyiz. Bu titresimler alifatik polimer ara zinciri yapisindan kaynakli olarak ve yan
lineer {initelerden kaynakli olarak spektrumda yer almaktadir. Genel yapi itibari ile yan
gruplarindan kaynakli CH2 iinitelerinde bulunan CH baglarina ait gerilme titresimleri bu
bolgede pik vermektedir. Ana zincir initelerinden kaynakli pikler genel itibariyle
1820 cm™* de akrilat yapisi karbonil piki, 1634 cm™’de C-C gerilme titresimi, 145 cm™’de
C-C gerilme titresimi ve 1100 cm™’de C-O-C sterik gerilme titresimi belirgin olarak yapiy1
dogrulamaktadir.

LEU iceren polimerlerin termal 6zellikleri TGA, DTA ve DSC termogramlariyla
incelenmigtir. Sekil 4.1.3.2.’de verilen TGA termogramlari incelendiginde polimerlerin
bozunma baslangi¢ sicakliklar1 yaklagik 200°C civarinda gozlenmistir. Leukosan
molekiillerinin TGA termogramlarinda tek bir temel kiitle kayb1 s6z konusudur. Bu kiitle
kayb1 organik polimer yapisinin termal degradasyonundan kaynaklanmaktadir. DTA
termograminda 200°C’de baslayan ve 300°C’de biten bir endoterm goriilmektedir. Bu
endoterm Sekil 4.1.3.3.teki DSC termograminda da net olarak goriilmektedir. Ayrica,
LEU’ya ait iki cams1 gecis sicaklig1 (Tg) vardir. Ilk Tg degeri 9.33°C’de (-0.04 mW/mg)
gbzlenmektedir ve siyanoakrilat malzemenin 2-oktil kismuyla iliskilidir. ikinci Tg degeri ise
60.88°C’de (-0.11 mW/mg) goézlenmistir ve Siyanoakrilat malzemenin n-biitil kismindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.1.3.2. LEU’ya ait DTA ve TGA termogramlari
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Sekil 4.1.3.3. LEU’ya ait DSC termogrami1

LEU’ya ait sivi temas acis1 102.46+2.34° olarak ol¢iilmiis ve Sekil 4.1.3.4.°te

verilmistir.

LEU

Sekil 4.1.3.4. LEU’ya ait s1v1 temas ag1s1 goriintiisii
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4.1.4. PU-A yapilarimin karakterizasyonu

Laboratuvarimizda sentezlenen poliiiretan akrilat yapisindaki malzeme i¢in PU-A
kisaltmas1 kullanilmistir. Hazirlanan sentetik doku yapistiricilarindan PU-A’nin FTIR ve
stvi temas Olciim yontemleri ile yapisal ozellikleri tanimlanmistir. Ayrica hazirlanan
yapilarin termal 6zellikleri, 1s1l islem dahilinde termal degisim profilinin belirlenmesi ve
degradasyon oOzelliklerinin incelenmesi i¢in TGA, termal stabilitenin belirlenmesi ve
bozunma enerjilerinin hesaplanmasi igin DTA, yapisal esneklik ve yumusama 6zelliklerinin

Ol¢iimiinde ise DSC analizleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ormnege ait FTIR spektrumu (Sekil 4.1.4.1.) incelendiginde iiretan yapisina ait pikler
net olarak goriilmektedir. 1697 cm™’de iiretan karbonil grubuna ait siddetli bir pik
goriilmektedir. 1460 cm™’de iiretan bag1 C-N gerilme titresimini gérmekteyiz. Bu iki pik
bize iiretan bag1 olusumunu ispatlamaktadir. Ayrica 1535 cm™’de C-C gerilme titresimi
goriilmektedir. 1241 cm™’de C-O gerilme titresimi ve 1100 cm™’de C-O-C gerilme titresimi
belirgin olarak gériilmektedir. 2800-2950 cm™’de aralifinda alifatik C-H gerilme titresimi
goriilmektedir. Uretan grubu N-H yapisina ait hidrojen bagi ise 3100-3300 cm™ araliginda
bir bant piki olarak goriilmektedir. 775 cm™’de simetrik C-H gerilme titresimi
bulunmaktadir. Tiim bu pikler klasik poliiiretan yapisini ispatlamakta ve polimerizasyonun
tamamlandigim1 gdstermektedir. Ayrica 2260 cm™’de herhangi bir pikin bulunmamasi
yapida monomerik izosiyanat gruplarindan kaynakli serbest monomer kalintis1 olmadigini

bize gostermektedir.
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Sekil 4.1.4.1. PU-A’ya ait FTIR spektrumu
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Calisma kapsaminda kullanilan polimerik yapistiricinin termal o6zellikleri, TGA,
DTA ve DSC ¢alismasi ile incelenmistir. Polimerlerin termal kararliliklart TGA ve DTA ile
incelenirken yumusama sicakliklart DSC ile belirlenmistir. Sekil 4.1.4.2.’de poliiiretan
yapili doku yapistiricisinin TGA ve DTA termogramlart verilmistir. Poliliretanlarin TGA
termogramlarinda ii¢ temel kiitle kayb1 goriilmektedir. Birinci kiitle kayb1 ¢apraz baglanma
noktalariin kirilmasi, ikinci kiitle kaybr ise poliiiretanlarin alifatik yumusak segmentlerinin
bozulmas1 ve son kiitle kayb1 ise halkali gruplarin kirilmasi ve polimerin termooksidatif
bozulmasindan ileri gelmektedir. Birinci kiitle kayb1 100-300°C arasinda, ikinci kiitle kayb1
300-400°C arasinda ve son kiitle kaybt 400-600°C arasinda gozlenmektedir. Doku
yapistiricist yapisinda c¢apraz baglanma arttikca polimer kararliligi artar ancak yapisal

esneklik azalir. Bunun sonucu olarak doku ile yapistiricinin birlikte hareket etmesini kisitlar.
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Sekil 4.1.4.2. PU-A doku yapistiricist numunesinin DTA ve TGA termogramlari

Bu termogramlar DTA termogramlari (Sekil 4.1.4.2.) ile uyumludur ve DTA
termogramlari incelendiginde ii¢ temel bozulma piki mevcuttur. Ayrica camsi gecis sicakligi
(Tg) 16.54°C (-0.23 mW/mg) olarak belirlenmistir. Sekil 4.1.4.3.”de poliiiretan akrilat doku

yapistiricisina ait DSC termogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.1.4.3. PU-A doku yapistiricisi numunesinin DSC termogrami
PU-A’ya ait sivi temas agist 41.3+2.56° olarak Olciilmiis ve Sekil 4.1.4.4.°te
verilmigtir.

Sekil 4.1.4.4. PU-A’ya ait s1v1 temas ag1s1 goriintiisii
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4.2. Sentetik Doku Yapistiricilarimn Mekanik Adezyon Testi Olgiim Sonuglar

4.2.1. CMT Yapilarimn Mekanik Adezyon Testi Ol¢iim Sonuclar
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Sekil 4.2.1. CMT numunesinin mekanik adezyon test grafigi (a) ve cekme dncesi (b),

sonrast (c) test numunesi gorlintiisii

Cement yapisina ait PMMA yapili kemik ¢imentosu CMT numunesinin mekanik
adezyon test grafigi Sekil 4.2.1.’de goriilmektedir. Bu grafige gore ¢ok hizli yiikselen bir
yiiklenme egrisi gorlilmiistiir. Test numunesinde yaklasik 9%0.4 uzama bulunmaktadir. Bu
sonug, yapistiricinin yapisinin ¢ok sert ve rijit olmasindan kaynaklanmaktadir. Malzeme
gevrek bir kirilma ile sonuglanmistir. Numune ic¢in 0.1324+0.033 kN tepe yiikii ve
132.608+38.70 N tepe gerilimi soz konusudur. Numune i¢in modiil degeri 1.659+0.594

kN/mm? olarak elde edilmistir.
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4.2.2. DYC Yapilarimin Mekanik Adezyon Testi Ol¢iim Sonuclari
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Sekil 4.2.2. DYC numunesinin mekanik adezyon test grafigi (a) ve ¢cekme oncesi (b),

sonrast (c) test numunesi gorlintiisii

Sekil 4.2.2.de DYC numunesinin mekanik adezyon test sonucu gerilim ve %
gerinim grafigi olarak verilmistir. Grafik iizerinden tepe yiikii 0.062+0.013 kN ve tepe
gerilimi 63.580+£12.49 N olarak tespit edilmistir. DYC numunesi i¢in modiil degeri
2.580+1.709 kN/mm? olarak elde edilmistir. Bu deger oldukga yiiksektir ve yaklasik 3 MPa
gerilime kadar lineer ve dik bir egimi s6z konusudur. Bu déniim noktasindan sonra 4-8.2
MPa degerleri arasinda ikinci bir lineer egim bulunmaktadir. Bu degisim test numunesinin
¢ok bilesenli yapisindan kaynaklanmaktadir. Bilesenler arasi etkilesimden kaynakli olarak
farklr yiiklemelerde farkli mekanik adezyon etkileri gozlenmistir. Bu sayede yapistiricinin
adezyon giicii artmaktadir. Ozellikle yiiksek yiiklemelerde bilesenler arasindaki ikincil
etkilesimler artmakta ve mekanik adezyon yetenegi artmaktadir. DY C numunesinin toplam
uzamasi yaklasik %0.4 civarindadir. Bu deger ideal sert doku yapistiricilart i¢in uygun bir
degerdir. Kopma sirasinda sert ve gevrek bir kirilma gostermistir. Sekil 4.2.2.(a) ve Sekil

