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Oz

Miyokardit, kalp kas iltihabi olarak tanimlanir ve akut yetmezlik vakalarinin %10' unu olusturur. Kalp kasi iltihaplanmalarinin
olugmasina basta viriisler olmak iizere bakteri, mantar ve otoimmiin hastaliklar sebep olmaktadir. Doku miihendisligi, herhangi
bir nedenle yapist bozulmus biyolojik dokular1 yeniden eski haline getirmeyi, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini onarmayi
amaglayan multidisipliner bir bilim dalidir. Bu ¢alismada, kalp kasi enfeksiyonlarina yonelik doku mithendisligi yaklasimi ile
kurkumin (KUR) yiiklii ii¢ boyutlu polilaktik asit (PLA) doku iskeleleri iiretilmis ve morfolojik, kimyasal, mekanik ve biyolojik
ozellikler bakimindan test edilmislerdir. KUR un etkisini incelemek i¢in {i¢ farkli miktar (10, 15 ve 20 mg) %17 PLA igerisine
eklenip, lic boyutlu doku iskeleleri iiretilmistir. Taramali elektron mikroskop (SEM) ile yapilan morfolojik analizler, tiim iskele
yapilarinin homojen por dagilimina sahip olduklarin1 géstermistir. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile
yapilan kimyasal analiz sonucunda, KUR eklenmesinin matriks yapiya ait pikleri kaydirdigi gézlenmistir. Cekme testi sonuglari
incelendiginde KUR eklenmesinin %17 PLA’ nin ¢ekme dayanimini arttirdigi gozlenmis ve en yiiksek ¢ekme dayanimu
(12.51£1.3 MPa) 20 mg KUR igeren doku iskelesine ait olarak bulunmustur. H9C2 kardiyomiyosit hiicre hatt1 ile yapilan 1, 3
ve 7 giinliik MTT testi sonuglarma bakildiginda, en yiiksek hiicre canliligi (%124.12) 15 mg KUR igeren iskeleye ait olarak
bulunmustur. S. aureus ve C. albicans suslarina kargi yapilan antimikrobiyal test sonucuna bakildiginda, KUR yiiklenmesinin
iskelelere antimikrobiyal 6zellik kazandirmadig1 gézlenmistir. In vitro ortamda yapilan biyobozunurluk testi sonucunda, KUR
yiiklenmesiyle bozunma oraninin arttigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi; kardiyomiyosit; kurkumin; miyokardit; PLA; ii¢ boyutlu yazici

Abstract

Myocarditis is defined as inflammation of the heart muscle and accounts for 10% of acute failure cases. Inflammation of the
heart muscle is caused mainly by viruses, bacteria, fungi, and autoimmune diseases. Tissue engineering is a multidisciplinary
science that aims to regenerate the structural and functional properties of biological tissues that have been damaged for any
reason. In this study, three-dimensional polylactic acid (PLA) scaffolds loaded with curcumin were fabricated and tested in
terms of morphological, chemical, mechanical, and biological properties with a tissue engineering approach for cardiac muscle
infections. In order to examine the effect of curcumin (CUR), three different amounts (10, 15, and 20 mg) were added into 17%
PLA, and three-dimensional scaffolds were produced. The morphological analyses with the scanning electron microscope
(SEM) showed that all the scaffolds had homogeneous pore distributions. As a result of chemical analysis with fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), it was observed that the addition of CUR shifted the peaks of the matrix structure. When the
tensile test results were examined, it was observed that the addition of CUR increased the tensile strength of 17% PLA and the
highest tensile strength (12.51+1.3 MPa) was found in the 17% PLA/20 CUR scaffolds. When the results of the 1, 3, and 7
days MTT test performed with the H9C2 cardiomyocyte cell line were examined, the highest cell viability (124.12%) was
found in the 17% PLA/15 CUR scaffold. When the antimicrobial test results against S. aureus and C. albicans strains were
examined, it was observed that the loading of CUR did not impart antimicrobial properties to the scaffolds. As a result of the
in vitro biodegradability test, it was observed that the rate of degradation increased with the loading of CUR.
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I. GIRIS

Miyokard kalp kas1 olarak bilinir ve kalbin biiyiik bir boliimii miyokarddan olusmaktadir. Miyokardit, kalp kasimnin
(miyokard) iltihaplanmas1 olarak bilinmektedir. Miyokardit iltihabi, kalp kasi hiicrelerinin &liimiine ve
dejenerasyonuna neden olabilmektedir. Kalp kasi iltihaplarinin olusmasinin baslica nedenlerinin arasinda viriisler
olmak tizere bakteri, mantar, otoimmiin hastaliklar yer almaktadir.

