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Bu tez çalıĢmasında, katekol ve hücre dıĢı matriks temelli bir biyoadhezif geliĢtirilerek, 

karakterizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Biyoadhezif sentezi için hücresizleĢtirilmiĢ tendon 

matriksi ve dopamin seçildi. ÇalıĢmanın ilk aĢamasında öncelikle sığır tendon dokusu 

hücrelerinden arındırılarak t-HDM yapısı elde edildi. HücresizleĢtirmenin etkinliğini 

değerlendirmek için doğal doku ve elde edilen t-HDM yapılarının DNA içerikleri karĢılaĢtırıldı. 

Doğal dokunun DNA içeriği %80 oranında uzaklaĢtırılarak t-HDM yapısı elde edildi. Ayrıca 

agaroz jel elektroforezi ile hücresizleĢtirme iĢleminin etkinliği değerlendirildi.  

HücresizleĢtirmenin ardından t-HDM yapısı enzimatik olarak parçalanarak enjekte edilebilir 

forma getirildi. Enjekte edilebilir formdaki t-HDM yapısının protein ve GAG içeriğinin yüksek 

oranda koruduğu belirlendi. Ardından dopaminin bu yapıya konjugasyonu asidik, nötral, bazik 

koĢullarda ve O2 varlığında ve N2 ortamında gerçekleĢtirildi. Dopaminin yapıya konjugasyonu 

FTIR, HNMR ve UV-vis analizleri ile belirlenirken yapıdaki katekol grupları Arnow metodu 

kullanılarak belirlendi. Karakterizasyon çalıĢmaları, dopamin konjugasyonu için en uygun 

koĢulların nötral ve bazik koĢullar olduğunu göstermiĢtir. Ardından tüm grupların yapıĢkanlık 

performansları incelendi ve en iyi yapıĢma performansı bazik koĢullarda sentezlenen 

konjugatlarda görüldü. ġiĢme ve kütle kaybı analizleri ile, biyoadhezifin fiziksel özellikleri 

belirlendi. Elde edilen biyoadhezifin biyolojik uygulamalarda kullanım potansiyeli, ISO 

standartlarına uygun Ģekilde, kan uyumluluğu ve ekstraksiyon temelli in-vitro sitotoksisite 

testleri ile incelendi. Ġn-vitro sitotoksisite deneylerinde dermal fibroblast hücreleri kullanıldı ve 

hücre canlılığı MTT yöntemi ile analiz edildi. Tüm konjugatların sitotoksik özellik göstermediği 

belirlendi. 
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In this study, a catechol and extracellular matrix based bioadhesive was developed and 

characterization studies were carried out. Decellularized tendon matrix and dopamine were 

chosen for bioadhesive synthesis. In the first stage of the study, first of all, the t-ECM structure 

was obtained by removing cells from the bovine tendon tissue. To evaluate the effectiveness of 

decellularization, the DNA contents of natural tissue and the obtained t-HDM structures were 

compared. DNA content of the natural tissue was removed by 80%. Also the efficacy of 

decellularization was evaluated by agarose gel electrophoresis. After decellularization, the t-

ECM structure was enzymatically digested and the injectable form was obtained. It was 

determined that the t-HDM structure in injectable form highly preserved the protein and GAG 

content. Subsequently, conjugation of dopamine to this structure was carried out in acidic, 

neutral, basic conditions and in the presence of O2 and in N2 environment. While the 

conjugation of dopamine to the structure was determined by FTIR, HNMR and UV-vis analysis, 

catechol groups in the structure were determined by Arnow method. Characterization studies 

have shown that neutral and basic conditions are the most favorable conditions for dopamine 

conjugation. Then the stickiness performances of all groups were evaluated and the best 

adhesion performance was seen in conjugates synthesized under basic conditions. Physical 

properties of the bioadhesive were determined by swelling and mass loss analysis. The potential 

of using bioadhesive in biological applications was evaluated via blood compatibility and 

extraction based in-vitro cytotoxicity tests in accordance with ISO standards. Dermal fibroblast 

cells were used for the in vitro cytotoxicity experiments, and the cell viability was analyzed by 

the MTT methodand It was determined that all conjugates were not cytotoxic. 
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1 

1. GİRİŞ 
 

Kanama ve yara kapanmasını kontrol etmek için otların veya yaprakların yara örtüsü 

olarak kullanıldığı çeĢitli yöntemler, tarih öncesi dönemlere kadar uzanmaktadır 

(Forrest 1982). Ot ve yapraklara ek olarak, yaraları kapatmak için sütür kullanıldığına 

dair kanıtlar MÖ 1100 gibi erken bir tarihte belgelenmiĢtir (Majno 1976). DikiĢ (sütür), 

yüksek gerilme mukavemeti ve düĢük açılma özelliği sayesinde uzun yıllardır yara 

kapanması ve kanama kontrolü için çokça tercih edilen bir uygulamadır. Bunun yanında 

hemostaz ajanları, klipsler, zımbalar, bantlar ve doku yapıĢtırıcılarının kullanılması 

dahil olmak üzere daha hızlı ve daha etkili kanama kontrolü ve yara kapanmasına 

yardımcı olmak için baĢka teknikler geliĢtirilmektedir (Quinn 2005). Sütür, zımbalar ve 

klipsler hala yara kapanması ve doku yeniden yapılanması için 'altın standart' olarak 

kabul edilir, ancak bu cihazlar iĢlevlerinde eski tarihte kullanılan cerrahi aletlere benzer. 

DikiĢlerin kullanımı çok önemlidir ve tartıĢmasız çok çeĢitli basit yaraların kapatılması 

için en uygun çözümdür (Myres 1933). Bununla birlikte cerrahi prosedürlerden sonra 

dokuları kapatmak ya da onarmak için kullanılan bu mevcut yöntemler, özellikle 

minimal invaziv prosedürlerde çeĢitli sınırlamalara sahiptir. Örneğin, yara kapanması 

için sütür kullanımının zaman alması, uygulama zorluğu, daha fazla doku hasarına ve 

enfeksiyona neden olma ihtimali sütürün dezavantajları arasında sayılabilir. Bu nedenle 

hemostatların, sızdırmazlık maddelerinin ve yapıĢtırıcıların uygun ve verimli kullanımı 

bu zorlukların üstesinden gelmenin olası bir yöntemidir. Hemostatlar, kanın 

pıhtılaĢmasını sağlayarak kanamayı durdurur. Sızdırmazlık maddeleri kan, lenf, beyin 

omurilik sıvısı (BOS), gastrointestinal içerikler ve hava dahil vücut elemanlarının 

sızmasını önleyerek komplikasyon risklerini azaltır. Sızdırmazlık malzemeleri, 

damarlardan kan sızmasını önleyen bir bariyer olarak iĢlev görür ve hemostatik bir 

etkiye sahip olabilir. Doku yapıĢtırıcıları ise, ameliyat prosedürlerinin daha kolay ve 

daha hızlı bir Ģekilde gerçekleĢtirilmesini sağlayan doku fiksasyonu için kullanılabilir. 

YapıĢtırıcılar, kan kaybı olasılığını azaltan vasküler yapıların bağlanmasını sağlamak 

için kullanılırsa hemostatik bir etkiye sahip olabilirler. Her üç malzeme de kan kaybını 

azaltarak kanamayı durdurmaya veya önlemeye yardımcı olabilir (Spotnitz ve Burks 

2012). YapıĢtırıcılar, yara kapanması ve doku onarımı için geleneksel yöntemlerin 

yerini alma potansiyeli açısından sistematik olarak araĢtırılmaktadır. Aynı zamanda 
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doku yapıĢtırıcıları ilaç salım sistemleri olarak da kullanım alanına sahiptir (Quinn 

2005). Bu kapsamda, biyomalzemeler ve bunların türevleri, proteinler, polisakkaritler 

ve sentetik polimerler bu farmasötik ürünlerin temel bileĢenidir. Bu yapıĢtırıcıların her 

biri fiziksel-kimyasal özelliklerine (örneğin yapıĢkanlık, sıvı veya katı kıvam, kimyasal 

aktivasyon) bağlı olarak optimal bir klinik uygulamaya sahiptir. Bu nedenle cerrahlar 

tarafından tek bir ürün yerine spesifik ameliyat prosedürleri için farklı biyo-

yapıĢtırıcıların kullanılması muhtemeldir (Lauto 2008). Bu nedenle, kanamayı durduran 

ve dokuları birarada tutabilen, aynı zamanda toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu 

ve parçalanabilen, ekonomik açıdan uygun bir yapıĢkan biyomalzeme geliĢtirmek önem 

kazanmıĢtır.   

 

Mikro ve nano ölçeklerde doğadan esinlenilerek geliĢtirilen materyallerin sayısı gün 

geçtikçe artmaktadır. Adhezivler ve diğer ilgili maddeleri üretmek için doğadaki 

prensipleri anlayarak, biyo-esinlenilmiĢ malzemelerin üretilmesi önemli bir yenilik alanı 

olarak ortaya çıkmıĢtır. Ağaç kurbağaları ve bazı böceklerin sürtünmeli teması artıran 

yapılarının tasarımı yoluyla kılcal kuvvetlerden yararlanarak ıslak ortamda adhezyon 

oluĢturulmaya çalıĢılmaktadır. Kimyasal adhezyonda ise, proteinler, polisakkaritler ve 

karbohidratlardan oluĢan adhezifleri üretmek için gereken kuvvetlerin oluĢturulmasında 

birçok bitki ve yumuĢakça tarafından kullanılan sistemlerden esinlenilmiĢtir. Ortaya 

çıkan bu araĢtırma alanı, biyo-esinlenilmiĢ yapıĢtırıcıların gelecekteki tasarımında 

önemli etkilere sahiptir ve çeĢitli uygulamalar için potansiyel sunmaktadır (Favi vd. 

2014). Biyo-esinlenilmiĢ yapıĢtırıcılar biyomedikal alanda uygulama fırsatı 

bulmaktadır. Biyomedikal alanda yapıĢtırıcılar: dokuya hızlı bir Ģekilde yapıĢmalı, 

toksik olmamalı ve toksik olmayan metabolitler üretmeli, operasyon esnasında 

kullanımı ve manipülasyonu kolay olmalı, doku iyileĢtikçe aĢamalı olarak biyolojik 

olarak parçalanmalı ve klinik uygulama için maliyet açısından uygun olmalıdır 

(Spotnitz ve Burks 2010).  

 

Bu alanda geliĢtirilen adhezivlerden biri de midyeden esinlenilerek üretilmiĢ 

bioadhezivlerdir. Midye, okyanus ortamlarında yaĢayan ve deniz kıyısının türbülansını 

azaltmak için kayalara ve diğer sert alt tabakalara bağlanabilen yumuĢakçalardır. 

Ayaklarındaki byssal iplikçiklerden salgılanan ve yüzeylere kalıcı Ģekilde yapıĢmalarını 
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sağlayan doğal olarak üretilen proteinleri kullanırlar (Cha vd. 2008). Bu midye ayağı 

proteinlerinin (Mfps) (Mussel Foot Protein), yüksek arayüzey bağlanma mukavemeti ve 

dayanıklılığa sahip yapıĢkan plakalar oluĢturabilir. Dopa, Mfps'deki ana bileĢenlerden 

biridir ve yapıĢmada ana rolü oynamaktadır. Dopa'nın katekol yan zinciri, çeĢitli 

kimyasal etkileĢimler ve çapraz bağlanmalar oluĢturabilir, bu da çeĢitli substratlara 

sıkıca bağlanmasını sağlar. Bu proteinlerden esinlenerek yeni yapıĢkan malzemeler 

geliĢtirmek için çok sayıda çalıĢma yapılmaktadır (Ninan vd. 2003).  

 

Ryu ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada katekol fonksiyonlu kitosan (CHI-C) ve 

tiyol ile sonlandırılmıĢ Pluronic F-127 (Plu-SH) içeren doku yapıĢkan hidrojeller 

geliĢtirilerek in vitro ve in vivo jel stabilitesi değerlendirilmiĢtir. Katekol gruplarına 

sahip yapıĢkan kitosan / Pluronic enjekte edilebilir hidrojeller, yumuĢak dokulara ve 

mukoza tabakalarına güçlü yapıĢkanlık ve hemostatik özellikler göstermiĢtir. Elde 

edilen bu kitosan / pluronic hidrojellerin, doku yapıĢtırıcısı, enjekte edilebilir ilaç iletimi 

ve doku mühendisliği gibi alanlarda faydalı bir Ģekilde kullanılması beklenmektedir 

(Ryu vd. 2011).  

 

Biyomalzemeler doku mühendisliği stratejilerinde anahtar bir role sahiptir. 

Biyomalzeme, hücreler için fiziksel desteği sağlamanın yanı sıra iĢlevsel dokuların 

oluĢumu için gerekli olan kimyasal ve biyolojik temel yapıları da içermelidir (Tirrell ve 

Langer 2012). Teoride doğal olarak elde edilen biyomalzemeler implante edildiğinde 

yabancı malzeme yanıtına sebep olmamalıdır. Bu malzemeler, hücre tutunması, 

çoğalması ve farklılaĢması için doğal bir substrat sağlarlar. Bu kapsamda doku ve 

organlardan elde edilebilecek biyolojik iskeleler önem kazanmıĢtır (Badylak vd. 2009). 

HücresizleĢtirme iĢleminde, doku ve organların hücrelerinden arındırılması ile elde 

edilen hücre dıĢı matriks (HDM) yapısı doku mühendisliği ve rejenatif tıpta yüksek bir 

kullanım potansiyele sahiptir. Bu iĢlem sırasında doğal yapının ve HDM bileĢiminin 

mümkün olduğunca korunması çok önemlidir. HDM iskeleler, her bir doku veya 

organdaki hücreler tarafından salgılanan yapısal ve iĢlevsel proteinleri içermelerinin 

yanı sıra hücreler ve onların HDM‘leri arasındaki etkileĢimleri sağlayan proteoglikanlar, 

büyüme faktörleri ve glikozamino glikanları da içermektedir. HDM yapısı, hücre 

büyümesini, göçünü, farklılaĢmasını iyileĢtirir aynı zamanda doku onarımını ve yeniden 
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modellemeyi olumlu yönde etkileyebilir (Elmashhady vd. 2017). Doku mühendisliği 

alanındaki bir çok çalıĢmada iskelet kası (Corona vd. 2013), beyin (De Waele vd. 2015), 

ince bağırsak submukozu (Ma vd. 2015), karaciğer (Ren vd. 2013), kalp kapakçıkları 

(Yang vd. 2017) ve tendonlar (Dong vd. 2015) gibi çeĢitli dokulardan elde edilen HDM 

kullanılmıĢtır. 

 

Literatürde biyoadhezif malzeme üretiminde kullanılan birçok doğal ve sentetik polimer 

mevcuttur. Bu çalıĢmalarda doğal malzemelerin biyolojik avantajlarından 

yararlanılarak, immün yanıt oluĢturmayan biyouyumlu ve bazı çalıĢmalarda 

biyobozunur adhezif malzemeler elde etmiĢlerdir. Bu malzemelerin üretiminde 

genellikle bir çapraz bağlayıcı vasıtasıyla katekol grubu yapıya entegre edilmiĢ; 

ardından kimyasal ya da enzimatik yöntemlerle oksitlenmesi sağlanarak adhezif özellik 

göstermesi sağlanmıĢtır. Elde edilen malzemeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik açıdan 

karakterize edilmiĢtir. AraĢtırdığımız kadarı ile bu alanda, doku mühendisliği 

stratejilerinde sıklıkla kullanılan ve hücreler için birçok avantaja sahip HDM yapısı 

adhezif üretiminde kullanılmamıĢtır. Hücreler için doğal ortamını en iyi taklit 

edebilecek bu yapıyı kullanarak, yara kapanması veya kanamayı engelleyici, ilaç 

salınımında kullanılabilecek bir biyoadhezif sistem geliĢtirilebileceği düĢünülmektedir. 

 

Bu tez çalıĢmasında, doğadan esinlenilerek üretilen çoğu biyomalzemelerin, biyolojik 

sistemlere daha fazla uyum sağladığını göz önünde bulundurarak HDM ve dopamin 

temelli biyoadhezif özellikte enjekte edilebilir bir sistem geliĢtirdik ve karakterizasyon 

çalıĢmalarını gerçekleĢtirdik. Biyoadhezif için HDM yapısının seçmemizin neden doğal 

bir yapı olmasının yanı sıra, literatürde adhezif eldesinde Ģimdiye kadar kullanılmamıĢ 

olmasıdır. Bu kapsamda öncelike hayvansal kaynaklı dokular hücresizleĢtirilerek HDM 

yapısı elde edilmiĢtir. HDM yapısı enzimatik olarak parçalanarak uygulama kolaylığı 

sağlayacak enjekte edilebilir forma dönüĢtürülmüĢtür. Ardından elde edilen bu yapıya 

çapraz bağlayıcı kullanılarak dopamin yapısı konjuge edilmiĢtir. Dopamin 

konjugasyonu analizlerde doğrulandıktan sonda elde edilen bu yapının, farklı pH‘lar ve 

çeĢitli oksitleyici ajanlara maruz bırakılarak adhezif özelliği incelenmiĢtir. In vitro 

karakterizasyon çalıĢmaları ile yapı değerlendirilmiĢtir. Ardından biyolojik özelliklerini 

incelemek için kan uyumluluğu ve sitotoksisite analizleri yapılmıĢtır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1 Adhezyon 

 

Adhezyon (yapıĢma) genel olarak, bir yüzeyin baĢka bir yüzeye tutunma eğilimi veya 

iki maddenin bir arada kalmasını sağlayan çekim kuvveti olarak tanımlanabilir. 

Adhezyon iki maddenin molekülleri arasındaki etkileĢimler olduğunda ortaya çıkar. 

Adhezyon kuvveti, yüzey kimyası, maddelerin ara yüzü ve yapıĢma mekaniği gibi bazı 

özelliklere bağlıdır (Li ve Zeng 2016). Adhezyon sürecinde, yapıĢmaya katkıda bulunan 

kuvvetler fiziksel, kimyasal ve mekanik olarak sınıflandırılabilir. Bağlanma, yapıĢtırıcı 

ve substrat ara yüzeyinde gerçekleĢir. Fiziksel bağlanma kuvvetleri genellikle çok 

zayıftır. Kimyasal bağlanma kuvvetlidir, ancak bir arayüz boyunca sürekli üretilmesi 

zordur. Fiziksel bağlanma zayıf olmasına rağmen her zaman mevcuttur. Bu nedenle, van 

der waals kuvvetleri her arayüzde meydana gelir ve genellikle daha kuvvetli bağların 

(dipol gibi) katkılarıyla desteklenir. Kimyasal bağ kovalent, iyonik, metalik ve bazı 

durumlarda Ģelasyon bağlarını içerir. Kimyasal bağ oluĢturmak için çok sayıda olasılık 

vardır. Mekanik bağlanma ise, güçlü bağlantı noktaları oluĢturması açısından en 

kuvvetli olanıdır. Kohezyon, bir maddenin molekülleri arasındaki çekim kuvveti olarak 

tanımlanabilir. Kohezyon, benzer moleküller arasında oluĢan kimyasal bağların bir 

sonucu olarak ortaya çıkan bir çekim kuvvetidir. Dolayısıyla, kohezyon, bir 

yapıĢtırıcının içindeki kütleyi birbirine bağlayan çeĢitli etkileĢimler nedeniyle, bir 

yapıĢtırıcının iç mukavemeti olarak da rol oynamaktadır (Marshall vd. 2009). (ġekil 

2.1) 
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ġekil 2.1 Adhezyon ve kohezyon 

 

2.2 Biyoadhezyon 

 

Biyoadhezyon (biyoyapıĢma) terimi ise doğal veya sentetik malzemelerin biyolojik 

yüzeylere yapıĢması olarak tanımlanabilir. Biyoadhezyon, biyolojik organizmaların ve 

yüzeylerin bazı özellikleri dıĢında, geleneksel yapıĢmaya benzer. Dolayısıyla, bu terim 

hem sentetik hem de doğal yüzeylerin (hücreler gibi) yapıĢkan özelliklerini kapsar 

(Palacio ve Bhushan 2012). Doğada da yaygın olarak görülen, kertenkele ve ağaç 

kurbağalarının düĢey ve baĢ aĢağı hareketi, kozaların ağaç dallarına asılı kalması, 

ahtapot ve midyelerin su altındaki yüzeylere güçlü bir Ģekilde bağlanması gibi olaylar 

biyolojik yapıĢmaya/biyoadhezyona örnek olarak verilebilir (Li ve Zeng 2016). 

Biyoadhezyonun en belirgin özelliklerinden biri, yapıĢmanın genellikle suyun 

varlığında, nemli bir ortamda meydana gelmesidir. Üç farklı tür biyoadhezyon 

tanımlanmıĢtır; 

 

I. Biyolojik nesneler arasındaki yapıĢma (hücre-hücre adhezyonu), 

II: Organizmada canlı dokular ile canlı olmayan yapılar arasındaki yapıĢma, 

III: Yapay bir bileĢenin biyolojik bir substrata yapıĢması (Donkerwolcke vd. 1998; 

Farrar 2011).  
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Biyoadhezyon; proteinler (Wiegemann 2005), polisakkaritler (Kaur vd. 2013) ve 

lipitlerden (Gohad vd. 2014) oluĢan çeĢitli biyo-yapıĢkanların salgılanması ve bazı 

fiziksel kuvvetler sayesinde gerçekleĢir. Ortam, biyoadhezyonun geliĢiminde çok 

önemli bir rol oynamıĢtır. Hücreler ve dokuların yaklaĢık %70‘i sudur. Kan plazması, 

lenf ve deniz suyu gibi tuzlu sıvılar hücreleri, dokuları, organizmaları ve implantları 

çevreler. Sulu ortam, neyin bağlanabileceğini ve nereye bağlanabileceğini sınırlayan bir 

faktördür (Lee vd. 2011). Islak adhezyon/yapıĢma, adından da anlaĢılacağı gibi, 

genellikle sulu ortamda meydana gelen yapıĢmayı ifade eder. Mevcut sentetik 

yapıĢtırıcıların bağlanma kuvveti, nem veya diğer kirletici maddeler nedeniyle 

zayıflamıĢtır. Bu nedenle sulu ortamda yaĢayan canlıların ürettiği doğal yapıĢtırıcılardan 

üstün güç, su geçirmezliği ve dayanıklılığı ilham alınarak biyoadhezifler geliĢtirilmeye 

çalıĢılmaktadır (Li ve Zeng 2016). 

 

2.3 Biyoadhezif  
 

Dünya çapında sayısı her geçen gün artan birçok cerrahi prosedür uygulanmaktadır. 

