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ELEKTROEGIRME YONTEMIYLE YUMUSAK DOKU

MUHENDISLiGINDE KULLANIMA UYGUN YONLENMIS
YARISENTETIK POLIMER TASIYICI URETIMI VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu c¢aligmada, yumusak doku mihendisliginde kullanmak amaciyla poli(L-
laktid/caprolakton) (70:30) (PLC) kopolimeri, insan gobek bagi kollajeni ve
hyaluronik asiti elekro-egirilerek, nano/mikro fibril doku iskeleleri iiretilmistir. Izole
edilen kollajen SDS-PAGE ve FT-IR ile karakterize edilmistir. Fiber yapilarin
mekanik, termal ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla sirasiyla ¢gekme
testi, dinamik mekanik analiz, diferansiyel taramali kalorimetre analizi ve taramali
elektron mikroskopisi gerseklestirilmistir. Yari-sentetik yapilardaki biyolojik icerigi
gostermek amaciyla histo-kimyasal boyama yapilmistir. Tampon ¢ozelti i¢inde bu
yapilarin zamanla hidrolize bagli erozyonu test edilmistir. Bu diisiik maliyetli hibrit
doku iskelelerinin hem deri yara Ortiisii olarak hem de diger yumusak doku
hasarlarinda 1iyilesmeye yardimeci olarak kullanilabilirligi in vitro ortamda
biyouyumluluk testi ile gosterilmistir. Bu doku iskeleleri yumusak dokular ile
mekanik ve termal olarak uyumlu oldugu kadar, insan dokusu kaynakli hiicre dis1
matriksi bilesenleri disinda bir biyolojik materyal icermediginden biyolojik a¢idan da
olduk¢a uyumludur, immiin yanita neden olmasi beklenmemektedir. Nano/mikro
fiber mimarisi, biyouyumluluk ve biyobozunurluk ozellikleri hiicre tutunmasi ve
cogalmasi acgisindan biiyiik avantaja sahiptir. Sonug¢ olarak, bu hibrit doku iskelesi
potansiyel bir yumusak doku 6zdesi ve yara Ortiisii materyali olmaya adaydir.

Anahtar Kelimeler: Elektro-egirme, Hibrit Doku Iskeleleri, Kollajen, Nano/mikro
Fiberler, Yumusak Doku Miihendisligi.
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ELECTROSPINNING AND CHARACTERIZATION OF ORIENTED SEMI-
SYNTHETIC SCAFFOLDS FOR SOFT TISSUE ENGINEERING
APPLICATIONS

ABSTRACT

In this study, nano/micro fibrous matrices composed of poly(L-lactide/caprolactone)
(70:30) (PLC) copolymer, collagen and hyaluronic acid from human umbilical cord
were fabricated by electrospinning for use in soft tissue engineering applications.
The collagen isolated from umbilical cord was characterized via SDS-PAGE and
FTIR. The mechanical, thermal, and morphological characteristics of the fibrous
mats were studied with tensile tests, dynamic mechanical analysis, differential
scanning calorimetry and scanning electron microscopy, respectively. Histochemical
staining of the hybrid mats revealed the even distribution of the biological
component in the fibers. Time dependent bioerosion of the scaffolds through
hydrolysis was tested in a buffer solution. These moderate cost hybrid scaffolds are
suitable for use as skin wound dressing and also in treatment of other soft tissue
injuries as shown by in vitro biocompatibility tests. These scaffolds are compatible
with soft tissues in regard to their mechanical and thermal properties and also
biologically since they do not contain any biological components but human tissue
derived extracellular matrix components and are not expected to cause any immune
response. Additionally, their nano/micro fibrous architecture, biocompatibility and
biodegradability provide them a big advantage in terms of promoting cell adhesion
and proliferation. These hybrid scaffolds can be considered as potential material to
be used in preparation of soft tissue substitutes and wound dressings.

Keywords: Elektrospinning, Hybrid Scaffolds, Colllagen, Nono/micro Fibers, Soft
Tissue Engineering.



GIRIS

Hastalik ya da kazalar nedeniyle islev goremez hale gelen doku veya organin yerine
saglikli bir yenisinin degisik yontemlerle olusturulmasi giiniimiizde hiicre biyolojisi,
polimer kimyasi, malzeme bilimi, biyomedikal miihendisligi ve biyokimya
alanlarinin yer aldigi, cok disiplinli bir arastirma alamidir [1]. Bu alanda yapilan

calismalar doku miithendisligi ad1 altinda toplanmaktadir.

Doku miihendisligi, hasar gormiis dokular1 onarabilecek, iglevlerini yerine getirecek
ve zayiflamis islevleri gelistirecek doku ve doku 6zdesleri olusturmay1 amaglayan bir

alan olarak tanimlanmaktadir.

Doku miihendisliginin ilk zamanlarindaki gelisimi yapay biyomalzemelerin gelisimi
ile paralel olarak gerceklesmistir. Rekonstriiktif tibbin basi c¢eken uygulama
alanlarinin klinik uygulama ornekleri, modern discilik ve ortopedinin Oncesinde
mevcuttu. Ambroise Pare” (1510-1590) Dix livres de la chirurgie adli galismasinda

dis, burun ve viicudun diger parcalarmi yeniden olusturmanin yollarmi anlatmaktadir

[1].

Doku miihendisligi modern anlamda 1970°li yillarin baslarinda calisilmaya
baslanmistir. Bu donemde bir ¢ocuk ortopedi cerrahi olan W. T. Green, M.D., nude
(ciplak) farelerin kemik spikiilleri iizerine kondrositleri implante ederek kikirdak
doku gelistirmeyi amaglamistir. Green bu calismasinda basarisiz olmasina ragmen,
biyouyumlu malzemelerin gelismesine ve canli hiicre ekilebilen yapi iskeleleri

olusturulabilecegine 6rnek teskil ederek doku miithendisliginde bir 6ncii olmustur [2].

Gelisme c¢abasinda olan bu alanin dogumunda anahtar rolii 1980’li yillarin
ortalarinda Boston Cocuk Hastanesinden Dr. Joseph Vacanti ve MIT den Dr. Robert
Langer oynamistir. Dr. Vacanti ve Dr. Langer biyouyumlu/biyobozunur, canl hiicre

ekimi i¢in fonksiyonel yap1 iskelesi liretmeyi basarmiglardir [2].



Biyouyumlu ve biyobozunur yap1 iskelelerinin tasarlanmasinda ¢ok farkli
malzemeler kullanilmigsa da polimerler bu is i¢in bigilmis kaftandir. Gliniimiizde
birgok calismada poli(laktik asit) (PLA), poli(kaprolakton) (PCL) ve poli(glikolik
asit) (PGA) gibi biyouyumlu ve biyobozunur sentetik polimerler kullanilmaktadir.

Polimer kelimesinden pek ¢ok zaman endiistriyel anlamlar ¢ikarilsa da bitkiler ve
hayvanlar da bir¢ok polimerik {irlinden olusmaktadir. En basta DNA ve RNA olmak
iizere karbohidratlar ( hyaluronik asit vs.) ve proteinler (kollajen, elastin vs.) baslica

insan viicudunun tirettigi polimerlerdir.

Gilintimiize kadar sayisiz sentetik ve biyolojik doku iskeleleri, yara oOrtiileri ve ¢esitli
implantlar gelistirilmistir. Bunlar arasinda yumusak doku miihendisliginde bir¢ok
acidan olduk¢a kullanisli olmasindan dolayr elektro-egirilmis agst iskeleler
calisiimaktadir. Bu yontemle tiretilen fiberlerin caplari mikro ya da nano boyutlarda
olabilirken yap1 iskelesi olarak hiicre tutunmasina imkan saglayan bir ¢ok 6zellikleri

de bilinyelerinde barindirirlar.

Dogum sonrasinda tibbi atik olarak imha edilen insan gobek baglari, dogal birer
polimer olan kollajeni ve hyaluronik asiti bol miktarda bulundururlar. Bu ¢alismada
yumusak doku miihendisliginde kullanilmak {izere, insan gobek bagindan izole dilen
kollajen ve hyaluronik asit ile birlikte PLA/PCL (70:30) kopolimeri kullanilarak
yar1-sentetik ve biyobozunur polimer karisimindan elektro-egirme yontemiyle doku
iskeleleri iiretilmistir. Uretilen ydnlenmis nano/mikro fiberlerin mekanik, termal,
histokimyasal ve morfolojik 06zellikleri c¢alisilmistir. Bunlara ek olarak;
biyouyumluluk ve biyoerozyon testleri yapilarak, yumusak doku hasarlarinin

tyilestirilmesinde kullanilabilecek bir doku iskelesi gelistirilmistir.



1. GENEL BILGIiLER
1.1. Doku Miihendisligi

Biyomedikal uygulamalarda doku ve organlar1 onarmak veya viicut islevini arttirmak
ya da yerlerini doldurmak i¢in kullanilan dogal, yapay ve yari-yapay malzemelere
biyomalzeme denir. Bu malzemeler fiber, film, jel, siinger ve benzeri bir¢ok yapida

iretilebilirler. Bu sebepten dolayi bir¢ok farkli kullanim alanma sahiptirler.

Doku miihendisligi, hasar gormiis dokular1 onarabilecek, islevlerini yerine getirecek
ve zayiflamis islevleri gelistirecek doku ve doku 6zdesleri olusturmay1 amaglayan bir
alan olarak tanimlanmaktadir. Doku miihendisliginin ilk zamanlarindaki gelisimi

yapay biyomalzemelerin gelisimi ile paralel olarak gerceklesmistir.

Gilintimiizde disiplinler arasi1 bir alan olan doku miihendisligi hizla gelismekte ve

yapilan ¢aligmalar yaygin olarak klinik ve cerrahide uygulamaya konulmaktadir.

Doku miihendisliginde kullanilacak olan malzeme biyouyumlu, biyobozunur,
toksisiteye neden olmayan, uygun bir 6mre ve mekanik 6zellige sahip bir malzeme
olmalidir. Bu nedenle uygulamalarda tiim bu oOzellikleri bir arada bulunduran

polimerik malzemeler tercih edilmektedir.

Doku miihendisligi stirekli gelismekte olan bir bilim dali olmasini; temel aldigi
biyoloji, tip, malzeme bilimi gibi disiplinlerin gelisimine borgludur. Ozellikle insan
dokular1 lizerinde ¢alisilan bu bilim dali, kemik, kikirdak, sinir, deri, kas gibi sert ve
yumusak hemen hemen tiim dokular1 kapsayan genis bir calisma alanma sahiptir.
Calisilan her dokunun kendine has fizyolojisi, morfolojisi ve histolojisi oldugundan,
doku miihendisligi caliymalarinda farkli yontemlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi

s0z konusudur.

