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OZ: Bu calismada, ii¢ boyutlu (3D) polietilen glikol dimetakrilat (PEGDMA) hidrojel doku iskeleleri
hazirlanmis ve hazirlanan doku iskelelerine hiicre ekimi doku iskelesi {izerine ve kapsiilleme yapilarak iki
farkli hiicre ekimi metodunu desteklemesi igin dentritik mezogozenekli silika nanopargacik (dMSN) ile
katkilandirilmasi gergeklestirilmistir. Yapilan incelemelerle, dMSN'lerin hiicre canliliina yardimeci olmak
i¢in yap1 iskelelerinin mekanik ve biyolojik aktivitesini diizenleme kapasitesi aragtirilmistir. dMSN'lerin
hidrodinamik boyutu, net yiizey yiikii ve morfolojisi, sirasiyla dinamik 1sik sacilimi, zeta potansiyeli
Olctimii ve taramali elektron mikroskobu goriintiilemesi ile karakterize edilmistir. dMSN'lerin farkl
konsantrasyonlarda PEGDMA iskelelerine karistirilmasindan sonra, hidrojel iskelelerinin mekanik ve
fiziksel degisiklikleri sikistirma testleri ve sisme analizi kullanilarak gerceklestirilmistir. Murin fibroblast
hiicrelerinin kiiltiirii icin PEGDMA iskele matrisinde dMSN varliginin etkisi, kolorimetrik canlilik analizi
ile degerlendirilmistir. Sonuglar, dMSN katkilandirmasinin, 3D PEGDMA iskelelerinin hassas elastik
modyiilleri ve sisme oranlar i¢in faydali oldugunu gostermistir. Bu bulgular 1s1ginda, AMSN-PEGDMA
iskelesi icinde kapsiillenen hiicrelerin, degisen dMSN miktarlarina bagli olarak canlilik oranlarinda
degisiklik gozlemlenirken, iskelelerin {istiine ekilen hiicreler inkiibasyon siiresi boyunca artan hiicre
canlilig1 sergilemistir. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar, dMSN'lerin, 3D doku iskelesinin 6zelliklerini
ve biyolojik aktivitesini diizenlemek i¢in hidrojel iskele sistemlerinde biyomolekiil tasiyicilar: olarak
kullanilabilecegini ileri stirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezogozenekli silika, Sol-jel, Doku iskelesi, Polimer

Integration of Dendritic Mesoporus Silica Nanoparticles with Enlarged Pores into Polyethylene
Glycol Dimethacrylate Scaffold and In Vitro Investigations

ABSTRACT: In this study, three-dimensional (3D) polyethylene glycol dimethacrylate (PEGDMA)
hydrogel scaffolds were prepared and doped with dendritic mesoporous silica nanoparticle (dAMSN) to
support two different cell cultivation methods by cell encapsulation and cell seeding on the prepared
scaffolds. During studies, the effect of dMSNs in modulating the mechanical and biological activity of
scaffolds was investigated to aid cell viability. Hydrodynamic size, net surface charge, and morphology of
dMSN were characterized by dynamic light scattering, zeta potential measurement, and scanning electron
microscopy imaging, respectively. After the blending of dMSN into PEGDMA scaffolds at different
concentrations, mechanical and physical changes of hydrogel scaffolds were investigated by employing
compression tests and swelling analysis. Effect of dMSN presence in PEGDMA scaffold matrix for culture
of murine fibroblast cells were evaluated by colorimetric viability analysis. Results demonstrated that the
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blending of dMSN is beneficial to fine tuning elastic moduli and swelling ratios of 3D hydrogel scaffolds.
These findings are endorsed with the viability assays demonstrating that cells encapsulated within dMSN-
PEGDMA showed different degrees of viability in relation to dMSN concentration while cells seeded on
top of the scaffolds exhibited increased cell viability over incubation time. Taken together, these results
suggested that dMSN could be employed as biomolecule carriers in hydrogel scaffold systems to alter
desired properties and to regulate the biological activity.

Keywords: Mesoporous silica, Sol-gel, Tissue scaffold, Polymer

GIRIS INTRODUCTION)