Mevcut cerrahi kapatma teknikleri olarak, invazif sayılabilecek sütür (dikiĢ), zımba 

veya klipsler kullanılmaktadır (Weiser vd. 2015). Sütür, en yaygın kullanılan doku 

kapatma yaklaĢımıdır ve birçok amaç için çok uygundur. DikiĢler yüksek çekme gücüne 

sahiptir ve baĢarısızlık oranı çok düĢüktür (Lloyd vd. 2007). DikiĢ için kullanılan 

materyaller türlerine göre genel olarak biyolojik / sentetik ve emilebilir / emilemez 

(absorbable-nonabsorbable) Ģeklinde sınıflandırılabilir. Emilmeyen dikiĢlerin 

dezavantajları, materyalin dikiĢ bölgesinde strese neden olması, uzun süre vücutta 

kalmasından dolayı granülom oluĢturma olasılığı ve uzaklaĢtırmak için tekrar müdahale 

gerektirmesidir. Emilebilen dikiĢler ise sıklıkla enflamasyona sebep olur ve nispeten 

daha maliyetlidir. Bu yaklaĢımın en yaygın dezavantajları, çevre dokunun kaçınılmaz 

penetrasyonu (nüfuz etmesi), oluĢabilecek sinir hasarı, cerrahi müdahale sonrası 

yapıĢma ve hasar görmüĢ kılcal damarların neden olduğu doku nekrozudur. OluĢan iğne 

delikleri ve nekrotik boĢluklar, sıvı veya havanın sızmasına neden olabilir. Bu tür doku 

anastomozu, sızıntı yapan materyale (örneğin kan, bağırsak içeriği, safra, beyin omurilik 

sıvısı veya hava) bağlı olarak ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Zımba, doku 

kapatma yaklaĢımlarında bir diğer alternatiftir. Uygulaması dikiĢlere göre daha hızlıdır 
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ve dikiĢ materyallerindeki gibi hem emilebilir hem de emilmeyen zımbalar mevcuttur. 

Bununla birlikte, dikiĢler gibi, zımbalar da çevre dokuya zarar verme, yangı ve nedbe 

doku oluĢumuna neden olma eğilimindedir. En önemlisi, zımba kullanımının 

baĢarısızlık oranı daha yüksektir (Bouten vd. 2014; Lloyd vd. 2007; Tajirian ve 

Goldberg 2010). Bu yöntemler genellikle sekonder doku hasarı, mikrobiyal enfeksiyon, 

sıvı veya hava kaçağı ve bazı durumlarda estetik olmayan görüntülerle 

sonuçlanmaktadır (Lauto 2008). 

 

Doku damarlanmasını sağlamaya yönelik daha güvenilir, daha pratik ve daha hızlı doku 

kapama yöntemleri geliĢtirmek amacıyla çok çeĢitli kimyasal ve mekanik kapatma 

malzemeleri geliĢtirilmiĢtir. Hemostatik ajanlar, sızdırmazlık maddeleri ve yapıĢtırıcılar 

geliĢtirilen bu malzemeler arasında sayılabilir (Bouten vd. 2014). Quinn ve arkadaĢları 

yaptıkları bir çalıĢmada travmatik yırtıkların tedavisinde sütür ve adezif 

uygulamalarının etkinliğini karĢılaĢtırmıĢlardır. Ayrıca kozmetik sonuçlar da çeĢitli 

zaman aralıklarında (5-10 gün, 3 ay, 1 yıl) değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmada doku 

yapıĢtırıcısı olarak oktilsiyanoakrilat kullanılmıĢ ve dikiĢe karĢı etkinliği 

değerlendirilmiĢtir. Yara onarımından bir yıl sonra, oktilsiyanoakrilat doku yapıĢtırıcısı 

ve dikiĢ ile tedavi edilen travmatik yırtıkların kozmetik sonuçlarında hiçbir fark 

görülmemiĢtir (Quinn vd. 1998). Blondeel ve arkadaĢları tarafından yapılan bir baĢka 

çalıĢmada, derialtı ve / veya derin dermal dikiĢ gerektiren 4 cm'lik kesilerin epidermal 

kapanması için, 2-oktilsiyanoakrilatın yüksek viskoziteli yeni bir formülasyonu, düĢük 

viskoziteli 2-oktilsiyanoakrilat ve ticari olarak temin edilebilen cihazlarla 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Sonuçlara bakıldığında 2-oktilsiyanoakrilatın uzun cerrahi 

insizyonların kapatılmasından sonra hem yeterli yara iyileĢmesini sağlamada hem de 

kozmetik açıdan dikiĢlere ve diğer geleneksel epidermal yara kapatma cihazlarına 

eĢdeğer olduğu görülmüĢtür (Blondeel vd. 2004). Doku yapıĢtırıcıları, yara kapanması 

ve iyileĢmesi, ilaç sunumu, tıbbi cihazların implantasyonu ve doku mühendisliği gibi 

çeĢitli uygulama alanlarında giderek daha fazla popülerlik kazanmaktadır (Mehdizadeh 

ve Yang 2013). Bir doku yapıĢtırıcısı, hemostat, sızdırmazlık maddesi/dolgu maddesi 

veya bir yapıĢtırıcı olarak iĢlev görür. Bir hemostat kanın pıhtılaĢmasından sorumludur 

ve kan yokluğunda iĢlev görmez. Bir sızdırmazlık maddesi, sıvı veya gaz sızıntısını 

önlemek için bir bariyer tabakası geliĢtirir ve bir yapıĢkan, iki yüzeyi sıkıca bağlamak 
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ve bir arada tutma iĢlevini görür. Bir doku yapıĢtırıcısının ıslak ortamda güçlü bir 

Ģekilde yapıĢması, fizyolojik koĢullar altında stabil olması, çapraz bağlanması, toksik 

olmaması, biyouyumlu ve biyobozunur olması gibi özelliklere sahip olması 

gerekmektedir (Bhagat ve Becker 2017). Bir biyoadhezif ise, yara iyileĢmesini 

kolaylaĢtıran, dokuları bir arada tutan, kan pıhtılarının veya sıvı/hava sızıntılarının 

oluĢumunu önleyen bir yapıĢtırıcı, bir yama veya hemostatik bir ajan olarak 

tanımlanabilir. Bir baĢka deyiĢle yapıĢkan maddelerden en az birinin biyolojik bir 

bileĢen olduğu durumda (yani hücre, doku veya organ), kullanılan yapıĢkan 

biyoyapıĢkan/biyoadhezif olarak adlandırılır (ġekil 2.2) (Zhu vd. 2018). 

 

 

ġekil 2.2 Bir biyoadhezifin Ģematik gösterimi 

 

Bir biyoadhezifin en önemli özelliği yapıĢma performansıdır. Mikro düzeyde bir 

biyoadhezifin toplam bağlanma performansı, iki fiziksel kuvvetin, adhezif ve kohesif 

kuvvetlerin toplamına eĢittir. Bir biyoadhezifin ideal bir yapıĢma performansı 

göstermesi için, adhezif ve kohesif kuvvetleri arasında bir denge belirlemek oldukça 

önemlidir. Adhezif ve kohesif etkileĢimleri genellikle mekanik kilitleme (mechanical 

interlocking), moleküller arası bağlanma, elektrostatik bağlanma, zincir dolaĢması ve 

çapraz bağ oluĢumunu içerir (Zhu vd. 2018). 
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Ġdeal bir biyoadhezifin kendisi ve bozunma ürünleri biyouyumlu olmalıdır. Bir 

biyoadhezifin biyouyumluluğu değerlendirilirken; biyolojik, kimyasal, klinik, yasal ve 

fiziksel yönleri dikkate alınmalıdır. Adezifin ve bozunma ürünlerinin toksisitesi test 

edilmelidir (Donkerwolcke vd. 1998). Bunun yanı sıra, biyobozunurluk, uygulanan 

dokuya mekanik uyum, kabul edilebilir bir ĢiĢme indisi ve raf stabilitesidir. 

Uygulamaya bağlı olarak, su geçirmezlik, ayarlanabilir yapıĢma ve ilaçların veya 

büyüme faktörlerinin verilmesiyle iyileĢme sürecini geliĢtirme kabiliyeti bir 

biyoadhezifde bulunması gereken özellikler arasındadır (Bouten vd. 2014). 

 

2.3.1 Midyeden esinlenilerek üretilmiş biyoadhezifler 

 

AraĢtırmacılar, suda yaĢayan canlıların ürettiği doğal yapıĢtırıcıların üstün yapıĢma 

kuvveti, su geçirmezliği ve dayanıklılığından ilham alarak doku yapıĢtırıcıları 

geliĢtirmektedirler. Deniz midyeleri, türbülanslı ortamlarda bile çeĢitli sualtı cansız veya 

canlı yüzeylerine yapıĢkan proteinleri salgılayarak tutunabilmektedir, bu da 

biyomimetik araĢtırmalarda deniz midyelerini popüler bir hale getirmiĢtir (Li ve Zeng 

2016). Midyelerin yapıĢması, hızla sertleĢen ve suya dayanıklı, bir tür protein 

yapıĢtırıcısının salgılanmasını içeren doğal bir süreçtir. Midyelerin bu kuvvetli yapıĢma 

özelliği, tıbbi uygulamalar için çeĢitli sentetik malzemelerin geliĢtirilmesine ilham 

kaynağı olmuĢtur (Fan vd. 2016; Kaushik vd. 2015; Stewart vd. 2011). Bu konuda 

yapılan çok sayıda çalıĢma mevcuttur. Örneğin; Scognamiglio ve arkadaĢları 

polisakkarit temelli bir membranın (aljinat), bağırsak seroza yapıĢmasını arttırmak için 

yapıyı dopamin ile fonksiyonelleĢtirmiĢlerdir. Bu biyomateryalin yapıĢkan özellikleri in 

vitro ve in vivo koĢullarda karakterize edilmiĢtir. GeliĢtirilen membran iyi bir 

biyouyumluluk sergilemiĢtir, ayrıca dopamin konjugasyonu materyalin in vivo ve in 

vitro koĢullarda adhezifliğini belirgin ölçüde geliĢtirmiĢtir (Scognamiglio vd. 2016). 

Yapılan bir baĢka çalıĢmada Brubaker ve Messersmith enzimatik olarak bozunabilen 

midye esinli bir yapıĢtırıcı geliĢtirerek malzemenin potansiyel biyomedikal 

uygulamalarını araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada yaralanma veya iltihap bölgelerinde 

yumuĢak dokuya temas eden yapıĢkan bir hidrojel tasarlanarak in vitro karakterizasyonu 

ve in vivo performansı değerlendirilmiĢtir. Dallı PEG polimerinin omurgasına DOPA 
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bağlanarak polimer modifiye edilmiĢtir. Oksitleyici koĢullar altında, katekol gruplarının 

moleküller arası çapraz bağlanması jelleĢmeyi sağlarken, aynı anda katekol doku 

yüzeylerine çapraz bağlanarak adhezyonu sağlamıĢtır. GeliĢtirilen bu malzeme, enzimde 

parçalanabilen midyeden esinlenilmiĢ adhezifin ilk örneğidir ve kronik olarak iltihaplı 

bir ortamda yapıĢma için gerekli özellikleri göstermiĢtir (Brubaker ve Messersmith 

2011). 

 

Midyelerin salgıladığı protein karıĢımı (MFP; mussel foot protein), yapıĢkan bir plak 

oluĢturarak, midyelerin bütün yüzeylere sıkıca tutunmasına olanak sağlar (ġekil 2.3). 

ÇeĢitli midye türlerinin yapıĢkan plaklarında en az altı çeĢit Mfp (Mfp-1 ila Mfp-6) 

tanımlanmıĢtır. Bu proteinler, yüksek katyonik amino asit içeriğine bağlı olarak temel 

bir izoelektrik nokta (pl) ile karakterize edilir (Kord Forooshani ve Lee 2017). 

 

 

ġekil 2.3 Midye bysall plak Ģematik gösterimi 

 

Mfp-1, yüksek molekül ağırlıklı (örneğin, Mytilus edulis'te 108 kDa) ve çok az ikincil 

yapıya sahip bazik bir proteindir (Filpula vd. 1990). Mfp-1 bysus iplikçiklerinin 

kütiküllerinde ve yapıĢkan plakalarda bulunur ve koruyucu bir tabaka görevi görür 

(Benedict ve Waite 1986). Mfp-2, disülfit bağları formunda yüksek sistein tortusu (% 6 

mol) içerir ve bu proteinin yapıĢkan plakalara yapısal bütünlük sağladığı 

düĢünülmektedir (Rzepecki vd. 1992). Mfp-4, 36 defadan fazla art arda tekrar eden 

histidin bakımından oldukça zengin bir dekapeptitten oluĢur ve bu da bakır gibi geçiĢ 

metal iyonlarına son derece iyi bağlanmasını sağlar. Mfp-4, yapıĢkan plak ile byssus 

iplikçiğin distal kısmı arasına yerleĢmiĢtir ve plak proteinlerini (örneğin, Mfp-2), byssus 

iplikçikler içinde bulunanlarla etkili bir Ģekilde bağlar (örneğin, pre-COL) (Liu vd. 
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2015; Zhao ve Waite 2006). PreCOL‘ler, yüksek DOPA ve histidin içeriğine sahip 

kolajenöz proteinlerdir ve bu proteinler çoğunlukla byssus iplikçikleri boyunca 

dağılmıĢtır (Qin ve Waite 1995, 1998). Özellikle, Mpf-4'ün, pre-COL'lerin histidince 

zengin alanıyla, metal iyon birleĢimi yoluyla etkileĢime girdiği düĢünülmektedir (Liu 

vd. 2015; Warner ve Waite 1999; Zhao ve Waite 2006). Mfp-3, 5 ve 6 genellikle plak-

substrat ara yüzünde bulunarak nemli ortamdaki güçlü yapıĢmaya katkı sağlar. Mfp-3, 

plak proteinleri arasındaki en küçük yapıĢkan proteindir (örneğin, Mytilus edulis ve 

Mytilus californianus 5-7 kDa molekül ağırlığı), ayrıca tekrarlayan dizileri olmayan 

bilinen en polimorfik yapıĢkan proteindir (Papov vd. 1995; Warner ve Waite 1999; 

Zhao ve Waite 2006a). Mfp-5, 8.9 kDa'lık bir moleküler kütleye sahip ve en küçük 

polimorfik plak proteinidir (Waite ve Qin 2001). Mfp-5 plak proteinleri içinde, DOPA 

içeriği (%30 mol) en yüksek olan proteindir.  Mfp-5, hidrofilik oluĢu ve yüksek 

katyonik amino asit içeriğinden dolayı bazik bir pl ile karakterize edilir. Ayrıca değiĢik 

miktarlarda posttranslasyonel modifiye fosfoserin içerir, bu da kalkerli mineral 

materyallerine (statherin ve osteopontin gibi) bağlanmayı sağlar (Silverman ve Roberto 

2007). Yüksek DOPA içeriği ve fosfoserin varlığı, Mfp-5'in arayüzey bağlanmasında 

önemli bir rol oynadığını göstermektedir. Diğer arayüzey plakları proteinlerinin aksine, 

Mfp-6 çok daha düĢük miktarda Dopa (%3 mol), ancak daha yüksek seviyede tirozin 

(%20 mol) içermektedir. Ayrıca Mfp-6, yapısında yüksek miktarda yüklü kalıntılar ve 

sistein bulundurmaktadır. Yüksek tiyol miktarı, Mfp-6'ya diğer plak proteinlerinde 

bulunan Dopa kalıntılarının redoks kimyasını etkin bir Ģekilde kontrol etme yeteneği 

verir (Yu 2014; Zhao ve Waite 2006a).  

 

2.3.2 Katekol kimyası  

Mfp‘nin eĢsiz özelliklerinden biri, protein dizilerinde katekolik amino asit DOPA'nın 

çok miktarda bulunmasıdır (ġekil 2.4) (Kord Forooshani ve Lee 2017). Adhezyon 

mekanizmasının, DOPA birimindeki katekol gruplarının oksidasyonu yoluyla meydana 

geldiği düĢünülmektedir (Moulay 2014). Çok basit bir yapıya sahip olmasına rağmen, 

sadece iki komĢu hidroksil grubu taĢıyan bir benzen halkasından oluĢan katekol hemen 

hemen her türlü yüzeyle etkileĢir. Katekol, zayıf dağılım kuvvetlerinden kovalent 

bağlara kadar etkileĢimlerde bulunarak, bulunduğu yüzeye uyum sağlayabilir (ġekil 
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2.5). Bu sayede katekol, farklı kimyasal etkileĢimler vasıtasıyla organik ve inorganik 

yüzeylere etkin bir Ģekilde bağlanabilir (Saiz-Poseu vd. 2019).  

 
 

 
 

ġekil 2.4 Midye ayak protein yapısı 

   
 

ġekil 2.5 Katekol yüzey etkileĢimlerinin Ģematik gösterimi, a) hidrojen bağı, b) - 

etkileĢimleri, c) koordinasyon ve d) kovalent bağ 

2.3.2.1 Non kovalent (kovalent olmayan) etkileşimler 

 

Katekolün dihidroksi fonksiyonelliği, mukozal dokulara (Catron vd. 2006; Schnurrer ve 

Lehr 1996) ve hidroksiapatit (HA) (Chirdon vd. 2003) yüzeylere absorpsiyonunu 

destekleyen, güçlü H bağları oluĢturmasını mümkün kılar. Yapılan bir çalıĢmada 

a b 

c d 
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katekolün diğer kimyasal gruplara göre HA tarafından adsorpsiyonu ve yapıĢtırıcılarda 

adsorptif gruplar olarak ne kadar etkili olabileceği değerlendirilmiĢtir. Sonuçlar, katekol 

ve katekol grupları içeren moleküllerin, hidroksiapatite adsorpsiyonunun alkoller, 

aminler ve karboksilik asitlere göre daha yüksek olduğunu göstermektedir (Chirdon vd. 

2003). Katekolün benzen halkası, p-p elektron etkileĢimi yoluyla diğer aromatik 

halkalarla etkileĢime girebilir (Waite 1999), bu da katekol içeren polimerlerin kohesif 

özelliklerini geliĢtirir ve hem aromatik bileĢiklerce zengin hem de altın yüzeylere 

(Baker vd. 2001) yapıĢmasını sağlar. Aromatik halka ayrıca, sudaki en güçlü non-

kovalent etkileĢimlerden biri olan pozitif yüklü iyonlarla katyon-p etkileĢimi oluĢturur 

(Gallivan ve Dougherty 2000; Lu vd. 2013). Katyon-p etkileĢimi, katekolün yüklü 

yüzeylere emilimini arttırır ve hem aromatik hem de katyonik fonksiyonel gruplar 

açısından zengin malzemelerin kohesif özelliklerine katkıda bulunur (Das vd. 2015). 

Katekoller, oksijen bakımından zengin bir ortamda zayıf adhezif kinon formuna kolayca 

oksitlendiğinden, katyon-p etkileĢimi katekolün sualtı yapıĢkan özelliğini güçlendirir 

(Hwang vd. 2012).  

Katekol, Cu
2+

, Zn
2+

, Mn
2+

, Fe
3+

, V
3+

, Ti
3+

 ve Ti
4+

 dahil olmak üzere çeĢitli metal 

iyonları ile güçlü, geri dönüĢümlü kompleksler oluĢturmak üzere metal iyonlarını 

Ģelatlar (Borgias vd. 1984; Sever ve Wilker 2006). Katekol, metal iyonunun değerliğine, 

katekol metal iyonu molar oranına ve pH'a bağlı olarak farklı stokiyometriye sahip 

kompleksler oluĢturur (yani mono-, bis- ve tris-katekolat-metal iyon kompleksleri). 

(Matin vd. 2017; Sever ve Wilker 2006; Taylor vd. 1994). Bu kompleksleĢme kimyası, 

kendi kendini iyileĢtiren hidrojeller (Holten-Andersen vd. 2014; Krogsgaard vd. 2013), 

pH'a duyarlı ilaç taĢıyıcıları (Kim vd. 2015) ve mekanik olarak güçlendirilmiĢ polimerik 

liflerin üretilmesinde kullanılmaktadır (Kim vd. 2015; Krogsgaard vd. 2014). Katekol, 

metal iyonları ile güçlü kompleksler oluĢturmasının yanı sıra,  metal oksit yüzeyleri ile 

de güçlü, geri dönüĢümlü arayüzey bağları oluĢturur (Lee vd. 2006). Katekolün çeĢitli 

metal yüzeylere (örn. Au2O3, Al2O3, SiO2, TiO2, NiTi ve paslanmaz çelik) tutunma 

kabiliyeti, onu yüzey modifikasyonu için ideal bir grup haline getirmektedir (Dalsin vd. 

2003, 2005). Bununla birlikte, katekolün metal substratlara bağlanma mukavemeti 

yüksek oranda oksidasyon durumuna bağlıdır ve katekol oksitlendiğinde bağlanma 

mukavemeti büyük ölçüde azalır (Yu 2013; B.P. Lee vd. 2006; H. Lee vd. 2006) (ġekil 
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2.6). Kim ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, Fe(III)–DOPA kompleksi ve 

polikaprolakton kullanılarak elektrospun nanofiberler üretilmiĢtir. Nanofiberlerin 

mekanik özellikleri, Fe(III)-DOPA kompleksi ile güçlendirilmiĢtir. Deneysel sonuçlar, 

nanofiberlerde Fe(III)-DOPA komplekslerinin sitokiyometrisinin, tampon pH koĢulları 

ile kontrol edilebildiğini ve nanofiber sertliğinin doğrusal olarak Fe(III)-DOPA 

komplekslerinin konsantrasyonu ile arttığını göstermektedir. Sonuçlar, nanofiber 

biyomedikal malzemelerin mekanik özelliklerini modüle etmek için Fe(III)-DOPA 

kompleksleĢmesinin etkili bir strateji olarak potansiyelini göstermektedir (Kim vd. 

2015). 

 

ġekil 2.6 Katekol gruplarının kovalent ve nonkovalent etkileĢimleri 
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2.3.2.2 Oksidasyon aracılığıyla kovalent çapraz bağlama 

 

Katekol oksitlendiğinde, oldukça reaktif hale gelerek moleküller arası kovalent çapraz 

bağlanmaya katılabilir. Katekol, moleküler oksijen varlığında otoksidasyona uğrayarak, 

kimyasal (örn., periyodat) veya enzimatik (örn., tirosinaz, peroksidaz) oksidanların 

ilavesiyle semi-kinon ve kinon oluĢturmak üzere oksitlenebilir. Kinonun diğer katekol 

gruplarıyla çapraz bağlanması, katekol gruplarının dimer oluĢumuna ve ardından 

polimerizasyonuna yol açar (McDowell vd. 1999; Stewart vd. 2011). Bunların yanı sıra 

kinon biyolojik substratlarda bulunan çeĢitli nükleofilik fonksiyonel gruplarla (-NH2, –

SH, imidazol vb.) reaksiyona girerek arayüzey kovalent bağı oluĢturur (H. Lee vd. 

2006). Kinon grupları kararsız ve oldukça reaktif elektrofilik moleküllerdir. Çoğunlukla 

amino grupları ve tiyol grupları ile reaksiyon verirler. Kinonlar aminler ile Michael tipi 

ilave ve Schiff bazı reaksiyonu verirler (ġekil 2.7). Katekol ve amino grupları arasındaki 

reaksiyonlar ortamın pH sından oldukça etkilenir. Elektrofilik kinon grupları ayrıca 

Michael-tipi ilavesiyle nükleofilik tiyol grupları ile de reaksiyona girebilir. Bu 

reaksiyonun etkinliği katekollerin oksidasyon hızına ve tiyollerin nükleofilik gücüne 

bağlıdır (Yang vd. 2014). 