4.2.2.(b)’deki fotograflardan bu degisim goriilmektedir.
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4.2.3. LEU Yapilarimin Mekanik Adezyon Testi Ol¢iim Sonuclari
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Sekil 4.2.3. LEU numunesinin mekanik adezyon test grafigi (a) ve ¢ekme Oncesi (b),

sonrasi (¢) test numunesi goriintlisii

LEU numunesinin mekanik adezyon test grafigi (a) ve ¢ekme 6ncesi (b), sonrasi (c)
test numunesi goriintiisii Sekil 4.2.3.”de verilmistir. Numune i¢in 0.47440.103 kN tepe yiikii
ve 481.718+86.25 N tepe gerilimi s6z konusudur. Numune i¢in modiil degeri 0.0434+0.0115
kN/mm? olarak S$ekil 4.2.3.’deki e§imden hesaplanmistir. Bu sonuglardan oldukca yiiksek
bir tepe yiikii goriilmektedir. Bu yapistiricinin mekanik giiclinlin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Test numunelerinin ¢ogunda yapistirict bolgesinden degilde aliiminyum
serit yapisinin kirildigr gozlenmistir [Sekil 4.2.3.(a) ve Sekil 4.2.3.(b)]. Bu durum
siyanoakrilat yapili yapistiricilarin yapistirma ve adezyon giiciiniin ¢ok yiiksek oldugunu
ispatlamaktadir. Ayrica, %1.2 civarinda bir tepe gerilimi ve yaklasik %2 kopma uzamasi
goriilmektedir. Bu sonu¢ yapistiricinin esnek yapisindan kaynaklanmaktadir ve kismen
stinek bir kopma gostermektedir. Bu tiir test numunesinde 2-oktil ve n-biitil siyanoakrilat
yapisi bir arada bulunur. Iki yap1 kimyasal olarak benzer nitelikte oldugu igin tek bir modiil
deger gozlenmistir. Bu tlir akrilat yapili yapistiricilar uygulandiginda, yapistirma
yilizeyindeki ¢atlaklarin i¢ine akarlar ve bdylece yiizey ile yapistirici arasinda giiclii bir bag
olusur. Ayrica malzemenin dayaniklilig1 alt dokuyla yaptigi giiclii mekanik baglantiya
dayanir. Yapigsmanin giicii alkil zincirinin uzunluguyla belirlenir, kisa zincirler (biitil
siyanoakrilat) uzun zincirlerden (2-oktil siyanoakrilat) daha giiglii polimerize yap1
olustururlar. Ote yandan uzun alkil zincirleri esneklik saglar ve boylece yiiksek kopma

direnci olustururlar.
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4.2.4. PU-A Yapilarmn Mekanik Adezyon Testi Ol¢iim Sonuclar
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Sekil 4.2.4. PU-A numunesinin mekanik adezyon test grafigi (a) ve ¢ekme oncesi (b),

sonrast (c) test numunesi gorlintiisii

UV kiirlenebilir Poliiiretan yapistiricinin mekanik adezyon test sonucu gerilim - %
gerinme grafigi olarak Sekil 4.2.4.°de verilmistir. Bu grafikte numune yaklasik olarak 38
MPa degerine kadar hizlica yiikselen bir yiikleme grafigi vermistir. Malzemedeki toplam
uzama degeri yaklasik olarak %0.1 civarindadir. Bu sonug klasik politiretan yapilarindan
farkli davrandigim1 ve asir1 tok bir yapr sergiledigini gostermektedir. Malzeme yapisi
icerisindeki ¢apraz baglanma noktalarinin fazla oldugunu ve bu nedenle yapinin sertlestigini

gostermektedir.

Numune i¢in 0.346+0.194 kN tepe yiikii ve 345.516+193.47 N tepe gerilimi s6z
konusudur. Numune i¢in modiil degeri 2.489+1.246 kN/mm? olarak elde edilmistir.
Yapistiricinin modiil degeri oldukga yiiksektir. Bu malzemenin Tg degeri ile de ilgilidir.
Doku yapistiricilar viicut i¢i uygulamalarda kullanilacag: i¢in termal 6zellikleri oldukca
onemlidir. Ozellikle polimerlerin mekanik dl¢iim sicakliginda Tg (camsi gegis sicakliklari)
onemlidir. Buna gore UV Kkiirlenebilir Poliliretan yapistiricinin yapi i¢in ¢apraz baglanma
miktar1 arttikca artan Tg degeri yiiksek oldugundan 6lgiim esnasinda yapistirici sert ve
gevrek bir kirilma gostermistir. Kirilma esnasinda yiiksek kuvvet ¢ekmesi UV kiirlenebilir

yapistiricinin ideal bir yapistirma 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Farkli yap1 ve 6zelliklerdeki doku yapistiricilarinin mekanik 6zellikleri

Tepe Yiikii Kopmadaki Modiil Tepe Gerilimi
(kN) Gerinim (KN/mm?) (N)
(mm/mm)

CMT 0.132+0.033 0.0075+0.0015 1.659+0.594 132.608+38.70
DYC 0.062+0.013 0.0165+0.0244 2.580+1.709 63.580+12.49
LEU 0.474+0.103 0.0434+0.0115 2.402+0.720 481.718+86.25

PU-A 0.346+0.194 0.0058+0.0016 2.489+1.246 345.516+£193.47

4.3. Sentetik Doku Yapistiricilarinin Yiizeysel Ozelliklerinin Karakterizasyonu
Hazirlanan doku yapistiricilarinin hem ¢ekme testi dncesi hem de c¢ekme testi

sonrasindaki yiizeysel 6zellikleri SEM ve AFM ile belirlenmistir.

4.3.1. CMT’nin Adezyon Testi Oncesi ve Sonras1 SEM ve AFM Gériintiileri

Kemik ¢imentosuna ait genel SEM goriintiileri farkli biiylitmelerde Sekil 4.3.1.1.°de
goriilmektedir. Genel itibariyle homojen bir dagilim gostermekte olup 2 fazli bir sistem
goriilmektedir. Klasik bir kompozit yapisina sahip CMT, siirekli bir PMMA faz igerisine
dagilmis baryum siilfat partikiiler yapilardan olusmaktadir. Partikiillerin genel boyutlar
incelendiginde 20-300 um arasinda degistigi goriilmektedir ve partikiillerin etrafi homojen
bir sekilde PMMA yapilariyla kaplanmistir. Kismi bolgelerde i¢ bosluklari gormekteyiz. Bu
bosluklar kemik ylizeylere tutunurlugu arttirmak ig¢in ideal bir kavite olusturmaktadir.

Ayrica farkli boyutlardaki baryum siilfat yapilar1 da piiriizlii bir yiizey olusturmakta olup

yapistiricinin yilizey adezyonunu giiglendirmektedir.
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—_— Mag= 100KX  EMT=2000K/ SignelA=SE1 WO= 17mm e Mag= 500KX  EMT=2000kV SignslA=SE1 WD= 17mm

Sekil 4.3.1.1. CMT numunesi adezyon testi 6ncesi SEM goriintiisii

Yapisma sonrasi goriintiilerde benzer biiyiitmelerde kiyaslama yapilmistir. Ozellikle
yapisma sonras1 baryum siilfat kiirelerin parcalandigi ve PMMA yapilarin ise esnek ve siinek
bir morfoloji gdsterdigi goriilmiistiir. i¢ kirilmalar, plakalarm arasindaki i¢ bolgelerdeki

kompozit faz yapilarinin kuvvet ile esnememesinden kaynakli olarak olugmustur (Sekil
4.3.1.2)).

— Mag= 250X EHT=2000kv SignalA=SE1 WO= 11mm Pty Mag= 500X EHT=2000kV Signal A=SE1 WD = 11 mm

Mag= 100KX  EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 11mm _ Mag= 500KX  EHT=2000KkV SignalA=SE1 WD= 11mm

Sekil 4.3.1.2. CMT numunesi adezyon testi sonrasi SEM goriintiisii
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Sekil 4.3.1.3.°de kemik ¢imentosu olarak bilinen PMMA esasli kompozit
yapistiriciya ait farkli biiyiitmelerde adezyon testi 6ncesi AFM goriintiileri goriilmektedir.

Bu goriintiilerde ylizey yapisinin oldukca diiz bir yapida oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3.1.3. CMT numunesi adezyon testi dncesi AFM goriintiileri
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Sekil 4.3.1.4. CMT numunesi adezyon testi sonrast AFM goriintiileri

Sekil 4.3.1.3.’de yapistirict karigimiin yiizeye oldukca diiz bir sekilde yayildigi
goriilmektedir. Clinkii kemik ¢imentosu karigimi sivi metil metakrilat monomeri ve kati
formda PMMA ile karbonat tuz yapisinin karistirilmasi ile hazirlanmakta ve oldukca sivi
olan monomer diizgiin bir yayilma ve dagilma gostermektedir. Bu sayede yapistirilacak
kemik yapisinda yapistirict kalinlig1 olusturmadan yapigsma saglanabilir. Mekanik adezyon
testi 6ncesi yapiya bakilinca oldukga homojen ve diizgiin bir yiizey goziikmektedir. Adezyon
testi sonrasi yapiya ait farkli biiylitmelerdeki AFM goriintiileri Sekil 4.3.1.4.”de verilmistir.
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Bu sekil incelendiginde 6zellikle yiiksek biiytitmelerdeki goriintiiler kiyaslandiginda yiizey
piriizliliigiintiin arttifi gozlemlenmektedir ancak yilizeyde kirilma yada catlak olusumu
goriilmemektedir. Kemik ¢imentosu yapisi sert bir yapiya sahip olsa da yapistirilacak
ylizeyleri ¢ok iyi kavradigi i¢in adezyon testi sirasinda siinek bir mekanik davranig sergiler
ve fraktal bir kirilma yiizeyi olusturmaz. Bu degisimi daha iyi belirleyebilmek i¢in adezyon
testi Oncesi ve sonrasi yiizeylerin yiizey piiriizliligii degerleri Olglilmiistiir. Bu dlgiim
sonuglart Sekil 4.3.1.5.°de verilmistir. Bu sonuglara gére adezyon testi oncesi yiizey
piriizliligi yaklagik #400 pm iken, test sonrasinda artarak £1.2 nm civarinda olarak
belirlenmistir. Bu artis ¢ekme islemi ile yapistirict yapisinda mekanik kuvvet karsisinda

stinek bir gerilimin olustugunu gostermektedir.