Olusan kalp kasi iltihaplar hizla ilerleyebilir ve hatta 6liimciil sonuglanabilir [1, 2]. Kalp nakli, kok hiicre tedavisi,
hidrojel enjeksiyonu ve kardiyak doku miihendisligi dahil olmak tizere klinik ve klinik 6ncesi caligmalarda
kardiyak rejenerasyona yonelik birgok
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yaklagim bulunmaktadir. Doku miihendisligi, herhangi
bir nedenle yapisi bozulmus biyolojik dokulart yeniden
eski haline getirmeyi, yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerini onarmay1 amaglayan multidisipliner bir
bilim dalidr ve mihendislik bilgileri ile
biyomalzemeleri kullanarak doku hasarlarina alternatif
¢oziim sunmaktadir [3]. Doku miihendisliginin hizli
gelisimi, doku hasarlarinin tedavisi i¢in yeni yontemler
saglamistir. Kok hiicre teknolojisindeki biiytlik
basarilar, rejenerasyon amaciyla smirsiz sayida kok
hiicre tiirevi kalp hiicresinin saglanabilmesini miimkiin
kilmaktadir [2, 4]. Bir baska yeni yontem, hiicre
biliylimesini ve entegre hiicre olusumunu destekleyen
iskele veya yamalarin iretilmesidir [5, 6]. Doku
iskeleleri kullanilirken malzeme se¢imi, mekanik
ozellikler, yiizey oOzellikleri, bozunma hizi ve hiicre
kiiltiir kosullarina dikkat etmek gerekmektedir [7].
Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin
islevlerini yerine getirmek amaciyla kullanilan dogal ya
da sentetik malzemelerin tiimiine denmektedir. Bu
malzemeler, siirekli olarak veya belli bir siire i¢in viicut
igindeki akigkanlar ile temas halindedir. Viicudun bu
malzemelere karst verdigi tepkiler son derece
onemlidir. Son  yillarda  biyomalzeme/doku
etkilesimleri iizerinde dnemli ¢aligmalarin yapildigi ve
bu c¢aligmalar neticesinde, viicudun dogal dokularini
yeniden  yapilandirmaya  yonelik  biyouyumlu
malzemelerin gelistirildigi goriilmektedir [7, 8]. Bu
calismada, PLA tastyict malzeme olarak, KUR ise
biyouyumlulugu arttirict  etken madde olarak
secilmistir. Kolajen, fibrinojen, kitosan ve jelatin, kalp
kast doku mihendisliginde kullanilan tipik dogal
polimerlerdir. Kollajen, fibrin ve polisakkaritler, etkili
hiicre farklilasmasini destekleme ve kalp hiicreleriyle
temast gelistirme kapasitelerini  gosteren dogal
polimerlerin ornekleridir. Bununla birlikte, dogal
polimerlerin ¢ogu, ortalamanin altinda mekanik
niteliklere sahiptir [9]. PLA gibi sentetik biyouyumlu

polimerler, daha yiliksek mekanik 6zellikler
gerektiginde alternatif bir ¢oziimdiir. PLA’ nin
endiistriyel uygulamalari incelendiginde medikal

malzeme, yap1 iskelesi, implant, medikal dikis ipligi,
hijyen tirlinleri ve kontrollii ila¢ salim1 gibi ¢ok ¢esitli
uygulamalarina rastlanmaktadir [10]. PLA
biyobozunur, biyouyumlu, yiiksek gerilme ve biikiilme
giicti gibi kabul edilebilir fiziko-mekanik o6zelliklere
sahiptir [11]. KUR, 1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-
hydroksi-3- metoksifenil)-(1E,6E) veya diferiilolmetan
olarak tanimlanmigtir [12]. Yaygin olarak zerdecal ismi
ile bilinen KUR, zencefilgiller ailesine (Zingiberaceae)
ait olan zerdegal (Curcuma longa, turmeric, zerde¢dp,
safran kokii, saritboya, zerdegav, hint safrani) bitkisinin
koklerinden elde edilir. KUR, hidrofobik yapili
polifenolik bir bilesik olup sari-turuncu pigmentli bir
maddedir [13]. Steroidler, bliyiime faktorleri, heparin,
nitrik oksit, gen aktarimi gibi kalp hastaliklarinda
kullanilan bazi ilaglar ve molekiiller vardir [14]. Son
caligmalar, KUR’un kanser, artrit, inflamatuar bagirsak
hastalig1, kardiyovaskiiler hastaliklar ve digerleri dahil
olmak Tlizere c¢esitli hastaliklarmm tedavisi i¢in umut