 

 

ġekil 2.7 a) Tiyol ve b) amino gruplarının katekol grubu ile verdiği tepkimeler 

 

Tiyol grubu

Amino grubu

Michael tipi katılma

Michael tipi katılma veya Schiff bazı reaksiyonu

ya 

da

a 

b 
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Katekol aminin, serbest bir birincil amin grubu (örn., dopamin) ile oksidasyonu, 

molekül içi halkalaĢma ve polimerizasyon ile sonuçlanır (Lee vd. 2002). Dopamin veya 

polidopaminin polimerik formu, soy metallerden inert polimerlere ve farklı geometri ve 

boyutlara sahip seramiklere   kadar birçok yüzeye yapıĢabilme özelliğine sahiptir (Black 

vd. 2013; Cheng vd. 2012). Polidopamin filminde bulunan amin grubu, polidopamin 

filmleri arasında oluĢan yapıĢma kuvvetine katkıda bulunmaktadır (Lee vd. 2007; Lim 

vd. 2016). Ek olarak, polidopamin kaplama reaktifliği devam ettirir ve fonksiyonel 

gruplar (-NH2, -SH, vb.) veya metal iyonları ile modifiye edilebilir (Lee vd. 2007; Ren 

vd. 2011; Kang vd. 2012). PEG ve aljinat gibi polimerler, hücrelerin ve bakterilerin 

spesifik olmayan bir Ģekilde bağlanmasını önleyen antifouling yüzeylerin tasarlanması 

için polidopamin kaplı yüzeylere aĢılanabilir (Lee vd. 2007). Kim ve arkadaĢlarının 

yaptığı bir çalıĢmada alginat katekol ile konjüge edilmiĢ ve bu ürün polidopamin kaplı 

Si / Si02 substratı üzerine spin kaplama metodu ile kaplanarak Alg-C filmleri elde 

edilmiĢtir. Ardından düĢük pH'ta Alg-C ve Fe
3+

 arasında koordinasyon bağlarının 

oluĢturularak çok katmanlı Alg-C filmleri hazırlanmıĢtır. Alg-C konsantrasyonu 

değiĢtirilerek farklı kalınlıklarda Alg-C filmleri elde edilmiĢ ve bu filmlerin asidik, 

nötral ve bazik koĢullar altında stabil olduğu aynı zamanda bakteriyel yapıĢmaya karĢı 

mükemmel bir direnç gösterdiği kanıtlanmıĢtır (Kim vd. 2016). 

 

Katekolün oksidatif çapraz bağlanması, pH, oksidatif türü ve konsantrasyonu gibi 

birçok faktöre bağlıdır. Doğal sistemlerde, katekolün otooksidasyonu için gerekli 

yüksek aktivasyon enerji bariyeri, enzimlerin veya metal iyonlarının varlığı ile aĢılır. 

Tirozinaz tarafından katalize edilen reaksiyon mekanizması iki elektronlu bir 

oksidasyon iĢlemidir. Tirozinaz, canlı organizmalarda yaygın olarak bulunur, bakır 

içeren protein sınıfına aittir ve oksijeni bağlayabilir (ġekil 2.8). ÇeĢitli araĢtırmalar, 

katekolün enzimatik oksidasyonu sırasında tamamen oksidasyonu için katekol molekülü 

baĢına iki oksijen atomunun gerektiğini göstermiĢtir. Wright ve Mason, oksijen 

tüketiminin enzime ve katekol konsantrasyonuna bağlı olduğunu bildirmiĢtir (Wright ve 

Mason 1946). Tirozinaz kullanılarak katekollerin oksidasyonunun kinetiği, pH ve 

katekolün halka yapısındaki sübstitüentler gibi çeĢitli parametrelerden etkilenebilir 

(Yang vd. 2014). 
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ġekil 2.8 Katekol gruplarının tirozinaz ile reaksiyonu 

 

Katekoller ayrıca kimyasal oksidanların varlığında kolayca oksitlenir. En yaygın olarak 

kullanılan oksidan sodyum periodattır (Burzio ve Waite 2000) Periyodat aracılı çapraz 

bağlamada, periyodat ve katekolün molar oranı 1:0,5 olduğunda maksimum çapraz 

bağlanma gözlenir ve katekolün a, b-dehidro formunun polimerizasyonunu içerir. Artan 

pH ile birlikte, katekolün kinona dönüĢümü ve dolayısıyla çapraz bağlanma hızı artar 

(Cencer vd. 2014; Lee vd. 2002). Öte yandan, kinon metid gibi katekolün oksidasyon 

ara maddesi, ılıman/hafif asidik ortamda (pH 5.7-6.7) daha stabildir ve çapraz bağlama 

hızı yavaĢlar (Li ve Christensen 1994). Benzer Ģekilde, nükleofilik fonksiyonel 

grupların asidik bir pH'da protonlanması, kovalent çapraz bağlanma yeteneklerini 

sınırlar, bu da katekol içeren adhezif ile asidik bir pH'ta yumuĢak doku yüzeyi arasında 

arayüzey bağlanmasını zayıflatır (Cencer vd. 2014). Asidik ortamda azalan çapraz 

bağlama kabiliyeti, katekolün, hafif asidik dokular (Tannock ve Rotin 1989), deri 

(Ohman ve Vahlquist 1994) ve deri altı dokularda (Soller vd. 1996) kullanımını 

kısıtlayabilir. 

 

Katekol oksidasyonu sırasında süper oksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen türleri (ROS) üretilir. ROS'un sitotoksik etkisi, katalaz varlığında engellenir. Bu 

durum, katekole bağlı bir sitotoksisitesinin varlığını göstermektedir. ROS'un biyolojik 

etkilerinin konsantrasyona bağlı olarak yararlı (yara iyileĢmesi, antimikrobiyal etkiler) 

ve zararlı (kronik inflamasyon, tümör baĢlangıcı) olduğu söylenebilir (Bryan vd. 2012; 

Cooper vd. 2000; Loo vd. 2012; Chigurupati vd. 2013). Bu nedenle, amaca bağlı olarak 

Tirozinaz, O2 
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geliĢtirilen biyomalzemelerin katekol içeriği ve üretilen ROS'un hassas bir Ģekilde 

düzenlenmesi gerekmektedir. 

2.3.3 Katekol yüzey etkileşimini etkileyen faktörler 

 

2.3.3.1 Katekol içeriği ve moleküler ağırlık 

 

Yüzey adsorpsiyonunu desteklemenin yanı sıra, katekol-katekol etkileĢimleri çapraz 

bağlanma yoluyla kohezyona katkıda bulunur. Biyolojik açıdan bakıldığında, kovalent 

çapraz bağlanma esnasında kinonların (katekol oksidasyonundan sonra elde edilir) 

varlığı birçok Ģüphe uyandırır. Bununla birlikte, midyelerin yapıĢkan plağının oluĢumu 

sırasında, DOPA'nın oksitlenmesini önlemek için indirgeyici bir ortam oluĢturduğu 

bilinmektedir (Xu vd. 2016). Genel olarak, daha fazla katekol içeriği daha büyük 

kohezyon kuvveti ile sonuçlanır. Ancak bir sınır vardır; fazla katekol, aĢırı kohezyon 

kuvvetlerine yol açarak daha az adezif yüzey etkileĢimine sebep olur ve sert bir 

malzeme meydana gelir. Bu sebeple yapılan çalıĢmalarda katekol içeriği optimize 

edilerek adezif malzemelerin sentezine odaklanılmıĢtır (Jenkins vd. 2017; Matos-Pérez 

vd. 2012; Yang vd. 2015). Optimum katekol içeriği, kullanılacak malzeme türüne göre 

farklılıklar göstermektedir. Yüksek oranda adhezyon sağlamak için daha az katekol 

kullanılması gerektiği yapılan bazı çalıĢmalarda vurgulanarak % 10-15 mol miktarını 

optimum katekol içeriği olarak bildirmektedir ( Matos-Pérez vd. 2012; Wu vd. 2016). 

Güçlü bir adhezyon sağlamak için bir polimer içindeki en düĢük optimum katekol 

içeriği, polimerler için % 5 ila 8 mol arasında değiĢmektedir (Jenkins vd. 2017; Lin vd. 

2015; Ye vd. 2015). Ayrıca polimerin molekül ağırlığı da adezif özelliği etkilemektedir 

(Yu ve Deming 1998). Genel olarak, düĢük molekül ağırlıklı türler daha iyi hareket 

kabiliyetine sahiptir ve bu nedenle yüzeyle daha iyi etkileĢim söz konusudur ancak 

kohesif kuvvetlerde azalma görülür (Shanahan ve Garré 1995). Yüksek moleküler 

ağırlıkları ise, kohezyonun artmasına katkıda bulunan ilave zincir dolaĢmalarına yol 

açar (Nielsen ve Landel 1994). 
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2.3.3.2 Diğer fonksiyonel gruplar 

 

Katekolün yanı sıra, katyonik, anyonik, polar ve polar olmayan fonksiyonel gruplar gibi 

diğer türlerin varlığı da adhezyonu etkilemektedir. Katekol türevleri ile bu fonksiyonel 

grupları etkileĢtirmek için genel olarak çapraz bağlayıcılar kullanılmaktadır. Aminler 

veya tiyoller gibi polimerik zincirdeki güçlü veya zayıf nükleofiller, Michael tipi 

ilaveler veya Schiff bazı reaksiyonları yoluyla oksitlenmiĢ katekollerle reaksiyona 

girebilir (Wu vd. 2011; Yang vd. 2014). Bu iĢlem, kovalent çapraz bağlanma yoluyla 

kohezyonu arttırır. ProtonlanmıĢ aminler gibi bazı fonksiyonel gruplar, sudaki en güçlü 

kovalent olmayan etkileĢimlerden biri olan katyon- etkileĢimlerini oluĢturabilir (Ma ve 

Dougherty 1997). Katyon- etkileĢimleri, katekollerin yüklü yüzeylere adsorpsiyonunu 

ve kohesif özelliklerini arttırır (Gebbie vd. 2017; Pillai ve Renneckar 2009). Bu 

etkileĢimler, oksitleyici ortamlarda kinonların adhezyonuna katkıda bulunur. 

 

2.3.3.3 pH ve redoks reaksiyonları 

 

pH değerinin artması veya bir oksidan varlığında katekollerin kinonlara geçiĢi söz 

konusudur (Yang vd. 2014). Katekol bazlı materyallerin adhezifliği, kovalent olmayan 

etkileĢimler veya kimyasal bağlanma yoluyla katekol kısmının sorumluluğundadır. 

Bununla birlikte kohezyon, reaktif kinonun esas olarak sentetik malzemelerle çapraz 

bağlı yapılar oluĢturmasıyla meydana gelir. Bu bağlamda, katekolik formun uygun 

fraksiyonunu sağlamak için asidik ve nötral pH değerleri gereklidir (Das ve Reches 

2016; H. Lee vd. 2006). Buna karĢılık bazik pH değerleri kohezyonu sağlayan çapraz 

bağlanmalar için gereklidir. Bu nedenle, uygun bir pH dengesi elde etmek, yapıĢma için 

gerekli adhezyon/kohezyon oranını sağlamak açısından çok önemlidir. Yapılan bir 

çalıĢmada, Cencer ve arkadaĢları polimer olarak 4 kollu bir PEG kullanarak, pH'nın 

midyeden esinlenilerek üretilmiĢ adhezif performansı üzerindeki etkisini 

incelemiĢlerdir. pH'nın kürleme hızı, sitotoksisite ve PEG-D hidrojelinin mekanik ve 

biyoyapıĢkan özellikleri üzerindeki etkisi belirlenmiĢtir. Bulgulara bakıldığında, PEG-D 

yapısının hafif asidik koĢullar altında, geçici oksidasyon ara maddelerinin stabilitesinin 

artması sonucu daha yavaĢ bir oranda kürlendiğini, öte yandan pH 8 civarında hızlı bir 

kürlenmenin gerçekleĢtiği görülmüĢtür. PEG'in fiziksel, mekanik ve yapıĢkan 
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özelliklerinde gözlenen değiĢiklikler, pH'ın dopaminin çapraz bağlanma kimyası 

üzerindeki etkisinden kaynaklanmaktadır. Bu sonuçlardan yola çıkarak pH'nın 

midyeden esinlenilmiĢ adhezif performansında önemli bir rol oynadığı görülmektedir 

(Cencer vd. 2014). Shi ve arkadaĢları tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada DOPA 

temelli bir hidrojel geliĢtirilerek, hidrojelin pH değiĢikliğindeki davranıĢları 

incelenmiĢtir. Bu amaçla poli (vinil alkol) –DOPA (PVA-DOPA), bir esterleĢtirme 

reaksiyonu yoluyla PVA'nın DOPA ile modifiye edilmesi yoluyla sentezlenmiĢtir. 

Reolojik analizler, PVA-DOPA polimerlerinin tampon çözeltilerinin pH'ına bağlı olarak 

farklı dinamik modüllere sahip olduğunu göstermiĢtir. FTIR ve UV-vis 

spektrumlarından elde edilen sonuçlar, düĢük pH koĢulları altında PVA-DOPA 

polimerleri arasında hidrojen bağı etkileĢimlerinin, yüksek pH koĢulları altında ise hem 

hidrojen bağı hem de kovalent etkileĢimlerin olduğunu göstermiĢtir (Shi vd. 2015). 

 

2.3.3.4 Ortamdaki iyonlar 

 

YapıĢma iĢlemi temelde iki aĢamada gerçekleĢir; katekolün yüzeye tutunması, protein 

içinde büyük çapta çapraz bağlanma ile sonuçlanan yavaĢ bir sertleĢtirme (curing) 

iĢlemi meydana gelmesi. Çapraz bağlamanın amacı iki yönlüdür: iplikçiklerin mekanik 

performansını geliĢtirmek ve adhezif plak oluĢumunu sağlamak (Wilker 2010). 

Kovalent etkileĢimlere ek olarak, geçiĢ metali iyonları ile çapraz bağlama en çok 

kullanılan mekanizmalardandır (Taylor vd. 1994). Metal iyonları, katekol-metal iyon 

molar oranına ve pH değerine bağlı olarak mono-, bis- veya tris-koordinasyon 

kompleksleri oluĢturur (Fullenkamp vd. 2014). Kovalent çapraz bağlamanın aksine, 

metal-ligand koordinasyonu tersinirdir ve böylece mfps'ye esneklik ve kendi kendini 

iyileĢtirme özellikleri verir (Holten-Andersen vd. 2011). Metal iyonları çapraz 

bağlamanın yanı sıra, katekollerin farklı yüzeylere adhezyonunu da kolaylaĢtırır. 

 

Katekol bazlı malzemelerin yapıĢma performansları için iki ana faktör göz önünde 

bulundurulmalıdır; katekolün yüzeye adsorpsiyonu ve çapraz bağlama ile tüm 

malzemenin kohezyonu. Katekol, bağlanacağı substratın yapısına bağlı olarak çok 

sayıda etkileĢim kurabilir. Bu etkileĢimler, hatta kovalent olmayanlar bile, önceden 

adsorbe edilmiĢ su moleküllerinin yerini alacak kadar güçlüdür, böylece katekollerin 
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ıslak ortamlarda bile adsorbe olmasını sağlar. Ayrıca katekol benzen halkası, aromatik 

sistemlerce zengin substratlara yaklaĢtığında organik yüzeylerle farklı etkileĢimlerin (–

  istiflenmesi gibi) kurulmasına izin verir. – istiflemenin haricinde, katekol ve 

organik substratlar arasında kovalent bağlar da oluĢabilir. Bu durumlarda katekoller, 

aminler veya tiyoller gibi grupların nükleofilik saldırısını desteklemek/kolaylaĢtırmak 

için kinon formuna oksitlenmelidir. Çoğu durumda farklı adsorpsiyon çeĢitlerinin bir 

arada var olduğu bilinmektedir. Bu nedenle, katekol-yüzey etkileĢimlerinde bir 

sınırlandırma söz konusu değildir.  

 

Kohezyon, katekol içeriği ve malzemedeki spesifik fonksiyonel grupların varlığı gibi 

farklı faktörlerle ayarlanabilir. Polimerik zincirde aminler veya tiyoller gibi güçlü veya 

hafif nükleofillerin bulunması, çapraz bağlanma derecesini ve dolayısıyla kohezifliği 

arttırabilir. pH değeri veya metal iyonlarının varlığı gibi faktörler de malzemenin 

adsorpsiyon / kohezyon özelliklerini değiĢtirir. Kohezif çapraz bağlanma sadece kinonik 

duruma değil, diğer faktörlere de dayanır, çünkü farklı metal iyonları katekol ile 

etkileĢime girebilir ve böylece koordinasyon yoluyla kohezyonu arttırır. Metal iyonları 

koordinasyon çapraz bağlayıcıları olarak aktif bir rol oynamanın yanı sıra, yarı-

kinonların oluĢumunda da görevlidir. Bu yarı-kinonlar radikal-radikal bir mekanizma ile 

reaksiyona girer ve kovalent olarak çapraz bağlı türlerin oluĢmasına neden olur. 

Bununla birlikte, aĢırı derecede çapraz bağlanma zararlı olabilir, çünkü aĢırı sert bir 

malzeme oluĢumuna ve adhezyonda bir azalmaya yol açabilir (Saiz-Poseu vd. 2019).  

 

Kısaca katekol temelli bir adezif geliĢtirilirken substratın yapısı, katekol/malzeme oranı 

ve çevre ortamın koĢulları göz önünde bulundurulmalıdır. 

 

2.4 Doku mühendisliği  
 

Doku mühendisliği, doku veya organın kaybının veya hasarının tedavisi için alternatif 

bir yaklaĢım olarak ortaya çıkmıĢtır (Elçin 2004). Doku mühendisliği terimi ilk olarak 

1987‘de Dr. Y. C. Fung tarafından dile getirilmiĢtir. Ancak doku onarımı ya da yerine 

konması fikri çok daha eskilere dayanmaktadır. Vücut uzuvlarının yenilenme 

denemelerinin en eski kanıtları 2500 yıl öncesine dayanmaktadır. Etrüskler, eksik 
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diĢlerin yerini, sığır kemiğinden yapılma köprülerle doldurmuĢlardır. Çürük diĢlerin 

onarımı için diĢ amalgamının ilk kullanımı Çin kaynaklarında 659 yılı olarak 

kaydedilmiĢtir. 20. yüzyılın ortalarında kalça ve diz eklemlerinin yenilenmesinde, kalp 

pili ve yapay kalp kapakçığı ile ilgili ileri düzeyde buluĢlar yapılmıĢtır (Eisenbarth 

2007). 

 

Doku mühendisliğinde üç temel parametre; hücreler, iskeleler ve ekzojen biyoaktif 

faktörlerdir (ġekil 2.9). Özellikle iskele, entegre sinyal molekülleri ile birlikte, hücre 

davranıĢını ve doku geliĢimini düzenlemek için yapısal, biyokimyasal ve biyomekanik 

ipuçları sağlar (Gilpin ve Yang 2017). Doku mühendisliği stratejilerinde kullanılan 

iskeleler doğal kökenli ve sentetik malzemeler olarak iki grupa ayrılabilir. Her iki 

malzeme türünün de belirgin avantajları ve dezavantajları vardır. Sentetik malzemeler 

hassas ve tutarlı bir Ģekilde üretilebilir ve bu nedenle minimum değiĢkenlik gösterir. 

Ayrıca, mekanik mukavemet ve bozunma profili gibi özellikleri de kolayca kontrol 

edilebilir (Fitzgerald ve Kumar 2014). Bununla birlikte, yeterince uyumlu olmama veya 

konak doku ile bütünleĢememe gibi eksik yanları da mevcuttur. Malzeme tamamen 

bozunmadığında inflamatuar yanıt oluĢturma potansiyeli vardır. Diğer yandan sentetik 

malzemelerle ilgili bir baĢka endiĢe de bozunma ürünlerinin biyouyumluluk sorunudur 

(Chan ve Leong 2008). 

 

 

ġekil 2.9 Doku mühendisliğinde üç temel parametre 
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2.4.1 Doku mühendisliğinde HDM’nin rolü 

 

Doku mühendisliğinde kullanılan doğal iskelelerde kollajen, kitosan, alginat, fibrin, 

elastin, laminin, heparin sülfat ve hyaluronik asit gibi doğal biyopolimerlerin yanı sıra 

çeĢitli dokulardan hücresizleĢtirme yoluyla elde edilen hücre dıĢı matriks (HDM) 

kullanılabilir. HücresizleĢtirilmiĢ doku ve organlardan türetilen biyolojik iskeleler hem 

klinik öncesi hayvan çalıĢmalarında hem de insan klinik uygulamalarında baĢarıyla 

kullanılmaktadır (Badylak 2004; Dellgren vd. 1999; Kolker vd. 2005). HDM, yapısal ve 

fibröz proteinlerden, proteoglikanlardan ve glikozamino glikanlardan oluĢan, ayrıca 

hücre iletiĢimini, göçünü, çoğalmasını, farklılaĢmasını, tutunmasını ve sinyalleĢmesini 

de sağlayan, karmaĢık yapılı doğal bir iskeledir (Leor vd. 2005). HDM‘nin doğal 

dokudaki fonksiyonları; 

 

- Hücreler için yapısal destek sağlamak,  

- Dokunun mekanik özelliklerine katkıda bulunmak, 

- Hücrelerin mikro çevrelerine yanıt vermesinde biyoaktif iĢaretler sağlamak, 

- Büyüme faktörü rezervi gibi iĢlev görmek, 

- Yara iyileĢmesi gibi dinamik doku süreçlerinde yeniden modellenmeye izin veren 

esnek bir fiziksel çevre sağlamak,  

Ģeklinde sayılabilir (Chan ve Leong 2008; Leor vd. 2005). 

 

HDM iskeleler, her bir doku veya organdaki hücreler tarafından salgılanan yapısal ve 

iĢlevsel proteinlerden meydana gelir. HDM‘nin yapısında her bir dokuya özgü olmak 

üzere, baĢta kollajen, elastin, fibronektin, vitronektin, laminin gibi proteinler yer alır. Bu 

proteinlerin yanı sıra hücreler ve onların HDM‘leri arasındaki etkileĢimleri sağlayan 

proteoglikanlar, büyüme faktörleri ve basınç dayanımını sağlayan heparin sülfat, 

dermatan sülfat ve hyaluronik asit gibi glikozamino glikanlar yer almaktadır. HDM‘den 

oluĢan biyolojik iskeleler, hayvan ön çalıĢmalarında ve klinik uygulamalarda birçok 

farklı dokunun yapıcı yeniden modellenmesini kolaylaĢtırmaktadır (Badylak vd. 2009). 
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HDM bileĢimi dokudan dokuya değiĢtiği için oldukça heterojen bir yapıdır. Organa 

özgü hücreler HDM'yi salgılar ve sürekli olarak yeniden düzenler. Hücreler, hücre 

yüzey reseptörleri vasıtasıyla HDM'ye bağlanır, böylece hücre göçü, çoğalması ve 

farklılaĢması gibi süreçler aktive olur (Frantz vd. 2010). Her dokuya ve organa özgü 

HDM bileĢenleri, yapısal organizasyonu ve biyomekaniği, biyomalzeme tasarımı ve 

üretimi için oldukça ilgi çekicidir.  