05

Sekil 4.3.1.5. CMT numunesi adezyon testi dncesi ve adezyon testi sonrasi ylizey

pliriizliligi
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4.3.2. DYC’nin Adezyon Testi Oncesi ve Sonras1t SEM ve AFM Gériintiileri

DYC yapisina ait SEM goriintiileri Sekil 4.3.2.1.’de goriilmektedir. Bu goriintiiler
tizerinde DYC’nin karma kompozit yapisindaki temel bilesenleri net olarak belirlenebilir.
Yiiksek biiyiitmede gozlenen beyaz bolgeler kalsiyum fosfatlar1 gostermektedir. Siyah
noktaciklar ise demir oksiti gostermektedir. Her bir demir yapisinin etrafi kalsiyum tungstat
yapisiyla sarilmistir. Ayrica beyaz partikiiler noktaciklar ise yapidaki c¢inko oksiti
gostermektedir. Tiim bu yap1 anizotropoik olarak esterik polimer yapi igerisine katkilanmis
ve karma bir kompozit yap1 olusmustur. Sekil 4.3.2.2.’deki DYC numunesine ait adezyon
testi oncesi SEM goriintiisiinden de anlagilacagi gibi belirli bolgelerde polyester yapisi
homojen olarak dagilmis olup polimer kivrimlar olusturmustur. Bu tiir kivrimlarin olusmast

yapigma esnasinda yiiksek yiizey alani olusturdugu icin 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

— Mag= 1000KX EHT=2000kvV SignalA=SE1 WD= 18mm ==y Mag= 1000KX  EHT =20 00KV SignalA=SE1  WD= 16mm

Sekil 4.3.2.1. DYC numunesi adezyon testi oncesi SEM goriintiisii
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5 L
EHT =2000kV Signal A = SE1 WD = 16 mm

Meg= 250KX  EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 16mm = 500KX
— | —

Sekil 4.3.2.2. DYC numunesi adezyon testi oncesi SEM goriintiisii
Adezyon testi sonrasinda anizotropik yapi korunmus ve i¢ catlaklar seklinde
kirilmalar olusmustur. Bu da yapistiricinin ana matriks yapisinin kuruma esnasinda
sertlestigini gdstermektedir. Bu asir1 mineralli i¢ yap1 6zellikle dis yapistiricisi olarak dnemli
bir avantaj saglamaktadir. Bu tiir yapistiricilarda fosfat gruplar iizerinden dis minesine
tutunurluk saglanmaktadir ve yapistiricinin ¢igneme basincina dayanabilmesi i¢in ana
yapinin sert bir matrikse sahip olmasi gerekir. Aksi takdirde, morfolojide bozulmalara neden

olabilir.

Mag= 100KX  EHT=2000k/ SignalA=SE1 WD= 11mm — Mag= 1.00KX  EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 11mm

Mag= 250KX  EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 11mm

Sekil 4.3.2.3. DYC numunesi adezyon testi sonrast SEM goriintiisii

54



Sekil 4.3.2.4.”de tez kapsaminda kullanilan DY C numunesine ait farkli biiyiitmelerde
adezyon testi oncesi AFM goriintiileri gortilmektedir. Bu goriintiiler adezyon testi dncesi

ilgili numunenin ylizeye yayilma ve ylizeydeki morfolojilerini gostermektedir.

Sekil 4.3.2.4. DYC numunesi adezyon testi 6ncesi AFM goriintiileri
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Sekil 4.3.2.5. DYC numunesi adezyon testi sonras1t AFM goriintiileri

Sekil 4.3.2.4.°deki AFM goriintiileri incelendiginde yiizey piiriizliiliigiiniin yaklasik
200 nm civarinda oldugu, kismen baz1 bolgelerde 400 nm’ye ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica
yapistiricinin  yiizeye homojen yayildigi ve yabanci herhangi bir faz ya da safsizlik
icermedigi goriilmiistiir. Yapida bulunan katki maddeleri olan ZnO ve demir oksit partikiiler
yapilart AFM goriintiileri ilizerinde net olarak goriilmektedir. Yapisacak ylizeyin yiizey

kavitesini arttirmakta ve yiizeye kolay bir sekilde yayilmaktadir. Mekanik adezyon islemi
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sonrasi elde edilen yapinin AFM goriintiileri yine farkli biiylitmelerde olacak sekilde Sekil
4.3.2.5.”de verilmistir. Bu sekil detayli olarak incelendiginde yiizey piiriizliiliigliniin yaklagik
100 nm civarinda oldugu, bazi1 boélgelerde yaklasik olarak 200 nm olarak goriildigi
belirlenmistir. Adezyon testi sonrasi genellikle yiizey yapisinin diizlemsel oldugu ve ylizey
piiriizliliigiiniin de distiigii goriilmiistiir. Yizey piiriizliliigiindeki bu azalma yapisma islemi
ile yapistirilan iki yiizeyin birbirine ¢ok yakin tutundugunu ve ¢ekme islemi ile keskin
kirilma yiizeyleri olusmadigini gostermektedir. Bu degisimi daha detayli olarak gormek igin
DYC numunesi mekanik adezyon testi 6ncesi ve sonrasi yiizey piirtizliligii sonuglar Sekil
4.3.2.6.’da verilmistir. Bu sonuglara gore ¢ekme islemi sirasinda katki maddelerinden

kaynakl1 partikiiler yap1 korunmus ancak ylizeyde partikiiler dagilim daha genis bir alana

yayilmistir.
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Sekil 4.3.2.6. DYC numunesi adezyon testi 6ncesi ve adezyon testi sonrasi yiizey

plirtizliligi
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4.3.3. LEU’nun Adezyon Testi Oncesi ve Sonras1 SEM ve AFM Gériintiileri

Yapisindaki sertligi engellemek i¢in 2-oktil siyanoakrilat yapilart LEU yapisinda
bulunmaktadir. Bu gruplar sayesinde yapilar daha esnektir. Cozgen uzaklagmasi daha
kolaydir. Cozgenler krater bolgeler olusturarak yapiyr terketmistir ve bu esneklikten
kaynakli olarak dokulara uyumlu bir yapistiricidir.

Il
I

= 100X EHT =2000kV Signal A=SE1  WD= 16mm iy Mag = EHT =2000kV Signal A=SE1 WD= 16mm

— Mag= 100KX  EMT=2000kV SignalA=SE1 WD= 16mm

Sekil 4.3.3.1. LEU numunesi adezyon testi 6ncesi SEM goriintiisii
Mekanik adezyon testi sonrasi esneklik kaynakli olarak genis uzama bolgeleri

mevcuttur. Yapismis olan yiizeyler aniden birbirini birakmaz ve uygulanan kuvvet ile

uzayarak bu kuvveti tolere eder.

58



\ =

— Mag= 250 X EHT =2000Kkv Signal A=SE1 WD = 12mm Mag= 100KX EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 11mm

— Mag= 250KX  EHT=2000K/ SignalA=SE1 WD= 12mm

Sekil 4.3.3.2. LEU numunesi adezyon testi sonrasit SEM goriintiisii
Sekil 4.3.3.1.’de LEU numunesine ait farkli biiytitmelerde adezyon testi 6ncesi AFM

goriintiileri goriilmektedir. Bu goriintiiler sirast ile 20 um, 10 uym ve 5 pm’lik alam

gosterecek sekilde biiyiitiilmiistiir.
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Sekil 4.3.3.3. LEU numunesi adezyon testi dncesi AFM goriintiileri
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Sekil 4.3.3.4. LEU numunesi adezyon testi sonrast AFM gorintiileri

Bir siyanoakrilat doku yapistiricist olan LEU oldukga akiskan ve diisiik viskoziteli
oldugu icin ylizeye ¢ok kolay yayilmakta ve ylizeyde homojen bir katman olusturmaktadir.
Ozellikle yapistirilacak yapilar arasinda ¢ok ince bir tabaka olusturdugu igin avantajlidir. Bu
avantajindan dolayr mekanik adezyon testi oncesi yiizeyde ¢ok diisiik bir piriizlilik
olusturmaktadir. Test sonrasinda ise bu piiriizliilik artmakta yani tutundugu yiizeyleri zor

birakmaktadir. Oldukga yiliksek mekanik etkilere dayanmaktadir. Cekme sonrasi olusan
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yilizeylerin farkli biiyiitmelerdeki AFM goriintiileri Sekil 4.3.3.4.’de verilmistir. Cekme
sonrasinda ozellikle yiizeydeki piirlizliilik artisi yiliksek biiyilitmelerde belirgin olarak
goriilmektedir. Her ii¢ biiylitmede de yiizey piiriizliliigli belirgin sekilde artmistir. Sekil
4.3.3.5.de mekanik adezyon testi 6ncesi ve sonrasi LEU yapisina ait ylizey piiriizliligii test
Olgtim sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglardan, mekanik adezyon testi oncesi yiizey
puriizliliigii degeri yaklasik +20 pm iken, test sonrasinda bu deger belli bolgelerde yaklagik
olarak +20 nm’ye kadar c¢ikmistir. Bu degisim yapistiricinin yapistirma giiclinii de

gostermektedir.
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Sekil 4.3.3.5. LEU numunesi adezyon testi 6ncesi ve adezyon testi sonrasi yiizey

plirtizliligi

4.3.4. PU-A’min Adezyon Testi Oncesi ve Sonrast SEM ve AFM Gériintiileri
Politiretan temelli doku yapistiricisinda ise SEM goriintiileri ¢ok diizgiin ve
puriizsiizdiir. Bu tiir yapistiricilar siiriilme ve yayilma agilarindan olduk¢a avantajlidir.