verici bir potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir
[15]. Biyofonksiyonel doku iskelesi iiretimi igin ii¢
boyutlu yazici teknolojisi kullanilmistir. Ug boyutlu
yazici teknolojisi, doku miihendisligi uygulamalarinda
iskele {retmek i¢in kullanilan yeni nesil bir
teknolojidir. Geleneksel iiretim teknikleri arasinda
emiilsifikasyon, faz aywrma/ters ¢evirme, fiber
baglama, partikiil/tuz siizme, dondurarak kurutma ve
gazla koplirtme yer alir. Bu teknikler gézenek seklini,
gozenekliligi ve geometriyi yonetmekte zorlanabilir.
Geleneksel prosediirlerin avantajlari, 3D baski adi
verilen son teknoloji bir teknoloji ile asilabilir. Bu
teknolojinin yardimiyla, daha iyi hiicre gelisimi ve
yenilenmesini  destekleyen, belirli  formlara ve
gozeneklere sahip yapi iskeleleri olusturulmaktadir
[16]. Uc boyutlu yazici ile iiretilen iskeleler,
miilkemmel hiicresel etkilesimler ve yeni fonksiyonel
dokularin olugumu igin gerekli olan kiiciik gézenek
boyutlarina ve genis bir ylizey alanina sahiptir [17]. Son
zamanlarda 3 boyutlu baski teknolojisinin hizli gelisimi
ile karmasik li¢ boyutlu karmagik yapilarin tasarimi
kolaylasmis ve 3 boyutlu yazici teknolojisi ile
gozenekli kompozit malzemelerin hazirlanmasi uygun
hale gelmistir [18, 19].

Il. MATERYAL VE METOD

2.1. Malzeme

PLA 2003D, Nature Works LLC, ABD' den tedarik
edilmigtir. Kloroform (CHCls), Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, ABD tarafindan saglanmigtir. KUR,
Sigma-Aldrich firmasindan tedarik edilmistir.

2.2. %17 PLA ve %17 PLA/(10, 15, 20) KUR

Soliisyonlarin Hazirlanmast

Hazirlanan ilk kontrol ¢ozeltisinde, 10 ml kloroform
¢oziiciisii icine 1.7 gram PLA eklenmistir ve manyetik
karnigtiricida 1.5 saat, 400 donme hizinda
karistiritlmistir. Ardindan KUR yiiklii soliisyonlar igin,
10, 15 ve 20 mg KUR %17 PLA ¢dzeltisi i¢ine ayr1 ayri
eklenmis ve 1 saat siliresince 400 rpm hizda
karigtirtlmistir.

2.3. U¢ Boyutlu Yazici Ile 2017 PLA, %17
PLA/(10, 15, 20) KUR Doku Iskelelerinin

Uretimi

Ug boyutlu doku iskelesi modeli, ii¢ boyutlu bir ¢izim
programi (Solidworks) kullanilarak tasarlanmistir ve
Slic3r yazilimi tarafindan G koda doniistiiriilmiistiir.
Iskele konfigiirasyonu, 20 mm x 20 mm x 0.1 mm
boyutlarinda kare sekilde tasarlanmstir. Ug boyutlu
doku iskelesi iiretimi i¢in ekstriizyon tabanl Hyrel 3D
(Engine HR, SDS-5 Extruder, GA, ABD) cihaz
kullanilmigtir. Hazirlanan ¢6zeltiler 10 ml hacimli
siringaya  koyulmus ve  cihazin  haznesine
yerlestirilmistir. 0.2 mm ¢apindaki igne ile 10 mm/sn
yazim hizinda ve 1 ml/saat akis miktarinda tiim
iskeleler iiretilmistir. Iskele doluluk oran1 %96 olarak
ayarlanmis ve toplam 7 katmana sahip iskeleler
iretilmistir.

2.4. Uretilen U¢ Boyutlu Doku Iskelelerinin
Karakterizasyonu
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2.4.1. Fourier dontistimlii kizilotesi

spektroskopisi ile kimyasal analiz

Uretilen ii¢ boyutlu doku iskelelerinin kimyasal
karakterizasyonu, fourier doniisimii kizil6tesi
spektroskopisi (FTIR, JASCO-4000) ile incelenmistir.
Tiim spektrumlar absorbans modunda 4 cm™
¢Oziiniirliik ile 4000-400 cm™! tarama araliginda
alimustir.

2.4.2. SEM analizi

Uretilen {i¢ boyutlu doku iskelelerinin mikroyapi
morfolojilerini gézlemlemek i¢cin SEM kullanilmstir.
SEM ile analize baglamadan dnce tiim iskeleler Au ile
60s boyunca kaplanmistir. Por boyutlar1 Image J
programi ile dl¢iilmiis ve SPSS programi ile histogram
olusturulmustur.

2.4.3. Ug boyutlu doku iskelelerinin
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)

cihazi ile termal analizi

25-200 ° C sicaklik araligr ve kalorimetrik 6lgiim
araligi: £150 mW olan Shimadzu DSC-60 Plus cihazi
kullanilarak, iiretilen {i¢ boyutlu doku iskelelerinin
termal davranis1 gozlenmistir. Yapilar, 25 °C/dakikalik
sabit bir 1sitma hizinda taranmugtir.

2.4.4. U¢ boyutlu doku iskelelerinin ¢ekme

cihazi ile mekanik analizi

Doku iskelelerinin gerilme-gerinim egrisi, tek eksenli
Shimadzu ¢ekme cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Yapilar dogrudan ¢enelerin arasina yerlestirilmistir.
Analizden 6nce tiim 6rneklerin boyutlar1 ve kalinliklar
olgliliip sistem yazilimina kaydedilmistir. Analiz 5 kN
kuvvet altinda 5 mm/dakika ¢ekme hizinda
gergeklesmistir.