 

HücresizleĢtirilmiĢ materyaller ilk olarak 1948'de rapor edilmiĢtir. HücresizleĢtirme 

HDM'yi yerleĢik hücrelerinden izole etmeyi amaçlamaktadır. Bu çok erken araĢtırmada 

Poel ve ark. kas dokusunu -70°C'de tahta bir kutuda doku tamamen homojen hale 

gelinceye kadar küçük parçalara ayırdılar. Santrifüjlemeden sonra, bazı hücrelerin 

dokudan uzaklaĢtığını buldular ve böylece hücresizleĢtirme bilimi baĢlamıĢ oldu (Poel 

1948). HücresizleĢtirilmiĢ doku çalıĢmaları ile ilgili ilk raporlardan biri 1991'de Nrejci 

ve ark. tarafından gerçekleĢtrilmiĢtir. ÇalıĢmada hücresizleĢtirilmiĢ insan derisi, insan 

keratinositleri ve fibroblastları birleĢtirilek yeniden yapılandırılmıĢ bir deri üretilerek bir 

fare modeline nakledildi. Hücre dıĢı dermisin in vivo koĢullarda keratinosit 

bağlanmasını, tabakalaĢmasını, büyümesini ve farklılaĢmasını desteklediği görülmüĢtür 

(Krejci vd. 1991). 1995 yılında Badylak, aĢil tendon onarımı için bir biyomateryal 

olarak ilk kez ksenojenik hücresizleĢtirilmiĢ ince bağırsak submukozu (SIS) HDM 

kullanmıĢtır (Badylak vd. 1995). Grup, SIS ile onarılan tendonların kontrol grubundan 

daha güçlü olduğunu ve SIS'in ameliyattan sonraki ilk 8 hafta içinde parçalandığını 

gösterdi, bu da vücudun SIS'i doğal bağ dokusu ile bozmaya ve yer değiĢtirmeye 

baĢladığını göstermektedir. Ġlerleyen zaman dilimlerinde dermal, kalp kapakçığı, 

vasküler ve özofagus doku mühendisliği alanlarında implant olarak hücresizleĢtirilmiĢ 

doku ve organların kullanımı görülmektedir (Gilbert vd. 2006; Isch vd. 2001; Kaushal 

vd. 2001; O‘Brien vd. 1999; Reagan vd. 1997). HücresizleĢtirme, hücrelerin HDM den 

çıkarılmasını ve böylece yangısal bir tepkiye veya implant reddine neden olabilecek 

potansiyel antijenleri çıkarmayı amaçlamaktadır (Gilbert vd. 2006). 
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2.4.1.2 Hücresizleştirme 

 

HücresizleĢtirme iĢlemi sırasında doğal yapının ve HDM bileĢiminin korunması çok 

önemlidir. HDM‘nin elde edildiği dokunun kökeni, hücresizleĢtirme yöntemleri ve 

sterilizasyon iĢlemleri oldukça çeĢitlilik göstermektedir. Tüm bu değiĢkenlerin her biri 

HDM‘nin yapısını ve bileĢimini değiĢtireceği için konak doku yanıtını da etkiler. 

HücresizleĢtirme iĢlemi neredeyse tüm doku ve organlara uygulanmaktadır (Crapo vd. 

2011).  

 

HücresizleĢtirme iĢlemi genel olarak, fiziksel, kimyasal, enzimatik iĢlerimleri veya bu 

uygulamaların kombinasyonunu içerir. Fiziksel uygulamalar arasında, karıĢtırma, 

sonikasyon ve dondurup çözme gibi yöntemler sayılabilir. Bu yöntemlerle hücre zarının 

zedelenmesi sonucunda hücre içeriği salınır ve yıkama ile de HDM‘den hücresel 

kalıntıların uzaklaĢması amaçlanır. Fiziksel yöntemler tek baĢına yeterli değildir. Bu 

nedenle fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamaları içeren çeĢitli kombinasyonlar 

uygulanmaktadır. Bir hücresizleĢtirme protokolü genellikle fiziksel uygulamalar 

aracılığıyla hücre mebranının lizisi ile baĢlar, ardından enzimatik yöntemler kullanılarak 

HDM‘den hücresel bileĢenlerin ayrılması ve kimyasal ajanlar yardımıyla sitoplazmik 

içeriğin çözünür hale getirilmesi ile devam eder, son olarak hücresel kalıntı dokudan 

uzaklaĢtırılır ve HDM elde edilmiĢ olur (Gilbert vd. 2006). HücresizleĢtirme iĢleminin 

etkinliğini değerlendirmek için genel olarak, çeĢitli kantitatif testlerde genetik 

materyalin miktarı, protein ve GAG içeriği gibi hücresel düzenlenmeye yardımcı 

moleküllerin miktarı ve mekanik özellikler değerlendirilir. 

 

HücresizleĢtirilmiĢ iskelelerin doku mühendisliği alanında kullanımı giderek 

yaygınlaĢmaktadır. HücresizleĢtirilmiĢ hücre dıĢı matrikisin (HDM) en yaygın klinik 

kullanımlardan bazılarına, yanık yaraları ve diyabetik ülser gibi yumuĢak doku 

onarımına yönelik hücre dıĢı insan derisinden türetilen ürünlerin, domuz ince bağırsak 

submukozasının (SIS) ve domuz idrar kesesinin kullanıldığı çalıĢmalar örnek olarak 

verilebilir (Brown ve Badylak 2014; Spang ve Christman 2018). 
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Domuz ince bağırsağı ve idrar kesesinden türetilen bir hücre dıĢı matris (HDM) içeren 

biyolojik iskele malzemelerinin, yemek borusu dahil olmak üzere çeĢitli vücut 

sistemleri için klinik öncesi ve klinik uygulamalarda bölgeye özgü dokunun yeniden 

modellemesini teĢvik ettiği gösterilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada Nieponice ve 

arkadaĢları, köpeklerde çevresel EMR sonrası özofagus darlığının önlenmesi için 

endoskopik olarak yerleĢtirilmiĢ bir HDM iskele materyalinin etkinliğini 

değerlendirmiĢtir. Deney grubunda, bir HDM iskelesi endoskopik olarak rezeksiyon 

bölgesine yerleĢtirilirken, kontrol grubunda HDM yerleĢtirilmeden çevresel özofagus 

MR görüntüsü alınmıĢtır. Kontrol grubunun hepsinde özofagus stenozu, 

tamamlanmamıĢ epitelizasyon ve inflamasyon gözlenmiĢtir. Endoskopik olarak UBM-

HDM iskelesi yerleĢtirilmiĢ deney grubunun tamamında özofagus darlığını önlenmiĢtir. 

Ayrıca bölgeye özgü yeniden doku modellenmesi indüklenirken, inflamasyon ya da 

nedbe doku oluĢumu görülmemiĢtir (Nieponice vd. 2009).  

 

HücresizleĢtirme protokolünün amacı, kalan HDM yapının bileĢimi, biyolojik aktivitesi 

ve mekanik bütünlüğü üzerindeki olumsuz etkileri en aza indirerek tüm hücresel içeriği 

etkili bir Ģekilde uzaklaĢtırmaktır. Kalp kapakçıkları (Booth vd. 2002), kan damarları 

(Dahl vd. 2003), deri (Chen vd. 2004), sinirler (Kim vd. 2004), iskelet kası (Borschel 

vd. 2004), tendonlar (Cartmell ve Dunn 2000), bağlar (Woods ve Gratzer 2005), ince 

bağırsak submukozası (SIS) (Badylak vd. 1995), idrar kesesi (Chen vd. 1999) ve 

karaciğer (Lin vd. 2004) dahil olmak üzere çeĢitli dokulardan elde edilen HDM doku 

mühendisliği ve rejeneratif tıp uygulamalarında kullanılmıĢtır. Bu doku ve organlar 

arasından tendonlar kasları kemiğe bağlayarak hareket sırasında kuvvet translasyonu 

sağlarlar (Youngstrom ve Barrett 2016). Kuru tendon kütlesinin %80 kadarı fibriler 

kollajendir ve kollajen iplikleri, tendon yapısının üçlü sarmal temelini oluĢturur 

(Kannus 2000). Tendon içindeki kollajen ekspresyonu çok sayıda molekül tarafından 

düzenlenir (Espira vd. 2009). Prokollajen molekülleri posttranslasyonel 

modifikasyonlara uğrar ve bunların montajı moleküler Ģaperonlar tarafından düzenlenir 

(Ezura vd. 2000). Tip-III kollajen tendon ECM'nin önemli bir bileĢenidir ve yaralanma 

sonrası onarımda rol oynar. Tip V kollajen fibrillerin çekirdeğinde de bulunur ve HDM' 

nin yapısal düzenlenmesine katkıda bulunur (Birk vd. 1990; Maffulli vd. 2000). 

Tendonda hücresel yoğunluğunun düĢük olması sebebiyle, hücresizleĢtirme iĢlemi 
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sonunda aktif büyüme faktörlerinin korunduğu, kollajence zengin, hücre büyümesini ve 

farklılaĢmasını destekleyen ve biyouyumlu bir HDM elde edilir (Ning vd. 2012). Bu 

avantajlarından dolayı hücresizleĢtirilmiĢ tendon HDM iskeleleri doku mühendisliğinde 

sıklıkla kullanılmaktadır (GüngörmüĢ vd. 2015; Youngstrom vd. 2015; Zhang vd. 

2010). 

 

2.4.2 Enjekte edilebilir biyomalzemeler 

 

Enjekte edilebilir biyomalzemeler diğer iskele tiplerine göre önemli avantajlara sahiptir 

ve doku mühendisliğinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Hou vd. 2004). Bu yöntemle, 

hücreler, büyüme faktörleri ve / veya biyoaktif moleküller, enjekte edilebilir 

biyomalzemeler kullanılarak hedef dokuya etkili bir Ģekilde iletilebilir (Langer ve 

Vacanti 1993). Bunun yanısıra ortopedik cerrahi ve rekonstrüktif cerrahi alanında 

potansiyel hücresiz kullanımları da mevcuttur (Kretlow vd. 2009; Lewis 2006). Enjekte 

edilebilir biyomateryaller ilaç iletiminde de uygulanabilmektedir. Ġskele implantasyonu 

için invaziv bir cerrahi müdehale gerekli olacaktır, ancak enjekte edilebilir iskeleler, 

açık cerrahi ile iliĢkili komplikasyonları önleyen iğne-kanül enjeksiyonu yoluyla 

minimal invaziv bir alternative sunmaktadır. Ayrıca enjekte edilebilir biyomalzeme 

uygulanmasının açık cerrahinin enfeksiyon risklerini azaltması, yöntemin avantajları 

arasında sayılabilir. Herhangi bir sütürün olmaması hastaya hareket özgürlüğü 

sağlayacak ve hastanın iyileĢme sürecini hızlandıracaktır. Enjekte edilebilir 

biyomalzemeler, defekt bölgesini doldurmak için uygun bir viskoziteye sahip olmalı ve 

defekti entegre etmek için sertleĢme süresi kontrol edilebilir olmalıdır. Ayrıca, enjekte 

edilebilir biyomalzemeler herhangi bir konak yanıtına neden olmamalı ve doku 

yenilenmesi için mekanik bir destek sağlamalıdır (Ercan vd. 2018; Kretlow vd. 2007).  

 

Enjekte edilebilir biyomalzemeler minimal invaziv cerrahi prosedürle kompleks 

tedavilere olanak tanır. Bu biyomalzemelerin bir diğer önemli özelliği, düzensiz 

defektleri doldurarak doğal doku ile kolayca entegre olabilmeleri ve böylece her hasta 

için özel bir yaklaĢım sunmalarıdır (Young ve Christman 2012). Etkili bir tedavi için, 

enjekte edilebilir biyomateryaller mekanik direnç, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve 
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dokuya özgü etkileĢimler gibi bazı özelliklere sahip olmalıdır. Enjekte edilebilir 

biyomalzemeler ve özellikleri ilgili dokuya bağlı olarak değiĢebilir (Kona vd. 2011; 

Naahidi vd. 2017). Temelde üç ana sınıfa ayırabilir; sentetik polimerler, doğal 

polimerler ve hücresizleĢtirilmiĢ matrisler.  

 

Doğal sağlıklı dokuda hücre dıĢı çevre, hücre tutunmasını, canlılığını, göçünü, 

çoğalmasını ve farklılaĢmasını sağlayan protein ve proteoglikanların kompleks bir 

bileĢimini içerir. Bu kompleks çevrenin yerini alabilecek en iyi yapı doğal HDM‘nin 

kendisidir (Badylak vd. 2009). HücresizleĢtirme sonrası elde edilen HDM sahip olduğu 

avantajlardan dolayı doku mühendisliği alanında sıklıkla kullanıldığı formlardan biri de 

uygulama kolaylığından dolayı enjekte edilebilir formudur (ġekil 2.10). HDM yapısı 

enzimatik parçalama ile çözülebilir hale getirilerek kullanım alanı ve sahip olduğu 

avantajları açısından daha fazla seçenek sunmaktadır. Çok çeĢitli doku kaynaklarından, 

hücresizleĢtirme sonucu elde edilen HDM yapıları enzim vasıtasıyla parçalanarak 

enjekte edilebilir forma getirilmiĢtir (Spang ve Christman 2018). 

 

Yapılan bir çalıĢmada Seif-Naraghi ve ark. hücresizleĢtirilmiĢ domuz perikardının 

enzimatik olarak parçalayarak enjekte edilebilir hale getirmiĢlerdir. Ardından bu 

malzemeyi sıçan miyokardına enjekte edilerek vasküler hücrelerin infiltrasyonu 

gözlemlenip değerlendirilmiĢtir. Sonuçlar, enjeksiyon bölgesinde c-kit hücre varlığını 

göstermiĢ aynı zamanda yerleĢik progenitörlerin de aktive olduğu kanıtlanmıĢtır 

(Naahidi vd. 2017).  Biyomalzeme desteği ile birlikte hücresel transplantasyon kalp 

onarımını etkileyebilir. Bununla ilgili bir çalıĢma Badylak ve ark. tarafından yapılmıĢtır. 

HücresizleĢtirilmiĢ domuz ince bağırsak submukozası (SIS), hücre fonksiyonu ve 

bağlanmasını kolaylaĢtıran glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerce zengindir ve 

çalıĢmada HDM'nin anjiyogenezi arttırdığı bulunmuĢtur (Badylak vd. 2003). BaĢka bir 

çalıĢmada, Zhao ve ark. SIS-HDM'nin MI modeline enjeksiyonunu takiben, kök hücre 

faktörü ekspresyonunda artıĢ, kemik iliğinden türetilen c-kit pozitif hücrelerin alımı ve 

VEGF ekspresyonunda da bir artıĢ olduğunu rapor etmiĢlerdir. Bu sonuçlar 

hücresizleĢtirilmiĢ biyomateryalin kardiyak yeniden modelleme üzerinde olumlu etkileri 

olduğunu göstermektedir (Zhao vd. 2010).  
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ġekil 2.10 HücresizleĢtirme süreci 

 

Yapılan bir çalıĢmada, arka bacak iskemi modelinde periferik arter hastalığının (PAD) 

tedavisi için enjekte edilebilen hücresizleĢtirilmiĢ iskelet kası HDM bazlı hidrojelin 

potansiyeli araĢtıılmıĢtır. Enjeksiyonun ardından, hasarlı bölgeye hücre infiltrasyonunu 

destekleyen gözenekli bir iskele oluĢmuĢtur. Enjeksiyondan 1 hafta sonra kılcal damar 

ve arteriol yoğunluğunun arttırdığı ve pozitif kontrole kıyasla daha fazla sayıda MyoD 

ve desmin hücre toplandığı görülmüĢtür. Sonuçlar enjekte edilebilir HDM 

hidrojellerinin PAD kaynaklı iskemi tedavisi için bağımsız bir tedavi olarak daha da 

geliĢtirilebileceğini göstermektedir (DeQuach vd. 2012). 

 

BaĢka bir çalıĢmada insan kadavra tendonundan türetilmiĢ enjekte edilebilir bir hidrojel 

geliĢtirilmiĢtir. Elde edilen tendon HDM üzerine insan adipoz mezenkimal kök hücreler 

Organ/Doku

Enzimatik

Fiziksel

Kimyasal

Hücresizleştirme

Büyüme faktörleri

GAG

Hücresizleştirilmiş matriks

Tüm organ Hidrojel Kaplama
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ekilerek sıçan modelinde jelin in vivo uygulaması, yeniden modelleme ve konak hücre 

repopülasyonu için değerlendirilmiĢtir. Enjeksiyondan sonra, HDM nin termo duyarlı 

davranıĢı, polimerleĢmeyi ve vücut sıcaklığında gözenekli bir jel oluĢturmasını 

sağlamıĢtır. Kolajen lifleri hasarın üç boyutlu boĢluğuna uyarak destekleyici bir yapı 

oluĢturmuĢtur. Enjekte edilen HDM yapısının, hücre infiltrasyonunu ve yeniden 

modellenmeyi kolaylaĢtırdığı görülmüĢtür (Farnebo vd. 2014). 

 

Doğal dokunun hücresizleĢtirme sürecinin ardından elde edilen HDM yapısı, sahip 

olduğu biyolojik avantajlardan dolayı hücrelerin tutunup, çoğalabileceği bir ortam 

sunmaktadır. Bu yapıyı elde ederken hücresizleĢtirme sürecinin minimum invazif 

olması elde edilen HDM yapının içeriğini koruması açısından önemlidir. Doğadan 

esinlenilerek üretilen çoğu biyomalzemeler, doğal süreçleri taklit etmeye dayalı 

olduğundan biyolojik sistemlere daha fazla uyum sağlayabilir. Bu bağlamda 

midyelerden esinlenilerek üretilen biyoadheziflerin yapıĢma ve biyolojik 

performanslarını değerlendiren çok sayıĢa çalıĢma mevcuttur. Bu çalıĢmalarda 

çoğunlukla sentetik ve doğal polimerler kullanılmıĢtır. Ancak bizim araĢtırmalarımız 

kadarı ile adhezif eldesinde HDM temelli bir yaklamıĢ yoktur. Biz de bu tez 

çalıĢmasında HDM ve dopamin kullanarak bir biyoadhezif sistem geliĢtirdik. Bu iki 

doğal sistemin bir araya getirilmesi ile geliĢtirilen biyoadhezifin, doku mühendisliği 

alanında büyük bir potansiyel göstermesi beklenmektedir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1 Materyal  

 

Deneyde kullanılan sığır tendonları Ankara Et ve Balık Kurumu Genel Müdürlüğü 

bünyesindeki hayvan kesim tesisinden, veteriner kontrolü altında kesimi yapılan sağlıklı 

sığırlardan elde edildi. 

 

Bu tez çalıĢması kapsamında biyoadhezif eldesinde ve karakterizasyonunda kullanılan, 

kimyasal maddeler, saflık dereceleri ve markaları Çizelge 3.1‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1 Tez çalıĢmasında kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Özellik Marka Ülke 

SDS (Sodyum dodesil sülfat)  

Sigma-

Aldrich 

 

St. Louis, MO, ABD 

 

PAA (Perasetik asit)  

Etanol ≥99.8% 

HCl (Hidroklorik asit) 37% 

TRIS  

EDTA 

(Etilendiamintetraasetik asit) 
- 

NaCl (Sodyum klorür)  

Proteinaz K  

EDC (1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) 

carbodiimide hydrochloride) 

 

NHS  

(n-hydroxysuccinimide) 
98% 

Dopamin hidroklorür  

Papain   

BSA (Bovine serum albumine)  

Tripsin Liyofilize 

Penisilin / Streptomisin 
Antibiyotik 

Antimikotik Biological 

Industries 
Beit Haemek, Ġsrail 

FBS 

(Fetal Bovine Serum) 
- 

DMEM 

(Dulbecco‘s modified Eagle‘s 

medium) 

L-Glutamin Lonza Basel, Ġsviçre 
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Dondurma ve saklama iĢlemleri için -80 Heto marka ultra dondurucu kullanıldı. 

Liyofilizasyon iĢlemi Christ Alfa marka liyofilizatörde gerçekleĢtirildi. Santrifüj 

iĢlemleri Hettich Universal 32Rmarka cihaz ile gerçekleĢtirildi. DNA ölçümlerinde, 

protein ve GAG içeriğinin belirlenmesinde, SpectraMax M5 model (Molecular Devices) 

spektrofotometre kullanıldı.  

 

Hücre kültürü çalıĢmalarında, hücrelerin ekilip çoğaltıldığı steril doku kültür kapları 

(Corning, NY, ABD), besiyeri olarak -MEM (Minimum Essential Medium Alpha) 

(Sigma), besiyeri katkısı olarak L-glutamin, penisilin-streptomisin (P/S) ve fetal sığır 

serumu (FBS) (Sigma, St. Louis, MO, ABD), hücrelerin pasajlanması iĢleminde ise 

tripsin/EDTA çözeltisi (Sigma) kullanıldı. ÇalıĢmaların tamamı laminer akıĢlı steril 

kabinde (Nuaire) yapıldı ve hücre kültürleri 37ºC, %5 CO2, %95 nem ortamını sağlayan 

bir karbondioksitli inkübatörde (Heracell 240®, Waltham, MA, ABD) gerçekleĢtirildi. 

Hücrelerin mitokondriyel dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan MTT 

[3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür] kiti ve GAG analizi için 

kullanılan Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay kiti Sigma firmasından temin 

edildi ve ölçümler UV mikro plaka okuyucu (Biotrak II, Amersham Biosciences, ABD) 

cihazında alındı.  

 

3.2 Yöntem  

 

3.2.1 Hücresizleştirme  

 

Ankara Et ve Balık Kurumu Genel Müdürlüğü bünyesindeki hayvan kesim tesisinden, 

veteriner kontrolü altında kesimi yapılan sağlıklı sığırlardan elde edilen tendonlar, 

kesimin ardından 1-2 saat içerisinde, PBS ortamında muhafaza edilerek laboratuvara 

getirildi. Yıkanarak kalıntılar uzaklaĢtırıldı. Hücre parçalanmasını kolaylaĢtırmak için -

80
o
C‘de donduruldu. HücresizleĢtirme baĢlamadan önce oda sıcaklığına getirilen 

tendonlar, hücresizleĢtirme etkinliğini arttırmak ve süresini kısaltmak amacı ile küçük 

parçalara ayrıldı. Parçalar öncelikle 24 saat boyunca hipotonik/hipertonik tuz çözeltileri 

ve ardından PBS ile yıkandı ve kalıntılar uzaklaĢtırıldı. Ardından 24 saat boyunca %1 

SDS ve 6 saat boyunca %0,1 PAA / %4 EtOH ile muamele edildi. Tüm basamaklardan 
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sonra dokular saf su ile yıkanarak mevcut kalıntılar uzaklaĢtırıldı. Daha sonraki 

analizlerde ve deney basamaklarında kullanılmak üzere, elde edilen tendon hücre dıĢı 

matriks (t-HDM) yapısı önce -80
o
C‘de donduruldu ve liyofilize edildi. Liyofilize 

örnekler analizlerde kullanılmak üzere toz haline getirilerek +4
o
C‘de muhafaza edildi 

(ġekil 3.1). 