Adezyon giiclerini poliliretan gruplar iizerinde bulunan iiretan baglarindan saglamaktadir.
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Ancak kiirleme sonrasi yapi akrilat gruplarmin polimerlesmesiyle sertlesir ve sekilde
goriildiigli gibi sert yiizeyler ve derin kiriklar olusturarak ayrilir. Bu nedenle uygulamasi
kolay ve kiirlemeyle dayanikliligi yiiksek yapilar elde edilir. Olduk¢a avantajh

yapistiricilardir.

Mag= 61X EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 11mm Mag= 250X EHT =2000kV Signal A=SE1 WD= 11mm
e —— [ a9

—_ Mag= 500X EHT=2000kv Signal A=SE1 WD = 11mm ___ Mag= 500X EHT=2000KkV SignalA=SE1 WD= 11mm

Mag= 5.00KX  EHT=2000k/ SignalA=SE1 WD= 13mm Mag= 1000KX EMT=2000K/ SignalA=SE1 WD= 13mm

Sekil 4.3.4.2. PU-A numunesi adezyon testi sonrast SEM goriintiisii
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Sekil 4.3.4.3.’de tez kapsaminda kullanilan poliiiretan esasli foto kiirlenebilir
yapistirict numunesine ait farkli biiyiitmelerde adezyon testi oncesi AFM goriintiileri
goriilmektedir. Bu goriintiiler foto kiirleme oncesi yayilmis numunenin yiizeye yayilma ve

yilizeydeki morfolojilerini gdstermektedir.

Sekil 4.3.4.3. PU-A numunesi adezyon testi dncesi AFM goriintiileri
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Sekil 4.3.4.4. PU-A numunesi adezyon testi sonrast AFM goriintiileri

Sekil 4.3.4.3.”deki AFM goriintiileri incelendiginde foto kiirleme 6ncesi oldukea sivi
karakterli olarak yiizeye uygulanan poliiiretan yapistiricinin stiriilebilirligi ve akiskanlig
oldukga ideal oldugu i¢in homojen ve diizgiin bir yayilim gostermektedir. Bu nedenle yiizey
piirtizlilligi ve ylizey kaviteleri mekanik adezyon testi dncesi oldukga kiigiiktiir. Anacak
foto kiirleme ile yapistirma islemi esnasinda yiizeyler arasinda oldukga giiglii bir etkilesim

olusmakta ve her iki yiizey birbirine ¢ok siki tutunmaktadir. Mekanik adezyon testiyle
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uygulanan mekanik etkiye yapistiricinin akrilat gruplart sert yapili olarak karsi koyarken
poliiiretan gruplar1 esnek olarak karsi koymaktadir. Sekil 4.3.4.4.’de verilen adezyon testi
sonrast goriintillerde bu durum agikca goriilmektedir. Yiizey piiriizliligliniin kimi
bolgelerde diisiik ve diizlemsel oldugu, kimi bolgelerde ise keskin tepecikler seklinde oldugu
goriilmektedir. Buna bagli olarak kimi bolgelerde yaklasik 100 nm civarinda oldugu, kismen
bazi bolgelerde 200 nm’ye ciktifi goriilmektedir. Buna ragmen yapistiricinin yiizeye

homojen yayildig1 ve yabanci herhangi bir faz ya da safsizlik igermedigi goriilmiistiir.

Sekil 4.3.4.5. PU-A numunesi adezyon testi dncesi ve adezyon testi sonrasi ylizey

plirtizliligi

Foto kiirlenebilir poliiiretan yapistirict numunesi mekanik adezyon testi dncesi ve
test sonrasi yiizey degisimini daha detayli olarak gérmek i¢in piiriizlilik sonuglar1 Sekil
4.3.4.5.°de verilmistir. Sekil 4.3.4.5’deki sonuglara gore adezyon testi oncesinde yaklasik
olarak +2 nm gibi kii¢iik, olduk¢a diiz ve disiik piriizliliige sahip olan numune test
sonrasinda dramatik olarak degismistir. Yiizey piirlizliliigii belirli bolgelerde £200 nm

olacak kadar piirizlii bir yapiya sahip olmustur. Bu degisimin nedeni olarak, mekanik
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adezyon kuvveti sirasinda yapistiricinin kuvvete karsit oldukga yiiksek mukavemet

sergiledigi soylenebilir.

4.4. Sentetik Doku Yapistiricilarimin Hiicre Kiiltiir Sisteminde In Vitro Sitotoksisite
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sentetik temelli doku yapistiricilarinin indirekt sitotoksisiteleri 1SO-10993-5
standartlarina gore degerlendirilmistir. Doku yapistiricilarinin L-929 ve HepG2 hiicre hatlar1

tizerindeki indirekt sitotoksisite sonuglar1 24 ve 48 saat olarak Sekil 4.4.1. ve Sekil 4.4.2.°de

verilmistir.

L-929

120

100 T
80 '|'
60 T
40
20
0

24 Saat 48 Saat

% Hiicre Canhligi

W Kontrol ®mCMT = DYC LEU mPU-A

Sekil 4.4.1. Doku yapistiricilarinin L-929 hiicre hattina ait 24 ve 48 saatlik sitotoksisite
degerleri
L-929 hiicreleri tizerindeki test sonuglarina gore, CMT, DYC, LEU ve PU-A doku
yapistiricilart kontrol grubuna (24 saat i¢in 100+5.01 ve 48 saat i¢inse 100+£5.49) kiyasla
strastyla 24 saat i¢in 96.05+£9.89, 57.2+5.69, 95.11+4.95 ve 100.34+4.47 olmak {lizere ve
ayrica 48 saat icinse 80.4£3.75, 0+£0, 69.66£11.39 ve 63.25+11.5 ylizde hiicre canlilig

degerlerine sahiptirler. DYC 0Ornegi i¢in 48 saat silire sonunda L-929 hiicreleri iizerinde

herhangi bir canlilik saptanmamastir.

Ayrica, Sekil 4.4.1.1. ve Sekil 4.4.1.2.°den sentetik doku yapistiricilarinin L-929

hiicreleri tizerindeki 24 ve 48 saatlik hiicre canlilik goriintiilerine sirasiyla ulasilabilir.
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24 Saat, L-929 _ JuliFL 200X 400X

(#) Kontrol

cMmT

DYC

LEU

PU-A

Sekil 4.4.1.1. Doku yapistiricilarinin L-929 hiicre hattina ait 24 saatlik hiicre canlilik

goriintiileri

(JuLi FL’ye ait gortintiilerdeki sar1 renkli bar 500 um, 200X goriintiilere ait bar 100 pum,
400X goriintiilere ait bar 50 pm uzunluktadir)
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DYC

LEU

PU-A

Sekil 4.4.1.2. Doku yapistiricilarinin L-929 hiicre hattina ait 48 saatlik hiicre canlilik

goriintiileri

(JuLi FL’ye ait gortintiilerdeki sar1 renkli bar 500 um, 200X goriintiilere ait bar 100 pum,
400X goriintiilere ait bar 50 pm uzunluktadir)
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HepG2
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Sekil 4.4.2. Doku yapistiricilarinin HepG2 hiicre hattina ait 24 ve 48 saatlik sitotoksisite
degerleri
HepG2 hiicreleri tizerindeki test sonuglarina goére, CMT, DYC, LEU ve PU-A doku
yapistiricilart kontrol grubuna (24 saat i¢in 100+6.16 ve 48 saat icinse 100+£10.06) kiyasla
sirastyla 24 saat i¢in 72.66+£9.67, 56.42+6.36, 103.15+11.14 ve 95.61+11.74 olmak iizere ve
ayrica 48 saat icinse 81.02+11.19, 0+0, 66.57+8.69 ve 70.53+5.58 yiizde hiicre canlilig

degerlerine sahiptirler. DYC Ornegi icin 48 saat siire sonunda HepG2 hiicreleri {izerinde

herhangi bir canlilik saptanmamustir.

Ayrica, Sekil 4.4.2.1. ve Sekil 4.4.2.2.’den sentetik doku yapistiricilarinin HepG2

hiicreleri lizerindeki 24 ve 48 saatlik hiicre canlilik goriintiilerine sirasiyla ulasilabilir.
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24 Saat, HepG2

(#) Kontrol

cmT

DYC

PU-A

Sekil 4.4.2.1. Doku yapistiricilarinin HepG2 hiicre hattina ait 24 saatlik hiicre canlilik

goriintiileri

(JuLi FL’ye ait gortintiilerdeki sar1 renkli bar 500 um, 200X goriintiilere ait bar 100 pum,
400X goriintiilere ait bar 50 pm uzunluktadir)
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DYC
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PU-A

Sekil 4.4.2.2. Doku yapistiricilarinin HepG2 hiicre hattina ait 48 saatlik hiicre canlilik

goriintiileri

(JuLi FL’ye ait gortintiilerdeki sar1 renkli bar 500 um, 200X goriintiilere ait bar 100 pum,
400X goriintiilere ait bar 50 pm uzunluktadir)
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4.5. Sentetik Doku Yapistiricilarinin Hiicre Kiiltiir Sisteminde /n Vitro Genotoksisite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Genotoksisitenin belirlenmesinde genellikle kullanilan yontemlerden birisi olan
komet teknigiyle, caligmamizdaki L-929 ve HepG2 hiicre hatlari tizerinde DY C i¢in 24 saat
ve CMT, LEU ve PU-A iginse 48 saat uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Sekil 4.5.1.’de
sentetik doku yapistiricilarinin L-929 hiicreleriyle muamelesi sonucu olusan komet resimleri

goriilmektedir.