Hidrojeller, doku miihendisligi uygulamalarinda besin ve oksijen alisverisini saglayan ti¢ boyutlu
polimerik aglar olmalar: sebebi ile oldukga ilgi duyulan yapilardir. Ayrica hidrojeller barindirdiklar:
hiicreleri mekanik stres ve sitotoksik {irtinler gibi cevresel faktorlerden koruyabilirler. Hidrojel doku
iskeleleri, dogal veya sentetik kokenli ¢ok cesitli polimerler kullanilarak tiretilebilir. Sentetik olan
hidrojeller arasinda biyoinert hidrojel yapi iskeleleri biiyiik ilgi gormiistiir ve serbest radikal
fotopolimerizasyon yontemleriyle ¢apraz baglayarak olusturulabilen polietilen glikol (PEG) ve PEG
tirevleri (PEG-diakrilat, PEG-metakrilat) yapilari oldukca ilgi duyulan polimerler arasma girmistir.
Polietilen glikol dimetil akrilat (PEGDMA) hidrojellerinin fizikokimyasal 6zellikleri, ilgili uygulama icin
polimer derisimi degistirilerek modiile edilebilir (Mohammadi ve dig, 2018; Burke ve dig. 2019). Genel
olarak, PEG ve tiirevleri kullanilarak iiretilen hidrojel iskeleleri, istenen aktiviteyi gostermek i¢in biyoaktif
ipuglarina sahip olacak sekilde modifiye edilebilirler (Tan ve dig. 2017; Invagle ve dig. 2014). Fakat
uygulama agisindan degerlendirildiginde, 6zellikle capraz baglama yapilacak polimerlerin elde edilmesi
i¢cin karmasik sentez yontemlerine ihtiya¢ duyulmasi ve hidrojellerin ¢apraz baglama islemi sirasinda
yiiksek monomer tiiketimi ihtiyacinin olusmasi gibi dezavantajlar bulunmaktadir (Gong ve dig. 2003). Bu
nedenle, 6zellikle doku miihendisligi alaninda, biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in daha iyi
mekanik ve biyoaktif 6zelliklere sahip malzemelerin gelistirilmesinde, kolay ve karmasik olmayan
mekanik dayanimi arttirilmis hidrojellere ihtiya¢ vardir. Literatiirde bu konuda yapilan g¢alismalar
arasinda Ozelllikle nanoparcaciklar ile katkilandirilarak elde edilmis sentetik hidrojellerin hem mekanik
Ozelliklerinin ihtiyaca gore ayarlanabilmesi hem de fonksiyonelliginin arttirilabilmesi agisindan bu
uygulamanin faydal: bir yaklasim oldugu ileri siiriilmiistiir (Noh ve dig. 2019; Huang ve Chu 2019).

Son donemde mezogozenekli silika nanoparcaciklarin (MSN) doku miihendisligi uygulamalarinda
one cikan avantajlar1 dikkat cekmektedir (Lee ve dig. 2013; Baumann ve dig. 2017). Ornegin doku
canlanmasmda ve hiicre farklilasmalarinda ihtiya¢ duyulan biyomolekiillerin hiicre ekilen ortama
tasmmasi i¢in doku iskeleleri ile birlestirilmesine yonelik ¢alismalar gerceklestirilmektedir (Darouie ve
dig. 2020; Zhou ve dig. 2015). Bu uygulamalar i¢in mezogdzenekli silika nanopargaciklarinin biyouyumlu
olmasi, biyobozunur olmasi, genis yiizey alanina sahip olmalar1 6nemli avantajlar saglamaktadir
(Rosenholm ve dig, 2016). MSN'lerin mezogozenekli yapisi, gesitli molekiillerin yiiksek miktarlarda
yiiklenmesini ve stirekli salimini saglar. Bu uygulamalarda MSN'nin 6nem tasiyan oOzelliklerinden
gozenek boyutu ve gozenek hacmi sentez kimyasinda yapilan degisiklikler ile kolayca manipiile edilebilir
(Fuertes ve dig. 2010; Kao ve Mou 2013; Shen ve dig, 2014). Ayrica, MSN'lerin yiizey kimyasinin
cesitlendirilebilmesi biyoaktif molekiiller ile birlestirme firsat1 saglar. Ozellikle doku miihendisligi ile ilgili
son donemdeki ¢alismalarda silikanmn kemik ikamesi olarak kullanilabilirligi ve osteokondiiktif oldugu
belirtilmistir (Heinemann ve dig. 2007). Amorf silikanin matrisinde ve yiizeyinde yer alan silanol gruplar1
sayesinde biyolojik olarak aktif kemik benzeri apatit olusumunu destekleyebilecegi ve 6zellikle kemik
dokusu olusumu igin silika bazl doku iskelelerinin biyoaktivitesinin biyobozunum esnasinda agiga ¢ikan
silisik asit sayesinde arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira, geleneksel olarak 2-3 nm gozenek
boyutuna sahip MSN yapilarinin sentetik doku iskelelerinde biyomolekiil tasiyicis: olarak yer alabilmesi
icin gézenek boyutlarinin genisletilecek bir sentez regetesinin saglanmasi énem tagimaktadir (Hu ve dig.
2020). Calismamizda PEGDMA sentetik hidrojel doku iskelesine biyomolekiil tasima 6zelligi saglayacak
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sekilde MSN'ler elde edilerek katkilandirma gergeklestirilmistir. MSN’lere sentez asamasinda miidahale
edilerek yiiksek miktarda biyomolekiil tasryic1 6zelligi kazandirabilmek icin, su ve yagdan olusan iki fazli
tabakalagsmaya dayali yeni bir sol-jel yaklagimi kullanilmistir. Iki fazli tabakalasma yaklagimi, biiyiik
kargo biyomolekiillerinin iletimi igin faydali olan daha biiyiik gézenekli, yani 10 nm ve {izeri, MSN'lerin
sentezini saglayacagi on goriilerek literatiirde yer alan regete modifiye edilerek uygulanmigtir (Shen ve
dig. 2014).