 

    

ġekil 3.1 Tendon hücresizleĢtirme sürecinde doku görünümü 

 

3.2.1.1 DNA içeriğinin belirlenmesi  

 

HücresizleĢtirme iĢleminin etkinliğini değerlendirmek için t-HDM‘nin DNA içeriği 

doğal doku ile karĢılaĢtırıldı. YaklaĢık 10 mg doğal liyofilize edilmiĢ doku ve t-HDM, 

T:N:E:S (Tris: NaCl: EDTA: SDS) tamponunda proteinaz K ile 55
o
C‘de 3 gün 

bekletilerek parçalanması sağlandı. Parçalanma tamamlandıktan sonra örneklere 150 μL 

6M NaCl ilave edildi ve 30 saniye vortekslendi. 4
o
C‘de 3000 devir/dakika‘da 5 dk süre 

ile santrifüj edildi. Ayrı bir tüpe alınan süpernatan üzerine 500 μL soğuk etanol eklendi 

ve yaklaĢık 20 dakika -20
o
C‘de bekletildi. Tekrar 4

o
C‘de 3000 devir/dakika‘da 5 dk 

süre ile santrifüj edilerek DNA pellet halinde elde edildi, supernatan uzaklaĢtırıldı. 500 

μL %70 soğuk etanol ilave edilen tüpler son kez 4
o
C‘de 3000 devir/dakika 5 dk süre ile 

santrifüj edildi. Süpernatan uzaklaĢtırıldı ve kalan etanolü uzaklaĢtırmak için tüpler oda 

sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Tüplere 100 μL steril su eklenerek DNA içeriği 

spektrofotometrik olarak tayin edildi. Köre karĢı 260 nm ve 280 nm dalga boyunda 

ölçüm alınarak doğal ve deselülerize örneklerdeki DNA miktarı karĢılaĢtırıldı (Aljanabi 

ve Martinez 1997). Her grup için üçer örnek ile çalıĢıldı. Ortalama DNA 

konsantrasyonu ve saflığı eĢitlik 3.1‘e göre hesaplandı. 
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        DNA Konsantrasyonu = OD260 x Seyreltme faktörü x 50 ng/μL                     (3.1) 

 

DNA Saflık = OD260/280 = ~ 1,8 ideal saflık 

      << 1,8 kontaminasyon 

      >> 1,8 kontaminasyon 

 

3.2.1.2 Agaroz jel elektroforezi 

 

HücresizleĢtirme iĢleminin etkinliğini değerlendirmek için ayrıca agaroz jel 

elektroforezi uygulandı. Örnekler, etidiyum bromür ilave edilmiĢ %1 agaroz jel 

elektroforezinde yaklaĢık 2 saat yürütüldü ve jel görüntüsü alındı. DNA belirteci, t-

HDM ve doğal tendon dokusundaki DNA bantları karĢılaĢtırıldı. 

 

3.2.2 Hücresizleştirilmiş t-HDM’nin enzimatik parçalanması ve enjekte edilebilir 

matriksin elde edilmesi ve karakterizasyonu 

 

Enjekte edilebilir matriks elde etmek için t-HDM enzimatik olarak parçalanarak 

çözülebilir hale getirildi (Rothrauff vd. 2018; Seif-Naraghi vd. 2012; Wolf vd. 2012). 

Öncelikle HCl içerisinde pepsin (1 mg pepsin/1 mL 0,01N HCl) tamamen çözüldü. 

Ardından bu çözelti küçük parçalara ayrılmıĢ t-HDM örneklerine eklendi (10:1) ve oda 

sıcaklığında ~48 saat boyunca sürekli karıĢtırıldı. Bu sürenin sonunda enjekte edilebilir 

formda t-HDM yapısı elde edildi (ġekil 3.2). 
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ġekil 3.2 a) t-HDM ve b) enzimatik parçalanmanın ardından elde edilen enjekte 

edilebilir t-HDM yapısı 

 

Ardından, dopamin konjugasyonu için farklı pH‘larda enjekte edilebilir t-HDM 

hazırlamak üzere, pepsin ile parçalanmıĢ bu yapı 3 gruba ayrıldı (Çizelge 3.2).  

 

Çizelge 3.2 Dopamin konjugasyonu için farklı pH lar ve ortamlarda deney grupları 

pH 2 pH 7 pH 10 

O2 varlığında O2 varlığında O2 varlığında 

N2 ortamında N2 ortamında N2 ortamında 

 

3.2.2.1 Enjekte edilebilir t-HDM’nin Lowry yöntemi ile protein içeriğinin 

belirlenmesi 

 

Lowry yönteminin esası; peptit bağları ile Cu
2+
‘ın biüre reaksiyonu vermesine dayanır. 

Bu yöntemde peptit bağları alkali ortamda bakır ile renkli kompleks oluĢturur. Bu 

çalıĢmada da enzimatik parçalanmanın ardından yapıdaki protein içeriği kolorimetrik 

olarak Lowry yöntemi ile tayin edildi. Üçer örnek olarak hazırlanan standart çözeltilere 

ve numuneye (doğal tendon dokusu, t-HDM ve enjekte edilebilir t-HDM) reaktifler 

eklendikten sonra oda sıcaklığında ve karanlık ortamda bekletildi ve oluĢan renk 

a b 
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yoğunluğu 750 nm dalga boyunda ölçülerek ortalaması alındı. 20-120 μg BSA/mL 

deriĢim aralığında hazırlanan standartların absorbans ölçümü yapılarak kalibrasyon 

eğrisi çizildi ve doğal doku ve numunenin absorbansından yola çıkılarak protein 

içerikleri hesaplandı. Her bir standart ve numune için üçer örnek ile çalıĢıldı. 

 

3.2.2.2 SDS-PAGE  

 

Örneklerin protein içeriği SDS-PAGE yöntemi ile de değerlendirildi. Enjekte edilebilir 

t-HDM, doğal doku ve hücresizleĢtirilmiĢ dokunun protein içeriği, protein standardı ve 

ticari kollajen ile karĢılaĢtırıldı.  

 

Çizelge 3.3 SDS-PAGE ‗de kullanılan jel içerikleri 

Çözeltiler %12’lik Ayırma Jeli %4’lük Toplayıcı Jel 

dH2O 3,2 mL 2,975 mL 

Akrilamit (%30) /  

Bis-akrilamit (%0,8) 

4 mL 0,67 mL 

1M Tris-HCl (pH 6,8) 2,6 mL 1,25 mL 

%10 SDS 0,1 mL 0,05 mL 

%10 Amonyum persülfat 0,1 mL 0,05 mL 

TEMED 10 μL 5 μL 

 

Çizelge 3.2‘de belirtilen oranlara göre hazırlanan ayırma jeli elektroforez tankına 

döküldü, üzerine izopropil alkol eklenerek jelin düzgün biçimde donması sağlandı. 

Ġzopropil alkol uzaklaĢtırıldıktan sonra toplayıcı jel, donmuĢ olan ayırıcı jel üzerine 

döküldü ve örneklerin yüklenmesine hazır hale getirildi. 

 

Örnekler, lizis tamponu (0,035 M SDS, 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 2 mg bromofenol, 

%0,56 gliserol, %0,06 2-merkaptoetanol) (1:2) içerisinde 95
o
C‘deki su banyosunda 10 

dakika bekletildi. Ardından her bir kuyucuğa 10μL örnek eklendi ve jelde önce 80V‘da 
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30 dk ardından 200 V‘da ve 40 dk süre ile yürütme tamponunda (0,19 M glisin, 0,025 

M Tris, 3,5 mM SDS) yürütüldü. Yürütme iĢleminin ardından jel, boyama çözeltisi (1,2 

g Comassie brilliant blue, 454 mL %50 metanol, 46 mL glasiyel asetik asit ile 

hazırlanan boya çözeltisi kullanılmadan önce Whatman no 1 kağıdından süzüldü) 

içerisinde 1 gün süre ile bekletildi. Boyama çözeltisinden sonra jel, boya uzaklaĢtırma 

çözeltisi (%5 metanol, %7,5 glasiyel asetik asit) içerisinde 3 gün bekletilerek boyadan 

arındırıldı ve jelin görüntüsü çekildi. 

 

Örnekler, lizis tamponu (0,035 M SDS, 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 2 mg bromofenol, 

%0,56 gliserol, %0,06 2-merkaptoetanol) (1:1) içerisinde 95
o
C‘deki su banyosunda 5 

dakika bekletildi. Su banyosundan çıkarılan örneklere örnek tamponu (0,5M Tris-HCl 

(pH 6,8), %10 gliserol, 3,5 mM SDS, 2 mg bromofenol, %0,25 2-merkaptoetanol) (2:1) 

eklendi. Her bir kuyucuğa 10 μl örnek eklendi ve jelde önce 80V‘da 45 dakika ardından 

200 V‘da ve 60 dakika süre ile yürütme tamponunda (0,19 M glisin, 0,025 M tris, 3,5 

mM SDS) yürütüldü. Ardından jel, boyama çözeltisi (1,2 g Comassie brilliant blue, 454 

mL %50 metanol, 46 mL glasiyel asetik asit. Hazırlanan bu boya çözeltisi 

kullanılmadan önce Whatman no 1 kağıdından süzüldü) içerisinde 1 gün süre ile 

bekletildi. Boyama çözeltisinden sonra jel, boya uzaklaĢtırma çözeltisi (%5 metanol, 

%7,5 glasiyel asetik asit) içerisinde 3 gün bekletilerek boyadan arındırıldı ve jelin 

görüntüsü çekildi. 

 

3.2.2.3 GAG analizi  

 

Glikozaminoglikanlar, uzun anyonik polisakkarit birimlerinden oluĢmuĢ ve hücresel 

çevreyi oluĢturan en büyük makromoleküllerdendir. GAG‘ların, çeĢitli süreçlerde, 

enzim düzenlenmesi, hücresel tutunma, büyüme, göç ve farklılaĢma gibi farklı iĢlevleri 

vardır (Yung ve Chan 2007).  

 

t-HDM‘nin yapısındaki GAG içeriğinin belirlenmesinde, 1,9 dimetil metilen mavisi 

boyasının GAG ile bağlanması sonucu, absorpsiyon spektrumunda meydana gelen 

değiĢimlerin spektrofotometrik olarak takibi yapıldı. Bunun için Blyscan Sulfated 
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Glycosaminoglycan Assay kitinden faydalanıldı.  

 

ĠĢlem görmemiĢ doğal tendon dokusu liyofilize edildi. Doğal doku, t-HDM ve enjekte 

edilebilir t-HDM yapısı papain ekstraksiyon solüsyonunda 65°C‘de gece boyu inkübe 

edildi. Santrifüjün ardından supernatant toplandı. Örneklerden ve hazırlanan 

standartlardan 100 µL alındı ve üzerine boya reaktifi eklenerek 30 dk boyunca 

karıĢtırıldı. Tekrar santrifüjün ardından supernatant uzaklaĢtırıldı ve pellet kurutuldu. 

Elde edilen pellet üzerine dissociation reaktifi eklenerek çözünmesi sağlandıktan sonra 

656 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapıldı. Kalibrasyon grafiğinden yola 

çıkılarak örneklerin içerdiği GAG miktarı belirlendi. Her bir standart ve numune için 

üçer örnek ile çalıĢıldı. 

 

3.2.3 Dopamin konjugasyonu 

 

Elde edilebilir enjekte edilebilir t-HDM yapısına 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 

karbodiimit hidroklorür (EDC) ve N-hidroksisüksinimit (NHS) suda çözülerek damla 

damla eklendi ve bir saat boyunca karıĢtırıldı. Ardından dopamin hidroklorür (0,01 g 

dopamin/mL t-HDM) distile su içerisinde çözülerek damla damla ilave edildi ve 24 saat 

boyunca karıĢtırıldı (ġekil 3.3). Elde edilen örnekler saf suya karĢı 2 gün boyunca 

diyaliz edildi. Diyaliz sonunda örnekler donduruldu ve liyofilize edilerek +4
o
C‘de 

muhafaza edildi.  
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 Asidik (pH 2) Nötral (pH 7) Bazik (pH 10) 
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ġekil 3.3 Farklı pH ve ortamlarda dopamin konjugasyonu ardından konjugatların 

görüntüsü 

3.2.3.1 Dopamin konjugasyonunun belirlenmesi 

 

t-HDM yapısına dopamin konjugasyonu, EDC/NHS kullanılarak çapraz bağlanma 

sayesinde gerçekleĢir (ġekil 3.4). Tendon dokusunun bileĢiminin %85‘i kollajen kalanı 

ise proteoglikan, glikoproteinler ve glikokonjugatlardan oluĢur. Kollajen içeriğinin 

%95‘i tip I kollajendir (Screen vd. 2015). Tip I kollajende sık tekrar eden amino asitler, 

glisin, hidroksipirolin, pirolin ve alanindir. Tendon dokusunun hücresizleĢtirilmesinin 

ardından pepsin ile enzimatik parçalanması esnasında, peptid bağları kırılır ve ortamda 

farklı büyüklükte polipeptid zincirleri oluĢmaya baĢlar. Bu polipeptit zincirlerinin uç 

kısımlarındaki amino ve karboksil grupları uygun koĢullarda reaksiyona girebilir. 

EDC/NHS çapraz bağlayıcı yardımı ile dopaminin bu Ģekilde ortamda fazlaca bulunan 

farklı uzunluktaki polipeptit zincirlerine eklendiği düĢünülmektedir.  
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ġekil 3.4 t-HDM dopamin konjugatının sentez Ģeması 

 

3.2.3.1.1 Fourier Dönüşüm Kızılötesi (FT-IR) analizi  

 

Yapıdaki fonksiyonel grupların titreĢimlerinden kaynaklanan yapı, bileĢim ve 

fonksiyonel grup bilgilerinin elde edilmesini sağlayan FT-IR matematiksel Fourier 

dönüĢümü yöntemi ıĢığın infrared yoğunluğuna karĢı dalga sayısını ölçen bir kimyasal 

analitik yöntemdir. Enjekte edilebilir t-HDM yapısına eklenen dopaminin 

konjugasyonunu değerlendirmek için KBr-FTIR spektrum ölçümleri Alpha Bruker 

Foruier Transform Spectroscopy kullanılarak gerçekleĢtirildi. Jel formundaki 

konjugatlar üzerine, 130 °C‘ de 4 saat kurutulmuĢ KBr eklendi ve 37
o
C‘de tamamen 

kurutuldu. KBr ile karıĢtırılıp kurutulmuĢ örnekler basınç altında ince bir pellet haline 

getirilerek ölçümler alındı. Spektrum ölçümleri 400-4000 cm
-1

 aralığında 

gerçekleĢtirildi. 

 

3.2.3.1.2 H NMR analizi 

 

NMR spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan içerisine yerleĢtirilen bir molekülde 

bulunan bazı atom çekirdeklerinin radyo frekansı alanındaki elektromanyetik ıĢınları 

absorblaması esasına dayanan bir tekniktir. BileĢiklerin yapılarının aydınlatılmasında 

sıklıkla kullanılan yöntemlerden biridir.  

 

Bu çalıĢmada da farklı koĢullarda gerçekleĢtirilen dopaminin t-HDM yapısına 

konjugasyonu, proton nükleer rezonans spektroskopisi (
1
H NMR) ile analiz edildi. 

Dimetil sülfoksit (DMSO-d6) içerisinde hazırlanan örnekler 5 mm'lik bir NMR tüpüne 

COOH

NH2

NH2

COOH

COOH

NH2

NH2

C 

O 

+

EDC/NHS

Polipeptit zincirleri (t-HDM) Dopamin Dopamin konjugatı

H
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aktarıldı ve Bruker Avance-300 NMR spektrometresine kaydedildi. Ayrıca kontrol 

grubu olarak, t-HDM ve dopaminin de 
1
H NMR spektrumları alındı.  

 

3.2.3.1.3 UV-vis analizi 

 

Ultraviyole ve görünür ıĢık (UV-vis) absorpsiyon spektroskopi, örnekten geçen ıĢın 

demetinin örnekten geçtikten sonraki azalmasının ölçülmesi esasına dayanır. IĢığın 

Ģiddetinin azalması, absorpsiyonun fazla olduğunu gösterir. UV-vis spektroskopisi ile 

atom, iyon ve moleküllerin, orbital ve bantları arasındaki elektron transferini incelemek 

mümkündür. Bu çalıĢamda UV-vis analizi ile örneklerde yer alan dopamindeki –OH 

gruplarının (katekol gruplarına ait) oksidasyonu belirlendi. Tüm gruplara ait liyofilize 

örneklerin ve t-HDM‘nin %1‘lik (g/mL) çözeltileri distile su ile hazırlandı ve 200-700 

nm aralığında ölçümler gerçekleĢtirildi. 

 

3.2.3.1.4 Arnow yöntemi  

 

Katekol grubunun içeriği 3,4-dihidroksifenilalaninin kantitatif tayini için bir 

kalorimetrik yöntem olan Arnow metodu ile belirlendi. Yöntem, 3,4-

dihidroksifenilalanin asit çözeltisinin bir nitrit-molibdat reaktifi ile sarı renkli bir bileĢik 

verecek Ģekilde reaksiyona girmesi ve alkali ilavesiyle bu rengin kırmızıya dönüĢmesi 

esasına dayanmaktadır. Bu çalıĢmada standart olarak dopaminin farklı 

konsantrasyonları (0.5, 1, 2, 5 ve 10 mg/mL) hazırlandı. Standartlar, kontrol olarak 

pepsin ile parçalanmıĢ enjekte edilebilir t-HDM ve örnekler (asidik, nötral ve bazik 

ortamda ve O2 varlığında/N2 ortamında dopamin konjugasyonu yapılan örnekler) 

üzerine nitrit-molibdat reaktifi (%10 (w/v) sodyum nitrit ve %10 sodyum molibdat 

(w/v) hidroklorik asit (0.5 M) içinde hazırlanır) ilave edildi. Örnekler 5 dakika oda 

sıcaklığında vorteks ile karıĢtırıldı. Ardından tüm örneklere 1 M NaOH ilave edildi ve 

520 nm'de absorbans ölçümleri alındı. 

 

 

 



43 

3.2.4 Adezif özelliğin değerlendirilmesi  

 

3.2.4.1 Mekanik test 
 

Elde edilen konjugatların adezif özellikleri, Shimadzu AGS-X test cihazı kullanılarak 

kesme gerilimi testleri ile belirlendi. Mekanik test için kullanılan sıçan derisi örnekleri 

2016-12-133 sayılı A.Ü. HADYEK kararı kapsamında atık durumundaki ölü 

sıçanlardan elde edilmiĢtir. Sıçan derisi 2cm ye 6cm boyutlarında Ģeritler halinde kesildi 

(ġekil 3.5). Kesilen Ģeritlerden birinin nemli yüzeyine elde edilen farklı konjugatlar 

eklendi ve diğer Ģerit üzerine kapatılarak ağırlık altında bir süre bekletildi ve çekme testi 

uygulandı (ġekil 3.6). Testler, 5.0 mm/dakika gerilme hızında gerçekleĢtirildi. YapıĢma 

testleri, yapıĢma mukavemetinin, uygulanan maksimum kuvvet ve maksimum yüke 

karĢılık gelen üst üste binme alanına bölerek hesaplandı. 

 

  

ġekil 3.5 Mekanik için hazırlanan sıçan derisi örnekleri 
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ġekil 3.6 a) Adhezif uygulanan sıçan deri örneği ve b) mekanik test iĢlemi 

 

3.2.5 Biyoadhezifin fiziksel karakterizasyonu 

 

3.2.5.1 Şişme kapasitesi analizi 

 

Farklı koĢullarda hazırlanan dopamin konjuge t-HDM örneklerinin su tutma 

kapasitelerini belirlemek amacıyla kuru kütlesi (m1) bilinen örnekler, fosfat tamponu 

(pH 7.4) içerisinde 24 saat boyunca 37
o
C‘de inkübe edildi. Belirli zaman noktalarında 

(30 dk., 1, 2, 3, 6, 12 ve 24 saat) alınan örneklerden suyun fazlası uzaklaĢtırıldıktan 

sonra kütle ölçümü yapıldı (m2). Meydana gelen kütle değiĢimi eĢitlik 3.2‘ye göre 

hesaplandı. 

 

            ġiĢme kapasitesi (%) = [(m2-m1)/m1]x100                       (3.2) 

 

m1 : BaĢlangıçtaki kuru kütle 

m2 : Belirli zaman noktalarındaki ıslak kütle 

 

 

 

a b 
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3.2.5.2 Kütle kaybı analizi 

 

Analize baĢlamadan önce konjugatların kuru kütleleri ölçülerek kaydedildi (mb). 

Ardından örnekler, 5 ml hacminde fosfat tamponu (pH 7.4) içeren petrilere alınarak, 

37
o
C‘de inkübe edildi. Belirli zaman noktalarında tampon çözeltisi değiĢtirildi. Farklı 

zaman noktalarında (3., 7., 14., 21. ve 28. gün) tampon içerisindeki örnekler alınarak 

tampon uzaklaĢtırıldı ve örnekler 37
o
C‘de kurutularak, kuru kütleleri tartıldı (ms). 

Deneyin baĢlangıcında kuru kütlesi bilinen ve belirlenen zaman noktalarında yine kuru 

kütleleri alınan örneklerin kütle kaybı miktarları EĢitlik 3.3‘e göre hesaplandı.  

 

               Kütle kaybı (%) = [(mb-ms)/mb]x100                                          (3.3) 

 

mb : BaĢlangıçtaki kuru kütle 

ms : Belirli zaman noktalarındaki kuru kütle 

 

3.2.6 In vitro karakterizasyon çalışmaları  

 

3.2.6.1 Kan uyumluluğu analizi 
 

Kan uyumluluğu, malzeme ve kan arasında doğrudan temas hakkında bir ipucu veren 

biyouyumluluğun önemli bileĢenlerinden biridir. Elde edilen örneklerin kan uyumluluk 

dereceleri ISO 10993-4 hemoliz test prosedürü ile değerlendirildi.  

 

Liyofilize konjugatların %10 luk çözeltileri saf su içinde hazırlandı. Teste baĢlamadan 

önce, örnekler UV ıĢık kaynağı altında 1 saat boyunca tutularak steril edildi. Ardından 

örneklerin üzerine 2 mL 1/20 oranında PBS ile seyreltilmiĢ kan örnekleri eklendi. 

Pozitif kontrol (PK) için içerisinde herhangi bir örnek bulunmayan PBS ile seyreltilmiĢ 

kan örneği kullanılırken, negatif kontrol (NK) için aynı oranda saf su ile seyreltilen kan 

örneği kullanıldı. Tüm gruplar üçer tekrarlı olarak çalıĢıldı. Örnekler 37
o
C‘de 1 saat 

çalkalanarak inkübe edildikten sonra 10 dk 1500 rpm‘de santrifüj edildi. 

Süpernatanttan, 200 μL alınarak 96 kuyulu plakalara aktarıldı ve 545 nm dalga boyunda 
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ölçümler alındı. Yüzde hemoliz değerleri aĢağıdaki EĢitlik 3.4‘e göre hesaplandı. Test 

için her gruptan üçer örnek ile çalıĢıldı. 