Sentetik doku yapistiricilarina maruz kalan L-929 hiicrelerindeki DNA hasarini
belirlemek icin her gruptan 40 hiicrenin ortalama degerlerine ait 7 parametre birbirleriyle
karsilagtirilmistir. Bu parametreler Bas Yogunlugu (Piksel), Bas DNA (%), Kuyruk
Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Yogunlugu (Piksel), Kuyruk DNA (%), Kuyruk Momenti ve
Olive Kuyruk Momentidir. Buna gore tiim sentetik doku yapistiricis1 uygulanan gruplarin,
her iki kontrole kiyasla hem Kuyruk Yogunlugu (Piksel) hem de Olive Kuyruk Momenti
degerlerinin istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli olduklar1 saptanmistir (p<0.001).
Kontroller haricindeki gruplar arasinda ise Olive Kuyruk Momenti parametresi bakimindan
birbirlerinden istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli olduklar1 saptanmistir (p<0.001).
Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Momenti ve Olive Kuyruk Momenti parametreleri
bakimindan CMT ve ayrica PU-A’nin diger sentetik doku yapistiricilarindan; Bas
Yogunlugu (Piksel), Kuyruk Yogunlugu (Piksel) ve Olive Kuyruk Momenti parametreleri
bakimindan DYC ve ayrica LEU’nun diger sentetik doku yapistiricilarindan istatistiksel
acidan anlamli seviyede farkli olduklar1 saptanmistir (p<0.001). Doku yapistiricilart ve
kontrollerin L-929 hiicre hatti tizerindeki 7 farkli genotoksisite parametrelerine ait degerler

Cizelge 4.5.1.”de gosterilmistir.
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CMT

LEU

PU-A

Sekil 4.5.1. Sentetik doku yapistiricilar1 ve kontrollerin L-929 hiicre hatti tizerindeki komet
goriintiileri

(200X goriintiilere ait bar 100 um, 400X goriintiilere ait bar 50 pm uzunluktadir)
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Cizelge 4.5.1 Doku yapistiricilar: ve kontrollerin L-929 hiicre hatt1 {izerindeki farkli genotoksisite parametrelerine ait degerler.

Gruplar
Degiskenler () Kontrol (+) Kontrol CMT DYC LEU PU-A —
p-degeri
Bas Yogunlugu 158383P¢¢ 138886°¢¢ 2880724 26184.5%¢ 123061° 265828 <0.001
(Piksel) (68655-280941)  (37132-261252) (96094- (6737-82862) (1859- (2390-1665915)
737550) 809825)
Bas DNA 93.032bcde 76.48°¢ 69.5%¢ 77.05 80.94° 70.82 <0.001
(%) (90.16-99.3) (55.04-89.63) (30.93-91.3)  (60.79-93.06)  (8.32-99.4) (0.65-98.77)
Kuyruk 23hde 20°cd 30¢0d¢ 3¢ 4¢ 20.5 <0.001
Uzunlugu (1-7) (15-48) (18-43) (1-9) (1-18) (1-130)
(Piksel)
Kuyruk 12180.530cde 39696° 4 118065°¢ 8370%¢ 20180° 132736 <0.001
Yogunlugu (657-19670)  (11070-118679) (23529- (2220-27499) (3607- (2855-1083639)
(Piksel) 652514) 189839)
Kuyruk DNA 6.9720cde 23.52°4 30.5%¢ 22.95 19.06° 29.18 <0.001
(%) (0.7-9.84) (10.37-44.96) (8.7-69.07) (6.94-39.21)  (0.6-91.68) (1.23-99.35)
Kuyruk 0.13*0¢4¢€ (0 04- 4.87°¢d 8.28%%¢ (3.05- 0.56° 0.73° (0.04- 6.67 <0.001
Momenti 0.59) (1.92-13.91) 29.01) (0.15-2.32) 16.5) (0.04-98.36)
Olive Kuyruk 0.8920cde 4.27°cde 7.76%0¢ 1.23% 1.99¢ 9.66 <0.001
Momenti (0.13-1.24) (1.92-10.78) (4.01-25.38) (0.37-3.64) (0.29-15.7) (0.25-68.09)

* :a: (+) Kontrol grubuna gore farklidir, b: CMT grubuna gore farklidir, ¢: DYC grubuna gére farklidir, d: LEU grubuna goére farklidir, e: PU-A

grubuna gore farklidir.

** : Degiskenler 'Ortanca (Minimum-Maksimum)' seklinde 6zetlenmistir.
***: Kruskal-Wallis testi
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Sekil 4.5.2. Gruplarin L-929 hiicre hatti {izerindeki Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%)

karsilastirmasti

Calismada ayrica sentetik doku yapistiricist uygulamalarindan sonra meydana
gelebilecek genetik hasari belirleyebilmek i¢in kullandigimiz komet analizindeki baska
parametreler Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%) dir. Gruplarin L-929 hiicre hatt1 tizerindeki
bu parametrelere iliskin Cizelge 4.5.1.’deki veriler kullanilarak Sekil 4.5.2. elde edilmistir.
Buna gore (-) Kontrol, (+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A’nin Kuyruk DNA (%)
degerleri sirasiyla 6.97, 23.52, 30.5, 22.95, 19.06 ve 29.18’dir. Buna ek olarak, (-) Kontrol,
(+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A’nin Bas DNA (%) degerleri sirasiyla 93.03, 76.48,
69.5, 77.05, 80.94 ve 70.82’dir. Sonug olarak biitiin sentetik doku yapistiricist gruplar (-)
Kontrole kiyasla Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%) bakimindan anlamli seviyede farkli
bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.5.3. Gruplarin L-929 hiicre hatt1 iizerindeki Kuyruk Uzunlugu (Piksel)
parametresine ait kutu-grafigi gosterimi (Nokta aykir tek veriyi, yatay siyah ¢izgiler

ortancay1 gostermektedir.)

Sekil 4.5.3.°deki kutu-grafiginden de anlasilacagi gibi CMT ve PU-A doku
yapistiricilarinin DYC ve LEU doku yapistiricilarina nazaran L-929 hiicre hatt1 {izerinde
DNA’daki hasar sonucu meydana gelen go¢ uzunlugu daha fazladir. Ayrica, PU-A
tarafindan L-929 hiicrelerinde meydana gelen hasarin ¢esitliligi diger doku yapistiricilarina
gore daha heterojendir. Kuyruk Uzunlugu (Piksel) parametresi bakimindan (-) Kontrol ile
DYC birbirine oldukca yakin ve diger sentetik doku yapistiricilariyla (+) Kontrole kiyasla
L-929 hiicrelerinin DNA’larindaki hasar sonucu meydana gelen go¢ uzunlugu bakimindan

nispeten homojen dagilim sergilemislerdir.

Sekil 4.5.4.”de sentetik doku yapistiricilarinin HepG2 hiicreleriyle muamelesi sonucu

olusan komet resimleri goriilmektedir.
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Sekil 4.5.4. Sentetik doku yapistiricilart ve kontrollerin HepG2 hiicre hatt1 tizerindeki
komet goriintiileri

(200X goriintiilere ait bar 100 pm, 400X goriintiilere ait bar 50 um uzunluktadir)
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Cizelge 4.5.2 Doku yapistiricilar: ve kontrollerin HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki farkli genotoksisite parametrelerine ait degerler.

Gruplar
Degiskenler (-) Kontrol (+) Kontrol CMT DYC LEU PU-A p-degeri
Bas Yogunlugu  780772Pcde 183896°cd¢ 247520%0¢ 39181%¢ 18415 15591 <0.001
(Piksel) (20914- (56010- (116130- (6934-207080) (3046- (3120-
155008) 656277) 444546) 199584) 214960)
Bas DNA 88.2g2bcde 68.12° 79.11¢%¢ 71.53¢%¢ 61.17 62.24 <0.001
(%) (79.42-95.24)  (33.62-89.08)  (46.5-93.21)  (16.74-97.64)  (30.31-91.8) (22.57-90.65)
Kuyruk 23bcde 28.50cde 18¢cd¢ 6 8 7 <0.001
Uzunlugu (1-3) (21-49) (11-38) (3-32) (6-13) (3-11)
(Piksel)
Kuyruk 9759.520¢ 82853¢0¢ 66812¢9¢ 12183¢ 10846 97115 <0.001
Yogunlugu (3469-24025) (16860- (16750- (1493-152121)  (1582-72346) (2022-84370)
(Piksel) 278500) 240157)
Kuyruk DNA 11.723bcde 31.88° 20.89¢¢ 28.474¢ 38.83 37.76 <0.001
(%) (4.76-20.58)  (10.92-66.38) (6.79-53.5) (2.36-83.26)  (8.2-69.69)  (9.35-77.43)
Kuyruk 0.193bcde 8.51bcde 4,254 1.44 2.84 2.31 <0.001
Momenti (0.05-0.52) (2.4-29.21) (0.88-19.38) (0.14-19.19)  (0.57-8.87)  (0.35-8.52)
Olive Kuyruk 0.96%0cde 7.930cde 4,9204¢ 2.84 2.95 2.4 <0.001
Momenti (0.5-1.69) (2.56-18.21) (1.92-14.43) (0.45-23.36)  (0.92-9.73)  (0.87-10.93)

* .a: (+) Kontrol grubuna gore farklidir, b: CMT grubuna gore farklidir, ¢c: DYC grubuna gore farklidir, d: LEU grubuna goére farklidir, e: PU-A

grubuna gore farklidir.