Bu ¢alismada, biyoaktivitesi bulunmayan PEGDMA sentetik doku iskelesinin biyolojik etkinliginin
PEGDMA polimerinde herhangi bir kimyasal modifikasyon gergeklestirmeksizin genisletilmis dentritik
gozenek yapisina sahip mezogozenekli silika nanoparcaciklar (dMSN) araciligr ile saglanmasma
calisiimistir. PEGDMAnin dMSN ile katkilandirilmast ile elde edilen {i¢ boyutlu doku iskelesinin; i) doku
olusumunu destekleyen mekanik dayanima sahip olmasi ii) doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre
farklilasmasimi tesvik edecek biyomolekiillerin kiiltlir ortamina saglayabilecek ozellikte olmasi iii)
biyouyumlulugunu ve biyoaktivitesini arttirmasi amaclanmistir. Calismalar sirasnda, foto-
polimerizasyon yontemleri kullanilarak PEGDMA polimeri ile dMSN’ler birlestirilerek ve
birlestirilmeksizin ii¢ boyutlu ortamlar olusturulmustur. Elde edilen {i¢ boyutlu doku iskelesinin doku
canlilig1 {izerindeki etkileri, doku iskelesinin mekanik oOzellikleri ve biyoyumlulugu incelenerek
gerceklestirilmistir. Biyouyumluluk incelemelerinde 3D hidrojel doku iskelesine hiicrelerin ekilmesi igin
iki farkli strateji olan hidrojel doku iskeleleri foto-polimerizasyon ile olusturulduktan sonra iistiine
ekilmesi ve foto-polimerizasyon uygulama Oncesi enkapsiilasyon stratejileri kullanilmaistir.
Gergeklestirilen incelemeler sonucunda gelistirilen kompozit yapidaki ii¢ boyutlu sentetik hidrojel doku
iskelesinin doku olusumunu destekleyecek sekilde biyo-benzer oOzellik tasidigi ve MSN
katkilandirilmasmin ~ biyouyumlulugu  arttirdigt  sonucuna varilmigtir. Ileriye doniik  olarak
gerceklestirilen bu ¢alisma dMSN yapisinin 6zellikle biyomolekiil tasiyicisi olarak PEGDMA polimeri ile
olusturulan ti¢ boyutlu doku iskelelerinde kullanimimin oniinii agmistur.

MATERYAL VE METODLAR (MATERIALS AND METHODS)

Dentritik Gozenekleri Genisletilmis Mezogozenekli Silika Nanoparcaciklarin (AMSN) Sentezi ve

Karakterizasyonu (Synthesis and Characterization of Dendritic Mesoporous Silica Nanoparticles (IMSN))with Enlarged
Pores)

Dentritik yapidaki gozenekleri genisletilmis mezogdzenekli silika nanopargaciklarin (AMSN) sentezi,
Shen ve arkadaslarinin recetesi modifiye edilerek gergeklestirilmistir (Shen ve dig. 2014). Sentez i¢in 200
mL'lik hacimde silika kaynagi olarak %20 (hacim/hacim) tetraetil ortosilikat (TEOS) kullanilmistir. Sentez
icin yap1 diizenleyici ajan olarak setil-trimetil-amonyum-bromiir (CTAB) kullanilmistir. Bazik sulu faz
i¢in, 150 mL damitilmis H2O'ya 17 g CTAB dikkatlice ilave edilmis ve CTAB tamamen ¢oziind{iriildiikten
sonra ¢ozeltiye 400 pL trietanolamin (TEA) baz1 eklenmistir. Nihai karisim, 60°C'de ve 150 rpm'de 1 saat
karistirilmistir. Pesi sira silika kaynagi olan 10 mL TEOS 40 ml sikloheksan ¢6zeltisi icinde homojen olarak
karistirilarak olusturulan iist yag fazi sulu faz tizerine yavasga eklenmistir. Sentez karisimi 18-24 saat
boyunca 60°C sicakliga sahip yag banyosu icerisinde karismaya birakilmistir. Sentez tamamlandiktan
sonra elde edilen dMSN f{iriinii 4500 rpm’de 20 dakika santrifiijjlenerek toplanmistir. Elde edilen iiriin iki
kez mutlak etanolde yikanarak arta kalan yag kalintilarindan armdirilmistir. Gozenek yapis1 diizenleyici
olan CTAB’in dMSN matriksinden arindirilmasi igin ¢oziicii ile armdirma metodu uygulanmuistir. Coziicii
ekstraksiyonu igcin %1,2 (agirlik/hacim) amonyum nitrat-mutlak etanol soliisyonu kullanilmigtir.
Ekstraksiyon islemi, dMSN'lerin 60°C'de 12 saat boyunca hazirlanan soliisyonda karistirilmasiyla
gerceklestirilmistir. Bundan sonra, tiriinler 10000 rpm'de ve 4°C'de 10 dakika santrifiij edilerek toplanmis
ve ardi sira mutlak etanol ile yitkanmistir. Coziicii ile arindirma islemi 1 kez daha gerceklestirildikten
sonra, dMSN'ler DMF icinde dagitilarak daha sonra kullanilmak {izere -20°C'de saklanmuistir. Elde edilen
dMSN’lerin asagida belirtilen karakterizasyonlar1 gerceklestirildikten sonra PEGDMA iginde homojen bir
sekilde dagitilabilmesi ve ileriye doniik uygulamalarda kullanilacak biyomolekiillerle olan etkilesiminin
arttirilmasi i¢in 6n ¢alismalardan elde edilen bilgiler 1s131nda aminopropil etilsilan (APTES) ve siiksinik
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anhidrit kullanilarak kimyasal yilizey modifikasyonu gerceklestirildi. dMSN'lerin ylizey
modifikasyonlarinin ilk admminda, nanoparcacik yiizeyinde karboksil modifikasyonu eklenebilmesi icin
gerekli olan kok amin gruplarini saglayacak aminopropil etilsilan ile reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu
amagcla, 2,5 mg/mL derisimindeki dMSN'ler, bir sonikasyon banyosu kullanilarak 20 dakika boyunca
toluen icinde dagitildi. Daha sonra soliisyona 1:1 oraninda APTES ¢ozeltisi (UL APTES: mg nanoparcacik)
pipetlendi. Reaksiyon, gece boyunca oda sicakliginda gerceklestirildi. Ertesi giin, fazla reaktantlarla
birlikte toluen, ¢ozeltinin 12000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmesiyle uzaklastirildi ve elde edilen
tiriin dMSN-APTES olarak adlandirildi. dMSN-APTES daha sonra mutlak etanol ile yikandi ve dMSN
ylizeyinde karboksil gruplarmin olusturulmasi icin siiksinik anhidrid kullanilarak modifikasyon islemine
tabi tutuldu. Detayinda, dMSN-APTES (10 mg/mL) sonikasyon yoluyla DMF icinde dagitild1. Daha sonra
sonikasyon sirasinda dMSN-APTES soliisyonuna siiksinik anhidrit (10,3 mg/mL) ilave edildi. Elde edilen
siispansiyon gece boyunca oda sicakliginda karistirildi. Ertesi giin karisim 12000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi ve reaksiyona katilmayan siiksinik anhidritin fazlas1 armdirildi. Elde edilen tirtin dMSN-
APTES-SUCC olarak isimlendirildi, daha sonra sonikasyon ve santrifiijleme yoluyla iki kez mutlak etanol
ile yikand1. dAMSN-APTES-SUCC 6rnegi daha sonra DMF i¢inde dagitildi ve daha sonra kullanilmak tizere
-20°C'de sakland.