Doku miihendisligi ¢aligmalarinda ger¢ek biyolojik doku taklit edilmeye
calisildigindan hiicre, yapi iskelesi ve diizenleyiciler gibi dokunun tiim bilesenlerine

ihtiyag duyulmaktadir. Islevsel bir doku elde edebilmek igin ihtiyag duyulan hiicre
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miktar1 ¢ok fazla oldugundan, bu hiicrelerin laboratuar ortaminda kolaylikla
cogaltilabilmesi, bir¢ok hiicre tipine doniisebilmesi ve genetik agidan geng olmalari
gerekmektedir. Bu sebeplerden dolayr doku miihendisligi g¢aligmalarinda kok

hiicrelerin kullanilmasi tercih edilmektedir [1].

Bir hiicrenin farklilasmasi ya da ¢ogalmasinda onun mikro ¢evresi bilyiik 6nem arz
eder. Mikro gevre temelde fizyolojik ve mekanik ozellikleri sayesinde hiicrenin
bulundugu ortamdaki davranisini etkiler [2]. Doku miihendisliginde kullanilan iskele
hiicre i¢in mikro ¢evre oldugundan olusturulmak istenen dokunun iskelesinin

belirlenmesi 6nemlidir.

Dokularda hormonlar, ¢esitli bliytime faktorleri, vitaminler, mineraller gibi birgok
diizenleyici rol almaktadir. Olusturulmak istenen dokunun tipine 06zgii olarak
diizenleyiciler segilmektedir. Bu sayede kok hiicrelerin hedef dokunun hiicrelerine

farklilagsmas1 saglanir [3].
1.1.1. Yumusak Doku Miihendisligi Yaklasim

Yumusak doku olarak tabir edilen dokular kaslar basta olmak iizere, tendonlar,
sinirler, epiteller/deriler ve yaglardir. Giiniimiizde en ¢ok tlizerinde ¢alisilan yumusak
dokular kas ve deri dokularidir. Bu dokularin hasar gormesi ya da kaybedilmesi
hastanin o dokuyla iliskili bircok fonksiyonu yerine getirememesine dolayisiyla
hayat kalitesinin diismesine hatta Oliimiine sebep olmaktadir. Yumusak doku
hasarlarina giinliik hayatta oldukga sik rastlanir; trafik kazalar1 sonucu kas ve deri
yaralanmalar1 ve kayiplari, dogustan olusan yarik dudak sendromu, kalp krizleri
sonucu olusan kalp kasi kaybi, ciddi yaniklar sonucu olusan deri kayiplari buna

ornek teskil eder.

Yumusak doku miihendisliginde ii¢ temel bilesen olan iskele, hiicre ve uyaricilar

kullanilmaktadir [1].

Yumusak dokularda iskele malzemesi olarak en yaygin olarak dogal bir polimer olan
kollajen kullanilmaktadir. Kollajen; jel, slinger, film ve bunlarm kombinasyonlar1
seklinde cesitli yumusak doku miihendisligi c¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

Yumusak doku miihendisliginde kollajen kullanilmasmnm temel sebepleri kollojen



elde etmenin giliniimiizde kolay olmasi, biyomalzeme olma standartlarini saglamasi,

kollajenin metabolizmada 6nemli roller oynamasidir [4].

Kollajenin avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlarmin da olmasi, yumusak doku
miithendisliginde arastirmacilar1 bazi sentetik biyouyumlu malzemeleri kollajenle

birlikte kullanmaya yoneltmistir [5].

Yumusak dokularda mekanik 6zelliklerinin yani sira doku iskelesinin biyoerozyon
stiresi de oldukca Onemlidir. Bu asamada kollajenin viicutta hizla bozunmasinin
Oniine gegmek amaciyla sentetik ve biyolojik malzemeler birlestirilerek yari-sentetik
biyomalzemeler iretilmis ve yumusak doku miihendisliginde kullanilmaya

baslanmistir [6].
1.2. Yumusak Dokularin Yapisal Ozellikleri
1.2.1. Hiicreleraras1 Maddenin Yapisi ve Temel Bilesenleri

Bag dokusu ger¢ek dokularda hiicrelerarasi madde (Extra Cellular Matrix- ECM), ve
hiicrelerden olusan bir destek dokusudur. ECM, bag dokusu hiicreleri tarafindan
sentezlenir ve esas olarak proteoglikanlardan (%95 polisakkarit, %5 protein ) olusur.
Sekil 1.1°’de ECM’in sematik gosterimi bulunmaktadir. Proteoglikan molekiilii, bir
merkezi protein ve buna kovalent bagla baglanan GAG (glikoz aminoglikan)
molekiillerinden meydana gelir. GAG’lar sekerlerin ¢cogunda bulunan siilfat ve
karboksil gruplar1 nedeniyle negatif elektrik yiiklidir. Bu negatif ylik suya kars1
yiiksek ilgi olusturarak jel seklinde bir zemin maddesinin olusmasma yol agar. Bu
durum bakteri ve biiyilk molekiillerin hareketini kisitlarken, suda ¢6ziinebilen
molekiillerin hizli difiizyonuna izin verir. Ayrica proteoglikanlarin biiyilime

faktorlerini baglayan bolgeleri de vardir [7].



Proteoglikan Proteoglikan Kollajen
molekiilii kompleksi fiberler

‘/ SITOPLAZMA

Fibronektin Integrin Hiicre iskeleti Plazma
membrani

mikroflamentleri
Sekil 1.1. Hiicreler aras1t maddenin hiicre ile iliskisinin
sematik gosterimi [8]

Hiicreleraras1t madde doku miihendisliginde yap1 iskelesi olarak taklit edildiginden

dolayi, ECM’i1 tanimak yumusak doku miihendisligi i¢in malzeme gelistirmek

acgisindan oldukc¢a onemlidir.

ECM 7 farkli GAG igerebilmektedir. Bunlar; hiyaluronik asit, kondrotin 4-siilfat,

kondrotin 6-stilfat, dermatan siilfat, keratan siilfat, heparan siilfat ve heparindir.
1.2.1.1. Hiyaluronik asit

ECM’de GAG’lardan en yiiksek miktarda bulunani hiyaluronik asittir. Hiyaluronik
asit vitreous humor (goz merceginin arkasindaki camsi cisim), sinoviyal sivi, gobek
bagi, tendon gibi ¢esitli dokularda 6zellikle bol miktarda bulunmaktadir. Cok uzun
ve agwr bir molekildir. Uzatildiginda 2.5 mikron kadar uzayabilir. En 6nemli
Ozelliklerinden biri sulu ortamda ¢6ziinebilmesidir. Hiyaluronik asit, fibroblastlar

tarafindan sentezlenir [7].
1.2.1.2. Kollajen fibriller

Bag dokusunun tiim gesitlerinde degisik miktarlarda bulunur. Kollajen fibriller en

cok fibroblast tarafindan sentezlenir. Kollajen fibrillerin en 6nemli ozellikleri



gerilme ve c¢ekilmelere karsi dayanikli olmasidir. Kollajen fibriller kollajen
proteininden olusmustur. Bu protein bir biri iizerine sarilmig 3 alfa zincirinden
meydana gelir. Sekil 1.2°de kollajen fibrillerinin dizilimi ve kollajen fiberlerini
olusturmasi gosterilmektedir.

Kollajen molekulunun ucla
sarmal vapisi

Kollajen
Fibriller

' Kollajen
iberler

Alfa zincurler

Sekil 1.2. Kollajen fiberlerini olusturan zincirlerin ve fibrillerin sematik gosterimi [9]

Gilintimiize kadar tanimlanan 19 kollajen tipi mevcuttur. Dokularda en yaygin
bulunan kollajen tipi tipl’dir ve tiim viicut kollajeninin %90’m1 olusturur. Tip 2
kollajen ozellikle kikirdakta ve tip 3 kollajen karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde

bulunur.

Bag dokusu en onemli fibril olan kollajen fibriller disinda elastik fibriller, retikiiler
fibriller, fibronektin, laminin, entaktin, tenaskin ve vitronektini de yapisinda
bulundurur [7].

Kollajen derinin esnekligini ve gerginligini saglayan destek yapiy1r meydana getirir.
Kollajenin tipta yer almasi, ilk olarak hayvan kollajeninin ameliyat ipliklerinde
kullanilmasiyla baslamistir. Daha sonralari, kanamayi durduran bir ajan olarak
devam edilmistir. Kollajen ayn1 zamanda yiizde giines etkisi, yashlik veya mimikler
sonucunda belirginlesen ¢izgilerin giderilmesinde kullanilir. Kollajen, yeni iyilesen

yaranin saglamlagmasinda gorev alir [10].



1.2.2.3. Fibroblastlar ve kok hiicreler

Bag dokusunun sabit hiicreleri fibroblastlardir. ECM’de bulunan GAG, kollajen ve
elastinin ¢ogunu bu hiicreler sentezler. Normal kosullarda aktif olmayan fibrositler,
bag dokusunun onarilmasinda aktif hale gecerek ECM ve fibril (kollajen) sentezi

yapacak fibroblastlara doniisiirler.

Bag dokuda bulunan bir diger 6nemli hiicre tipi ise kok hiicrelerdir. Kok hiicreler
dogum sonras1 yasamda, gerektiginde doku onarimi, yeni doku ve kan damari
olusumunda aktif hale gecerek boliinlip c¢ogalirlar ve bu dokularin degisik

hiicrelerine doniisiirler [7].
1.3. Yumusak Doku Iyilesmesi

Yumusak doku iyilesmesi yaralanmadan hemen sonra baglar ve dogal iyilesme siireci
olarak adlandirilan 6zel bir siray1 izler. Yara kenarlarindan salgilanan maddeler,
damar ve hiicreleraras1 degisimleri bagslatarak, kanamayi kontrol altina alir,

enfeksiyonu engeller ve iyilesme siirecini hizlandirir.

Iyilesme isleminin etkili ve verimli olmasi, yaralanan bdlgeye, yaranm biiyiikliigiine
ve ciddiyetine gore farkliliklar gosterirse de, iyilesme siirecindeki sira degismez.
Sekil 1.3’de iyilesme asamalar1 sematik olarak gosterilmistir. Iyilesmede hemostazis,

inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlar1 bir sira halinde gergeklesir
[10].
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Sekil 1.3. Yara iyilesme siireci [10]

Yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi uzun ve karmasik bir siirectir. Bu silirecin
anlasilmas1 doku miihendisliginde doku iskelelerinin igeriginin ve morfolojisin

belirlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

Hemostaz ve inflamasyon safthasinda oncelikle yara bdlgesine enfeksiyonlar1 ve kan
kaybmi engellemek amaciyla calisacak olan immiinolojik elemanlar (notrofiller,
lenfositler, makrofajlar, eozinofiller) ve kan pihtilastiricilar (trombositler, fibrinojen)
gonderilir. Proliferasyon safhasinda, fibroblastlar, 48.-72. saatlerde goriilmeye
baslarlar. Fibroblast ¢ogalmasi, diisiik oksijen basinci olan alanlarda artar, yaranin
merkezinde ve ilerleyen yeni damar olusumun Oniinde cogalma en fazladir.
Fibroblastlarmn ana metabolik fonksiyonlari, kollajen, proteoglikan ve elastin
sentezidir. Bag dokusunun ana makromolekiilii, kollajendir. Fibroblastlar, nedbe
(skar/scar doku) olusumunda ana elemanlardir ve yumusak doku zedelenmesinin

iyilesmesinde temel {iriin olan kollajeni olusturarak, yara direncini saglarlar [10].