** : Degiskenler 'Ortanca (minimum-maksimum)' seklinde 6zetlenmistir.

***- Kruskal-Wallis testi
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Sentetik doku yapistiricilarina maruz kalan HepG2 hiicrelerindeki DNA hasarini
belirlemek igin her gruptan 40 hiicrenin ortalama degerlerine ait 7 parametre birbirleriyle
karsilagtirilmistir. Bu parametreler Bas Yogunlugu (Piksel), Bas DNA (%), Kuyruk
Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Yogunlugu (Piksel), Kuyruk DNA (%), Kuyruk Momenti ve
Olive Kuyruk Momentidir. Buna gore tim sentetik doku yapistiricist uygulanan gruplarmn,
her iki kontrole kiyasla Bas Yogunlugu (Piksel), Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk
Momenti ve Olive Kuyruk Momenti degerlerinin istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli
olduklar1 saptanmistir (p<0.001). Kontroller haricindeki gruplar arasinda ise parametreler
bakimindan istatistiksel agidan anlamli seviyede herhangi bir farklilik saptanmamistir
(p<0.001). Bas Yogunlugu (Piksel), Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Momenti ve Olive
Kuyruk Momenti parametreleri bakiminda CMT ’nin diger sentetik doku yapistiricilarindan
istatistiksel acidan anlamli seviyede farkli oldugu saptanmistir (p<0.001). Doku
yapistiricilart ve kontrollerin  HepG2 hiicre hatt1 {izerindeki 7 farkli genotoksisite

parametrelerine ait degerler Cizelge 4.5.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.5.5. Gruplarin HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%)

karsilastirmasi

Calismada ayrica sentetik doku yapistiricisi uygulamalarindan sonra meydana
gelebilecek genetik hasar1 belirleyebilmek i¢in kullandigimiz komet analizindeki baska
parametreler Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%)’dir. Gruplarm HepG2 hiicre hatti
tizerindeki bu parametrelere iligskin Cizelge 4.5.2.”deki veriler kullanilarak Sekil 4.5.5. elde
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edilmistir. Buna gore (-) Kontrol, (+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A’nin Kuyruk DNA
(%) degerleri sirasiyla 11.72, 31.88, 20.89, 28.47, 38.83 ve 37.76°dir. Buna ek olarak, (-)
Kontrol, (+) Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A’nin Bas DNA (%) degerleri sirasiyla 88.28,
68.12, 79.11, 71.53, 61.17 ve 62.24’tiir. Sonug olarak biitiin sentetik doku yapistiricisi
gruplar (-) Kontrole kiyasla Kuyruk DNA (%) ve Bas DNA (%) bakimindan anlamli
seviyede farkli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.5.6. Gruplarin HepG2 hiicre hatti {izerindeki Kuyruk Uzunlugu (Piksel)
parametresine ait kutu-grafigi gosterimi (Nokta aykir tek veriyi, yatay siyah ¢izgiler

ortancay1 gostermektedir.)

Sekil 4.5.6.’daki Kkutu-grafiginden de anlasilacagi gibi CMT ve LEU doku
yapistiricilarinin DYC ve PU-A doku yapistiricilarina nazaran HepG2 hiicre hatt1 lizerinde
DNA’daki hasar sonucu meydana gelen go¢ uzunlugu daha fazladir. Ayrica, CMT tarafindan
HepG2 hiicrelerinde meydana gelen hasarin ¢esitliligi diger doku yapistiricilarina gére daha
heterojendir. Kuyruk Uzunlugu (Piksel) parametresi bakimimdan LEU ile PU-A birbirine
olduk¢a yakin ve diger sentetik doku yapistiricilariyla (+) Kontrole kiyasla HepG2
hiicrelerinin DNA’larindaki hasar sonucu meydana gelen gé¢ uzunlugu bakimindan nispeten

homojen dagilim sergilemislerdir.
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda giiniimiizde 6zellikle cerrahi alanda kullanilan 3 sentetik temelli
ticari doku yapistiricisi Ve 1 tane de laboratuvarimizda sentezledigimiz doku yapistiricisinin
karakterizasyonlar: tamamlandiktan sonra genotoksik ve sitotoksik dzellikleri birbirleriyle
karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu baglamda kemik ¢imentosu olarak yaygin kullanilan
polimetil metakrilat temelli ticari doku yapistiricist CMT, karma bir iiriin formunda olup
kendi kendine sertlesen kalsiyum hidroksit temelli ticari doku yapistiricis1 DYC, 2-oktil ve
n-biitil siyanoakrilat temelli ticari doku yapistiricisi LEU ve laboratuvarimizda
sentezledigimiz poliiiretan akrilat temelli PU-A’nin sitotoksik ve genotoksik ozellikleri in
vitro olarak hiicre kiiltiir sisteminde incelenmistir. Sitotoksik ve genotoksik testlerin yaninda
ilgili  biyoyapistiricilarin -~ kimyasal ve morfolojik karakterizasyon testleri de
gerceklestirilmistir. Calismada toksisite testleri L-929 fare fibroblast ve HepG2 insan
karaciger karsinoma hiicre hatlarinda gergeklestirilmistir. Bu hiicre hatlar1 6zellikle
yapistiricilarin en ¢ok kullanildiklar1 operasyon tiirleri olan kas ve deri yaralanmalarinin
yaninda ayrica karaciger cerrahi uygulamalarini iceren bolgelerdeki hiicre profilini en iyi
yansitacak hiicre hatlar1 olduklari icin secilmistir. Bu baglamda, hiicre hatlarinda
sitotoksisite amagli MTT (metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayali hiicre proliferasyon testi)
testi gerceklestirilmistir. Biyoyapistiricilarin genotoksik etkileri ise DNA sarmal kiriklarinin
tespiti i¢in hassas, ucuz ve hizli bir yontem olarak kullanilan tek hiicre jel elektroforezi
(Komet testi) ile belirlenmistir. Bu sonuglarin yorumlanmasinda kullanilmak tizere
tamamlayici kimyasal ve morfolojik karakterizasyon testleri olarak FTIR, termal analizler,
s1vi temas agis1 analizi, mekanik adezyon testleriyle SEM ve AFM de gergeklestirilmistir.

Hazirlanan doku yapistiricilariyla birlikte ayrica sentezlenen biyoyapistiricinin
yapisal bilesenlerinin belirlendigi FTIR, termal 6zellikleri 1sitma stirecinde termal degisim
profilinin belirlenmesinin yaninda degradasyon 6zelliklerinin incelenmesi i¢in TGA, termal
stabilitenin belirlenmesi ve bozunma enerjilerinin hesaplanmasi icin DTA, yapisal esneklik
ve yumusama Ozelliklerinin belirlenmesinde DSC analizleri kullanilmistir. Sentetik doku
yapistiricilarindan CMT’ye ait FTIR spektrumu incelendiginde PMMAya ait temel pikler
goziikmektedir. TGA termogrami incelendiginde, yapisinda bulunan PMMA *ya bagl olarak
iki ana kiitle kayb1 gozlenmistir. Ayrica, kemik ¢imentosu yapisinin i¢inde bulunan
inorganik katki maddesi DTA termograminda goriilmektedir. DSC termogramina gore ise
59.50°C civarinda camsi gegis sicakligi (Tg) saptanmistir. Karma kompozit bir yapida olan
DYC’ye ait FTIR spektrumu incelendiginde igeriginde bulunan fosfat, tungstat, ¢inko oksit,

titanyum dioksit, demir oksit, kalsiyum hidroksit ve salisilik asit yapilarina ait pikler
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gozlenmistir. TGA termogrami incelendiginde ise yapisindaki organik gruplara ait iki
asamali kiitle kayb1 s6z konusudur. DYC’ye ait DTA termograminda ii¢ farkli ekzotermik
pik goriilmektedir. DSC termograminda ise DTA termogramu ile orantili olarak ti¢ farkli
ekzoterm piki belirlenmistir. LEU’ya ait FTIR spektrumu incelendiginde yapida bulunan
ylizey hidroksil pikleri, alifatik CH gerilme titresimleri, yan gruplar kaynakli CH2
tinitelerinde bulunan CH baglarina ait gerilme titresimleri, ana zincir yapida bulunan akrilat
kaynakl1 karbonil piki, C-C gerilme titresimi ve C-O-C sterik gerilme titresimi gozlenmistir.
LEU’ya ait TGA termogramindan polimerin bozunma baslangig sicaklikligi ~200°C oldugu
belirlenmistir. Ayrica, DTA termograminda 200°C’de baslayan ve 300°C’de biten bir
endoterm goriilmektedir. Bu endoterm LEU’ya ait DSC termograminda da acikca
goriilmektedir. PU-A’ya ait FTIR spektrumu incelendiginde ana polimer yapida bulunan
tiretan pikleri saptanmistir. TGA termograminda ise li¢ temel kiitle kayb1 goriilmektedir.
DTA termogramlari ile de uyumlu olan bu ii¢ temel bozulma piki sirasiyla 100-300°C
arasinda gozlenen capraz baglanma noktalarinin kirilmasi, 300-400°C arasinda gozlenen
politiretan yapidaki alifatik yumusak segmentlerin bozulmasi ve son olarak 400-600°C
arasinda gdzlenen polimerin termooksidatif bozulmasindan kaynaklanmaigtir.

Sentetik biyoyapistiricilarin hidrofobiklik ve hidrofiliklik 6zellikleri sivi tamas agis1
analiziyle belirlenmistir. Sentetik biyoyapistiricilara ait sivi temas agisi 6lgiim sonuglari
CMT igin 96.55+3.33°, DYC igin 65.23+3.69°, LEU i¢in 102.46+2.34° ve PU-A iginse
41.3+£2.56° olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar incelendiginde ise
laboratuvarimizda sentezledigimiz poliiiretan akrilat temelli biyoyapistiricinin diger sentetik
ticari doku yapistiricilarina kiyasla en cok hidrofilik 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
Hidrofilik karakter agisindan doku yapistiricilari siralandiginda PU-A >DYC > CMT > LEU
seklindedir.