Sentezlenen dMSN yapisinin yiizey alani (BET), gozenek boyutu (dP) ve gozenek hacminin (VP)
belirlenmesi ve boylece genisletilmis gozenek yapisina sahip oldugunu gostermek amaci ile N2
adsorpsiyon analizi Micromeritics 3Flex cihazinda gerceklestirilmistir. Analiz icin {iretilmis olan
nanopargcaciklardan yaklasik 200 mg kullanilmistir. Elde edilen nanoparcaciklarin morfolojisi taramali
elektron mikroskopu (SEM) ile goriintiilemesi yapilarak belirlenmistir. Yaklasik 100 uL etanol igerisinde
dagitilan 6rnek siispansiyonlari kuponlara damlatilarak tozsuz bir ortamda kurumaya birakilmis ve ertesi
gin tiim numunelere altin ile kaplama yapildiktan sonra goriintiilemeye alinmistir. Elektron mikroskopu
ile goriintiilemeler yapildiktan sonra dMSN-APTES-SUCC’nin hidrodinamik boyutu ve zeta potansiyeli,
MSN'lerin 0,25 mg/mL derisimde 4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-etansiilfonik asit (HEPES) tampon
cozeltisi (pH=7,2, 25 mM) iginde dagitilarak belirlenmistir. Ol¢iim sonuglari, Malvern Zetasizer cihazi
kullanilarak dinamik 1sik sacilim yontemiyle ii¢ tekrarli olacak sekilde ve her bir 6l¢iim en az 10 kez
yapilip ortalamasi alinarak elde edilmistir. Boylece, elde edilen son nanopargacik {irtiniiniin (dAMSN-
APTES-SUCC) morfoloji, hidrodinamik c¢ap ve zeta potansiyeli belirlenerek karakterizasyonu
tamamlanmigtir.

U¢ Boyutlu Polietilen Glikol Dimetil Akrilat (PEGDMA) Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu (Preparation and Characterization of Three Dimensional Polyethylene Glycol Dimethacrylate
(PEGDMA) Tissue Scaffolds)