 

             %Hemoliz = [(Örnek Abs. -PK Abs.)]/(NK Abs. - PK Abs.)x100                 (3.4) 

 

3.2.6.2 Sitotoksisite analizi 

 

Elde edilen örneklerin sitotoksisiteleri ISO 10993-5:2009 standardına göre indirekt 

sitotoksisite testi yapılarak incelendi. Örnekler test öncesi 1 saat UV ıĢık kaynağı altında 

bekletilerek steril edildi. Sitotoksisitelerinin belirlenmesi amacıyla, 24 kuyucuklu petri 

kaplarına yerleĢtirilen örnekler üzerine 2 mL besiyeri (%90 DMEM, %10 FBS %1 L-

Glutamin %0,2 Penisilin/Streptomisin) eklenerek, inkübatörde (Heracell 240®, 

Waltham, MA, ABD) (37
o
C ve %5 CO2) 24 saat inkübe edildi. Daha sonra 24 

kuyucuklu petri kaplarına dermal fibroblast hücresi (5,0x10
4
 hücre/kuyucuk) ekildi ve 

inkübatörde (37
o
C ve %5 CO2) 24 saat kültüre edildi. Hücrelerin faz kontrast 

mikroskobu görüntüsü alındı. Kültüre edilen hücrelerin besiyeri, örneklere eklenip 

inkübe edilen besiyeri ile değiĢtirildi. Bu sırada tüm grupların ekstraksiyon besi 

yerlerinin pH değerlerine bakıldı. Hücreler bu besiyerleriyle 24 saat inkübe edildi ve bu 

sürenin sonunda steril PBS ile her bir kuyucuk yıkandı. Bu aĢamada hücrelerin yeniden 

faz kontrast mikroskobu görüntüsü alındı. Hücre canlılığını kantitatif olarak belirlemek 

için mitokondriyel dehidrojenaz aktiviteleri ölçüldü. Bu amaçla 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) analizi yapıldı (ġekil 3.7). Hücrelerin 24 saat 

inkübasyonundan sonra kuyucuklara 270 μL DMEM ve 30 μL MTT reaktifi eklenerek 4 

saat inkübe edildi. Hücrelerin oluĢturduğu formazan kristallerini açığa çıkarmak ve 

hücre zarlarını parçalamak amacıyla kuyucuklara toplamda 300 μL MTT çözeltisi 

(izopropanol/HCl çözeltisi) eklendi. Yarım saat boyunca karanlık ortamda tutulan 

hücrelerin absorbansları 570 nm‘de mikroplaka okuyucuda okunmuĢtur. Pozitif kontrol 

için fenol çözeltisi ile inkübe edilen dermal fibroblast hücreleri kullanılırken, negatif 

kontrol için hiçbir örnekle muamele edilmeyen ve sadece besiyeri eklenen dermal 

fibroblast hücreleri kullanıldı. EĢitlik 3.5 kullanılarak % hücre canlılığı hesaplandı. Tüm 

gruplar üçer tekrarlı olarak çalıĢıldı. 
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               %Hücre canlılığı = (Örnek Abs.)/(NK Abs.)x100                                        (3.5) 

 

 

 

ġekil 3.7 MTT‘nin formazana yükseltgenmesi 

 

 

 

 



48 

4. BULGULAR 

 

4.1 Hücresizleştirmenin değerlendirilmesi  

 

4.1.1 DNA içeriği 

 

ÇalıĢmanın ilk aĢamasında hücresizleĢtirme iĢleminin etkinliği değerlendirildi. Doğal 

tendon dokusu ve hücresizleĢtirilmiĢ tendon dokusundan elde edilen DNA içerikleri 

karĢılaĢtırıldı. EĢitlik 4.1.‘e göre hesaplanan DNA içerikleri Ģu Ģekildedir; doğal doku; 

38,03 (3,50) ng DNA/μL ve hücresizleĢtirilmiĢ doku 8,15 (2,81) ng DNA/μl örnek 

olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.1). 

 

 

ġekil 4.1 Doğal doku ve hücresizleĢtirilmiĢ tendon dokusuna ait DNA içerikleri (* 

p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001, n=3) 
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ġekil 4.1 incelendiğinde göre DNA içeriğinde %80‘e varan bir azalma olduğu 

söylenebilir. 

 

Çizelge 4.1‘de doğal ve hücresizleĢtirilmiĢ tendon dokularına ait, 260 ve 280 nm dalga 

boylarındaki optik yoğunlukların ortalaması görülmektedir.  

 

Çizelge 4.1 Doğal ve hücresizleĢtirilmiĢ tendon dokularına ait 260 ve 280 nm dalga 

boylarındaki optik yoğunluklarının ortalaması 

 260 OD (ortalama) 280 OD (ortalama) OD260/280 

Doğal doku 0,076 0,041 1,83587 

HücresizleĢtirilmiĢ doku 0,016 0,009 1,80439 

 

Yine eĢitlik 4.1.‘e göre doğal ve hücresizleĢtirilmiĢ dokuların 260 ve 280 nm dalga 

boylarındaki absorbanslarının oranına bakılarak DNA saflık oranının ideale çok yakın 

olduğu ve iĢlem sırasında kontaminasyon olmadığı söylenebilir (Çizelge 4.1). 

 

4.1.2 Agaroz jel elektroforezi  

 

HücresizleĢtirme iĢleminin ardından DNA kalıntılarını belirlemek için agaroz jel 

elektroforezi yapılmıĢtır. KarĢılaĢtırma yapabilmek için DNA standardı, kontrol olarak 

doğal tendon dokusu ve t-HDM örnekleri jelde yürütülmüĢtür. Agaroz jel elektroforez 

görüntülerine göre doğal tendon dokusunda DNA bandı görüntülenirken t-HDM 

örneğinin olduğu kuyuda herhangi bir DNA bandına rastlanmamıĢtır (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.2 Agaroz jel elektroforez görüntüsü (I: DNA belirteci, II: Doğal tendon dokusu, 

III: t-HDM) 

 

Bu sonuçlar bize hücresizleĢtirme iĢleminin baĢarı ile tamamlandığını göstermektedir. 
 
 

4.2 t-HDM’nin analizi  
 

4.2.1 Lowry yöntemi 

 

Enzimatik parçalanmanın ardından yapının protein içeriğini değerlendirmek için Lowry 

testi gerçekleĢtirildi. Doğal doku ve hücresizleĢtirilmiĢ dokunun protein içeriği 

enzimatik olarak parçalanan t-HDM yapısının protein içeriği ile karĢılaĢtırıldı. 

HücresizleĢtirme ve enzimatik muameleden sonra yapının protein içeriği belirlendi. 

Buna göre elde edilen sonuçlar aĢağıdaki çizelgede verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.2 Lowry testine göre örneklerin protein içeriği 

 μg protein/mg doku 

Doğal doku 23,868 (1,153) 

HücresizleĢtirilmiĢ doku 18,344 (0,920) 

Enjekte edilebilir t-HDM (enzimatik) 16,103 (0,267) 

 

 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında doğal doku hücresizleĢtirme iĢleminin ardından 

protein içeriğinin yaklaĢık %25‘ini kaybetmiĢtir. Bu kaybın büyük bir kısmının hücresel 

içeriğin uzaklaĢtırılmasından kaynaklı olduğu söylenebilir. Hücresiz doku ve enzimatik 

parçalanmanın ardından elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapısının protein içerikleri 

karĢılaĢtırıldığında, yapının protein içeriğinin yaklaĢık %90‘ ını koruduğu 

görülmektedir. Bu sonuç bize hücresizleĢtirme ardından HDM proteinlerinin çok büyük 

bir kısmının korunarak halen yapıda olduğunu göstermektedir.  

 

4.2.2 SDS-PAGE 

 

SDS-PAGE, proteinlerin denatüre edilerek ve yüklenerek, elektriksel alanda hareket 

etmesi esasına dayanan bir yöntemdir. Bu yöntem ile protein saflık kontrolü, molekül 

kütlesi ve konsantrasyon çeĢitliliği de tayin edilebilir (Laemmli 1970). 

 

SDS-PAGE ile, doğal tendon dokusu, t-HDM ve enzim ile parçalanan matriks yapının 

protein içeriği, protein standardı ve ticari kollajen ile karĢılaĢtırıldı.  Örneklere ve 

protein standardına ait bantlar ġekil 4.3‘te görülmektedir. 
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ġekil 4.3 Örnekler ve belirtece ait SDS-PAGE jel görüntüsü (I: protein belirteci, II: 

ticari kollajen, III: doğal tendon dokusu IV: enjekte edilebilir t-HDM, V: t-

HDM) 

 

Enjekte edilebilir t-HDM‘nin yüklendiği kuyucukta, protein standardı ve kolajenin 

yüklendiği kuyucuklardaki kollajene denk gelen bant gözlenmiĢtir. Bu da 

hücresizleĢtirme ve enzimatik parçalanmanın ardından yapının halen kollajen içeriğini 

koruduğunu göstermektedir. 

 

4.2.3 GAG analizi 

 

Hücresel çevreyi oluĢturan en büyük makromoleküllerden olan GAG‘ların, çeĢitli 

süreçlerde, enzim düzenlenmesi, hücresel tutunma, büyüme, göç ve farklılaĢma gibi 

farklı iĢlevleri vardır (Yung ve Chan 2007). Bu nedenle hücresizleĢtirme iĢlemini 

sonunda yapıdaki GAG miktarının büyük oranda korunması oldukça önemlidir. Blyscan 

Sulfated Glycosaminoglycan Assay kiti kullanılarak tespit edilen doğal tendon dokusu, 

t-HDM ve enjekte edilebilir t-HDM yapısına ait GAG içerikleri Çizelge 4.3‘te 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.3 Örneklerin GAG içeriği 

 mg GAG/mg doku 

Doğal doku 4,3691 (0,0088) 

HücresizleĢtirilmiĢ doku 3,9893 (0,0061) 

Enjekte edilebilir t-HDM (enzimatik) 3,9096 (0,0046) 

 

GAG analiz sonuçlarına bakıldığında, doğal doku ile kıyaslandığında, enjekte edilebilir 

t-HDM yapısının GAG içeriğini yaklaĢık %90 oranında korumuĢ olduğu görülmektedir. 

 

4.3 Dopamin konjugasyonunun belirlenmesi  

 

4.3.1 Fourier Dönüşüm Kızılötesi (FT-IR) analizi 

Farklı pH ve koĢullarda t-HDM yapısına dopamin konjugasyonu FTIR analizi ile 

değerlendirilmiĢtir. Dopamin konjugasyonunun ardından, t-HDM yapısında dopamine 

özgü piklerin varlığı görülmüĢtür. 

Dopamine ait FTIR spektrumunda, 3340 cm
-1

 civarında amin N-H gerilme titreĢimleri, 

3270 cm
-1

 civarında fenol grubuna ait O-H gerilme titreĢimleri, 3050 cm
-1

 civarında 

aromatik halkaya ait C-H gerilme titreĢimi, 2916 cm
-1
‘de alkil grubuna ait C-H gerilme 

titreĢimi, 1632, 1550 ve 1453 cm
-1
‘de aromatik halkaya ait gerilme titreĢimleri, 1230-

1250 cm
-1
‘de fenol grubuna ait C-O gerilme titreĢimlerine ait spesifik pikler 

görülmektedir (Thakur vd. 2018). 

 

Asidik ortamda dopamin konjugasyonu gerçekleĢtirilen grubun FTIR spektrumuna 

bakıldığında, özellikle N2 ortamında gerçekleĢtirilen konjugasyonda dopamine spesifik 

pikler daha belirgin Ģekilde görülmektedir (ġekil 4.4). 3272 cm
-1
‘de fenol grubuna ait 

O-H gerilme titreĢimi, 3067 cm
-1
‘de aromatik halkaya ait C-H gerilme titreĢimi, 2925 

cm
-1
‘de alkil grubuna ait C-H gerilme titreĢimi, 1651, 1547 ve 1451 cm

-1
‘de aromatik 

halkaya ait gerilme titreĢimleri, 1230 cm
-1
‘de fenol grubuna ait C-O gerilme titreĢimine 

ait pikler görülmüĢtür. FTIR spektrumları karĢılaĢtırıldığında, asidik koĢullarda O2 

varlığında elde edilen konjugatta da dopamine ait pikler görülmüĢtür ancak N2 
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ortamında sentezlenen konjugasyona ait piklerin daha belirgin ve spesifik olması, bu 

koĢullardaki konjugat sentezinin daha baĢarılı olduğunu göstermektedir. 

 

Nötral ortamda dopamin konjugasyonu gerçekleĢtirilen grubun FTIR spektrumuna 

bakıldığında, bu kez özellikle O2 varlığında gerçekleĢtirilen konjugasyonda dopamine 

ait spesifik pikler görülmektedir (ġekil 4.5). 3058 cm
-1
‘de aromatik halkaya ait C-H 

gerilme titreĢimi, 2926 cm
-1
‘de alkil grubuna ait C-H gerilme titreĢimi, 1649, 1526 ve 

1449 cm
-1
‘de aromatik halkaya ait gerilme titreĢimleri, 1238 cm

-1
‘de fenol grubuna ait 

C-O gerilme titreĢimine ait pikler görülmüĢtür. Nötral grubun FTIR spektrumları 

karĢılaĢtırıldığında, nötral koĢullarda N2 ortamında elde edilen konjugatta da dopamine 

ait pikler görülmüĢtür ancak O2 ortamında sentezlenen konjugata ait piklerin daha 

belirgin ve spesifik olması, nötral koĢullardaki konjugat sentezinin O2 ortamında daha 

baĢarılı olduğunu göstermektedir. 

 

Bazik ortamda dopamin konjugasyonu gerçekleĢtirilen grubun FTIR spektrumuna 

bakıldığında her iki grupta da (O2 varlığında ve N2 ortamında) gerçekleĢtirilen 

konjugasyonda dopamine spesifik pikler görülmektedir (ġekil 4.6). 3052-3054 cm
-1
‘de 

aromatik halkaya ait C-H gerilme titreĢimi, 2928-2935 cm
-1
‘de alkil grubuna ait C-H 

gerilme titreĢimi, 1651-1652, 1526-1524 ve 1449-1450 cm
-1
‘de aromatik halkaya ait 

gerilme titreĢimleri, 1239-1238 cm
-1
‘de fenol grubuna ait C-O gerilme titreĢimine ait 

pikler görülmüĢtür. Bazik koĢullarda hem O2 varlığında hem de N2 ortamında dopamin 

konjugasyonunun baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği söylenebilir. 
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ġekil 4.4 Asidik koĢullarda t-HDM, dopamin ve farklı ortamlardaki t-HDM/Dopamin 

konjugatlarına ait FTIR spektrumları 
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ġekil 4.5 Nötral koĢullarda t-HDM, dopamin ve farklı ortamlardaki t-HDM/Dopamin 

konjugatlarına ait FTIR spektrumları 
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ġekil 4.6 Bazik koĢullarda t-HDM, dopamin ve farklı ortamlardaki t-HDM/Dopamin 

konjugatlarına ait FTIR spektrumları 
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4.3.2 HNMR analizi 

 

Dopamin konjugasyonunun etkinliğini değerlendirmek için HNMR analizi 

gerçekleĢtirildi. Farklı koĢullarda hazırlanan konjugatların HNMR spektrumları 

incelendi.  

 

Asidik gruba bakıldığında t-HDM spektrumu ile, her iki ortamda hazırlanan konjugat 

spektrumları arasında belirgin bir fark görülmemiĢtir (ġekil 4.7). Nötral gruba ait 

spektruma bakıldığında, t-HDM yapısı ile kıyaslandığında konjugatların spektrumunda 

farklılıklar görülmüĢtür (ġekil 4.8). Her iki ortamda sentezlenen konjugatlarda, 

dopamine spesifik olan 6.5-6.8 ppm‘de fenil grubu protonlarına ait pikler, 3.1 ppm‘de 

dopamindeki fenil grubuna yakın metilen grubu protonlarına ait pikler gözlenmiĢtir. 

Bazik koĢullarda hazırlanan konjugatlara bakıldığında ise yine dopamine spesifik 6.5-

6.8 ppm‘de fenil grubu protonlarına ait pikler ve 2.9 ppm‘de dopamindeki fenil grubuna 

yakın metilen grubu protonlarına ait pikler gözlenmiĢtir (ġekil 4.9). Bu sonuçlara 

bakarak asidik koĢullara göre, nötral ve bazik koĢullarda sentezlenen konjugatlarda 

dopamine spesifik piklerin görülmesi, dopaminin yapıya baĢarılı bir Ģekilde katıldığı 

göstermektedir (Mehdizadeh vd. 2012; Mishra vd. 2016; Sadaba vd. 2018). Dopamin 

HNMR spektrumunda 8 ppm civarında görülen pikin konjugatlarda görülmemesi, ġekil 

3.4‘de önerilen mekanizmaya göre dopamindeki amin grubunun, polipeptit 

zincirlerindeki karboksil grubu ile tepkime vererek yapıya katıldığını düĢündürmektedir.  
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ġekil 4.7 Asidik gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (I), t-HDM+Dopamin (O2 

varlığında) (II), t-HDM+Dopamin (N2 ortamında) (III), dopamin (IV) 
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ġekil 4.8 Nötral gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (I), t-HDM+Dopamin (O2 

varlığında) (II), t-HDM+Dopamin (N2 ortamında) (III), dopamin (IV) 
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ġekil 4.9 Bazik gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (I), t-HDM+Dopamin (O2 

varlığında) (II), t-HDM+Dopamin (N2 ortamında) (III), dopamin (IV) 

 

4.3.3 UV-vis analizi 

 

Farklı pH‘lar ve farklı koĢullarda gerçekleĢtirilen dopamin kojnugasyonunun ardından 

UV-vis analizleri yapıldı. Asidik, nötral ve bazik koĢullarda, oksijen varlığında ve azot 
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ortamında dopaminin yapıya konjugasyonu ve katekol gruplarının oksidasyonu 

değerlendirildi. 

 

Dopamin konjugatlarına ait UV-vis grafiğine bakıldığında 280 nm aralığında 

maksimum absorbansın gözlenmesi, dopaminin (katekol gruplarının) yapıya konjuge 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca 395nm‘deki pik de katekol gruplarının oksidasyonu 

hakkında bilgi vermektedir (Fan vd. 2016; Mehdizadeh vd. 2012). 

 

Asidik ortamda hazırlanan konjugatın UV-vis grafiğine (ġekil 4.10) bakıldığında t-

HDM yapısına O2 varlığında ve N2 ortamında dopamin ilavesinin ardından her iki 

grupta da t-HDM ile karĢılaĢtırıldığında pik Ģiddetinde artıĢın olduğu görülmüĢtür. Bu 

da dopaminin yapıya her iki koĢulda da katılabildiğini göstermektedir. 395nm‘de pik 

gözlenmemesi yapıdaki katekol gruplarının okside olmadığını göstermektedir.  

 

Nötral koĢullarda hazırlanan konjugata ait UV-vis grafiğine (ġekil 4.11) bakıldığında O2 

varlığında ve N2 ortamında dopamin konjuge gruplarda t-HDM yapısı ile 

kıyaslandığında pik Ģiddetinin arttığı görülmüĢtür. Bu da yapıya dopaminin katıldığını 

gösterir. Pik Ģiddetlerindeki artıĢa baktığımızda O2 varlığında ve N2 ortamındaki 

konjugatlar arasında çok fark görülmemektedir. Yine 395 nm‘de pik gözlenmemesi 

nötral koĢullarda katekol gruplarının okside olmadığını göstermektedir. 

 

Bazik koĢullarda hazırlanan konjugata ait UV-vis grafiğine (ġekil 4.12) bakıldığında O2 

varlığında ve N2 ortamında dopamin konjuge gruplarda t-HDM yapısı ile 

kıyaslandığında görülen pik Ģiddetinin artıĢı, dopaminin yapıya katıldığını 

göstermektedir. Bazik ortamda O2 varlığında sentezlenen dopamin konjugatında diğer 

gruba göre pik Ģiddetinin arttığı görülmüĢtür. Yine bu grupta 395nm‘de görülen pik ve 

absorbans artıĢı bazik ortamda ve O2 varlığında sentezlenen konjugatta katekol 

gruplarının okside olduğunu göstermektedir. 
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ġekil 4.10 Asidik oramda örneklerin UV-vis spektrumu 

 

 

ġekil 4.11 Nötral ortamda örneklerin UV-vis spektrumu 
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ġekil 4.12 Bazik ortamda örneklerin UV-vis spektrumu 

 

4.3.4 Arnow yöntemi ile katekol gruplarının belirlenmesi 

 

Arnow yöntemine göre örneklerin katekol grubunun içerikleri kalorimetrik olarak 

belirlenmiĢtir. Farklı pH ve ortam koĢullarına göre dopamin konjugasyonun ardından 

tüm gruplara ait veriler Çizelge 4.5‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.5 Arnow metoduna göre örneklerin katekol grup içerikleri 

mg katekol/mL Asidik Nötral Bazik 

O2 varlığında 0,0277 (0,0045) 3,9236 (0,6541) 2,0285 (0,0574) 

N2 ortamında  0,0999 (0,0269) 4,5833 (0,3634) 3,9167 (0,6394) 

 

Çizelge 4.5‘e bakıldığında katekol grubu içeriğinin nötral ve bazik grupta, asidik gruba 

göre çok daha fazla olduğu görülmüĢtür. Asidik, nötral ve bazik grupların hepsinde N2 

ortamındaki konjugatlarda katekol miktarının daha yüksek olduğu görülmüĢtür. O2 

varlığında gerçekleĢtirilen dopamin kojugasyonunda katekol gruplarının bir kısmının 

oksidasyona uğradığı söylenebilir. Asidik ortamdaki dopamin konjugatında katekol 
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grup içeriğinin çok düĢük olması, bu ortamın sentez için çok uygun olmadığını 

göstermektedir.  

 

4.4 Adhezif özelliğin değerlendirilmesi  

 

4.4.1 Mekanik test 
 

Elde edilen konjugatların mekanik dayanımları çekme testi ile belirlendi. Toplam 

kuvvet ve birim alana uygulanan kuvvet değerleri ġekil 4.13 ve 4.14‘de verilmiĢtir. En 

yüksek mekanik dayanımın bazik koĢullarda sentezlenen konjugatta olduğu 

görülmektedir. En düĢük mekanik dayanımı ise asidik koĢullarda sentezlenen 

konjugatlar göstermiĢtir. 
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ġekil 4.13 Mekanik testte uygulanan maksimum kuvvet grafiği (* p<0,05, *** p<0,001, 

**** p<0,0001, n=3) 
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ġekil 4.14 Mekanik testte birim alana uygulanan maksimum kuvvet grafiği (* p<0,05, 

*** p<0,001, **** p<0,0001, n=3) 

 

A1 : Asidik t-HDM 

A2 : Asidik t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

A3 : Asidik t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

N1 : Nötral t-HDM 

N2 : Nötral t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

N3 : Nötral t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

B1 : Bazik t-HDM 
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B2 : Bazik t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

B3 : Bazik t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

 

4.5 Biyoadhezifin fiziksel karakterizasyonu 

 
4.5.1 Şişme kapasitesi analizi 

 

Örneklerin ĢiĢme kapasitelerine bakıldığında, tüm gruplarda dopamin konjugasyonunun 

ardından ĢiĢme kapasitelerinin arttığı görülmüĢtür. Dopaminin yapıya katılması ve 

çapraz bağlanma, yapının ĢiĢme kapasitesini arttırmıĢtır. Asidik gruba bakıldığında her 

iki ortamda sentezlenen konjugatın da neredeyse aynı oranda ĢiĢme kapasitesine sahip 

olduğu görülmektedir (ġekil 4.15). Nötral (ġekil 4.16) ve bazik (ġekil 4.17) grupta ise 

N2 ortamında sentezlenen konjugatın daha düĢük, O2 ortamında sentezlenen konjugatın 

daha yüksek bir ĢiĢme kapasitesine sahip olduğu görülmektedir.  