Tez kapsaminda farkli yapi ve Ozelliklerdeki doku yapistiricilarinin mekanik
ozellikleri kiyaslanmigtir. Elde edilen mekanik test sonuglari Tablo 4.2.’de verilmistir. Bu
sonuclara gore dort farkli yapidaki yapistiricilarin hepside %1.2°den az tepe uzamasi
gostermistir. Bu nedenle ideal adezif malzeme 6zelligi gostermektedirler. Kopma gerilimi
ve tepe yiikii acisindan Siyanoakrilat yapisindaki yapistiricinin yiiksek adezyon gosterdigi
goriilmektedir. Modiil degeri olarak PMMA yapili kemik ¢imentosu CMT, DYC, UV
kiirlenebilen politiretan akrilat yapistirict PU-A ve siyanoakrilat temelli LEU yapistiricilar
igin sirasiyla 1.659+0.594, 2.580+1.709, 2.489+1.246 ve 2.402+0.720 kN/mm? degerleri
elde edilmistir. Bu degerlere gore en yiiksek modiil DYC numunesinde goriilmiistiir.

Elastisite modiilii ya da Young modiili olarak adlandirilan bu deger, bir malzemeye
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uygulanan diisiik gerilmeler altinda meydana gelen sekil degisiminin, gerilmeyi olusturan
yukiin kaldirildiktan sonra malzemenin eski sekline gelme 6zelligini ifade eden bir degerdir
(Lord ve Morrel, 2010). Elastisite modiilii (E) kisaca birim gerilme ile birim sekil degistirme
arasindaki orandir ve bu degerin biiyiik olmast malzemenin rijit oldugunu, bir gerilme
sonucunda olusan birim sekil degistirmenin kiiciik olacagi anlamindadir (Gasperi ve dig,
2020). Kopmadaki gerinim agisindan en yiiksek deger 0.0434+0.0115 mm/mm olarak
siyanoakrilat tiirii yapistirici olan LEU’da goriilmiistiir. Bu degerin yiiksek olmasi saf
polimerik yapida olmasindan kaynaklanmaktadir (Parsi ve dig, 2020). Diger yapistiricilar
karma bilesen yapili oldugu i¢in bu deger kiictilmektedir.

Calisma kapsaminda farkli kimyasal karakteristik 6zelliklere sahip sentetik doku
yapistiricilarinin mekanik adezyon testi 6ncesi ve sonrasinda yiizeylerinde meydana gelen
fiziksel degisiklikler oncelikle SEM ve sonrasinda daha detayli olarak AFM ile morfolojik
acidan incelenmistir. Mekanik adezyon testi oncesi CMT’ye ait elde edilen SEM
gortintiilerinden sentetik ticari kemik yapistiricisinin PMMA matriks i¢inde homojen ve
diizgiin bir dagilim sergileyen farkli caplardaki baryum siilfat mikropartikiillerinden
meydana gelen kompozit yapisi goriilmektedir. Adezyon testi sonrast CMT’ye ait elde edilen
SEM goriintiilerinden ise uygulanan c¢ekme kuvvetine karsilik baryum siilfat
mikropartikiillerinin matriks PMMA yapiya nazaran daha az dayanmasi sonucunda
parcalandiklar1 ve sonugta c¢ogunlukla kirildiklar1 gozlenmistir. CMT’ye ait AFM
goriintiilerinden ise ¢ekme Oncesi ylizey piirlizliilligliniin yaklasik #400 pm iken ¢ekme
sonrasinda artarak ortalama +£1.2 nm oldugu saptanmistir. Mekanik adezyon testi 6ncesi
DYC’ye ait elde edilen SEM goriintiilerinden sentetik ticari doku yapistiricisinin igeriginde
bulunan kalsiyum fosfatlar beyaz bolgeler olarak demir oksitler ise siyah noktaciklar
seklinde gozlenmektedir. Ayrica bazi bolgelerde homojen olarak dagilmis polyester
yapisinin polimer kivrimlar olusturdugu goriilmektedir. Bu kivrimlar yapigsma esnasinda
yiiksek yiizey alani olusturdugu i¢in doku yapistiricisi igin 6nemli bir avantajdir. Adezyon
testi sonrasinda g¢ekilen SEM goriintiilerinden ana matriks yapisinin kuruma esnasinda
sertlesmesiyle yapida olusan i¢ catlaklardaki kirilmalar goriilmektedir. DYC’ye ait AFM
goriintiilerinden ise adezyon testi oncesi yiizey piiriizliiliigiiniin ~200 nm oldugu, kismen
baz1 bolgelerde 400 nm’ye ¢iktig1 saptanmistir. Adezyon testi sonrasinda ise ylizey
pliriizliliigiiniin ~100 nm oldugu ve bazi bolgelerde ~200 nm’ye ¢iktig1 belirlenmistir.
Mekanik adezyon testi 6ncesi LEU’ya ait elde edilen SEM goriintiilerinden Siyanoakrilat
temelli doku yapistiricisinin yilizeyde az piriizlilik olusturdugu gozlenmistir. Ayrica,

yapistiricinin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zgenler yapidan uzaklasirken meydana gelen
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krater bolgeler goriilmektedir. Adezyon testi sonrasi LEU’ya ait elde edilen SEM
goriintiilerinden ise polimer esnekligine bagli olarak genis uzama bdélgelerinin varligi ve
uygulanan kuvvete mukavemet etmek amaciyla uzadiklar1 goriilmektedir. LEU’ya ait AFM
goriintiilerinden ise adezyon testi oncesi ylizey plrizliligi ~ £20 pm iken adezyon testi
sonrasinda bu deger belli bolgelerde yaklasik £20 nm olarak belirlenmistir. Adezyon
gliclerini poliiliretan gruplar1 iizerinde bulunan iiretan baglarindan saglayan PU-A’ya ait
mekanik adezyon testi Oncesi ait elde edilen SEM goriintiilerinden, sentetik doku
yapistiricisinin - yiizey goriintiilerinin ¢ok diizgiin ve piiriizsiiz oldugu goriilmektedir.
Kiirleme sonrast yapi akrilat gruplarmin polimerlesmesiyle sertlesen yapiya ait yiizeyler
adezyon testi sonrasindaki SEM goriintiilerinden de goriilecegi gibi derin kiriklar olusturarak
birbirinden ayrilir. AFM goriintiilerinden ise mekanik adezyon 6ncesi homojen ve diizgiin
bir yayilim gosteren PU-A’nin yiizey piiriizliiliigli ve yilizey kavitelerinin ¢ok kiigiik oldugu,
mekanik adezyon testi sonrasinda ise Yiizey piriizliligiiniin kimi bolgelerde diisiik ve
diizlemsel oldugu kimi bélgelerde ise keskin tepecikler seklinde oldugu goriilmektedir. Buna
bagl olarak yiizey piiriizliliigiiniin kimi bdlgelerde yaklasik 100 nm civarinda olmasinin
yaninda kismen bazi bolgelerde ise 200 nm’ye ¢iktigi goriilmektedir.

Ayrica sentetik biyoyapistiricilara ait indirekt sitotoksisitenin belirlenmesinde L-929
ve HepG2 hiicreleri kullanilarak 24 ve 48 saat olmak tizere in vitro biyouyumluluk testleri
yapilmustir. 24 saatlik veriler incelendiginde, DYC harig¢ diger sentetik biyoyapistiricilarin
L-929 hiicreleri lizerinde (+) Kontrole yakin olarak ortalama %95’in iizerinde hiicre canlilig
gosterdigi saptanarak elde edilen degerlerin ASTM standartlarina gore grade 0 (%10°den
daha az hiicre 6liimii) seviyesine denk geldigi saptanmistir. 48 saatlik veriler incelendiginde
ise, tiim sentetik biyoyapistiricilarin L-929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri 24 saate
kiyasla artmistir. 24 ve 48 saatlik veriler birlikte degerlendirildiginde in vitro biyouyumluluk
test sonuglarina gore sentetik biyoyapistiricilarin L-929 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite
karsilagtirmas1 su sekildedir: DYC > PU-A > LEU > CMT. Ayrica, sentetik doku
yapistiricilarinin L-929 hiicreleri tizerindeki 24 ve 48 saatlik hiicre canlilik fotograflar
incelenerek hiicre morfolojilerindeki degisiklikler de gdézlenmistir. Buna goére, normalde
saglikli fare fibroblast hiicre morfolojisine sahip L-929 hiicrelerin en yiiksek sitotoksik etki
gosteren DYC ile 24 saat muamelesi sonucunda hiicrelerin sitoplazmalarin1 az da olsa
kiigiilttiikleri ve 48 saatin sonunda ise tamamen 6ldiikleri tespit edilmistir. L-929 hiicreleri
tizerinde LEU ve PU-A 24 ve 48 saatler i¢in nispeten birbirlerine yakin hiicre canlilig
degerlerine sahip olmalarina ragmen LEU ile indirekt olarak muamele edilen L-929

hiicrelerinin ¢ogunlugunun 48 saatin sonunda anormal bipolar morfolojide olduklar
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gozlenmistir. CMT’nin  L-929 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi diger doku
yapistiricilarina nazaran daha diisiik oldugu i¢in 48 saat sonundaki hiicre morfolojileri (+)
Kontrole daha yakindir.