ECM’in ana elemani olan proteoglikanlar, yeni olusan nedbe dokusunun %50’sini

olustururlar. Diger %50 miktar1 kollajen olusturur.



Yara iyilesmesi siirecinde yaralanan bdlgeye Oncelikle piht1 olusturmaktan ve
bagisikliktan sorumlu hiicrelerin go¢ etmesi yaranin iyilestikten sonraki goriiniimiinii
kusurlu hale getirmekte ve hatta ciddi yaralanmalarda yetersiz kaldigindan yara

kronik hale gelmektedir.

Doku iskelesinin igerigi belirlenirken bu durum goéz Oniine alinarak yapilan bazi
calismalarda, yaralanmayi takiben kollajen ile muamele edilen yaralarin, dogal
lyilesme siirecine birakilanlara oranla %48 oraninda daha hizli ve orijinal dokuya en

yakin sekilde 1yilestigi gosterilmistir [11].
1.4. Biyouyumlu ve Biyobozunur Malzemeler

Literatiirde en yaygin olarak kullanilan biyomalzeme tanimi1 "Biyolojik sistemler ile

etkilesim amaci ile hazirlanmis, tibbi araglarda kullanilan cansiz malzemeler dir [12].

Bir malzemenin biyomalzeme olabilmesi i¢in en 6nemli kosul biyouyumluluktur,
yani spesifik uygulama esnasinda malzemenin konuk oldugu ortama kars1 sergiledigi

olumlu tepkidir [13].

Biyoerozyon bir malzemenin yasayan organizmalar tarafindan kimyasal olarak
kirilmast ve fiziksel 6zelliklerinin degismesi olarak tanimlanmaktadir [14]. Bir
biyomalzemenin biyouyumlu olmasi ayni zamanda toksik o6zellik gostermemesi
anlammna da gelir; polimerik biyomalzemeler sentezlenirken katki maddeleri
kullanilmaktadir ve bu maddelerin polimerik yapidan disariya salinarak bulundugu
ortamdaki hiicrelere toksik bir etkisinin olmamasi gerekmektedir [15].
Biyomalzemenin hazirlanma islemi biyolojik ve yapisal ozellikler agisindan
karmasik bir durumdur. Malzeme bilimi ve miihendislik dallarmna diisen gorev,
hazirlanan malzemenin mekanik 6zellikleri ile erozyon hizi, sekillendirilme 6zelligi,
yiizey morfolojisi ve gozenekliligi gibi 6zelliklerinin hedef dokunun 6zelliklerine
gore uyarlayabilmektir. Biyolojik a¢idan da biyomalzemenin arzu ediliyorsa biiylime
faktorii ve hiicre tutunmasini kolaylagtiracak uygun baglayici ajanlar igermesi
saglanmali ve bagigiklik sistemi tarafindan yabanci madde olarak algilanmamasi ve
arzu edilen biyoaktifligi gdstermesi i¢in gerekli modifikasyonlar gerceklestirilmelidir
[16].
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Biyomalzemeleri metaller, seramikler, kompozitler ve polimerik malzemeler olarak
smiflandirabiliriz [17]. Fakat giinlimiizde polimer biliminin gelismesiyle birlikte artik
doku miihendisligi i¢in en uygun doku iskelesi malzemeleri polimerik ve kompozit

malzemeler olmustur.

1.4.1. Doku miihendisliginde kullanilan sentetik polimerler

Polimerik malzemeler, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilmeleri igin
bircok 6nemli 06zellige sahip olmalidirlar [18]. Bu 06zellikler Tablo 1.1°de

srralanmaistir.

Tablo 1.1. Biyouyumlu malzemelerde olmasi gereken 6zellikler [18]

Onemli Ozellikler

Viicuda yerlestirildikten sonra her hangi bir alerjik etki ya da toksik salinim
gostermemeli

Kontrollii bozunma siiresine sahip ve biyobozunur olmali
Uygun raf 6mriine sahip olmali

Hiicrelerin baglanabilmesi, biiyiiyebilmesi ve farklilasabilmesi i¢in uygun
kimyasal ve fiziksel yilizey 6zelligine sahip olmali

Besinlerin ve yapidan atilacak olan iiriinlerinin gecgisini saglayacak gozeneklere
sahip olmal1

Bozunma siiresi iyilesme ya da rejenerasyon siiresi ile birbirini tamamliyor olmali

Bozunma iriinleri toksik olmamali, metabolize olabilmeli ve viicut tarafindan
atilabilmeli

Uygulandig1 dokuya gdre uygun mekanik 6zellikler gostermeli

Kolay ve ¢oklu sekil verilebilir 6zelliklerde olmali

Kimyasal karakteri benzer olan polimerler belli kosullar altinda ¢ok farkli davranis
sergileyebilirler. Ornegin, polietilen ve yiiksek molekiil agirlikh polietilen ortopedide

diz ve kalca yer degistirme biyomalzemesi olarak farkli davranig gosterirler.
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Polietilene gore yliksek molekiil agirlikli polietilen daha az yipranma ve ¢okme teskil

eder [16].

Polimerik biyomalzemelerin biyoerozyonu, polimer zincirindeki baglarin hidrolitik

ya da enzimatik olarak kirilmasi ile gergeklesir [18].

Bu nedenle de polimerik biyomalzemeleri bozunma kinetigine gore hidrolitik olarak
bozunan polimerler ve enzimatik olarak bozunan polimerler diye ikiye ayirabiliriz.
Ornegin, insan metabolizmasinda bozunan PLA yan iiriin olarak laktik aside ve sitrik
dongii ile su ve karbon dioksite dontislir. Dogal esasli polimerlerin ¢ogu enzimatik

olarak bozunmaya ugrarlar [16].

Sentetik biyomalzemeler genellikle biyolojik olarak aktif degildirler ve o6zellikleri
daha ongoriilebilirdir. Spesifik uygulamalara gore 6zellikleri degistirilebilir. Implant
olarak enzimatik bozunabilir polimerlere nazaran daha ¢ok hidrolitik bozunabilir
polimerler tercih edilmektedir. ilk sentetik esasli biyomalzeme olarak poli(glikolik
asit) ameliyat iplikleri 1960’11 yillarda sentezlenip kullanilmis [19] ve ardindan da
ortopedik ve diger tibbi uygulamalar i¢in yeni polimerik malzemeler {iretilip
gelistirilmistir [20-22]. Sentetik biyobozunur ve biyouyumlu polimerler Tablo 1.2°de
verilmistir. Tipta yaygin olarak kullanilan sentetik polimerler ve kullanim alanlar1

Tablo 1.3’de verilmistir.

Tablo 1.2. Biyobozunur sentetik polimerler ve uygulama alanlar1 [18]

Biyobozunur Sentetik Polimerler Uygulama ve Arastirma Alanlari

Poli(glikolok asit)

Poli(laktik asit) ve kopolimerleri Bariyer membranlar, ilag  tasima

Poli(kaprolakton ve kopolimerleri) siztemleri,  ortopedik  uygulamalar,
Polianhidritler stentler, dikis ipleri, yara ortiileri,

isi i tiricilar, kan ile temas eden
Polisiyanoakrilatlar yapagtircilar a

sistemler gibi.
Poli(amino asitler)

Polifosfatazlar

12



Tablo 1.3.Tipta kullanilan polimerlerin yaygin klinik uygulamalar1 ve tipleri [18]

Kullanim Alanlari

Tipleri

Kulak ve kulak parcalari
Yiiz protezi

Soluk borusu

Kalp ve kalp bilesenleri
Kalp hizlandiricisi

Akciger, karaciger parcalar
Yemek borusu parglari

Kan damarlar1
Biyo-bozunur dikis iplikleri
Sindirim sistemi pargalari
Parmak eklemleri

Kemik ve eklem yerleri

akrilik, polietilen, silikon, poli(vinil kloriir) PVC
akrilik, PVC, poliiiretan (PU)
akrilik silikon, naylon

poliester, silikon, PVC

polietilen, esetal

poliester, polialdehit ve PVC
polietilen, polipropilen (PP), PVC
PVC, poliester

PGA, PU

silikon, PVC, naylon

silikon, UHMWPE

akrilik, naylon, silikon, PU, PP, UHMWPE

1.4.2. Doku miihendislig@inde kullanilan dogal polimerler

Dogal polimerler, biyolojik olarak iiretilen ve benzersiz islevsel 6zelliklere sahip
olan polimerlerdir. Proteinler (6rnegin kollajen, jelatin, elastin, aktin, vb.),
polisakkaritler (seliiloz, nisasta, dekstran, kitin vb.) ve poliniikleotidler (DNA ve

RNA) baslica dogal polimerlerdir [23].

Bag dokuyu olusturan hiicreler, metabolizma iirlinlerinin biiyiikk ¢ogunlugunu
sentezden sonra hiicre digina (ekstraseliiler) salgilarlar. Bu sentez iiriinleri olarak

kollajen, elastin ve proteoglikanlar 6rnek verilebilir [23].

Viicutta bag dokunun ana bileseni olan kollajen, toplam viicut proteinlerinin yaklasik
1/3’linli olusturur. Kollajen, kikirdakta %50, korneada %68, deride %74 oraninda

bulunuyor. Kollajenin yapisinda %35 oraninda glisin, %11 oranindaysa alanin amino
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asitleri bulunur. Kollajen, diger proteinlerden farkli olarak %12 oraninda prolin ve

%9 oranindaysa hidroksiprolin amino asidi de igerir [17].

Kitin uzun ve dogrusal yapiya sahip bir polisakkarittir. Yapis1 seliiloza ¢ok benzer.
Kitin, genel olarak yengeg, karides, midye gibi baz1 deniz kabuklularinim, istiridye
kabugu, miirekkep balig1 iskeleti gibi baz1 deniz yumusake¢alarinin ve sinek, ¢ekirge,

ortimcek gibi bazi boceklerin kabuklarinda yer aliyor.