Doku iskelelerinin hazirlanmasi igin literatiirdeki benzer regetelerden faydalamilarak, %15 (a/h)
derisimde PEGDMA ve %0,5 (a/h) derisiminde foto baglatici olan 2-Hidroksi-4'-(2-hidroksietoksi)-2 -
metilpropiofenon igeren fosfat tamponlu salin (PBS) hazirlandi (Noh ve dig. 2017). Polimer oncii
¢Ozeltisinin homojen olarak dagitilmasmdan sonra UV 15181 kullanilarak fotopolimerizasyon islemi
gerceklestirildi. PEGDMA hidrojellerinin tam polimerizasyonu igin bir teflon kalip ile bir cam slayt arasina
30 uL oncii ¢ozelti pipetlendi ve 7 mW/cm? yogunlukta 365 nm UV 1181 2 dakika siireyle uygulandi.
PEGDMA hidrojellerinin dMSN-APTES-SUCC ile katkilandirilmasmda 3 farkli derisim denendi. Bu
asamada PEGDMA hidrojeli, dMSN'ler ile %0,25, %0,5 ve %1 (agirhik/agirhik: dMSN-APTES-SUCC
/PEGDMA) olmak {izere ti¢ farkli oranlarda birlestirildi. Bunun i¢in bilesenler ilk énce %0,5'lik (a/h)
fotobasglatici soliisyonunda ayr1 ayr1 dagitildi ve PEGDMA polimeri ile birlestirildi. Polimer 6ncii ¢ozeltisi
daha sonra bilesenlerin esit dagilimini saglamak icin bir sonikasyon banyosu kullanilarak
homojenlestirildi. dMSN-APTES-SUCC-PEGDMA polimerizasyonlar1 yukarida agiklandig1 sekilde
gerceklestirildi. Farkli oranlarda dMSN-APTES-SUCC ile katkilandirilmis olan PEGDMA hidrojeller sirasi
ile isimlendirmeyi kolaylastirmak adma 0,25MSN-PEGDMA, 0,5MSN-PEGDMA ve IMSN-PEGDMA
kisaltilarak olarak isimlendirildi.
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Elde edilen dMSN igeren ve icermeyen 4 farkli kompozisyona sahip 3D hidrojel doku iskelelerinin
mekanik incelemeleri i¢in sikistirma ve sisme testleri gerceklestirildi. Calismada kullanilan hidrojellerin
mekanik dayanimi, mekanik test cihazi (Discovery HR-2 hibrit reometre) ile hidrojellere sikistirma testi
uygulanarak belirlendi. Tek eksenli sikistirma testleri sirasinda, dMSN’in PEGDMA hidrojellerinin
sikistirma modiilii tizerindeki etkisi degerlendirildi. Bunun igin farkli dMSN katkilandirma oranina sahip
doku iskeleleri 20 mm ¢apmda ve 1 mm kalinliginda diskler seklinde {iretilmis ve 24 saat boyunca PBS'te
bekletilmistir. Daha sonra hidrojeller oda sicakliginda 10 pm/s'lik capraz kafa hizina tabi tutularak ve 20
mm'lik bir paralel plaka kullanilarak sikistirma testine tabi tutulmustur. Farkli miktarlarda dMSN (0,25,
0,5 ve %1 (a/a)) iceren PEGDMA hidrojelleri i¢in sikistirma modiilii, sikistirma testi sonucu elde edilen
stres-gerinim egrilerinin lineer bolgesine (%25-35 gerinim) tekabiil eden egim kullanilarak hesaplanmistir.

Farkli oranlarda dMSN ile katlandirmanin hidrojellerin sisme 6zellikleri {izerindeki etkisi sisme testi
ile aragtirilmistir. Testin gerceklestirilmesi i¢in 0,25MSN-PEGDMA, 0,5MSN-PEGDMA, IMSN-PEGDMA
ve katkilandirma yapilmamis PEGDMA hidrojelleri PBS tampon ¢ozeltisinde 37°C'de 24 saat inkiibe
edildi. PBS uzaklastirildiktan sonra, hidrojel yiizeylerindeki fazla sivi elimine edildi ve sismis agirliklar
(Ws) olgtildii. Kuru agirligin (Wp) belirlenmesi igin ayni hidrojeller 60°C'de 24 saat vakumla kurutulmus
ve tekrar tartilmistir. Her hidrojel yapisinin sisme yiizdesi, Ws (sismis hidrojel agirligi) ve Wo (kuru
hidrojel agirligr) degerleri kullanilarak asagidaki denklem yardimiyla hesaplanmuistir.

Sisme (%) = (%) x 100 (2.1)
D

In Vitro Sitotoksisite Testleri (In Vitro Cytotoxicity Assays)