 

 

ġekil 4.15 Asidik koĢullarda hazırlanan örneklerin % ĢiĢme değerleri 
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ġekil 4.16 Nötral koĢullarda hazırlanan örneklerin % ĢiĢme değerleri 
 
 

 

ġekil 4.17 Bazik koĢullarda hazırlanan örneklerin % ĢiĢme değerleri 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

0 5 10 15 20 25

%
 ġ
iĢ
m
e 

Zaman (saat) 

t-HDM

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında)

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

0 5 10 15 20 25

%
 ġ
iĢ
m
e 

Zaman (saat) 

t-HDM

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında)

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında)



70 

4.5.2 Kütle kaybı analizi 

 

Örneklerin yüzde kütle kaybına bakıldığında, tüm gruplarda dopamin konjugasyonunun 

ardından kütle kaybının nispeten azaldığı görülmüĢtür (ġekil 4.18, ġekil 4.19, ġekil 

4.20). Dopaminin yapıya katılması ve çapraz bağlanma, yapının kütle kaybında 

azalmayla sonuçlanmıĢtır. En az kütle kaybı nötral ve bazik koĢullarda O2 varlığında 

sentezlenen dopamin konjugatlarında görülmüĢtür. Bununla birlikte asidik, nötral veya 

bazik koĢullarda N2 ortamında veya O2 varlığında sentezlenen konjugatların kütle 

kaybında çok belirgin bir fark görülmemiĢtir. 

 

 

ġekil 4.18 Asidik koĢullarda hazırlanan örneklerin % kütle kaybı değerleri 

 

0

20

40

60

80

100

0 7 14 21 28

K
ü
tl
e 
k
ay
b
ı 
(%
) 

Zaman (gün) 

t-HDM

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında)

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında)



71 

 

ġekil 4.19 Nötral koĢullarda hazırlanan örneklerin % kütle kaybı değerleri 

 

 

ġekil 4.20 Bazik koĢullarda hazırlanan örneklerin % kütle kaybı değerleri 
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4.6 Biyoadhezifin in vitro karakterizasyonu 

 

4.6.1 Kan uyumluluğu analizi 
 

Örneklerin kan uyumluluğu ISO-10933-4 testi ile belirlenmiĢtir. Farklı koĢullarda 

sentezlenen konjugatlar PBS ile seyreltilmiĢ kanla etkileĢtirilmiĢtir ve bir dizi iĢlemden 

sonra spektrofotometrik ölçüm alınmıĢtır. Örneklerin % hemoliz değerleri EĢitlik 3.4‘e 

göre hesaplanmıĢtır. ISO 10933-4 standardına göre %2,5‘dan düĢük hemoliz değeri 

örneklerin hemolitik akivite göstermediğini, %2,5-5 aralığındaki değerler örneğin hafif 

hemolitik etki gösterdiğini ortaya koymaktadır. Hemoliz değerinin sınır değeri olan 

%5‘tir ve örneğin hemoliz değerinin %5‘ten yüksek olması ciddi bir hemolitik aktivite 

olarak değerlendirilmektedir. Elde edilen sonuçlara göre asidik koĢularda O2 varlığında 

sentezlenen konjugatın hemoliz değeri %6 ve nötral koĢullarda O2 varlığında 

sentezlenen konjugatın hemoliz değeri %5 çıkmıĢtır. Diğer tüm grupların hemoliz 

değerlerinin %5‘in altında olması, bu koĢullarda sentezlenen konjugatların hemolitik 

aktivite göstermediğini ortaya koymaktadır. 

 

Çizelge 4.6 Sentezlenen konjugatların %hemoliz değerleri 

 Gruplar % Hemoliz 

 

Asidik 

t-HDM 1,119 (0,06) 

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 6,100 (0,02) 

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 4,353 (0,04) 

 

Nötral 

t-HDM 1,774 (0,04) 

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 5,145 (0,07) 

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 4,544 (0,02) 

 

Bazik 

t-HDM 1,815 (0,02) 

t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 4,107 (0,04) 

t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 2,456 (0,02) 

 Negatif Kontrol 0,000 (0,02) 

 Pozitif Kontrol 99,999 (0,03) 
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4.6.2 Sitotoksisite analizi 
 

Örneklerin sitotoksik özellikleri canlılık testi ile değerlendirilmiĢtir. Öncelikle 

sitotoksisite testi öncesinde ve sonrasında hücrelerin faz kontrast mikroskobu 

görüntüleri karĢılaĢtırıldığında aralarında hiçbir fark olmadığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.21). 

 

 

  

 

ġekil 4.21 a) Standart besiyerinde kültüre edilen hücrelerin, b) Ekstraksiyon besiyerinde 

kültüre edilen hücrelerin ve c) Fenol ile muamele edilen hücrelerin faz 

kontrast mikroskobu görüntüsü 

 

Her bir konjugat besiyeri içerisinde 24 saat inkübe edildikten sonra, elde edilen 

ekstraksiyon besiyerinin pH‘sına bakılmıĢtır. Tüm grupların pH‘sının neredeyse aynı ve 

7 civarında olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.22). Tüm grupların, hücrelerin büyüyüp 

çoğalması için uygun bir pH ortamı olan nötral ortamı sağladığı söylenebilir.   

 

 

 

a b 

c 
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ġekil 4.22 Ekstrakiyon sonrasında a) asidik, b) bazik, c) nötral ve d) standart besiyerine 

ait pH değerleri 

 

Farklı koĢullarda sentezlenen konjugatların MTT testi sonucu elde edilen absorbansları 

EĢitlik 3.3 kullanılarak hücre canlılık oranları hesaplanmıĢtır (ġekil 4.23). ISO 

standartlarına göre %60‘ın altındaki hücre canlılık oranları için, malzeme toksik özellik 

taĢımaktdır. Pozitif kontrol grubunda hücre canlılığı %2 olarak bulunmuĢtur. Asidik 

konjugatlarda canlılık oranı %60-66, nötral konjugatlarda %67-73, bazik konjugatlarda 

ise %66-83 aralığındadır. Bu sonuçlardan yola çıkarak asidik, nötral ve bazik koĢullarda 

a b 

d c 
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hazırlanan tüm konjugatların sitotoksik olmadığı sonucuna varılmıĢtır (Humpolíček vd. 

2018).  

 

 

ġekil 4.23 Farklı koĢullarda hazırlanan konjugat ekstraktlarının hücreler ile 

etkileĢiminin ardından elde edilen hücre canlılık oranları 

  

A1 : Asidik t-HDM 

A2 : Asidik t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

A3 : Asidik t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

N1 : Nötral t-HDM 

N2 : Nötral t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

N3 : Nötral t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

B1 : Bazik t-HDM 

B2 : Bazik t-HDM + Dopamin (O2 varlığında) 

B3 : Bazik t-HDM + Dopamin (N2 ortamında) 

NK : Negatif kontrol 

PK : Pozitif kontrol 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu tez çalıĢmasında hayvansal kaynaklı tendon dokusu hücresizleĢtirilerek HDM yapısı 

elde edilmiĢtir. t-HDM yapısı enzimatik olarak parçalanıp enjekte edilebilir forma 

dönüĢtürüldükten sonra farklı pH ve koĢullarda dopamin konjugasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından konjugatların karakterizasyon çalıĢmaları yapılmıĢ ve 

adezif özelliği değerlendirilmiĢtir. Son olarak dopamin konjuge t-HDM yapısının 

biyouyumluluk çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmada dopaminin konjuge edileceği yapı, doğal doku olarak belirlenmiĢtir. Doğal 

doku kaynağı olarak, adezif eldesinde literatürde daha önce kullanılmamıĢ olan sığır 

tendonu seçilmiĢtir. Öncelikle tendon dokusunun hücresizleĢtirme iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. HücresizleĢtirme iĢleminin süresini kısaltmak ve etkinliğini 

arttırmak amacı ile tendon dokusu öncelikle küçük parçalara ayrılmıĢ, dondurup-çözme 

iĢlemi uygulanarak hücresel parçalanma hızlandırılmıĢtır. Burk ve arkadaĢları yaptıkları 

bir çalıĢmada dondurma-çözme döngüsünün, sadece deterjan bazlı yöntemlere kıyasla, 

hücresizleĢtirme iĢleminin etkinliğini belirgin Ģekilde arttırdığını göstermiĢlerdir (Burk 

vd. 2013). Tendon dokusu deterjan ile muamele etmeden önce hipotonik/hipertonik tuz 

çözeltileri ile yıkanarak kalıntılar uzaklaĢtırılmıĢtır. Biyolojik deterjan olarak, tendon 

dahil birçok dokunun hücresizleĢtirme iĢlemlerinde sıklıkla kullanılan ve etkin bir ajan 

olan SDS tercih edilmiĢtir (Tischer vd. 2009; Xu vd. 2017; Youngstrom vd. 2013). SDS 

ile muamelenin ardından doku PBS ve saf su ile yıkanarak PAA ile etkileĢtirilmiĢtir. 

PAA, nükleik asitleri kalıntılarını, HDM bileĢimi ve yapısını minimum düzeyde 

değiĢtirerek uzaklaĢtıran, sGAG içeriğinin büyük oranda korunmasını sağlayan ve 

yaygın olarak kullanılan bir dezenfeksiyon maddesidir (Crapo vd. 2011; Hodde vd. 

2007). Tüm kimyasal uygulamaların ardından doku saf su ile yıkanarak tüm kalıntılar 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Genel olarak doku hücresizleĢtirme süreçleri, hücresel içeriğin 

uzaklaĢtırılmasının ardından, hücresizliğin kontrolü, DNA içeriği, histolojik boyamalar 

ve SEM analizi gibi yöntemlerle doğrulanmaktadır. Xu ve arkadaĢları domuz tendon 

dokusunu çeĢitli oranlarda deterjan kullanarak hücresizleĢtirdikten sonra DNA 

içeriğinin yaklaĢık %75 oranında uzaklaĢtırmıĢlardır (Xu vd. 2017). Bir baĢka 

çalıĢmada Whitlock ve arkadaĢları tavuk fleksör tendonunu hücresizleĢtirmiĢlerdir. 
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Yapılan analizlerde DNA içeriğinin yaklaĢık %70 oranında azaldığı görülmüĢtür 

(Whitlock vd. 2007). Bu tez çalıĢması kapsamında sığır tendon dokusu 

hücresizleĢtirilmiĢ, ardından DNA miktarı spektrofotometrik olarak belirlenmiĢtir. 

Doğal doku ile karĢılaĢtırıldığında, hücresizleĢtirmenin ardından DNA içeriğinin %80 

oranında azaldığı gözlenmiĢtir. Ayrıca 260 nm ve 280 nm dalga boyunda yapılan 

spektrofotometrik ölçüm oranlarının ~1,8 civarında bulunması, DNA ekstraksiyonu 

aĢamasının baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiğini ve iĢlem sırasında bir kontaminasyon 

olmadığını göstermektedir.  

 

DNA içeriğinin uzaklaĢtırıldığını göstermek için ayrıca agaroz jel elektroforezi 

kullanılmıĢtır. Gilbert ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada domuz ince bağırsak, idrar 

kesesi ve karaciğeri dokularını hücresizleĢtirmiĢ, DNA içeriğini histolojik boyalar ve 

spektrofotometrik yöntemlerin yanında agaroz jel elektroforezi ile de 

değerlendirmiĢlerdir (Gilbert vd. 2009). BaĢka bir çalıĢmada Momtahan ve arkadaĢları 

domuz kalbini hücresizleĢtirdikten sonra DNA içeriğini, spektrofotometrik olarak 

belirlemiĢ ve agaroz jel elektroforezi ile de değerlendirmiĢlerdir (Momtahan vd. 2015). 

Bu tez çalıĢmasında da hücresizleĢtirmenin ardından DNA kalıntılarını değerlendirmek 

için agaroz jel elektroforezi yapılmıĢ ve t-HDM‘nin bulunduğu kuyucukta hiçbir banda 

rastlanmamıĢtır. Sonuçlar spektrofotometrik çalıĢmanın sonuçları ile uyumludur ve 

tendon dokusunun baĢarılı bir Ģekilde hücresizleĢtirildiğini göstermektedir. 

 

t-HDM eldesinin ve hücresizleĢtirme iĢleminin doğrulanmasının ardından, pepsin ile 

parçalanarak çözülmüĢ ve enjekte edilebilir bir forma dönüĢtürülmüĢtür. Enjekte 

edilebilir malzemeler, uygulama kolaylığı, hedef dokuya minimum invazif bir Ģekilde 

iletilmesi ve düzensiz defektlerde kullanılabilmesi gibi birçok avantaja sahiptir. Bu 

alanda özellikle HDM gibi yapısında, protein, büyüme faktörleri ve GAG gibi hücresel 

aktiviteleri destekleyecek doğal molekülleri barındıran bir yapının enjekte edilebilir 

formda kullanımı çok daha avantajlı olacaktır. Neredeyse tüm doku ve organların pepsin 

ile parçalanması, doku mühendisliği alanında sıklıkla kullanılan bir yöntemdir (Saldin 

vd. 2017). Singelyn ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada domuz miyokardiyal 

dokusunu hücresizleĢtirdikten sonra pepsin ile parçalamıĢ ve elde ettikleri enjekte 

edilebilir formu sıçan miyokardına enjekte etmiĢlerdir. Elde edilen bu yapının in vitro 
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ve in situ ortamda nanofibröz jel oluĢturma kabiliyetini, vasküler hücrelerin in vitro ve 

in vivo ortamda miyokard matriksine göç ettiğini göstermiĢler (Singelyn vd. 2009). Bir 

baĢka çalıĢmada perifer arter hastalığı tedavisi için enjekte edilebilir domuz kaynaklı bir 

iskelet kası HDM hidrojeli geliĢtirilmiĢ ve sıçan iskemi modellerinde test edilmiĢtir. 

Enjekte edilen yapının, endotelyal hücre infiltrasyonunu, arteriyogenezi, kas hücresi 

proliferasyonunu ve kas progenitör hücre infiltrasyonunu önemli ölçüde arttırdığı 

görülmüĢtür (DeQuach vd. 2012). Bu alanda tendon ile ilgili yapılan birçok çalıĢma 

mevcuttur. Maxwell ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada tendon HDM hidrojeli, 

sıçanlara deri altına ve kas içine enjekte ettiklerinde in vivo makrofaj ve fibroblast 

göçünü gözlemlemiĢlerdir. Elde edilne malzeme, sıçan aĢil tendonu tam-kalınlık hasar 

modelinde test edilmiĢ ve enjeksiyondan 4 hafta sonra kontrol grubuna göre iyileĢmeyi 

olumlu yönde etkilediğini göstermiĢlerdir. Tez çalıĢması kapsamında, sahip olduğu 

kullanım avantajlarını göz önünde bulundurarak, elde edilen t-HDM yapısı bu yönteme 

baĢvurarak enzimatik olarak parçalanmıĢ ve enjekte edilebilir bir forma getirilmiĢtir.  

 

Pepsin ile HDM‘nin parçalanması, yapısal olarak bazı değiĢimlere sebep olmaktadır, 

ancak uygun yöntemlerle hücresizleĢtirme ve enzimatik parçalanmanın ardından, 

yapısal ve fonksiyonel birçok molekül korunabilir. Bu tez çalıĢması kapsamında t-HDM 

yapısının enzimatik parçalanmasının ardından biyokimyasal karakterizasyon 

çalıĢmalarını gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu kapsamda öncelikle Lowry metodu ile yapıdaki 

toplam protein miktarı belirlendi. ĠĢlem görmemiĢ doğal tendon dokusu ile 

karĢılaĢtırıldığında yapının protein içeriğinin %75‘ini koruduğu görülmüĢtür. Ardından 

literatürde de sıklıkla kullanılan SDS-PAGE yöntemi ile değerlendirmeler yapılmıĢtır. 

Pouliot ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada, akciğer HDM ve pepsin ile parçalanmıĢ 

akciğer HDM jelinin protein profili SDS-PAGE ile karĢılaĢtırılmıĢ ve enzimatik iĢlemin 

ardından yapıdaki proteinlerin varlığı gösterilmiĢtir (Pouliot vd. 2016). Bu çalıĢmada 

enzimatik olarak parçalanan t-HDM yapısındaki proteinlerin varlığını gözlemlemek için 

SDS-PAGE analizi yapılmıĢtır. Enjekte edilebilir t-HDM‘nin verdiği bant ile doğal 

dokunun verdiği bant, kollajenin bulunduğunu kuyucuktaki banda denk düĢmektedir. 

Böylece enzimatik parçlanmanın ardından yapıda halen bulunan protein ve kollajen 

varlığı kanıtlanmıĢtır. 
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HDM yapısının enzimatik parçalanmasının ardından, yapının biyokimyasal bileĢiminde 

olması beklenen moleküllerden biri de, hücresel aktivitelerin düzenlenmesinde etkin 

rolü olan GAG molekülleridir. Rothrauff ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada, sığır 

tendonlarını hücresizleĢtirmiĢ ve iĢlemin ardından yapının GAG içeriğini %60 oranında 

koruduğunu gözlemlemiĢlerdir (Rothrauff vd. 2018). Youngstrom ve arkadaĢlarının 

yaptığı bir çalıĢmada at tendon dokusunun hücresizleĢtirilip enzimatik parçalanmasının 

ardından GAG içeriğini %55 oranında koruduğu görülmüĢtür (Youngstrom vd. 2013). 

Tez çalıĢması kapsamında gerçekleĢtirilen GAG içerik analizinde, doğal doku ile 

karĢılaĢtırıldığında, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapısının GAG içeriğini %89 

oranında koruduğu görülmüĢtür. GAG içeriğinin çok büyük oranda korunması, uygun 

bir hücresizleĢtirme yöntemi kullanıldığını ve enzimatik parçalanma sonrasında da 

dokunun biyokimyasal içeriğine çok fazla zarar verilmediğini göstermektedir. 

 

Bu tez çalıĢmasında, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM, geliĢtirilecek biyoadhezif 

için, fonksiyonel grupların konjuge olacağı yapı olarak seçildi. Midyeden esinlenilerek 

üretilen adeziflerde doğal ve sentetik bir çok polimer kullanılmaktadır. Bu alanda 

yaplan bir çalıĢmada, Lee ve arkadaĢları lineer ve dallı PEG‘i DOPA ile modifiye 

ederek çapraz bağlanma ve hidrojel davranıĢlarını incelemiĢlerdir (Lee vd. 2002). Bir 

baĢka çalıĢmada Murphy ve arkadaĢları, yumuĢak dokularda kullanım amacı ile, DOPA 

ile fonksiyonellendirilmiĢ PEG ve polikaprolakton (PCL) ile kaplanmıĢ cerrahi ağları 

sentezlemiĢler (Murphy vd. 2010). Mehdizadeh ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada, 

sitrik asit, PEG ve dopamine kullanarak, enjekte edilebilir sitrat temelli bir biyoadhezif 

geliĢtirmiĢlerdir (Mehdizadeh vd. 2012). Sentetik polimerlerin yanı sıra doğal 

polimerler ve kompozitleri de midye temelli adeziflerin sentezinde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Yapılan bir çalıĢmada Lee ve arkadaĢları hiyalüronik asit ve Pluronic 

F127 kullanarak bir kompozit geliĢtirmiĢlerdir. Kompozitin yapısına dopamin konjuge 

edilerek, sıcaklığa duyarlı ve enjekte edilebilir bir adezif geliĢtirmiĢlerdir (Lee vd. 

2010). Fan ve arkadaĢları jelatin üzerine dopamine konjuge etmiĢler ve farklı oksitleyici 

ajanlar varlığında yapının adezif özelliklerini değerlendirmiĢlerdir (Fan vd. 2016). Bir 

baĢka çalıĢmada Xu ve arkadaĢları kitosanı katekol grubu ile fonksiyonlandırarak elde 

edilen yapının özelliklerini değerlendirmiĢler. Bu tez çalıĢması kapsamında 

geliĢtirilmesi amaçlanan biyoadhezif için, fonksiyonel grup olan katekol grubu kaynağı 
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olarak literatürde de sıklıkla kullanılan dopamine seçilmiĢtir. Dopaminin konjuge 

edileceği yapı olarak, doku mühendisliğindeki avantajları göz önünde 

bulundurulduğunda, literatürde daha önce çalıĢılmamıĢ olan hücresizleĢtirilmiĢ tendon 

dokusu belirlenmiĢtir.  

 

Dopaminin, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapısına konjugasyonunda farklı pH 

koĢulları ve ortamların konjugasyona ve adhezifliğe etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla 

öncelikle t-HDM yapısı pepsin ile parçalandıktan sonra asidik (pH 2), nötral (pH 7) ve 

bazik (pH 10) olmak üzere 3 grup belirlenmiĢtir. pH ayarlamasından sonra her grup 

kendi içinde tekrar ikiye ayrılmıĢtır. EDC/NHS ve dopamin ilaveleri bir grupta O2 

varlığında gerçekleĢtirilirken diğer grupta N2 ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir. Dopamin 

konjuge yapıların adezif özellikleri dopaminin oksidasyonu ile yakından ilgilidir. pH ve 

oksidatif koĢullar da dopaminin oksidasyonunu belirleyen baĢlıca faktörlerdir. Tez 

çalıĢmasında konjuge gruplar oluĢturulurken bu Ģartlar göz önünde bulundurulmuĢtur 

(Çizelge 3.2). Dopaminin t-HDM yapısına konjugasyonunda pH‘nın ve O2 varlığının, 

oksidasyona, dolayısıyla adhezifliğe olan etkisini görmek amaçlanmıĢtır.  