Kitinin  ticari  olarak  kullanimi,  beraberinde = bulunan  proteinlerin
uzaklastirilmasmdaki giigliikler nedeniyle sinirli kaliyor. Kitinin, heparin ile olan
iligkisi nedeniyle kitin siilfatlar kan pihtilagsmasini Onleyici (antikoagiilan) olarak

kullanilmaktadir.

Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir
poliaminosakkarit ve dogal olarak meydana gelebilen birkag katyonik
polielektrolitten biridir. Kitosan iiretiminde hammadde olarak kitin kullanilmaktadir

[17].

Hyaluronik asit, uzun zincirli bir polisakkarittir. Bu asit, insan viicudunda bir yapitas1
olarak, her tiirlii dokuda (epitelyumdan sinir dokusuna kadar) ve eklem sivisinda
bulunan bir molekiildiir. G6zlin cams1 sivisi, kikirdak, eklem sivisi, alt deri (dermis),
iist deri (epidermis) ve gobek bagi gibi viicutta farkli bolgelerde bulunur. Yiiksek
molekiil agirlikli ve negatif yiiklii olusu ona viskoelastik bir 6zellik kazandirir. Dogal
ve sentetik polimerlerden daha fazla (kendi hacminden bin kat fazla) su tutar. Horoz
ibigi, gobek bagi ve diger bazi hayvansal kaynaklardan saflastirilir; ayrica,
bakteriden fermantasyon ve dogrudan ayirma (izolasyon) metotlariyla elde edilebilir.

Herhangi bir sekilde alerjik reaksiyonlara sebep olmaz.

Hyaluronik asit, dokularin hidratasyonu (kimyevi reaksiyon sonucu su ile birlesmesi)
ve nemlenmesinde, dokulardan madde gecisinde, hiicrelerin hareketinde,
farklilagmasinda ve boliinmesinde, eklem kayganliginin saglanmasinda, kan akisiyla
yasayan cilt hiicrelerine temel besinlerin taginmasinda vazife goriir. Bu yiizden
ortopedi, romatoloji, oftalmoloji, dermatoloji ve kozmetolojide kullanilmaktadir.
Hyaluronik asit, enjekte edildigi yerde, yapisinda ve seklinde uzun siire deformasyon

olmadig1 i¢in yara tedavisinde de kullanilir; en ¢ok tercih edilen dolgu maddesidir.
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Mekanik ve kimyevi zararlara kars1 cildi yumusatici bir rol oynar. Viicudun iirettigi
hyaluronik asidin % 50'si iist deride bulunur ve kandaki yarilanma 6mrii ¢ok kisa

(2,5-5,5 dk.) oldugu i¢in kisa siirede viicuttan atilir.

Cildin kollajen yapisiin bozulmasmin ana sebebi, kollajeni destekleyen hyaluronik
asit stokunun azalmasidir. Yaslanmaya bagli olarak cesitli faktorlerle iist derideki
hyaluronik asit seviyesi diiser ve neticede cilt yaslanir, incelir; cildin nemi azalir,
esneklik ve gerginligi kaybolur. Hyaluronik asitli kremler deriye uygulandiginda
derinin nem orani artar; deri lizerinde ince bir film tabakasi olusur ve deri yumusar;
cildin esnekligi ve yeniden yapilanmasi saglanir. Kullanimi Amerikan Milli Ilag
Ajanst (FDA) tarafindan 2003'te onaylanmistir. Doku miithendisligi ve ilag tagima
sistemlerinin temel bileseni olabilecek, yeni, biyouyumlu ve Dbiyolojik olarak
parcalanabilen polimer tasiyic1 lretimine uygundur. Hyaluronik asidin molekiil
agirhigr ve deri degisiminin azalmasi neticesi, eklem sivisinin viskoelastik 6zelligi
kaybolmakta ve eklem kikirdaginda daha ¢ok asinma ve yipranmalar olusmaktadir.
Bunlarin tedavisinde eklem i¢i hyaluronik asit enjeksiyonu kullanilmaktadir. Bunun,
eklem sivisiyla kikirdak arasinda metabolik degisimi diizenleyen, yar1 gecirgen bir
bariyer olusturucu tesiri vardir. Bazi 6n farmakolojik incelemelerde, hyaluronik
asidin kikirdak yapisim1 korumaya ve agrinin azalmasma yardimeci oldugu

gosterilmistir [24].
1.5. Doku iskeleleri

Doku miihendisliginde kullanilan doku iskeleleri kullanilacak bdlgeye ve kullanilan
malzemeye gore ¢esitlilik gosterirler. Her seyden once doku iskeleleri biyouyumlu
olmak zorundadir. Daha sonra kullanim amacina gore uzun ya da kisa biyoerozyon
sirelerine sahip olmalar1 beklenir. Uygun gozeneklilige sahip olmalar1 hiicre
tutunmasi, ¢ogalmasi, besinlerin girisi ve atiklarin ¢ikist i¢in oldukca Onemlidir.
Doku iskelelerinin viicutta kullanilacagi bolgeye gore istenen mekanik 6zellikleri

vardir. Bunlar1 saglamak amaciyla uygun malzeme se¢imi olduk¢a 6nemlidir [25].

Doku iskeleleri giiniimiizde farkli formlarda tiretilebilmektedir. Bunlar filmler [26-
27], kopiikler [28], ve fiber [29-30] formlarinda olabilmektedir. Sekil 1.4’de bu

formlara 6rnekler verilmistir.
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SEM goriintiisii [32] C. Fiber doku iskelesinin SEM goriintiisii

Gilintimiizde yumusak doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan form fiber formlardir
[33,34]. Fiber formlar hiicre tutunmasi ig¢in dogal ECM’e benzer bir zemin
olusturduklarindan dolayr yumusak doku miihendisliginde ¢okca ¢alisilmaktadirlar.
Bir¢ok sentetik ve dogal polimerlerden fiberler olusturulabilir. Mikro ve nanofiber

formlar elektro egirme yontemiyle iiretilebilmektedir [35].
1.6. Kullamlan Deneysel Yontemler ve Cihazlarin Calisma Prensipleri
1.6.1. Elektro-egirme Yonteminin Tarihcesi ve Calisma Prensibi

Elektro-egirme islemi eski bir teknolojidir. Bu islem 1600’li yillarda, William
Gilbert’in manyetizma {izerine c¢alismalar1 esnasinda tesadiifi bir sekilde elektro-
manyetizmanin sivilar lizerindeki etkisini gozlemlemesi ile ortaya ¢ikmistir [36].
Calismasinda bir su damlasmi elektriksel olarak kuru bir yiizeyden belli bir
mesafede, bir koni biciminde ¢ekildigine isaret etmistir. Iste bu elektro egirme
isleminin ilk olarak ortaya kondugu ¢alismadir [37]. 1882’de Lord Rayleigh, elektrik
yiikline sahip damlalarin elektro-egirme sirasinda gosterdigi diizensiz hareketler
iizerinde ¢alismistir [38]. Rayleigh yalitilmig bir yiiklii damlacigin kararlilig1 tizerine
teorik bir ¢alisma yapmis ve yiikiin kararliligmi saglayan yiizey geriliminin iistiinde
bir deger aldigimda damlacigin kararsiz bir hale geldigini ve parcalanmanin
gerceklestigi teorisini ortaya koymustur. Damla {izerine etkiyen iki kuvvetten birinin
elektrik kuvveti, digerinin ise elektrik kuvvetine tam zit yonde damlay1 etkileyen
yiizey gerilimi kuvveti oldugunu bulmustur [39].

Elektro tiretim yontemiyle lif tiretimi hakkindaki ilk patent 1934 yilinda Anton
Formhals tarafindan alinmistir [40]. Formhals sivilar {izerinde elektrik alan kullanimi

ile suni ve sentetik filament iiretimi {izerine bir tasarim yapmistir [41].
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1977°de Martin ve ekibi elektro iiretim yoluyla organik polimerlerin lif agin1 elde
ettiler. Boylece Martin ve ekibi fibrilli tiilbenti icat etmis oldular. Iki veya ii¢ boyutlu
organik malzemelerin liflerinden tibbi malzemelerde kullanilmak {izere elektro

iiretim yontemiyle lif ag1 olusturmuslardir [42].

1982°de Bornat, bir silindir iizerine takilip sokiilebilir bir tabaka sarmistir ve bu
mekanizmay1 elektro iiretimde kullanmigtir [43]. Sekil 1.5’de bu sistem
gosterilmistir. Bu sistemde de ana siirecler dncekilerle aynidir. Bornat, bu islemde
poliiiretanin kullanilmasiyla elde edilen tiip yapilarmin suni kan damar1 ve idrar
kanali olarak kullanilabilecegini iddia etmistir. Elektro liretim yontemi kullanilarak

suni vaskiiler yapilarm elde edildigi baska patentler de vardir.

Boru seklinde
Katmanlar

Lif olusturan Malzeme ve
Siringa
Saricl
Sekil 1.5. Bornat Deney Diizenegi [44,45]

Polimer esasli nano/mikro fiberlerin iiretimi i¢cin en etkin yontem elektro-egirme
yontemidir. Elektro-egirme akiskanlar dinamigi, polimer kimyasi, temel fizik,
elektrik fizigi, makine ve tekstil miihendisligi disiplinlerini barindiran disiplinler
arasi bir yontemdir. Elektro-egirme yontemi i¢in gerekli deney diizenegi Sekil 1.6°da
verilmistir. Bu diizenek temel olarak onemli {i¢ ana par¢adan olusmaktadir. Bunlar

yiiksek voltaj gii¢ kaynagi, besleme {initesi (siriga pompasi) ve toplayicidir.
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Siringa
pompasi

Topraklanmig
toplayici

| |
.

Yiksek voltaj
glic kaynagi

Sekil 1.6. Basit bir elektro-egirme diizenegi

Bu teknikte, polimer uygun bir ¢6ziiclide ¢oziinilir ve kiit uglu bir ignesi bulunan bir
sirmgaya doldurulur. Siringanin iletken ignesine yiiksek voltaj gilic kaynagi baglanir.
Siringa bir pompaya yerlestirilir ve karsisina uygun bir mesafede topraklanmis
iletken bir toplayici yerlestirilir. Diizenek kurulduktan sonra yiiksek voltaj giic
kaynag1 uygun bir voltajda calismaya baglatilir. Elektrik yiikleri polimer ¢dzeltisinin
viskozitesi ve ylizey gerilimini yendiginde bu zamana kadar ignenin ucunda
damlacik seklinde bulunan polimer ¢ozeltisi koni (Taylor konisi) seklini alir ve
koninin ucundan ilerleyen nano/mikro boyutlarda fiberler yolda kuruyarak karsidaki

toplayiciya tutunurlar.