In vitro hiicre kiiltiirii ¢calismalarmda dMSN-APTES-SUCC nin tek bagina ve iiretilen 3D PEGDMA
doku iskelelerinin sitotoksisitesinin arastirilmasi i¢in 1929 sican fibroblast hiicre hatti kullanilmistir. 1.929
hiicreleri %10 (h/h) fetal sigir serumu ve %1 (h/h) penisilin-spreptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Sitotoksisite testleri sirasinda hiicreler flask yiizeyinden
%0,05 tripsin-EDTA ile kaldirilarak belirlenen yogunlukta 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. dMSN-
APTES-SUCC'nin tek basina sitotoksisitesinin arastirilmas: igin hiicreler 7000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakaya ekilmis ve ylizeye tutunmalar ic¢in 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO:
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Takip eden giin, kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak farkl
derisimlerde (10, 25, 50 ve 100 pg/mL) dMSN igeren taze besiyeri hiicreler iizerine eklenmis, plakalar 24
ve 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO: ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast her bir kuyucuga
alamarBlue™ Hiicre Canlilig1 Reaktifi (%10 h/h) ilave edilip karanlik bir ortamda 4 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Alamar Blue Hiicre reaktifi soliisyonunda bulunan resazurin boyasmin canl hiicreler
tarafindan indirgenmesiyle ortaya ¢ikan resorufin iirtiniinii 6lgmek i¢in CLARIOstar® plaka okuyucu ile
530/590 nm'lik uyarma/yayma dalga boyunda floresan olgiimii yapilmigtir. Deneyler sirasmda
nanopargacik uygulanmamis hiicre gruplar1 negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Daha sonraki adimda, dMSN-APTES-SUCC ile katkilandir yapilmis (0,25MSN-PEGDMA, 0,5MSN-
PEGDMA ve IMSN-PEGDMA) ve katkilandirma yapilmamis ii¢ boyutlu hidrojeller (PEGDMA) in vitro
biyouyumluluklari agisindan test edilmistir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii icin hiicreler, iskele matrisi iginde
kapsiillenerek ve doku iskelesi iizerine hiicre ekimi yapilarak incelenmistir. Hiicrelerin kapsiillenmesi
icin, ilk 6nce polimer dncti ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra 5 x 106 hiicre/mL yogunlugundaki L929
hiicreleri, polimerizasyondan hemen 6nce 6ncii ¢ozeltilerle karistirilmistir. 30 pL hiicre-polimer karisimi
daha sonra 2 dakika boyunca 7 mW/cm? yogunlukta 365 nm UV 15181 kullanilarak polimerlestirilmistir.
Hiicre kapsiillenmis hidrojeller dogrudan kiiltiir ortamina aktarilmigtir. Kiiltiir ortami, reaksiyona
girmemis monomerlerin uzaklastirilmas: i¢in 1 saat sonra taze besiyeri ile degistirilmistir. Uc boyutlu
doku iskelesi {izerine hiicre ekimi igin ise PEGDMA hidrojel doku iskeleleri dMSN-APTES-SUCC ile
katkilandirma yapilmamis ve katkilandirilmis gruplar halinde hazirlanmis ve 30 uL polimer soliisyonu 2
dakika boyunca 7 mW/cm? yogunlukta 365 nm UV 15181 kullanilarak polimerlestirilmistir. Elde edilen
hidrojel yapilar: besiyerinde 30 dakika bekletildikten sonra {izerine yogunlugu 5 x 106 hiicre/mL olacak
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sekilde [.929 hiicreleri ekilmistir. Daha sonra, iki ayr1 grup olarak hiicre kapsiillenmesi yapilmis ve iizerine
hiicre ekilmis doku iskeleleri 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Hiicre canlilifi, iskelelerin
dogrudan alamarBlue™ Hiicre Canlilig1 Reaktifi (%10 h/h) ile karanlik bir ortamda 4 saat siireyle inkiibe
edilmesiyle degerlendirilmistir. Hiicre canlihigmin gostergesi olan resazurin boyasin canli hiicreler
tarafindan indirgenmesiyle ortaya ¢ikan resorufin floresan triiniinii 6lgmek i¢in CLARIOstar® plaka
okuyucu ile 530/590 nm'lik uyarma/yayma dalga boyunda floresan dl¢iimii yapilmaistir.

BULGULAR ve TARTISMALAR (RESULTS and DISCUSSIONS)

Dentritik  Gozenekleri Genisletilmis Mezogozenekli Silika Nanoparcaciklarin  (dMSN)
Karakterizasyonu (Characterization of Dentritic Mesoporous Silica Nanoparticles with Enlarged Pores ({IMSN))

Ug boyutlu PEGDMA hidrojel doku iskelelerinin fizikokimyasal &zelliklerini modiile etmesi ve
ilerideki doku miihendisligi calismalarnda hiicre farklilasmasinda yardimci olacak biyomolekiillerinin
ortama iletimi i¢in tasiyici gorevi gorecek dentritik yapida ve genisletilmis gozenek yapisma sahip
dMSN'ler sol-jel yontemi ile tiretilmistir. Gozenek genisligine miidahale edilmesine olanak veren ve yeni
bir sol-jel yaklasimi olan iki fazh tabakalasma metodu bu ¢alismada kullanilan dMSN’lerin {iretimi
sirasinda kullanilmistir. Uretilen dMSN'lerin BET analizi sonucunda 668,31m?/g yiizey alanina, 8,83 nm
ortalama gozenek boyutuna ve 1,11 cm?/g gozenek hacmine sahip oldugu belirlenmistir. SEM analizi ile
elde edilen nanoparcaciklarm basarili bir sekilde iiretildigi, boyutu ve es biiyiikliiklii dagilimi oldugu
belirlenmistir. Sekil 1A’da verilen SEM goriintiisii kiiresel sekle sahip yaklasik 150-200 nm araligindaki
dMSN'lerin bagarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 1. A) dMSN’in SEM goriintiisii, B) dAMSN-APTES-SUCC'nin boyut dagilim grafigi ve C) dMSN-

APTES-SUCC'nin sitotoksisite sonucu.
Figure 1. A) SEM image of dMSN, B) Size distribution graph of AMSN-APTES-SUCC and C) Cytotoxicity result of idMSN-APTES-SUCC.

Nanopargaciklarin morfolojisinin SEM analizi ile dogrulanmasmin ardindan aminopropil silan ve
akabinde siiksinik anhidrid ile yiizey modifikasyon islemleri gerceklestirilmis ve dMSN yiizeyinde nihai
olarak karboksil gruplar: olusturulmustur. Olusturulan karboksil gruplarmm dMSN-APTES-SUCC'nin
kolloidal kararliligina etkisi ve net yiizey yiikii DLS ve (-potansiyel dlciimleri ile incelenmistir. Sekil 1B’de
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de sunuldugu gibi AMSN-APTES-SUCC nanoparcaciklar1 203,8 + 4,2 nm ¢apa ve 0,05 + 0,009 PDI degerine
sahiptir. PDI degeri siispansiyon i¢indeki nanoparcaciklarin boyut benzerliginin énemli bir 6l¢iisii olarak
kabul edilmekte ve 0,08’ den kiigiik PDI degeri elde edilen 6rnekler es biiytikliiklii dagilima sahip olarak
siniflandirilmaktadir. dAMSN-APTES-SUCC'nin C-potansiyel degeri ise -29,3 + 2,4 mV olarak belirlenmis
olup artan negatif yiizey ylikii karboksil gruplarmin yilizeyde olusturuldugunu ve kolloidal kararlilig:
saglamak icin yeterli oldugunu gostermektedir.