 

Farklı koĢullarda gerçekleĢtirilen dopamin konjugasyonun ardından yapıdaki dopamin 

varlığı çeĢitli analizlerle gösterilmiĢtir. Bu konuda sıklıkla uygulanan analizlerden biri 

olan FTIR analizi yapılmıĢtır. Mehdizadeh ve arkadaĢları farklı oranlarda dopamine 

kullanarak sitrat temelli bir adezif sentezlemiĢ ve dopaminin varlığını FTIR analizi ile 

incelemiĢlerdir (Mehdizadeh vd. 2012). Bir baĢka çalıĢmada Lih ve arkadaĢları 

hyalüronik asit ile farklı oranlarda dopamine etkileĢtirmiĢlerdir. Elde ettikleri 

yapılardaki dopamine varlığını FTIR ile göstermiĢlerdir (Lih vd. 2016). Biz de bu tez 

çalıĢmasında t-HDM, dopamin ve dopamin konjuge t-HDM yapılarının FTIR 

spektrumlarını kıyaslayarak yapıdaki dopamin varlığını değerlendirdik. Tüm deney 

gruplarının FTIR spektrumları, kontrol ile kıyaslandığında yapıya dopaminin girmiĢ 

olduğunu göstermektedir. Konjugatların sentezlendiği pH koĢulları kıyaslandığında 

asidik ve bazik grupta, N2 ortamında sentezlenen konjugatta, nötral grupta ise O2 

varlığında sentezlenen konjugatta dopamin varlığı çok net bir biçimde görülmektedir.  
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Farklı koĢullarda sentezlenen konjugatlardaki dopamin varlığı HNMR analizi ile de 

değerlendirilmiĢtir. Bu yöntem de literatürde sıklıkla baĢvurulan yöntemler arasındadır. 

Yapılan bir çalıĢmada jelatin-dopamin konjugatına ait HNMR spektrumunda, 2.75 

ppm‘de dopamindeki fenil grubuna yakın metilen grubu protonlarına ait pik gözlenmiĢ 

ve dopaminin yapıdaki varlığı doğrulanmıĢtır (Fan vd. 2016). Yapılan bir baĢka 

çalıĢmada yapıya dopamine katıldıktan sonra elde edilen konjugatın HNMR 

spektrumunda 6.4-6.7 ppm‘de fenil grubu protonlarına ait pikler, 2.55-2.90 ppm‘de 

dopamindeki fenil grubuna yakın metilen grubu protonlarına ait pikler gözlenmiĢ ve 

dopaminin varlığı gösterilmiĢtir (Mehdizadeh vd. 2012). Bu tez çalıĢmasında diğer 

yöntemlerin yanında HNMR analizi ile dopaminin t-HDM yapısına katıldığı 

doğrulanmıĢtır. Asidik koĢullarda t-HDM spektrumu ile konjugat spektrumları arasında 

belirgin bir farka rastlanmamıĢtır. Bu sonuç, asidik ortamın t-HDM yapısına 

konjugasyonu için çok elveriĢli olmadığını düĢündürmektedir. Nötral ve bazik 

koĢullarda sentezlenen konjugatlara ait spektrumlar incelendiğinde, dopamine spesifik 

piklerin varlığına rastlanmıĢtır. 6.5-6.7 ppm aralığında fenil grubu protonlarına ait 

pikler, 2.9 ppm civarında fenil grubu yakınındaki metilen grubu protonlarına ait pikler 

görülmüĢtür. 8 ppm civarındaki amino grubu pikinin konjugatlarda olmaması, 

dopaminin amino üzerinden t-HDM yapısına bağlandığını düĢündürmektedir. Bu 

sonuçlara bakarak dopaminin yapıya baĢarılı bir Ģekilde katıldığı söylenebilir.  

 

Dopamin konjugasyonunun ardından yapıdaki katekol gruplarının korunması adezif 

özellik üzerindeki etkisi büyüktür. Bu nedenle konjugasyonun ardından oksidasyona 

uğramamıĢ hidroksil gruplarını belirlemek için UV-vis analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Yapılan birçok çalıĢmada kullanılan polimer üzerine dopamin konjuge edildikten sonra 

UV-vis analizi yapılarak hidroksil gruplarının durumu değerlendirilmiĢtir. Dopamin 

konjugasyonundan sonra 280 nm civarındaki maksimum pik ve bu pik Ģiddetindeki artıĢ 

dopaminin yapıya girdiğini gösterir. 395 nm‘de pik gözlenmesi ise dopamin yapısındaki 

katekol gruplarının oksidasyona uğradığını gösterir (Fan vd. 2016; Mehdizadeh vd. 

2012). Tez çalıĢması kapsamında yapılan UV-vis analizinde, hazırlanan örneklerin 280 

nm‘de gösterdikleri maksimum pik ve kontrol grubuna göre bu pik Ģiddetinin fazla 

olması tüm gruplarda dopamin konjugasyonunun olduğunu göstermektedir. Asidik 

koĢullara bakıldığında, N2 ortamında sentezlenen konjugatta O2 ortamına göre hafif bir 
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pik Ģiddeti artıĢı görülmüĢtür. 395 nm‘de pik görülmemesi yapıya katılan katekol 

gruplarının okside olmadığını göstermektedir. Nötral koĢullara bakıldığında her iki 

ortamda da sentezlenen konjugatlarda, pik Ģiddeti artıĢları arasında bir fark olmadığı 

görülmüĢtür ve yine bu koĢullarda 395 nm‘de pik görülmemesi yapıya katılan katekol 

gruplarının okside olmadığını göstermektedir. Bazik gruba bakıldığında ise N2 

ortamında sentezlenen konjugatta 395 nm civarında bir pik geniĢlemesi görülmezken, 

O2 varlığında sentezlenen konjugatta 395 nm civarında belirgin bir pik geniĢlemesi 

görülmektedir. Bunun sebebi, alkali ortam veya oksidan varlığında dopamindeki katekol 

grubu oksitlenerek kinonlara dönüĢmesidir. Dolayısıyla bazik Ģartlarda ve oksijen 

varlığında sentezlenen konjugattaki katekol gruplarının oksidasyona uğradığı 

söylenebilir.  

 

Konjugatlardaki dopamin varlığının kanıtlanmasının ardından, adhezyon için önemli 

olan katekol gruplarının miktarı Arnow yöntemi ile spektrofotometrik olarak 

belirlenmiĢtir. Asidik, nötral ve bazik koĢullarda sentezlenen konjugatların hepsinde N2 

ortamında gerçekleĢen sentezde katekol içeriğinin daha fazla olduğu görülmüĢtür. 

Sentezlenen konjugatlar incelendiğinde en düĢük katekol içeriğinin asidik grupta 

olduğu, en yüksek katekol içeriğinin ise nötral koĢullarda sentezlenen konjugatta olduğu 

görülmektedir. Bazik gruba bakıldığında O2 varlığındaki katekol içeriğinin N2 ortamına 

göre neredeyse yarı yarıya düĢtüğü görülmüĢtür. Bu da bize konjugatın bazik koĢullarda 

ve O2 varlığında sentezlendiğinde oksidasyona uğradığını göstermektedir. Bu veriler 

UV-vis sonuçları ile uyum göstermektedir. Katekol içeriğine baktığımızda bu üç 

ortamdan nötral ve bazik koĢulların, asidik koĢullara göre daha yüksek miktarda katekol 

grubu içermektedir. Adezif eldesi sürecinde katekol grupları aktif rol oynadığından 

nötral ve bazik ortamda sentezlenen konjugatların asidik ortamdakine göre daha uygun 

olduğu söylenebilir.  

 

GeliĢtirilen adheziflerin mekanik dayanımları, uygulama alanı belirlemek ve 

karakterizasyon çalıĢmaları için önemlidir. Farklı malzemeler kullanılarak üretilen 

adheziflerin mekanik dayanım testleri yapılmaktadır. Yapılan bir çalıĢmada jelatin 

kullanılarak dopamin temelli bir adhezif geliĢtirilmiĢtir. Domuz derisi kullanılarak 

adhezifin dayanımı ölçülmüĢ ve en yüksek değer olarak 194 kPa bulunmuĢtur. Bu 



83 

değerin, ticari olarak satılan fibrin yapıĢtırıcıdan daha üstün olduğu belirtilmiĢtir (Fan 

vd. 2016). Biz de bu tez çalıĢmasında farklı koĢullarda sentezlenen konjugatların 

mekanik dayanımlarını birbirleri ile karĢılaĢtırdık. Sıçan derisi kullanılarak 

gerçekleĢtirilen mekanik testlerde Kontrol olarak t-HDM yapısı seçildi. Tüm gruplarda 

kontrole göre yapıya dopamin ilavesinden sonra mekanik dayanımda artıĢ gözlendi. En 

düĢük mekanik dayanımı gösteren grubun asidik koĢullarda sentezlenen konjugatlar 

olduğu görüldü. Asidik koĢullarda sentezlenen konjugatların çekme testi sonuçları 25 

kPa civarında bulunmuĢtur. Bunun sebebi adhezifliği sağlayan katekol grubunun asidik 

koĢullardaki konjugatlarda çok az miktarda bulunması olabilir. Nötral grubun mekanik 

dayanımının asidik grubun iki katından daha fazla olduğu görülmüĢtür. Nötral 

koĢullarda sentezlenen konjugatların çekme testi sonuçları 43-73 kPa aralığındadır. En 

yüksek mekanik dayanımı bazik grup göstermiĢtir. Bazik ortamda özellikle O2 

varlığında sentezlenen konjugatın mekanik dayanımı tüm gruplardan daha yüksektir. 

Bazik koĢullarda sentezlenen konjugatların çekme testi sonuçları 109-201 kPa 

aralığındadır. Tüm değerler ticari olarak kullanılan yapıĢtırıcıların dayanımlarına yakın 

aralıktadır. Bazik koĢullarda sentezlenen konjugatların çekme testi sonuçlarının en 

yüksek çıkmasının sebebi bazik ortamda ve oksijen varlığında, yapıya konjuge olan 

katekol gruplarının oksidasyona uğramasıdır. Adezifliği sağlayan bu grubun okside 

olarak reaktif türler olan kinon ve semikinona dönüĢmesi, bu gruplarında kuvvetli 

etkileĢimlerde bulunarak kohezif ve adezif kuvvetlere katkı sağladığı düĢünülmektedir. 

Okside olan katekol grupları dokuda bulunan fonksiyonel gruplar ve nükleofil gruplarla 

etkileĢerek adhezyonu sağlar. Bu koĢulları sağlayan en uygun konjugatın bazik 

koĢullarda ve O2 varlığında sentezlenen olduğu görülmüĢtür.  

 

ġiĢme kapasitesi hidrojeller için önemli parametrelerden biridir. Hidrojellerin ĢiĢme 

kapasiteleri, ağ yoğunluğu, kullanılan çözücü, polimer çözücü etkileĢimleri gibi birçok 

faktöre bağlıdır (Ottenbrite vd. 2010). ġiĢme kapasitesi adezifler için de önemli 

parametrelerden biridir. Yapılan bir çalıĢmada farklı polimer ve dopamin oranları 

kullanılarak geliĢtirilen adezifin ĢiĢme kapasitesi değerlendirilmiĢ ve en yüksek ĢiĢme 

oranı %3400 olarak bulunmuĢtur (Mehdizadeh vd. 2012). BaĢka bir çalıĢmada Guo ve 

arkadaĢları çift çapraz bağlı bir adhezif sistem geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen adezifin 

ĢiĢme oranı %3000 olarak bulunmuĢtur (Guo vd. 2017). Bu tez çalıĢması kapsamında 
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farklı koĢullarda elde ettiğimiz konjugatların ĢiĢme oranlarını değerlendirdik. Öncelikle 

tüm grupların, yapıya dopaminin katılmasından sonra ĢiĢme kapasitesinin büyük oranda 

arttığı görülmüĢtür. Yapıya dopamin katılmadan önce t-HDM yapısının ĢiĢme kapasitesi 

tüm gruplarda yaklaĢık %2000 civarında bulunmuĢtur. Çapraz bağlanma ve dopaminin 

yapıya konjuge olması, yapının ĢiĢme kapasitesini neredeyse 2 kat arttırak %4500 

civarına çıkarmıĢtır. Asidik koĢullarda sentezlenen konjugatlara bakıldığında her iki 

konjugatın ĢiĢme kapasitesi arasında belirgin bir fark olmadığı görülmektedir. Nötral 

koĢullarda N2 ortamında sentezlenen konjugatın ĢiĢme kapasitesi %2600, O2 varlığında 

sentezlenen konjugatın ĢiĢme kapasitesi ise %3600 olarak bulunmuĢtur. Bazik 

koĢullarda N2 ortamında sentezlenen konjugatın ĢiĢme kapasitesine bakıldığında 

%3700, O2 varlığında sentezlenen konjugatın ĢiĢme kapasitesine bakıldığında %4500 

olduğu görülmüĢtür. Nötral ve bazik ortamdaki konjugatlarda O2 varlığında sentezlenen 

konjugatın ĢiĢme kapasitesinin N2 ortamında sentezlenen konjugata göre biraz daha 

yüksek olduğu görülmektedir. Bunun sebebi, O2 varlığında dopaminin oksidasyona 

uğraması ve bunun sonucu çapraz bağlanmalar ve polimerizasyonun gerçekleĢmesidir. 

Asidik grupta her iki konjugat arasında belirgin bir fark olmaması, asidik koĢullarda 

yapıda çok az miktarda dopamin olması veya/ve oksitlenmenin de çok az oranda 

gerçekleĢmesi sonucu çapraz bağlanma ve polimerizasyonunda düĢük oranda olması 

Ģeklinde yorumlanabilir. Asidik ve bazik ortamda ĢiĢme değerlerinin nötral ortama göre 

daha fazla olduğu görülmüĢtür. Bunun sebebinin dopamin etkisinin dıĢında, yapının 

temel yapıtaĢı olan kollajenden kaynaklı olduğu düĢünülmektedir. Kollajen iyonize 

olduğunda, moleküler zincir üzerindeki elektrik yükünün itici kuvveti ĢiĢme derecesinin 

artmasına neden olur. Böylece asit ve bazik ortamda kollajenin ĢiĢme derecesi artar 

(Zhang vd. 2000). 

 

GeliĢtirilen adeziflerde kütle kaybı, adezifin bozunma özelliklerini değerlendirmek için 

bakılan özelliklerden biridir. Yapılan bir çalıĢmada sitrat temelli geliĢtirilen adezifde 

farklı oranlarda dopaminin yapının bozunma özelliklerine etkisini incelemiĢlerdir. 

Yapıda dopamin miktarının artması ile çapraz bağlanmanın arttığı ve bunlarla ters 

orantılı olarak kütle kaybının azaldığı gözlenmiĢtir (Mehdizadeh vd. 2012). Yapılan 

baĢka bir çalıĢmada yapı iki kez çapraz bağlanarak özellikleri incelenmiĢ ve bozunma 

derecesinin çapraz bağlanma ile ters orantılı olduğu görülmüĢtür (Guo vd. 2017). Tez 
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çalıĢması kapsamında geliĢtirdiğimiz biyoadheziflerin kütle kaybı değerleri 28 gün 

boyunca incelenmiĢtir. Asidik, nötral ve bazik koĢullarda hazırlanan konjugatların kütle 

kaybı değerleri arasında çok belirgin bir fark görülmemiĢtir. Ancak tüm gruplarda t-

HDM yapısına dopamin konjugasyonunun ardından yapının kütle kaybında azalma 

gözlenmiĢtir. Dopaminin yapıya girmesi ve çapraz bağlanmalar kütle kaybı oranını t-

HDM yapısına kıyasla azaltmıĢtır.  

 

Malzemelerin kan uyumluluğu in vivo çalıĢmalar ve uygulama alanları belirleme 

açısından önem taĢımaktadır. GeliĢtirilen adezifler için de kan uyumluluğu çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmektedir (Fan vd. 2016; Lih vd. 2016). Tez çalıĢması kapsamında farklı 

koĢullarda sentezlenen konjugatların hemoliz değerleri belirlenmiĢtir. Elde edilen 

sonuçlara göre yalnızca asidik ve nötral koĢularda O2 varlığında sentezlenen 

konjugatların hemoliz değeri %5 ve üzerinde çıkmıĢtır. Diğer tüm grupların hemoliz 

değerlerinin %5‘in altında olması, bu koĢullarda sentezlenen konjugatların hemolitik 

aktivite göstermediğini ortaya koymaktadır. 

 

Tez çalıĢmasında biyouyumluluk çalıĢmaları kapsamında geliĢtirilen biyoadhezifin 

toksik özellikleri hücre canlılık testi ile belirlenmiĢtir. Literatürde geliĢtirilen adeziflerin 

hücre canlılığına olan etkisi incelenmektedir. Yapılan bir çalıĢmada adezif farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanarak besiyeri ile etkileĢtirilmiĢtir. Ardından ekstrakte 

besiyeri hücrelerle etkileĢtirilmiĢ ve hücre canlılıkları MTT testi ile değerlendirilmiĢtir. 

Hücre canlılık oranları %66-78 arasında bulunmuĢtur (Mehdizadeh vd. 2012). Bir baĢka 

çalıĢmada geliĢtirilen adezifin ekstraksiyon besiyeri seyreltilerek farklı oranlarda ve iki 

faklı hücre tipi (kondrosit ve dermal fibroblast) ile etkileĢtirilmiĢ ve farklı zaman 

noktalarındaki hücre canlılıkları değerlendirilmiĢtir. Kontrol olarak ticari ve aldehit 

bazlı bir adhezif kullanılmıĢtır (BioGlue). Aldehit temelli adezifrin uygulandığı 

hücrelerin canlılığının olumsuz yönde etkilendiği, dopamin temelli geliĢtirilen adezifin 

ise her iki hücre tipinde de hücre canlılığının zaman içerisinde arttığı ve toksik etkisinin 

olmadığı gözlenmiĢtir (Fan vd. 2016). Bu tez çalıĢması kapsamında farklı koĢullarda 

sentezlenen konjugatlardan elde edilen ekstrakt besiyeri dermal fibroblast hücreleri ile 

etkileĢtirilerek, hücre canlılığı MTT testi ile değerlendirilmiĢtir. Tüm deney gruplarına 

bakıldığında hücre canlılığının %60-83 arasında olduğu görülmektedir. Bu değerlere 



86 

bakılarak asidik, nötral ve bazik koĢullarda hem O2 varlığında hem de N2 ortamında 

sentezlenen biyoadheziflerin toksik olmadığı söylenebilir.  

 

Özetle bu tez çalıĢmasında hayvansal kaynaklı tendon dokusu hücresizleĢtirilerek HDM 

yapısı elde edilmiĢ ardından enzimatik olarak parçalanmıĢ ve enjekte edilebilir forma 

dönüĢtürülmüĢtür. Elde edilen bu yapıya çapraz bağlayıcı kullanılarak dopamin yapısı 

konjuge edilmiĢtir. Dopamin konjugasyonu analizlerde doğrulandıktan sonda elde 

edilen bu yapının, farklı pH‘lar ve ve adezif özellikleri incelenmiĢtir. Tüm bu veriler 

ıĢığında tendon dokusu baĢarılı bir Ģekilde hücresizleĢtirildiği ortaya konmuĢtur. Bu 

süreçte tendon dokusundaki protein ve GAG yapıları büyük oranda korumuĢtur. Protein 

ve GAG içeriğinin korunması hücresel aktivite açısından önem taĢımaktadır. Elde 

edilen yapıya dopamin konjuge edilmiĢtir. Grupları kendi içerisinde kıyaslayacak 

olursak, karakterizasyon çalıĢmaları ve mekanik test sonuçları göz önünde 

bulundurulduğunda asidik koĢullarda sentezlenen konjugatların, diğer konjugatlara göre 

dezavantajlı olduğu görülmüĢtür (Çizelge 5.1). Asidik gruba ait konjugatların HNMR 

analizinde dopamine spesifik pik görülmemesi, Arnow yöntemi ile belirlenen ve 

adhezyonda rol oynayan katekol içeriğinin diğer gruplara göre çok düĢük olması ve 

mekanik test ile belirlenen mekanik dayanımının diğer gruplardan çok daha düĢük 

olması asidik ortamın konjugasyon için çok uygun olmadığını düĢündürmektedir. Nötral 

gruba baktığımızda FTIR ve HNMR analizleri ile dopaminin yapıya baĢarılı bir Ģekilde 

katıldığı görülmüĢtür. Ayrıca Arnow yöntemi ile tayin edilen en yüksek katekol içeriği 

nötral koĢullardaki konjugatlara aittir. Sitotoksisite testi ile de toksik özellikleri 

olmadığı görülmüĢtür. Mekanik dayanımı ise asidik gruba göre daha yüksektir. Nötral 

koĢulların dopamin konjugasyonu için daha uygun olduğu söylenebilir. Bazik gruba 

baktığımızda ise yine FTIR ve HNMR analizlerinde dopaminin yapıya katıldığı 

rahatlıkla söylenebilir. Arnow yöntemi ile de yapıdaki katekol içeriğinin nötral gruba 

yakın olduğu görülmektedir. UV-vis analizlerinde görülen pik geniĢlemesi O2 

varlığında sentezlenen konjugatta katekol grubunun kısmen oksidasyona uğradığını 

göstermektedir. Bu oksidasyon ise adhezif özellik için önemli bir parametredir. Bu 

durum mekanik test sonuçlarına yansıyarak en yüksek dayanımın bu grupta olduğunu 

ortaya koymuĢtur. Katekol gruplarının kısmi oksidasyonu adezif özelliği 
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güçlendirmiĢtir. Ayrıca bu gruptaki konjugatların hemolitik etkisinin olmaması ve 

toksik özellik taĢımaması da in vivo çalıĢmalar için umut vadedicidir.  

 

Çizelge 5.1 Tüm konjugatlara ait verilerin karĢılaĢtırılması 

 FTIR HNMR UV-vis Arnow Mekanik 

test 
Kan 

uyumluluğu 
Sitotoksisite 

Asidik t-HDM + 

Dopamin  

(O
2
 varlığında) 

- - + - - - + 

Asidik t-HDM + 

Dopamin  

(N
2
 ortamında) 

+ - + - - + + 

Nötral t-HDM + 

Dopamin  

(O
2
 varlığında) 

+ + + + + - + 

Nötral t-HDM + 

Dopamin  

(N
2
 ortamında) 

- + + + + + + 

Bazik t-HDM + 

Dopamin  

(O
2
 varlığında) 

+ + + + +++ + + 

Bazik t-HDM + 

Dopamin  

(N
2
 ortamında) 

+ + + + ++ + + 

 

Tez kapsamında yaptığımız çalıĢmada biyoadhezif eldesi için Ģimdiye kadar 

kullanılmamıĢ olan HDM yapısına dopamin konjuge ederek bir biyoadhezif geliĢtirildi. 

Sentez sırasında pH‘nın etkisini değerlendirmek için, sentez asidik, nötral ve bazik 

ortamlarda yürütüldü. O2 varlığının katekol gruplarının oksidasyonuna ve adhezifliğe 

etkisini gözlemlemek için sentezler hem O2 varlığında hem de N2 ortamında 

gerçekleĢtirilerek, bu koĢulların adhezifliğe olan etkisi incelendi. Sonuç olarak, dopamin 

konjugasyonunu nötral ve bazik ortamlarda daha baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği 

belirlendi. Adhezif özellik incelendiğinde en yüksek performans bazik koĢullarda 

sentezlenen konjugatlarda, bunların içerisinde de O2 varlığında sentezlenen konjugatta 

olduğu belirlendi. Bu tez çalıĢmasında özellikle HDM ve dopamin temelli bir 

biyoadhezif sentezinde pH ve ortam koĢullarının etkileri incelendiği için bu alanda 

tasarlanması planlanan biyoadhezifler için yol gösterici olduğu düĢünülmektedir.  
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