2.4.5. MTT testi

HO9C2 hiicresi, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonun'
dan (ATKK' dan) satin alinan bir insan kardiyomiyosit
hiicre dizisidir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS),
%1 Penisilin/Streptomisin ile desteklenmis Dulbecco'
nun Degistirilmis Kartal Ortami1 (DMEM) iginde ve 37
°C' de ve %5 CO; atmosferinde inkiibe edilmistir.
Hiicre canliligii goérmek i¢in; tiim iskeleler 96
kuyucuklu plakalara konulmus ve UV ile sterilize
edilmistir. Kuyu basma 20.000 hiicre olacak gekilde 1
mL %10 fetal sigiwr  serumu (FBS), %l
Penisilin/Streptomisin takviyeli DMEM igerisinde, 37
°C ve %5 CO; atmosferinde tiim iskeleler inkiibe
edilmistir. DMEM giin asir1 degistirilmistir. Hiicre
canliligi, PBS (5 mg/ml) i¢inde ¢oziilmiis MTT reaktifi
(Sigma-Aldrich) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan
ana stoktan 100 pl alinmis ve %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin ile desteklenmis DMEM igindeki
hiicreler ve iskeleler iizerine eklenmis ve 37° C, %5
CO;' de 3 saat siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi, DMEM hiicre ortamindan geri ¢ekilmis ve
formazan kristalleri 500 pL dimetil siilfoksit (DMSO)
¢ozeltisi icinde ¢ozilmistir, ardindan 570 nm' de
absorbans degerleri Olciilmiistiir. Uretilen iskeleler
iizerinde  hiicre ekimi ve  proliferasyonunu
gozlemlemek i¢in floresan mikroskopisi kullanilmistir.
Iskeleler kiiltiirden 1. ve 3. giin sonra alinmis ve ii¢ kez

PBS soliisyonu ile yitkanmigtir. Hiicrelerin malzemeler
iizerinde fiksasyonu %4 paraformaldehit ile 30 dakika
stiresince yapilmig, DAPI solisyonu (1 pg/mL,
Invitrogen) ile boyanip 10 dakika karanlik odada
tutulmustur. Goriintiiler, Andor DSD2 konfokal birimi
ile yapilandirilmig Olympus BX-51 mikroskobu ile
¢ekilmistir.

2.4.6. KUR 'un iskelelerden salim

davranisinin incelenmesi

Ilag salim testinde ilk olarak 5 farkli miktardaki ilacin
(0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mL) absorbans degerleri
Olgiilerek ilaca ait lineer kalibrasyon egrileri
belirlenmistir. KUR’a ait absorbans piki 428 nm’de
gozlenmistir. Daha sonra ilag salimi i¢in, 5 mg KUR
yikli ti¢ boyutlu iskeleler hazirlanmig ve 1 ml fosfat
tamponlu salin (PBS) soliisyonu iceren eppendorf
tiiplere yerlestirilmistir. Tiipler, 37° C, 300 rpm' de bir
termal calkalayictya yerlestirilmistir. UV-goriiniir
spektrofotometre ile farkli zaman araliklarinda
Olciimler alinmis ve numunelere her 6l¢iimden sonra
taze PBS eklenmistir.

2.4.7. Antimikrobiyal aktivite testi

S. aureus (ATCC 29213) igin, bir giin 6nce %5 koyun
kanli Columbia Agar (COS; Biomerieux, Fransa)
besiyerlerine azaltma ekimleri yapilmistir. 35 °C’de bir
gece inkiibasyona birakildi. Mueller Hinton sivi
besiyerinde (MHB; Biomerieux, Fransa), 0.5
McFarland (1-5x10% cfu/mL) bulamklhiginda bakteri
siispansiyonlari hazirlanmigtir. Siispansiyonlar Mueller
Hinton E Agar (MHE; Biomerieux, Fransa) besiyerinin
tiim yiizeyi kaplayacak sekilde yayilmistir Daha once
UV 1sik altinda 10 dk sterilize edilen disk seklinde
kesilmis iskeleler esit mesafede olacak sekilde
besiyerleri iizerine yerlestirilmistir. Kontrol amagh
olarak %17 PLA diskler ve 30 pg amikasin
kullanilmigtir.  Besiyerler 37 °C’de 16-20 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi disk
¢evresindeki iireme inhibisyonuna ait zon ¢apt mm
cinsinden belirlenmistir. C. albicans (SC5314)
saboraud dekstroz agar (SDA; Biomerieux, Fransa)
besiyerine ekilmis ve 30 °C etiivde bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Ureyen koloniler ile serum
fizyolojik i¢erisinde 0.5 MacFarland (1-5x106 cfu/mL)
bulanikliginda siispansiyon hazirlanmistir. Mantar
siispansiyonlart MHE agar besiyerine yayilmistir.
Diskler esit mesafede olacak sekilde yerlestirilmistir.
Kontrol disk olarak %17 PLA kullanilmistir. Diskler,
35°C’de 20-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrast disk g¢evresindeki iireme
inhibisyonuna ait zon c¢apt mm cinsinden Olciilerek
saptanmustir.