dMSN-APTES-SUCC nanopargaciginin karakterizasyonunun son asamasinda ise olasi sitotoksisitesi
L929 hiicre hattinda incelenmistir. Sekil 1C’de verilen sonuglar 1s1§inda nanopargaciklarin hiicrelerde
herhangi bir sitotoksik etki olusturmadig: ve yiiksek derisimlerde bile hiicre canliliginin yiiksek oldugu
gozlemlenmistir.

dMSN Katkilandirilmis ve Katkilandirilmamis U¢ Boyutlu Polietilen Glikol Dimetil Akrilat

(PEGDMA) Doku iskelelerinin Karakterizasyonu (Characterization of Three Dimensional Polyethylene Glycol
Dimethacrylate PEGDMA) Tissue Scaffolds with / without dMSN)

Doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerinin modiile edilmesi ve hiicre tutunmasi gibi biyolojik islevlerin
kazandirilmasi i¢in PEG-tabanli hidrojellerin MSN ile birlestirilmesi son yillarda uygulanan bir yaklasim
olmustur. Zhan ve arkadaslar1 da silika nanopargaciklarin PEGDA hidrojelinin viskoelastik 6zelliklerine
olan etkisini incelemis ve diisiik derisimde silika nanoparcacik ile katkilandirilmis hidrojelin bile
viskoelastik Ozelliklerinde farkliliklar oldugunu gostermistir (Zhan ve dig. 2017). Bu baglamda
calismamizda PEGDMA doku iskelelerinin katkilandirilmasinda kullanilan farkli derisimdeki dMSN-
APTES-SUCC lerin iskelelerin mekanik dayanim ve su ¢ekme kapasitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerine
olan etkisi incelenmistir. Ik asamada, disk seklinde hazirlanan hidrojellerin artan sikistirma kuvvetine
kars1 olan tepkisi incelenmis ve sikistirma modyilii (Sekil 2) hesaplanmuistir.
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Sekil 2. MSN katkilandirilmis ve katkilandiridmamis PEGDMA doku iskelelerinin sikistirma stresi-
deformasyon grafigi. Icteki sekil stres-deformasyon grafigi kullanilarak hesaplanan sikistirma modiilii

degerlerini gostermektedir.
Figure 2. Compressive stress vs. strain graph of PEGDMA tissue scaffolds with / without MSN. Inset graph shows the compressive modulus
values calculated using the stress-strain graph.

Sekil 2’de gosterildigi tizere %0,25 ( a/a) dMSN-APTES-SUCC ile katkilandirilmis PEGDMA doku
iskelesinin, 0,25MSN-PEGDMA, mekanik dayanimi kontrol grubuna gore artarken %0, 5 ( a/a) dMSN-
APTES-SUCC oraninda katkilandirmanin yapildigi 0,5MSN-PEGDMA grubunun mekanik dayanimminda
diisiis gozlenmistir. %1 (a/a) dMSN-APTES-SUCC ile katkilandirma yapilan IMSN-PEGDMA doku
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iskelesinin strese karsi gosterdigi deformasyon ise kontrol grubu ile benzerlik gostermistir. Sikistirma
stresi — deformasyon egrilerinin lineer bolgesi kullanilarak hesaplanan sikistirma modiilii degerleri de
ayni trende sahip olup gruplar arasinda 6nemli bir fark gozlemlenmemistir.

Sikistirma testinde kullanilan 6rnek gruplarinin aynilar: sisme testine tabi tutularak degisen dMSN-
APTES-SUCC oranlarmin PEGDMA hidrojellerinin su tutma kapasitesine olan etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore agirlikca %0,25 ve %0,5 (a/a) AMSN-APTES-SUCC igeren doku iskelelerinin su
tutma kapasitesinde derisimle orantili bir diisiis gozlemlenmistir. %1 (a/a) dMSN-APTES-SUCC ile
katkilandirilmig IMSN-PEGDMA doku iskelesinin sisme derecesinde ise artis elde edilmistir. Bu sonug
goz oniine almarak belli bir nanopargacik derisimine kadar doku iskelelerinin sisme derecesindeki
diistisiin  nanopargaciklarin polimer agindaki zincirlerin hareketini kisitlamasiyla iligkili oldugu
diistiniilmiistiir. Gaharwar ve arkadaslar1 da artan silika nanoparcacik derisiminin PEG hidrojellerinin
sisme derecesini diisiirdiiglinii gostermistir (Gaharwar ve dig. 2013). %1 (a/a) dMSN-APTES-SUCC igeren
1IMSN-PEGDMA doku iskelelerindeki artis ise ¢ok Onemli derecede olmamakla beraber, bu etkinin
yiiksek derisimde dMSN-APTES-SUCC'nin polimer agmda porojen gibi davranmas: ve gozenekli
yapisindan Otiirii gozeneklerinde suyu hapsetme ihtimalinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 3. MSN katkilandirilmis ve katkilandirilmamis PEGDMA doku iskelelerinin sisme testi sonucu.
Figure 3. Swelling test result of PEGDMA tissue scaffolds with / without MSN.