Elde edilmek istenen mimariye gore farkli toplayici diizenekleri kurulmaktadir.
Ornegin damar doku iskelesi olusturmak igin toplayici olarak, donen silindir bir boru
kullanilabilir ya da kas dokularmin ECM’ini taklit etmek amaciyla yonlenmis

fiberler olusturmak istendiginde birbirine paralel toplayicilar kullanilabilir.

Yumusak doku miihendisliginin bir¢ok uygulamasi i¢in yonlenmis fiberler tercih

edilmektedir. Bu tiir fiberler Sekil 1.7’deki prensiple iiretilebilir.
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Sekil 1.7. Yonlenmis fiber olusturma prensibi

Polimer ¢ozeltilerinden nano/mikro fiberler olustururken g6z 6niinde bulundurulmasi
gereken bazi degiskenler vardir. Cozelti degiskenleri molekiiler agirlik, molekiiler
agirlik dagilimi, polimerin yapisi (lineer, dallanmis), ¢ozelti 6zellikleri, viskozite,
iletkenlik, ylizey gerilimi ve pH’dir. Sistem degiskenleri uygulanan voltaj, akis hizi,
toplayic1 ile igne arasindaki mesafe, toplama plakasinin c¢esididir. Cevresel
degiskenler ise ¢oOzelti sicakligi, ortam sicakligi, nem ve hava akimi olarak
siralanabilir.

Siringanin kilcal ucu ile toplayict arasindaki mesafenin azaltilmasiyla morfolojik
degisimler yapilabilir. Mesafeyi arttirarak veya elektrik alan giicli azaltilarak damla
yogunlugu azaltilir. Yikli alanlar periyodik yollarla morfolojiyi etkileyebilir, ylizey
sekillerinde degisiklige sebep olabilir [46].

Voltajin artmasiyla lif ¢ap1 belli bir noktaya kadar azalirken, o noktadan sonra
voltajin artmasi daha fazla polimer beslenmesine neden olur. Taylor konisi ignenin
ucunda olma egilimi gosterirken, artan voltaj degeri ile koni igne i¢inde olusmaya

baslar ve daha fazla polimer ¢ekilir [47].
1.6.2. Liyoflizasyon

1900°lii yillarin ilk geyreginde gelistirilmistir. Ilk liyofilizasyon aygit1 1905 yilinda
Benedict & Manning tarafindan gelistirilmis olan bir kimyasal pompadan tiiremistir.
1930’Iu yillardan bu yana liyofilizasyon ecza ve biyoteknoloji firmalar: tarafindan

yenilenmistir [48].
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Liyofilizasyon, maddenin kurutulmasi i¢in ¢dziiciisiiniin siiblimlesme adi verilen bir
siirecten gectigi tekniktir. Uriinlerin i¢inde bulunan su en basta dondurulur ve bu
haldeyken siiblimlesme ile su uzaklastirilir. Siiblimlesme maddenin kat1 (buz) halden
gaz (su buhari) haline, maddenin sivi1 hali atlanarak yani buzun erimesine imkan
olmaksizin gecisidir. Buz haline gelmis su, diisiik basing ortaminda, belli belirsiz bir
sicaklik artist durumunda dogrudan buharlasir. Boylelikle kurumanin elde edilmesi
icin yiiksek sicakliklara ihtiya¢ kalmaz. Bu yontem iiriinlerin molekiiler ve hiicre
yapisinda yarilma gibi degisikliklere yol agmaz. I¢ ve dis yapilar1 bozulmaz
neredeyse en bastaki hallerini korurlar [48]. Sekil 1.8’da laboratuar tipi bir

liyofilizator gosterilmektedir.

TR
RITRTIRIT

e e s s e b e wm— 0 w—

Sekil 1.8. Laboratuvar tipi bir liyofilizator [49]

Genel hatlariyla liyofilizasyon islemi ii¢ temel asamadan olugur: Dondurma, birincil
kurutma (siiblimlesme), ikincil kurutma (dezorpsiyon). Asamalar su sekilde
seyreder: Uriin dondurma isleminden gegirilir. Uriin tipine gére dondurma isleminin
sliresi iyice uzun veya biraz daha kisa tutulur. Birincil kurutma asamasinda iiriiniin
icinde bulundugu liyofilizasyon kabininde hafif bir vakum uygulanir ve sicaklik
giderek diistiikce yiiksek enerjideki molekiiller kendiliklerinden disar1 ugarlar.
Ikincil kurutma asamasinda ise, 6te yandan, vakum maksimum seviyeye ¢ikarilir ve

kristallesmis ve maddeye tutunup kalmis son su molekiilleri maddeden disar1 ¢ekilir
[48].
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1.6.3. iklimlendirmeli cekme testi

Malzemelerin ¢cekme, sikistrma gibi dig etkenler sonucunda gosterdikleri tepkileri
incelemek ve bu sekilde malzemenin mekanik Ozelliklerini anlamak igin
malzemelere bazi mekanik testler uygulanir. Bu sekilde malzemelerin, test yapilan
kosullara benzer ortamlarda test edilen mekanik 6zellikler agisindan kullanigh olup
olmadiklar1 anlagilir. Bu amagla uygulanan testlerden en Onemlisi ¢ekme testidir

[50].

Cekme testinde standartlara gore hazirlanmis O6rnek, ¢ekme cihazinin iki ¢enesi
arasma Sekil 1.19°da gosterildigi gibi yerlestirilir. Ornek sabit deformasyon hizinda
cekilirken deformasyona karsi gosterdigi direng Olgiiliir. Gerilmeye karsi uzama
verisi kaydedilir. Deney, test Orne8i kopana kadar siirdiiriilebilir. Bu deney
sonucunda, malzemenin hangi yiiklemede ne kadar uzadigi ve hangi yiiklemede

koptugu gibi verilere ulagilir [50].

Cekme yoni

Hareketli

Ust Cene
7 Numune

Sabit Alt
Cene

Sekil 1.9. Cekme cihazinin temel bilesenleri
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Cekme testi sonucunda malzemelerin kopma dayanimi, kopma anmdaki uzama
degeri ve elastik modiilii gibi 6nemli mekanik 6zellikleri belirlenir. Ayrica ¢gekme
testi sirasinda gerilimin uzama miktarina kars1 grafige gegirilmesi ile de malzemenin

karakterini yansitan gerilim-gerinim egrileri elde edilebilir [51].

Sartlandirmali ¢ekme cihazlar1 standart ¢ekme cihazlarinin fonksiyonuna ek olarak
cekilen numuneyi kullanilacagi ortam sartlarindaki sicaklik ve pH degerlerindeki
mekanik ozelliklerinin anlagilmasmi saglar. Kapali bir kabin igerisinde sivi bir
ortamin i¢inde ¢ekme islemi gerceklesir. Bu sivi ortam distile su olabilecegi gibi
numunenin kullanilmak istendigi ortamla esdeger bir siv1 da olabilir. Ornegin; doku
mithendisligi i¢in tasarlanan bir numune ¢ekilirken sivi ortam olarak distile su ya da
pH 7.2-7.4 arasinda olan fosfat tamponu kullanilabilir ve sicaklik 37 °C olarak
ayarlanabilir. Sekil 1.10’de sivi ortam icinde ¢ekme imkanmi saglayan bir ¢ekme

cihazi gosterilmektedir.

Ceneler

Sivi
Siviortam - " banyosu
kabini kontrol

paneli

Sekil 1.10. Siv1 banyolu bir mekanik test cihazi
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1.6.4. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramalt elektron mikroskobu, incelenecek Ornegin yilizeyinin elektronlar ile
taranmas1 yoluyla yiliksek ¢Oziiniirlikte ylizey gorintiilerinin elde edildigi bir tiir
elektron mikroskobudur [52]. Ormneklerin yiizeyindeki ¢ok kiiciik girinti ve
cikintilarm, ya da gozeneklerin ayrmtilt bir sekilde goriintiillenmesini saglar [53].
SEM; optik kolon, numune hiicresi ve goriintiileme sistemi olmak iizere {i¢ temel

kisimdan olusmaktadir [52].

Optik kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi,
elektronlar1 numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin uygulandigi anot
plakasi, ince elektron yogunlastirict mercekler, demeti numune iizerinde odaklamak
icin objektif mercegi, bu mercege baglh cesitli ¢apta apertiirler ve elektron demetinin
numune yiizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek sistemleri
elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune {zerine
odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune 10™ Pa gibi diisik bir basmngta
tutulmaktadir. Goriintii sisteminde, elektron demeti ile numune girisimi sonucunda
olusan cesitli elektron ve 1s1malar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢cogalticilar
ve numune Yyilizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan

manyetik bobinler bulunmaktadir [53,54].

SEM ile incelenen 6rnekler iletken ya da yalitkan olabilirler. Yalitkan 6rneklerin
goriintiilerinin incelenebilmesi i¢in Once iletken hale getirilmeleri, bunun i¢in de
altin, altin/paladyum veya aliiminyum gibi ince iletken bir tabakayla kaplanmalar1
gerekmektedir. SEM’de biiylitme orani araligi 10 ile 50.000 arasinda olabilir. Ayrica
numunenin belli bolgelerindeki element bilesimlerinin nitel, ya da yar1 nicel
analizlerini de yapmak miimkiindiir [53]. SEM’in calisma prensibi sematik olarak

Sekil 1.11°de goriilmektedir.
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Sekil 1.11. Taramali elektron mikroskobunun sematik gosterimi [55]

1.6.5. Fourier doniisiimlii kiz1lotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi, malzeme i¢cindeki fonksiyonel gruplarin
tiirlerini belirlemede kullanilan en etkin spektroskopik analiz yontemidir. Molekiilleri
olusturan atomlar siirekli hareket halinde bulunmaktadirlar. Bu hareketler sonucunda
molekiillerde titresim hareketleri olusmaktadir. Bu titresim hareketleri de baglarda

gerilme ve egilme hareketlerinin olugmasini saglamaktadir [56].

Bu teknikte molekiil i¢indeki rotasyonel enerjinin yani sira belli atom veya atom
gruplarinin titresim enerjilerine karsilik gelen 6rnek spektrumu referans spektrumu

ile karsilastirilarak 6rnegin bilesenleri tanimlanir [57].

Cok yonlii ve genis c¢apta kullanilan FTIR teknigi, 151k demetinde karisiklik
yaratmaya dayanir. Kaynak 151k demeti iki kisma ayrilir ve devam eden degisen faz

farki iki bileske demetinden birinin igine yerlesir. iki demet tekrar bir araya getirilir
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ve karigik sinyaller olgiilerek girisim egrisi (interferogram) olarak kaydedilir [58].
Sekil 1.12°de 6rnek bir FTIR spektrumu verilmistir.
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Sekil 1.12. Ornek bir FTIR spektrumu [59]
1.6.6. Dinamik mekanik analiz (DMA) yontemi

Dinamik Mekanik Analiz yontemi, bir diger adiyla DMA, numune iizerinde kiigiik
bir gerilim dongiisiiniin uygulandig: bir tekniktir. Bu teknik ile numunenin gerilime,
sicakliga ve frekansa karsi gosterdigi tepki Olgiiliir. DMA yontemi molekiillerin
hareketlerinden kaynaklanan hal degisimlerini saptar. Viskoelastik malzemelerin
mekanik 6zellikleri sicaklik, frekans ve zamana gore belirlenebilir. Yapi-morfoloji

iligkisi hakkinda da bilgi almak miimkiindiir [60].