2.4.8. In vitro biyobozunurluk testi

Uretilen doku iskelelerinin biyolojik bozunma
davranist in vitro kosullarda test edilmistir. Yap1
iskelelerinin bozunma ozellikleri, zaman iginde
kiitlelerindeki degisiklikler izlenerek belirlenmistir.
Bozunma testi, 37°C’ de 1 mL PBS soliisyonunda (pH
7.4) yapilmustir. Iskeleler PBS ile birlikte eppeondorf
tiip icerisinde termal galkalayiciya konulmustur. Belirli
zaman araliklarinda, doku iskelelerinin kurumus
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agirliklari, bozunma davranislarini degerlendirmek igin
dlciilmiistiir. Iskeleler bir giin PBS icinde kaldiktan
sonra, diger giin PBS’den ayrilip etiivde 37°C’de 24
saat kurutulmustur ve kuru agirliklari not edilmistir.
Bozunma degeri (BD), asagidaki denklem kullanilarak
belirlenmisgtir.

BD = 2-%2 x 100 1)

Wy

Bu denklem, sirasiyla Wi ve W, ile temsil edilen,

bozulmadan onceki ve sonraki yapi iskelelerinin
agirliklarini temsil etmektedir.

III. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. FTIR Analizi

Sekil 1 ¢ boyutlu doku iskelelerine ait FTIR
spektrumlarin1 gostermektedir. %17 PLA’ ya ait temel
absorpsiyon pikleri, 1749 cm™ (C=0 titresimi), 1453
cm (CHj3 asimetrik makaslama), 1080 cm (C-O, C-
O-C, germe), 1042 cm™ (C-CHjs, germe) ve 867 cm™?
(C-COO, esneme) dalga sayilarinda gozlenmistir [11].
Sekil 1 (b, ¢, d), %17 PLA’ sirastyla 10, 15 ve 20 mg
KUR eklenmesiyle olusan spektrumlari temsil
etmektedir. Genel olarak bakildiginda, KUR eklenmesi
%17 PLA’ya ait temel pikleri onemli olmayan derecede
saga ve sola kaydirmustir. %17 PLA’ya KUR
eklenmesiyle spektrumdaki degisimler
onemsenmeyecek diizeyde olmustur. Bunun sebebi ana
polimer olan PLA, ilaca gore daha fazla oranda
kullanildigindan, PLA’ ya ait pikler baskin gelmistir
[20]. Mai ve arkadaglarmin yaptiklar1 ¢alismada, %5
KUR %8 PLA igerisine konulup elektroegirme teknigi
ile nanofiber tretilmistir. Calismada yapilan FTIR
analizine gore, yliksek PLA/KUR orani nedeniyle,
PLA'nin tipik pikleri hem saf PLA' da hem de KUR-
yiiklii PLA' da net ve giiglii bir sekilde gozlenmistir
[21]. Reddy ve Kim tarafindan yapilan bir ¢alismada,
PLA/KUR kompozit filmler ¢ift vidali ekstruder ile
dretilmistir ve FTIR ile yapilan kimyasal analiz
sonucunda, KUR ilavesinin PLA’nin temel piklerinde
bazi kaymalara sebep oldugu gozlenmistir [22].

400

Gegirgenlik (%)

100

CH; c-coo

: 60 c=0, ;
-lt:'IOO 2000 1000 400
Dalga sayisi (cm?)

Sekil 1. %17 PLA (a), %17 PLA/10 KUR (b), %17
PLA/15 KUR (c) ve %17 PLA/20 KUR (d)
iskelelerine ait FTIR spektrumlari.

3.2. SEM Analizi

3B bask: iskelelerinin gdzenek boyutunun, doku
miihendisligi  uygulamalar1  sirasindaki  islevleri
iizerinde dogrudan etkileri vardir. Agik gozenekli ve
birbirine bagli aglar, hiicre beslenmesi, gogi,
cogalmasi ve gecirgenligi nedeniyle doku olusumu icin
gereklidir [23]. Sekil 2, tretilen %17 PLA ve KUR
yikli %17 PLA doku iskelelerine ait SEM
goriintiilerini temsil etmektedir. Iskelelere ait SEM
goriintiilerine bakildiginda, tiim iskelerin homojen por
boyutlarina ve piiriizsiiz morfolojilere sahip olduklari
gozlenmektedir. Sekil 2a, %17 PLA doku iskelesine ait
morfolojik yapiy1 temsil etmektedir. 250X biiyiitmeye
ait goriintiiye bakildiginda, iskelenin porlarinin tiim
iskele boyunca homojen oldugu sdylenebilmektedir.
Sekil 2 (b, c, d), 10, 15 ve 20 mg KUR eklenerek
gretilen %17 PLA doku iskelesine ait morfolojik
goriintiileri temsil etmektedir. Iskelelere ait por
boyutlar1 %17 PLA, %17 PLA/10 KUR, %17 PLA/15
KUR ve %17 PLA/20 KUR igin sirasiyla 241.65+6.7
pm, 249.69+4.3 pm, 256.914+8.4 um, 248.92+8.4 pm
olarak Ol¢iilmistiir. Sonuglara bakildiginda, tiim yap1
boyunca iskelelerin homojen porlara ve por boyutlarina
sahip olduklar1 soylenebilmektedir. Ek olarak, KUR
yiiklii iskelelerin %17 PLA’ ya ait morfolojiyi
degistirmedigi gozlenmektedir.