3.3 In vitro Sitotoksisite Testleri (In Vitro Cytotoxicity Assays)

dMSN-APTES-SUCC ile katkilandirilmis PEGDMA ii¢ boyutlu hidrojel doku iskelelerinin hiicre
canliigma olan etkisi in vitro sitotoksisite testleri ile incelenmistir. Degisen dMSN-APTES-SUCC
derisiminin yani sira, hiicrelerin doku iskelesi ile birlestirilme sekli de incelenmis, bunun igin L929
hiicreleri hem doku iskelesi i¢ine kapsiillenmis hem de tizerine ekilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre
canliligr alamarBlue™ Hiicre Canlilig1 Reaktifi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara goére
(Sekil 4A), dMSN-APTES-SUCC katkilandirilmis PEGDMA doku iskelesi tizerine ekilen hiicrelerin
canliigr kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir. Bir diger yandan, farkli dMSN-APTES-SUCC
miktarlariyla katkilandirilmis PEGDMA doku iskelelerinde hiicre canliligi agisindan 6nemli bir fark
olusmadig1 gozlenmistir. Bu veriden yola ¢ikilarak farkli derisimlerde dMSN-APTES-SUCC bulunan
doku iskelelerinin iizerine hiicre ekilmesi durumunda hiicre canliiginin nanopargacik derisiminden
etkilenmedigi sonucuna varilabilir.

Hiicrelerin doku iskelesine kapsiillenmesi durumunda, artan nanoparcacik derisiminin hiicre
canliigimi olumsuz etkiledigi ve hiicrelerin nanoparcacik derisimine bagh olarak farkli derecelerde
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canliiga sahip oldugu gozlemlenmistir. Doku iskeleleri gruplar1 arasinda, 0,25MSN-PEGDMA doku
iskelesinin $ekil 4B’de goriildiigii {izere hiicreler iizerinde sitotoksik bir etki olusturmadigi ve analiz
edilen zaman siiresinde biyouyumlu oldugu gozlemlenmistir. 0,5/IMSN-PEGDMA doku iskelelerine
kapsiillenmis hiicrelerin canlilik degerlerinde meydana gelen diisiisiin ise yiiksek dMSN-APTES-SUCC
derisiminden otiirii oksijen ve besinlerin diflizyonunun azalmas: veya hiicrelerin hareketlerini
kisitlamasmdan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bir diger sonug olarak ise, belirlenen hiicre yogunlugunun doku iskelesi tizerinde kiiltiirleme icin
yeterli gelmesine ragmen, doku iskelesine kapsiilleme i¢in yetersiz gelmesi ve bundan 6tiirii hiicreler arasi
iletisim ve etkilesimin beklenen diizeyde gerceklesememesine bagl olarak hiicre canliliginda diisiis
meydana gelmesi olabilir (Perera ve dig. 2018; Lam ve dig. 2020). Buradan hareketle, ilerleyen
calismalarda hiicre kapsiilleme calismalarinda hiicre yogunlugunun canliliga olan etkisi ve uygun
derisimin optimize edilmesi yoniinde ¢alismalar yapilmas: uygun olacaktir.
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Sekil 4. MSN katkilandirilmis ve katkilandiridmamis PEGDMA doku iskelelerinin A) tizerine hiicre

ekilmesi B) i¢ine hiicre kapsiillenmesi sonucu elde edilen hiicre canlilig1 sonuglar:.
Figure 4. Cell viability results obtained due to A) cell seeding, B) cell encapsulation of PEGDMA tissue scaffolds with / without MSNs.

SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Calismanm igeriginde, dentritik yapida genigletilmis gozenek dizilimine sahip mezogozenekli silika
nanoparcaciklar: literatiirdeki recete modifiye edilerek ozgiin bir sol-gel sentez regetesi ile
olusturulmustur. Buna ilaveten, elde edilen dMSN’lere biyomolekiil tasima potansiyelini arttiracagi 6n
goriilen pesi sira amin ve Kkarboksil ylizey modifikasyonlar: saglanarak dMSN-APTES-SUCC
nanopargcacigl elde edilmistir. Gozenek yapisi ve yiizey kimyasi itibari ile biyomolekiil tasima 6zelligine
sahip bu mezogozenekli silika nanoparcaciklar herhangi bir biyolojik aktivite gostermeyen PEGDMA {ig
boyutlu doku iskelesinin igerisine basariyla katkilandirilmis ayn1 zamanda hiicre canliligmin artmasma
katkida bulunmustur. Farkli oranlardaki dMSN-APTES-SUCC katkilandirmasinin doku iskelelerindeki
hiicre cogalmasina etkisinin hiicre ekim yolu ile iliskili oldugu gézlemlenmistir. Hiicre kapsiilleme islemi
yapilmis MSN-PEGDMA doku iskelelerinde dMSN-APTES-SUCC derisimine bagh bir etki goriiliirken
doku iskelelerinin iizerine hiicre ekimi yapildiginda dMSN-APTES-SUCC derisiminden ¢cok zamana bagh
bir degisim oldugu goriilmiistiir.
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