Bir malzeme iizerine yiik uygulandiginda, deformasyon gerceklesir. Eger yiik
uygulanan malzeme ideal elastik bir malzeme ise, uygulanan yiik kaldirildiginda
deformasyon kaybolur. Buna elastik deformasyon denir. Elastik deformasyon,
malzemeye uygulanan yiik ile dogru orantilidir ve yiik uygulandiginda gecikmeksizin
deformasyon goriiliir ve yik kaldirildiginda da tamamen kaybolur. Bazi
malzemelerde ise, Ornegin polimerlerde, deformasyon dogrusal degildir ve
uygulanan yiikke gore gecikmeli gergeklesir. Elastik davranigin karsiti viskoz
davranistir. Viskozluk katilara 6zgii degil, sivilarin bir davramis bigimidir. Ideal
viskoz bir malzemede deformasyon hizi yiik ile dogru orantilidir. Ideal viskoz bir
malzemede bu orant1 sabit, ancak gerinim zamana bagimhdir. Vizkoz malzemede

goriilen deformasyon geri donmez ve malzeme iizerinde kalir [60].
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Viskoelastik davranisi1 6lgmek i¢in kullanilan ydntemlerden biri olan DMA,
belirlenmis bir geometriye sahip numuneye siniisoidal deformasyon uygulanarak
caligir. Numune gerilim kontrolii ya da gerinim kontroliine tabi tutulur. Bilinen bir
gerilim altinda, numune belirli bir 6l¢iide gerinim gosterir. DMA yonteminde bu
sinusoidal bir sekilde uygulanir ve numunenin ne kadar deformasyon gosterecegi

malzemenin sertligine baglhdir [60].

Daha genel bir tanimla, DMA soniimii 6lger ve bu 6zellikleri modiil ve kayip faktorii
(tan delta) degerleri ile takip eder. Olciimler sinusoidal kuvvet uygulanarak alindigi
icin, modiil iki bilesenden olusur, sinusoidal kuvvetin es fazli bileseni depo
modiiliinii, disar1 fazli bileseni ise kayip modiiliinii verir. Depo modiilii, E’,
numunenin elastik davramigini gosterirken, kayip modiil (E”) malzemenin viskoz
davranigini belirtir. Kayip modiiliin depo modiiliine orani ise kayip faktorii, yani tan

deltay verir (tan delta = E”/E’) [60].

DMA ile sicaklik ya da frekans taramasi yapilabilmektedir. Sekil 1.13’de sicaklik
taramasi yapilmis bir numunenin tipik egrisi ve Sekil 1.14’de frekans taramasi

yapilmis bir numunenin tipik bir egrisi verilmistir.

Camsi Bol
1 Boge Gegis

Bolgesi

Kaugugumsu
Plato

Sonlanma Bolgesi

Depo Modulu (E*
—_— = = Kayip Modull (E* )

"
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Sekil 1.13. DMA sicaklik taramasi analizinden elde edilen tipik bir termal
egri [61]

26



| | Gecis .
= ! ! Bolgesi |
';g i Kaucugumsu | N
= ! Plato ! N o———— -
~— | Sonlanma . "
= Bolgesi : I Cams1Bolge
o, 1 ” |
=, T =T
< 1 1
hYa 1 I
L] I |
=S 1 1
— 1 !
& /’_ﬁ : !
2 X ! Depo Modiilii (E¢)
LB ] 1 1
A : == Kayip Modiilii (E*)

Frekans (Hz)
Sekil 1.14. DMA frekans taramasi analizinden elde edilen tipik bir termal egiri [61]

1.6.7. Diferansiyel taramah kalorimetri (DSC)

Diferansiyel Taramali Kalorimetri, 1s11 gecisler, 1s1 kapasitesi, reaksiyon ve
kristalizasyon kinetigi gibi 6nemli 6zelliklerin karakterize edilmesinde kullanilan bir

tiir kalorimetrik 1s1l analiz teknigidir [54].

Bu cihazin ¢alisma prensibi, sabit hizla 1sitma veya sogutma kosullarinda 6rnek ve
referans madde sicakliklarmin ayni tutulmasi i¢in gerekli olan 1s1 akigimin zaman ve
sicakliga gore kaydedilmesi esasmna dayanmaktadir [62]. Sekil 1.16°’da DSC’nin

sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 1.15. DSC’nin sematik gosterimi [63]
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DSC’de biri 6rnek, digeri referans i¢in olmak iizere iki hazne bulunmaktadir. Bos
ornek kabi referans haznesine yerlestirilirken, iginde polimer bulunan ikinci kap
ornek haznesine yerlestirilmektedir. Polimerik malzemeler i¢in genellikle aliiminyum
kaplar kullanilmaktadir. Analizin baslangi¢ sicakligmin belirlenmesinin ardindan iki
hazne de belirlenen baslangic sicakligina ulasincaya kadar isitilmakta, ya da
sogutulmaktadir. Baslangi¢ sicakligina ulasan hazneler, belirlenen metot kapsaminda
belirtilmis son sicaklik degerine ulagincaya kadar belirli hizda (°C/dak) sitilmakta,
ya da bir dizi 1sitma ve/veya sogutma islemlerinden gecirilerek hedeflenen son
sicaklik degerine ulasmaktadirlar. Ornek ile referans madde arasinda bir sicaklik
farki meydana gelmesi durumunda, sicaklik farkinin dengelenmesi amaciyla 6rnege
verilen 1s1 miktart degistirilmektedir. Bu sayede, faz degisimi sirasinda Ornege

aktarilan 1s1 miktar1 saptanabilmektedir [62].

Bu teknikte, referans ile 6rnekten gelen, ya da uzaklasan 1s1 farki sicakliga ve zamana
bagl olarak gosterilir. Analiz sirasinda 1s1 farki pozitif ise (endotermik), malzeme
isiticisina enerji verilir ve pozitif bir sinyal elde edilir. Is1 farki negatif ise

(ekzotermik), referans 1siticisina enerji verilir ve negatif bir sinyal elde edilir [54].

DSC yalniz entalpi degisiminin oldugu olaylara kars1 degil, ayn1 zamanda numune
ile referansin 1s1 kapasiteleri arasindaki farka karsi da ¢ok duyarlidir. Bu sayede
malzemelerin entalpi, kristallenme sicakligi, erime sicakligi, camsi1 gegis sicakligi,
capraz baglanma sicaklig1 ve saflik gibi 6zellikleri incelenebilir. Sekil 1.17°de 6rnek

bir DSC termogrami verilmistir [54].

Erime

Camia Eristallenme / \

geqis

l Tg éTc Tm

Ekzotermik 1si1akisi Endotermik

Sicaklik

Sekil 1.16. Ornek DSC termogrami [64]
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Sekil 1.20’de gosterilen termogram, yari kristalin yapidaki polimerlerin analizi
sonucu elde edilmektedir. Tamamen amorf yapidaki polimerlerin DSC
termogramlarinda, morfolojilerinde herhangi bir kristal yap1 bulunmadig1 icin
kristalizasyon veya erime egrileri gézlenmemektedir. Amorf yapidaki Orneklerin
DSC termogramlarinda sadece camsi gegis gozlenmektedir. Tq ikinci dereceden bir
gecis olup, Ornegi 1sitma hizi ile degisen bir degerdir. Isitma hiz1 arttikga, Ty de
artmaktadir [62].

1.6.8. Coomassie Mavisi Boyamasi

Coomassie mavisi boyasi proteinlerin kantitatif tayininde yaygin olarak kullanilan bir
maddedir. Bradford yontemi olarak da bilinen metot olduk¢a duyarl bir yontemdir.
Organik boyalarm, proteinlerin asidik ve bazik gruplar1 ile etkileserek, renk

olusturmasini esas alir.

Mavi rengin olugsmasinda proteinin aminoasit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik
aminoasitler ve aromatik aminoasitler) énemlidir. Yontemde, protein 595 nm dalga

boyunda maksimum absorbans verir [65].

Genellikle elektroforez yontemlerinde kullanilan coomassie mavisi mikroskobik ya

da makroskopik protein tayininde de kullanilmaktadir.
1.6.9. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Yiikli molekiillerin bir elektrik alan i¢inde yiiriitiilerek ayristirilmasi teknigine
elektroforez denir. Elektroforezin caligma ilkesi; molekiil agirligi ve molekiilde
bulunan elektrik enerjisinin jel i¢inden bir yiikten digerine giderken kat ettigi mesafe
farkliliklarin1 ele almaktir. Elektroforezde katedilen mesafe, net yiik ile dogru;
molekiil biiyiikliigli ve elektroforetik ortamin viskozitesi ile ters orantilidir.
Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda jel bir ortamda yiiklii ¢ozelti veya
partikiillerin gociidiir. SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel
elektroforezi)  proteinlerin  molekiiler  biiyiikliigiinii  analiz  etmek i¢in

kullanilmaktadir.
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Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, Ornekteki bilesenlerin daha 1iyi
ayrismalarina yol acar ¢iinkii ayrisim hem molekiiler elekleme hem de elektroforetik

harekete dayanir. Sekil 1.18’de 6rnek bir SDS-PAGE goriintiisii verilmistir.
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Sekil 1.17. SDS-PAGE deney diizenegi [66]
1.6.10. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

Hayvansal hiicre kiiltiiri teknikleri 1900'lerin ortalarinda laboratuvarda rutin olarak
uygulanmaya baslanmis ancak asil doku kaynaklarindan ayrilan siirdiiriilebilir

yasayan hiicre hatlar1 kavrami 19. yiizyilda ortaya konmustur [68].

Hiicreler dokulardan ex-vivo olarak birka¢ giinde saflastirilabilir, ayristirilabilir.
Hiicreler kandan kolayca elde edilebilir; ancak sadece beyaz kan hiicreleri kiiltiirde
iireme yetenegine sahiplerdir. Tek ¢ekirdekli hiicreler, hiicre dis1 maddeyi pargalayan

kollajenaz, tripsin ya da pronaz gibi enzimler sayesinde yumusak dokulardan izole

edilebilirler [68].