,,,,,,

Frekans

Frekans

0
Por boyutu (um}

Sekil 2. Uretilen doku iskelelerine ait SEM
goriintiileri, %17 PLA (a), %17 PLA/10 KUR (b),
%17 PLA/15 KUR (c) ve %17 PLA/20 KUR (d).

3.3. DSC Analizi

Sekil 3, ti¢ boyutlu doku iskelelerine ait DSC egrilerini
gostermektedir. %17 PLA’ya ait erime sicakligi
yaklasik 150° C’ de gozlenmistir (Sekil 3a) [24]. Sekil
3b, %17 PLA/10 KUR doku iskelesine ait DSC egrisini
gostermektedir. Sekil 3b’de gorildigi tizere, %17
PLA’ya 10 mg KUR eklenmesi, erime sicakligini
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yaklagik 155 °C’ ye ¢ikarmigtir. 15 mg KUR eklenmesi
ise, %17 PLA’ nm erime sicakligini tekrar sola
kaydirmistir (Sekil 3c). Ote yandan 20 mg KUR
eklenmesi tekrar erime sicakhigini saga dogru
kaydirmistir (Sekil 3d). Sonuglara bakildiginda, %17
PLA’ya KUR eklenmesi, PLA’ nin erime sicakligini

kismi oOl¢lide arttirmistir fakat Onemli derecede
etkilememistir.
mw
0.0 |
5t
c))
10 |
[ b)
a)
50 100 150 200

Temperature (°C)

Sekil 3. Uretilen %17 PLA (a), %17 PLA/10 KUR
(b), %17 PLA/15 KUR (c) ve %17 PLA/20 KUR (d)
doku iskelelerine ait DSC egrileri.

3.4. Cekme Test Analizi

Cesitli konsantrasyonlarda KUR katkili iskelelerin
mekanik 6zellikleri gcekme testi ile incelenmistir. Tablo
1 ve Sekil 4 ¢ekme testi sonucunda malzemenin sahip
oldugu mekanik dayanimi gostermektedir. Sonuclara
bakildiginda, %17 PLA’nin ¢ekme dayanimi 1.21+£0.5
MPa ve kopma uzamasi %3 1.2+11 olarak bulunmustur.
%17 PLA’ ya KUR eklenmesi genel olarak ¢ekme
dayanimini arttirmistir. Fakat 10 mg KUR ile 15 mg
KUR eklenmis ii¢ boyutlu doku iskeleleri arasinda
cekme dayanim degerleri acisindan ¢ok fazla fark
yoktur. %17 PLA’ ya KUR eklenmesi kopma
uzamasini bilyiik oranda arttirmaktadir. En yiiksek
uzama (%137423), 10 mg KUR eklendigi zaman
gozlenmistir. 20 mg KUR eklenmesi ise malzemenin
kopma uzamasinda goézle goriiliir bir diisiise neden
olmustur. Bu durum, 20 mg KUR ilavesinin esnekligi
diistirmeye bagladigini gostermistir. Iskele
biitlinligiinii korumak i¢in yara tedavisinde yiiksek
gerilme mukavemeti degerleri ve kopmada yiiksek
uzama degerleri gereklidir [16]. Bu caligmadan elde
edilen sonuglar ile iretilen ti¢ boyutlu yara ortiilerinin
yara  tedavisinde  kullanilabilme  potansiyelini
gostermektedir.

Tablo 1. Uretilen %17 PLA, %17 PLA/10 KUR, %17
PLA/15 KUR ve %17 PLA/20 KUR doku iskelelerine

ait cekme dayanim ve kopmada uzama degerleri.

Cekme Kopmada
Dayaninmi  Uzama
(MPa) (%)
%17 PLA 1.21£0.5  31.2+11
%17 PLA+10 mg KUR  7.3240.3  137+23
%17 PLA+15 mg KUR  7.29+0.6  128.3%15
%17 PLA+20 mg KUR  12.51+1.3 47.4+17

Gerilim (MPa)

© B N W & U1 O N ® ©
= T T T T T T

: : L 1 1 : 1 L 1 L 3 1 1 1 1 L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Uzama (%)

Sekil 4. Uretilen %17 PLA (a), %17 PLA/10 KUR
(b), %17 PLA/15 KUR (c) ve %17 PLA/20 KUR (d)
doku iskelelerine ait cekme dayanim grafikleri.