Karaciger kanseri hiicre hatti olan HepG2 hiicrelerine ait 24 saatlik veriler
incelendiginde, CMT ve DYC hari¢ diger sentetik biyoyapistiricilarin HepG2 hiicreleri
tizerinde (+) Kontrole yakin olarak ortalama %95’in iizerinde hiicre canliligi gosterdigi
saptanarak elde edilen degerlerin ASTM standartlarina gore grade 0 (%10’den daha az hiicre
oliimii) seviyesine denk geldigi saptanmugtir. 48 saatlik veriler incelendiginde ise, CMT
disinda diger sentetik biyoyapistiricilarin HepG2 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkileri 24
saate kiyasla artmistir. HepG2 hiicre canliligi bakimindan sadece CMT de yaklasik %9’ luk
artis s6z konusudur. 24 ve 48 saatlik veriler birlikte degerlendirildiginde in vitro
biyouyumluluk test sonuglarina gore sentetik biyoyapistiricilarin HepG2 hiicreleri
tizerindeki sitotoksisite karsilastirmasi su sekildedir: DYC > LEU > PU-A. Ayrica, sentetik
doku yapistiricilarinin HepG2 hiicreleri {izerindeki 24 ve 48 saatlik hiicre canlilik
fotograflar1 incelenerek hiicre morfolojilerindeki degisiklikler de gézlenmistir. Buna gore,
normalde insan karaciger kanseri hiicre morfolojisine sahip HepG2 hiicrelerinin en yiiksek
sitotoksik etki gosteren DYC ile 24 saat muamelesi sonucunda hiicrelerin sitoplazmalarini
az da olsa kiiciilttiikleri ve 48 saatin sonunda ise tamamen oldiikleri tespit edilmistir. HepG2
hiicreleri lizerinde CMT nin proliferatif etkisi (~%9 artig) 24 ve 48 saatlik fotograflar
kiyaslandiginda agikca goriilmektedir. HepG2 hiicreleri iizerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermeyip aksine proliferasyona neden olan CMT ile indirekt olarak muamele edilen
hiicrelerin morfolojileri diger doku yapistiricilarina nazaran 48 saat sonunda (+) Kontrole
daha yakindir. 24 ve 48 saatler i¢in LEU ve PU-A, diger ticari doku yapistiricilarina nazaran
birbirlerine yakin hiicre canliligi degerlerine sahip olmalarina ragmen LEU ile indirekt
olarak muamele edilen HepG2 hiicrelerinin 48 saatin sonunda hiicre biitiinliigiiniin daha
fazla bozuldugu fotograflardan anlasilmaktadir. Sonugta, DYC’nin hem L-929 hem de
HepG2 hiicreleri izerinde diger doku yapistiricilarina nazaran en yiiksek sitotoksik degerlere
sahip oldugu anlasilmistir. Discilikte kullanilan bagka malzemelerle yapilan ¢aligmalarda da
DYC’nin yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Furey ve dig, 2010).

Tez caligmasinin son asamasinda ise sentetik doku yapistiricilarina indirekt olarak
maruz birakilan saglikli fare fibroblast L-929 hiicreleri ve insan karaciger kanseri HepG2
hiicreleri {izerindeki genotoksik etkileri in vitro hiicre kiiltiir sisteminde Komet Testi
yapilarak belirlenmistir. DNA diizeyinde hasar1 belirlemek i¢in her gruptan 40 hiicreye ait
Bas Yogunlugu (Piksel), Bas DNA (%), Kuyruk Uzunlugu (Piksel), Kuyruk Yogunlugu
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(Piksel), Kuyruk DNA (%), Kuyruk Momenti ve Olive Kuyruk Momenti olmak iizere
toplamda 7 genotoksisite parametresinin ortalama degerleri gruplar arasinda
karsilagtirilmistir.

Bas Yogunlugu (Piksel) ve Kuyruk Yogunlugu (Piksel) degerleri kullanilarak
hesaplanan Bas DNA (%) ve Kuyruk DNA (%) genotoksisite degerlendirmelerinde siklikla
kullanilmaktadir. Genotoksisite kiyaslamasinda onemli bir parametre olarak ozellikle
kullanilan Kuyruk DNA (%) bakiminda, L-929 hiicreleri {izerinde (-) Kontrol, (+) Kontrol,
CMT, DYC, LEU ve PU-A gruplarina ait degerler sirasiyla 6.97, 23.52, 30.5, 22.95, 19.06
ve 29.18’dir. Sentetik biyoyapistiricilarin  L-929 hiicreleri iizerindeki genotoksisite
ozellikleri soyle siralanabilir: CMT > PU-A > DYC > LEU. CMT ve PU-A birbirine yakin
ve (+) Kontrolden ¢ok daha yiiksek Kuyruk DNA (%) degerlerine sahip olarak %35’lik
H202’den ¢ok daha fazla DNA hasarina sebep olmuslardir. Ayrica, Kuyruk Uzunlugu
(Piksel) parametresi bakimindan sentetik biyoyapistiricilarin L-929 hiicreleri iizerindeki
etkileri incelendiginde CMT ve PU-A doku yapistiricilarinin DYC ve LEU doku
yapistiricilarina nazaran DNA’daki hasar sonucu meydana gelen go¢ uzunlugu daha fazladir.
Ayrica, PU-A tarafindan farkli L-929 hiicrelerinde meydana gelen hasarin ¢esitliligi diger
doku yapistiricilarina  gére daha heterojen bir dagilim sergilemektedir. Doku
yapistiricilarinin L-929 hiicreleri izerindeki genotoksisite 6zelliklerinin degerlendirildigi bir
bagka parametre olan Kuyruk Momenti incelendiginde tiim biyoyapistiricilar (-) Kontrolle
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli olduklart belirlenmistir. Ayrica,
bir bagka parametre olan Olive Kuyruk Momenti bakimindan ise tiim doku yapistiricilari ve
kontroller birbirleriyle kiyaslandiginda hepsinin istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli
olduklar1 saptanmuistir.

Ote yandan, Kuyruk DNA (%) bakiminda, HepG2 hiicreleri iizerinde (-) Kontrol, (+)
Kontrol, CMT, DYC, LEU ve PU-A gruplarina ait degerler sirasiyla 11.72, 31.88, 20.89,
28.47, 38.83 ve 37.76°dir. Sentetik biyoyapistiricilarin HepG2 hiicreleri iizerindeki
genotoksisite 6zellikleri soyle siralanabilir: LEU > PU-A > DYC > CMT. LEU ve PU-A
birbirine yakin ve (+) Kontrolden ¢ok daha yiiksek Kuyruk DNA (%) degerlerine sahip
olarak %35°’lik H202’den ¢ok daha fazla DNA hasarina sebep olmuslardir. Ayrica,
genotoksisite parametrelerinden biri olan Kuyruk Uzunlugu (Piksel) parametresi
bakimindan sentetik biyoyapistiricilarin HepG2 hiicreleri lizerindeki etkileri incelendiginde
CMT ve LEU doku yapistiricilarinin DYC ve PU-A doku yapistiricilarina nazaran
DNA’daki hasar sonucu meydana gelen gé¢ uzunlugu daha fazladir. Ayrica, CMT tarafindan

farkli HepG2 hiicrelerinde meydana gelen hasarin ¢esitliligi diger doku yapistiricilarina gore
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daha heterojen bir dagilim sergilemektedir ki bu da olusan DNA kiriklarinin biiytikliikleri
acisindan farkli ve Kuyruk DNA (%) parametresi goz 6niinde bulunduruldugunda ise olusan
bu DNA kiriklarinin genellikle kiiclik boyutlu olduklar1 anlasilmaktadir. Doku yapistiricilart
HepG2 hiicreleri tizerindeki Kuyruk Momenti ve Olive Kuyruk Momenti parametreleri
bakimindan incelendiginde ise tiim biyoyapistiricilarin (-) Kontrol ve (+) Kontrolle
kiyaslandiklarinda istatistiksel agidan anlamli seviyede farkli olduklari belirlenmistir. Buna
ek olarak, tiim doku yapistiricilari birbirleriyle kiyaslandiginda sadece CMT nin istatistiksel
acidan anlaml seviyede farkli oldugu saptanmistir.

Calismamizin temelinde viicut iginde siklikla kullanilan doku yapistiricilarinin
sitotoksik ve genotoksik acilardan biyouyumlu olup olmadiklarinin incelenmesi
yatmaktadir. Ticari olarak satilan doku yapistiricilarinin yapistirma giiclerinin 6n plana
cikarildig genel Karakteristikleri literatiirde ve bu yapistiricilarin iiretimini yapan firmalarin
internet sitelerinde olmasina ragmen hiicresel seviyedeki etkinin incelendigi sitotoksik ve
ozellikle DNA seviyesindeki etkilerin incelendigi genotoksik testlere yer verilmemektedir.
Bu nedenle ¢alismamiz ililkemiz ve diinyada siklikla kullanilan doku yapistiricilarinin in
vitro hiicre kiiltiir sisteminde sitotoksik ve genotoksik ozelliklerinin incelenmesi ve
karsilastirmali analiz edilmesi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.

Sonug olarak, kapsamli deneysel ¢alisma sonuglarinin ve ayni sistemde
karsilastirmay1 igeren objektif bilgilerin bu tezde ortaya konmasinin, hem giliniimiizde
yaygin kullanima sahip doku yapistiricilarina ait smirli literatlir bilgisine katkida
bulunulmas: agisindan oldukg¢a Onemli olacagi hem de siklikla kullanilan doku
yapistiricilarinin doku kapama gorevlerine nazaran uygulanan kiside ileride sitotoksik ve
genotoksik zarar sonucunda baska hastaliklarin olusmasi ve iilke ekonomisine zarar vermesi
kagmilmaz olacagindan ¢alismamiz doku yapistiricist uygulayicilarina ve ayrica uygulanan

kisiler i¢in dogru liriinlerin secilmesi konusunda yol gosterecektir.
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