Farkli olarak, doku pargalar1 biiyiime ortamina (besiyeri ya da medyum) konulabilir
ve hiicreler bu sekilde kiiltire edilmis olur. Hiicreler, birincil kiltiir olarak
adlandirilan yontemle dogrudan kiiltiire edilebilmektedir. Tiimorlerden kaynaklanan

bazi istisnalar harig, ¢ogu birincil hiicre kiiltiiriiniin siirli yasam siiresi vardir [68].

Cogalan hiicrelerin 6nemli bir miktar1 (6zellikle kanser kokenli olmayanlar),

kiiltiirtin ilerleyen zamanlarinda yaslanma ve bdliinmenin durmasi gibi siireclere
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girer; bu hiicreyi canliliktan alikoyar. Belirlenmis ya da 6liimsiizlestirilmis bir hiicre
hatt1, rastgele bir mutasyonla ya da telomeraz geninin yapay ifadesi gibi bilingli

degisimlerle siiresiz cogalma yetenegine kavusabilir [68].

Ozel hiicre tiplerinin iyi belirlenmis hiicre hatt1 drnekleri oldukca gesitlidir.
Hiicreler uygun bir sicaklik ve gaz karisimiyla (hayvan hiicreleri i¢in 37°C ve
kiiltiirde bikarbonat tampon ¢ozeltisinin kullanilmasi halinde genelde %5 CO;

iceren) inkiibatorde gogaltilabilir ve siirdiiriilebilir [68].

Hiicre kiiltiirler1 deney hayvani kullanimini azaltarak, insanlar i¢in iiretilen ilag,
kozmetik ya da biyomalzeme gibi biyomedikal {iriinlerin etki ve yan etkilerini, insan

hiicre kiiltiirleriyle, daha gergekei test edilmesini saglar.
1.7. Hiicre-Biyomalzeme Etkilesimleri

Hiicre, organizmanin 6zel yap1 ve fonksiyona sahip, dis ortamdan aldig1 maddelerle
beslenen ve boliinlip ¢ogalabilen en kiigiik canli birimidir. Yapisinda cekirdek,
mitokondri, Golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum, ve lizozom gibi organallerin
disinda  hiicre hareketini saglayan ve hiicre iskeletini igeren sitoplazma
bulunmaktadir. Tiim organeller ve sitoplazma hiicre membrani ile ¢evrilmistir. Hiicre
membraninin farkli kisimlari, absorpsiyon, salgilama, sivi transferi, mekanik tutunma
ve diger hiicreler ve ECM bilesenleri ile iletisim kurma gibi degisik fonksiyonlar1
yerine getirmektedir. Hiicrenin dig ortamui ile olan haberlesmesi membran yiizeyinde
bulunan ve heterodimerik proteinlerden olusan integrinler araciligr ile
gerceklesmektedir. Integrinlerin, fibronektinin RGD sekans1 gibi baz1 molekiillere
baglanabilme 6zelligine sahip olmas1 nedeniyle hiicre iskeletinin hiicre tutunmasini

saglayan molekiiller araciligi ile yiizeylerle etkilesimi miimkiin olmaktadir [69].

ﬁ h
1.18. Hiicre yiizey etkilesimi, kirmiz1 renkli ¢izimler aktin hiicre
iskeletini, mavi renkle gosterilen gubuklar integrin molekiillerini
ve yesil renklikiireler ise ECMproteinlerini temsil etmektedir [70]
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Hiicrelerin biyomalzeme yiizeyine tutunmasi ve yiizeye yapismasi sirasinda hiicre ile
biyomalzeme yiizeyi arasindaki ilk temas hiicre iskeletinin yiizeyle olan etkilesimidir
[69].

Fizyolojik bir ortamda, protein adsorpsiyonu her zaman i¢in hiicrenin fokal
yapismasint ve yayilmasini hizlandirmakla birlikte, hiicre tarafindan salgilanan
proteinler ve biyomalzeme yiizeyinin 6zellikleri de hiicre yapismasinin kuvvetini
etkileyecektir. Kuvvetli yapigmanin ardindan hiicrenin ylizeye yayilmasi gerceklesir
ve hiicreler hacimce daha genis yiizey alanma sahip olurlar. Hiicre yayilmasimin
temel nedeninin, hiicrenin serum igerisindeki mitojenik faktorleri yapisina alabilmek

i¢in genis bir ylizey alan1 saglamak amaciyla oldugu disiiniilmektedir [69].

Elde edilen bu sonuglar, hiicrelerin biyomalzeme ylizeyi ile direk temas kurabilmek
icin adsorplanmis proteinleri tiikettigi, biyomalzeme yiizey 6zelliklerinin
adsorplanan proteinlerin konformasyonu iizerinde etkin olabileceg§i ve hiicre
yapismasit ve yayilmasi i¢in farkli molekiil gruplarinin hiicrelerle temas edecegi
seklinde aciklanabilmektedir. Bununla birlikte, hiicre yapismasi ve yayilmasinin
yiizey serbest enerjisinin ¢ok yiiksek oldugu hidrojeller gibi yiliksek hidrofilisiteye
sahip yiizeylerde azaldig1 gozlemlenmistir [71].

Fizikokimyasal yaklagimlara zit olarak karsimiza ¢ikan goriis, integrinler aracilig ile
gergeklesen hiicre-biyomalzeme yiizeyi arasindaki etkilesim sonucu, yiizeyde
bulunan ve hiicre yapigsmasini destekleyen fibronektin gibi proteinlerin veya bunlarin

peptid sekanslarinin hiicre yapismasini her zaman destekleyecegi yoniindedir [69].
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Insan Goébek Bagindan Hyaluronik Asit ve Kollajen izolasyonu ve

Karakterizasyonu

TUBITAK 111T368 No’lu proje cercevesinde Kocaeli Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan alinan onay ile 6nceden bilgilendirilen ve onam
formu imzalatilan dondrlerden dogumu takiben, alaninda uzman doktorlar
araciligiyla normalde tibbi atik olarak degerlendirilen insan gobek baglar1 temin
edildi. Gobek baglarinin, izole edilecek kollajen ve hyaluronik asit (HA)’in miimkiin
oldugunca yapisal agidan homojen olmasi ve kontaminant icermemesi i¢in bulasici

hastalik tagimayan dondrlerden alinmasi tercih edildi.

[Ik olarak, kandan miimkiin oldugunca kurtulmak amaciyla, gdbek baglarinm
damarlar1 temizlendi ve yaklasik 5 mm boyutunda pargalara ayrildi. Yaklasik 1 kg
gobek bagi 4 litre % 0,2°1lik NaCl soliisyonu igerisinde +4 °C’ ye kaldirild1. 3 giin
sonrasinda oda sicaklhiginda yaklasik 16 saat karistiricida calkalandi. Gobek
bagindan ¢ikan hyaluronik asiti alabilmek i¢in stipernatanta 300-600 ml %1
cetyltrimethylamonium bromide (CTAB, AppliChem) soliisyonu eklendi.
Eklendik¢e agregasyon oldugundan HA falkonda toplandi. Sonrasinda HA’in
¢Oziinmesi igin 0,9 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek 37 °C de ¢dziinenene
kadar ¢alkalayiciya koyuldu. HA ¢6zeltisindeki niikleik asitleri elimine etmek i¢in
30 ml %25 (v/v) etil alkol 10 ml’ lik HA ¢d6zeltisine eklenerek santrifiij edildi
(1000 g, 10 dakika). Siipernatantin %10 u kadar kloroform (Merck) eklenerek iyice
calkalanip birakildi. Cozeltide iki faz olusumu gozlendi. Alt kisim proteinli kisim
oldugu i¢in iist kisim topland1 ve tekrar ¢ozeltinin %10’u kadar kloroform eklendi
ve lyice calkalanarak birakildi. Bu islem 4 giin boyunca 4 defa tekrarlandi.
Sonrasinda %75 v/v etil alkol (Rieder de Haen) soliisyona eklenerek HA’lerin
¢cokmesi beklendi, ¢cokme olmuyorsa aseton (Sigma- Aldrich) eklenerek 3000 g’de
5 dk 25 °C’de santfifliz edildi ve ¢okelti 7 giin boyunca geker ocak igerisinde

kurumaya birakild.
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HA izolasyonundan ¢ikan gobek bagi parcalar1 kollajen izolasyonu i¢in kullanild.
Kollajeni ¢ozerek kordon dokusundan izole etmek i¢in 0,2 M asetik asit ¢ozeltisi
hazirland1 ve her 100 ml asetik asit ¢ozeltisine 100 mg pepsin enzimi ilave edildi.
pH’s1 2,5 olan enzim ¢ozeltisi gobek bagi pargalar1 ile 1:2 (doku:¢ozelti, v/v)
oraninda karistirildi ve 10 giin boyunca 2 gilinde bir soliisyon degistirilerek islem
tekrar edildi. Elde edilen kollajen ¢ozeltisi 10000 g’de 10 dk santrifiij edilerek
soliisyon igerisinden doku kalintilar1 uzaklastirildi. Sonrasinda kollajen ¢ozeltisi pH
8’¢ getirilerek pepsin inhibe edildi ve ardindan pH 7,5’e ¢ekilerek kollajenlerin fibril
halinde ¢okmesi saglandi. Coken kollajenler 5000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve
beyaz ¢okelti halindeki kollajenler 10 cm ¢apinda cam petrilere alindi ve -110 °C’de
3 saat muhafaza edilen kollajen cam petrilerin kapaklar1 agik olarak SCANVAC
CoolSafe marka liyoflizatérde -110 °C sicaklik ve vakum altinda 24 saat kurutuldu.
Sekil 2.1’de deneyde kullanilan liyofilizasyon cihazi ve kurutulmus kollajen

ornekleri verilmistir.

Sekil 2.1. A. SCANVAC® CoolSafe liyofilizatér, B. Kurutulmus kollajenler

Kurutulan kollajen, Sekil 2.2°deki IKA® A10 6giitiicii yardimiyla 1 dakika boyunca
ogiitiilerek, steril 50 ml’lik polipropilen tiipler icerisinde, karanlikta ve oda

sicakliginda muhafaza edildi.
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bal.

Sekil 2.2. A. IKA® A10 6giitiicii, B. Ogiitiilmiis stok kollajen

Izole edilen hyaluronik asit ve kollajen gérseli Sekil 2.3’de verilen Perkin Elmer
Spectrum 100 marka FTIR cihazi kullanilarak karakterize edildi.

Sekil 2.3. Perkin Elmer Spectrum
100 marka FTIR cihazi

Ayrica izole edilen gobek bagi kollajeninde kollajen tiplerinin tek tek gdsterilmesi
amactyla Kocaeli Universitesi, Deneysel ve Klinik Arastirmalar Merkezinde sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi. Kollajen karigimi
Dry Buffer Component II (GE Healthcare) icinde ¢oziinerek % 8 poliakrilamid jelde

2-merkaptoetanol yoklugunda ve varliginda yiiriitiildi.