3.5. MTT Analizi

Uretilen doku iskeleleriyle Kkiiltiirlenen hiicrelerin
canlilik degerleri 1, 3 ve 7 giinliik inkiibasyon sonrast
incelenmistir ve sonug Sekil 5’ te verilmektedir. 1. Gilin
sonrasi elde edilen canlilik degerlerine bakildiginda, en
yiiksek hiicre canliligi (%124.12) %17 PLA/15 KUR
iceren doku iskelesinde gozlenmistir. En diisiik hiicre
canlilig1 (%84.71) kontrol grubu olan %17 PLA doku
iskelesinde g6zlenmistir. Bu sonuca bakildiginda, KUR
ilavesinin kardiyomiyosit hiicrelerin canliligina olumlu
yonde etki ettigini ve hiicrelerin ¢ogalmasini arttirdigi
soylenebilir. Ug giinliik kiiltiirden sonra, genel olarak
tim iskeleler i¢in hiicre canliligi ilk giine gore
diismiistiir. Uciincii giinde en yiiksek hiicre canlilik
orani (%99.56) %17 PLA/20 KUR doku iskelesine ait
olarak bulunmustur. Inkiibasyondan 7 giin sonra
hiicrelerin canlilik degerleri incelendiginde, %17 PLA
doku iskelesi hari¢, KUR yiiklii tiim iskeleler i¢in hiicre
canlilik degeri diismeye devam etmistir. Ugiincii ve
yedinci giinde hiicre canliliginin azalmasi, 6li
hiicrelerin ayrilmasindan kaynaklanabilir [25]. %17
PLA ile kiiltiirlenen hiicrelerin canlilik degerleri 7.
giinde, 3.giine gore tekrar artisa gegmistir. Genel
olarak, tiim sonuclar incelendiginde, tiim iskeleler icin
hiicre canlilik degerleri %70 ve yukarisidir ve bu durum
iskelelerin  toksik olmadigim1  ve biyouyumlu
olduklarini gostermektedir.
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Sekil 5. Kardiyomiyosit hiicreleriyle kiiltiirlenen
iskelelerin 1, 3 ve 7.giin sonrast hiicre canlilik
oranlari.

Iskeleler iizerinde  kiiltiirlenen  kardiyomiyosit
hiicrelerinin morfolojisini gdozlemlemek igin yapilan
floresan boyama goriintiileri Sekil 6’ da verilmistir.
Sonuglara bakildiginda, hiicrelerin iskeleler iizerinde
homojen bir sekilde dagildigi ve hiicre dagiliminin en
az oldugu iskelenin %17 PLA/20 KUR oldugu

gozlenmistir. Bu sonu¢ MTT ile uyumludur.
1. Giin 3. Giin

%17 PLA

%17 PLA/10 KUR

%17 PLA/15 KUR

%17 PLA/20 KUR

Sekil 6. Uretilen ii¢ boyutlu iskelelerin kardiyomiyosit
hiicreleriyle 1. ve 3. Giin inkiibasyonu sonrast floresan
mikroskop goriintiileri.

3.6. KUR 'un Iskeleden Salim Davranist

KUR’un salim profili, KUR yiikli %17 PLA doku
iskelelerinin belirli zamanlarda UV-spektrofotometre
ile alman  absorbans  degerleri  kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 7). Sekil 7a KUR’a ait kalibrasyon
egrisini gostermektedir. Kalibrasyon egrisinin en
yilksek pik noktasinin sahip oldugu absorbans
degerlerini kullanarak elde edilen absorbans grafigi
Sekil 7b’ de verilmistir. Sekil 7c KUR’un iskeleden
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salim davranisini gostermektedir. Inkiibasyonun ilk 45
dakikas1 boyunca, %17 PLA/10 KUR, %17 PLA/1S
KUR ve %17 PLA/%20 KUR iskelelerine ait kiimiilatif
salim degerleri yaklasik %55, %48 ve %56 olarak
bulunmustur. {lk ani salimin nedeni doku iskelesi
ylizeyinde bulunan KUR’ un oncelikli salimindan
kaynakl1 olabilir [26]. 6 saatlik inkiibasyondan sonra,
kiimiilatif salim degerleri %17 PLA/10 KUR, %17
PLA/15 KUR ve %17 PLA/20 KUR doku iskeleleri
i¢in sirasiyla %99, %98 ve %99 olarak bulunmustur.
Sonuca bakildiginda, 6 saat iginde doku iskeleleri
igerisinde bulunan farkli miktarlardaki KUR’un
tamamen salindig1 soylenebilir. Ug boyutlu doku
iskelelerinin ila¢ tasima kapasitesi, katman sayist ve
kalinlig1 ile kontrol edilebilir [27], fakat bu ¢aligmada
tiim doku iskeleleri ayn1 katman sayisi ve kalinliginda
iiretildiginden benzer salim davranis1 gostermislerdir.

a) b)

Absorbans
2=
i

Absorbans, 428 nm

Y e
Dalga boyu (nm)

)

Kiimiilatif salim (%)

0 200
Zaman (dk)

Sekil 7. KUR’un %17 PLA doku iskelesinden

kiimiilatif salim davranisi.

3.7. Disk Difiizyon Test Sonuglart
Sekil 8 {i¢ boyutlu iskelelere ait antimikrobiyal aktivite
test sonuclarini gostermektedir. Inkiibasyon sonrasi
KUR yiiklii iskelelerin S. aureus ve C. albicans
suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedikleri
gbzlenmistir. Bu sonug, KUR’un miktarinin az
ve Dbilesimi,
test edilen
farkliliklardan

olmasindan ya da KUR’un orijini
teknikleri,
vb. gibi

kullanilan  ekstraksiyon
mikroorganizmalar
kaynaklanabilir [28].

a)

bazi

Sekil 8. Uc boyutlu iskelelerin C. albicans (a) ve
S.aureus (b) suslarina kars1 gosterdikleri
antimikrobiyal aktiviteleri: %17 PLA (1), %17 PLA/10
KUR (1), %17 PLA/15 KUR (111) ve %17 PLA/20
KUR (IV).
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3.8. U¢ Boyutlu Doku Iskelelerinin

Biyobozunurluk Davranislart

Iskele bozunma siireci, doku miihendisligi alaninda gok
o6nemli bir rol dstlenir ve yeni doku miihendisligi
stratejilerinin ~ gelistirilmesine ve iyilestirilmesine
onemli 6l¢iide katkida bulunur [29]. Sekil 9 ii¢ boyutlu
doku iskelelerine ait bozunma  davranisini
gostermektedir. Sonuglara bakildiginda, iigiincli giin
sonunda en yiiksek bozunma oraninin (%140) %17
PLA/20 KUR iskelesine ait oldugu gdzlenmistir en
diisik bozunma orani1 (%96) ise %17 PLA doku
iskelesine ait olarak gozlenmistir. 5.,7., 9., 11., 13. ve
15. giinler i¢in de aym1 bozunma davranmigi devam
etmistir. Saylam ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada, ti¢
boyutlu %17 PLA doku iskeleleri iiretmis olup igine
levedopa ilacin1 koymuslardir. In vitro kosullarda PBS
icerisinde yapilan bozunma testi sonucuna gore en
diisiik bozunma oranimin %17 PLA doku iskelesine ait
oldugunu ve ilag¢ igeren %17 PLA iskelelerinin %17
PLA iskelesine gore daha fazla bozunma oranina sahip
olduklarmi bulmuslardir [29].

200

180 1
160 1
140 {
120 F
100 4
20 1

60
— %17 PLA

%17 PLA/10 KUR

Bozunma orani (%)

40 1

%17 PLA/13KUR %17 PLA/15 KUR

20 4

0

1 3 5 7 9 11 13 15

Zaman (giin)

Sekil 9. Uretilen ii¢ boyutlu doku iskelelerin bozunma
davranis grafigi.

IV. SONUC

Sunulan ¢aligmada ti¢ boyutlu yazici ile PLA ve KUR
iceren Ui¢ boyutlu doku iskeleleri iretilmistir. KUR
ilavesi ile biyoaktivitenin arttirilmasi amaglanmistir.
Sonuglar incelendiginde, mekanik dayanim
ozelliklerinin KUR eklenmesiyle arttigi gézlenmistir.
FTIR analizi ile kimyasal etkilesimler incelenmis ve
sonuglara bakildiginda KUR ilavaesiyle %17 PLA
matrise ait piklerin kaydigr gozlenmistir. DSC ile
yapilan termal analiz sonucuna bakildiginda, KUR
eklenmesiyle termal geg¢is noktalarinda Snemli bir
degisiklik olmamistir. Biyouyumluluk sonuglari
incelendiginde, 15 mg KUR ilaveli %17 PLA doku
iskeleri ile kiiltiirlenen kardiyomiyosit hiicrelerinin
canlilik degerleri diger iskelelerle kiiltirlenen
hiicrelerin canlilik degerine gore daha fazladir. S.
aureus ve C. albicans suslarma karsi yapilan
antimikrobiyal aktivite testi sonucunda KUR yiiklii

iskelelerin  antimikrobiyal ozellik  gdstermedigi
bulunmustur.  Hiicre  canlilik  degerleri  ile
antimikrobiyal aktivite test sonuglar1 beraber

incelendiginde, 20 mg KUR igeren iskelenin hiicre
canliligimi diislirmeye basladig1 ve daha fazla miktarda
KUR eklenmesinin antimikrobiyal aktivite
saglayabilecegi fakat hiicre canliligimi olumsuz
etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.
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