2.2. PLC/Ko/HA Kangimindan ve PLC Kopolimerinden Doku Iskelelerinin

Elektro-egirme Yontemiyle Uretilmesi

%S5 oraninda kollajen:HA (95:5) karisimi, %10 oraninda poli (L-laktid/kaprolakton)
kopolimeri (70:30) (PURASORB®  PLC 7015) HFIP:H,O:EtOH 15:1:4
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oranlarinlarinda ¢oziicii karisiminda ¢oziilerek, kapakli cam tiip icerisinde Once

sonikatorde ardindan da 24 saat calkalayici bir cihaz igerisine ¢oziinmeye birakildi.

Cozilinen karisim Sekil 2.4°deki gibi 10 ml’lik siringa igerisine ¢ekilerek kesik (kiit)
uclu bir sirmga ignesi siringaya takildi. 18 kV voltaj, 8 pl/dk akis hiz1 ve 20 cm
toplayici-igne ucu mesafesi kosullarinda, topraklanmis bakir tel toplayiciya
yonlenmis polimer fiberler toplandi. Bir toplayicinin yeterli kalinlikta fiberleri
toplamas1 75-90 dakika zaman gerektirdi. Bu deney ODTU (Ortadogu Teknik
Universitesi), BIOMATEN (Biyomalzeme ve Doku Miihendisligi Miikemmeliyet

Merkezi) laboratuarlarinda gergeklestirildi.

Sekil 2.4. Deneyde kullanilan elektro-egirme diizenegi

%12 oraninda poli (L-lactid/kaprolakton) kopolimeri kloroform:DMF 75:25
icerisinde 24 saat siireyle calkalayici lizerinde kapakli cam tiip igerisinde ¢oziinmeye
birakildi. 24 saat sonunda 10 ml siringaya cekilen polimer ¢ozeltisi kiit uglu igne ile
elektroegirme islemine tabi tutuldu. Islem 15kV voltaj, 4 pl/dk akis hizi ve 12 cm
toplayici-igne ucu mesafesi ile bakir toplayiciya yonlendirilerek yapildi. Yeterli

kalinlikta fiberlerin toplanmasi1 60 dakika zaman gerektirdi.

2.3. PLDL/Ko/HA Kanisimindan ve PLDL Kopolimerinden Doku Iskelelerinin

Elektro-egirme Yontemiyle Uretilmesi

%S5 oraninda kollajen:HA (95:5) karigimi, %7 oraninda poli (L-laktid/DL- laktid)
kopolimeri 70:30 (PURASORB ® PLDL 7028) HFIP:H,O:EtOH 15:1:4
oranlarinlarindaki ¢oziicli karisiminda ¢oziilerek, kapakli cam tiip igerisinde 24 saat

calkalayici bir cihaz tizerinde homojenize olmaya birakildi.
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Cozlinen karisim 10 ml’lik siringa igerisine ¢ekilerek kesik (kiit) uglu bir siringa
ignesi siringaya takildi. 12 kV voltaj, 8 pul/dk akis hiz1 ve 10 cm toplayici-igne ucu
mesafesi kosullarinda, topraklanmis bakir tel toplayiciya yonlenmis polimer fiberler
toplandi. Bir toplayicinin yeterli kalinlikta fiberleri toplamasi 45-60 dakika zaman
gerektirdi.

%10 L-laktid/DL- laktid kopolimeri 70:30 kloroform:DMF 95:5 igerisinde 24 saat
stireyle ¢alkalayict yardimiyla ¢oziildi. 15 kV voltaj, 6 ul/dk akis hizi ve 18 cm igne
ucu-toplayict mesafesi ile polimer ¢ozeltisi calisildi. 60 dakika siirede yeterli

kalinlikta fiber toplayiciya toplandi.
2.4. PLC, PLC/Kol/HA ve PLDL, PLDL/Kol/HA iskelelerin Capraz Baglanmasi

Elektro-egirme yontemi ile yari yapay polimerlerden iiretilmis paralel mikro/nano
fiber yapidaki iskeleler kollajen, HA ve sentetik polimerler ile daha dayanikli bir
yap1 olusturmak i¢in ¢apraz baglama prosediiriine tabi tutuldu. Oncelikle iskleleler 1
cm’ alanma sahip olacak sekilde kesildi ve 0,2 M 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)
karbodiamide (EDC) (Thermo Scientific) olacak sekilde %95 lik EtOH igerisinde
hazirlanan gapraz baglayici ¢ozelti ile 24 saat oda sartlarinda muamele edildi.
Ardindan baglanmay1 sonlandirmak amaciyla iskeleler sirasiyla %75, 50, 20 EtOH
icerisinde yikandi. Yikanan iskeleler oda sartlarinda kurutuldu ve nemsiz oda

sicakliginda daha sonraki testler i¢cin saklandi.
2.5. PLC ve PLC/Kol/HA Doku iskelelerinin Mekanik ve Isil Analizi

PLC ve PLC/Kol/HA ve PLC/Kol/HA c¢apraz baglanmis iskelelerin mekanik
karakterzasyonu igin Tinius Olsen H5KT su banyolu mekanik analiz cihazi
kullanildi. Numuneler test etmek i¢in standart ¢ekme testi numunesi sekli olan kopek
kemigi (dog-bone) seklinde kesildi. Cekme testi 37 °C’deki su banyosu igerisinde
25,4 mm/dk hizda yapildi. Sekil 2.5°de deneyde kullanilan mekanik test cihazi

gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Tinius Olsen® H5KT su banyolu ¢cekme cihazi

Cekme testine ek olarak iiretilen iskelelerin hedef viicut i¢ci bolgenin frekansinda
nasil 6zellik gostereceklerinin anlasilmasi amaciyla Sekil 2.6’daki 01dB-Metravib
marka DMAS50 model dinamik mekanik analiz (DMA) cihaz1 ile 37°C’de frekans

taramas1 yapilmustir.

Sekil 2.6. 01dB — Metravib marka
DMAS50 model DMA cihazi

PLC ve PLC/Kol/HA doku iskelelerinin insan viicut sicaklig1 olan 37°C’deki 1s1l
ozelliklerini belirlemek amaciyla gorseli Sekil 2.7°de verilen Mettler Toledo marka
DSC1 model DSC cihazi kullanilmistir. Taramalar -80-200 °C sicaklik araliginda ve
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10 °C/dk hizda yapilmistir. Analizler esnasinda sistemde siipiiriicii gaz olarak 20

ml/dk hacimsel akis hizinda azot gazi kullanilmistir.

Sekil 2.7. Mettler Toledo DSC 1 cihazi

2.6. PLC ve PLC/Kol/HA ve Capraz bagh PLC/Kol/HA iskelelerin Su Tutma

Kapasitelerinin Olgiilmesi

Capraz baglanmig PLC ve PLC/Kol/HA iskeleleri su tutma kapasitelerinin 6lgiilmesi
icin oncelikle tamamen kurutuldu. Her gruptan 4’er 6rnek ile su tutma kapasitesi
deneyi gergeklestirildi. Su tutma kapasitesinin belirlenmesinde Denklem 2.1°den

yararlanild;

W(%){WV-VW0

0

} x100 (2.1)

Oncelikle iskelelerin tek tek kuru agmhklari tartildi. Ardindan iskeleler 24 saat
boyunca 37C° sicaklik kosullarinda PBS icerisinde muamele edildi. 24 saat sonunda
PBS igerisinden ¢ikarilan iskeleler kurutma kagidi iizerine alinarak fazla sivi

uzaklastirildi ve yas agirliklarinin belirlenmesi i¢in tartildi.

2.7.PLC, PLC/Ko/HA ve Capraz Baglannis PLC/Kol/HA Iiskelelerin

Gozeneklilik Oranimin Olgiilmesi

PLC, PLC/Kol/HA ve ¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin Denklem 2.2 ve 2.3

yardimiyla gozeneklilik oranmin belirlenmesi i¢in dncelikle alanlar1 hesaplands;

3y_ Ma(g)
Gmy(glem™)= { Mk(cm)xMa(cmz)} (22)
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%)= _Gmy(g/lcm®)
Mg(%) {1 v }xlOO 2.3)

Daha sonra kuru agirliklari tartildi ve formiile gore gozeneksiz varsayilarak
yogunluklart hesaplandi. (Mg: Matriks yogunlugu, Gmy: GoOrlinen matriks
yogunlugu, Yy: Yigin yogunlugu, Mk: Matriks kalinligi, Ma: Matriks alani)

Gozenekli yogunlugun bulunmasi amaciyla Mettler Toledo XS204 analitik denge

cihazi kullanildi ve iskelelerin formiile gore yiizde gozeneklilik oranlar1 hesaplandi.

2.8. PLC, PLC/Ko/HA ve Capraz Baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin

Biyoerozyon Oranlarimin Belirlenmesi

Capraz baglanmis ve baglanmamis PLC ve PLC/Kol/HA iskeleler biyoerozyon
oranlarmin belirlenmesi i¢in 1 cm® alaninda kesildi. Bu deney i¢cin 3 grup
olusturuldu; PLC, PLC/Kol/HA ve ¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA. Her grup i¢in 4
numune kullanildi. Her grup ayr tiipler igerisinde ve %1 sodyum azid iceren PBS
icerisinde 37 °C su banyosunda protokole tabi tutuldu. Numuneler isleme tabi

tutulmadan once tartilarak kuru agirliklar1 not edildi.

Numuneler 7, 14 ve 21. giinlerde sivi ortamdan alinarak kurutuldu, kuru agirliklar
tartild1 ve tekrar ¢Ozelti igerisine konuldu. Elde edilen agirlik degisimleri denklem

2.4 yardimiyla hesaplanarak erozyon oranlar1 belirlendi;

W(%){W\;\;W

0

} x100 (2.4)

2.9. PLC, PLC/Kol/HA ve PLDL, PLDL/Kol/HA iskelelerde Protein Varhgimin

Aranmasi ve Taramah Elekron Mikroskopisi

PLC/Kol/HA iskelelerde kollajen varligini ispatlamak amaciyla PLC/Kol/HA ve
PLC iskeleler 1 cm® boyutlarinda kesilerek, Coommassie mavisi (Coomassie
Brilliant Blue R250, Merck) ile boyama yapilda.
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Boyama islemi i¢in % 0.1 Coommasie Blue ¢ozeltisi %40 metanol, %10 asetik asit,
% 50 dH,O ¢oziicii karisimi igerisinde hazirlandi ve filtre kagidi ile siiziildii.
Ardindan numuneler bir miktar boya ¢ozeltisi igerisinde 6 saat muamele edildi.
Boyama iglemini sonlandirmak amaciyla numuneler %40 metanol, %10 asetik asit,

% 50 dH,0 ¢ozeltisi ile yikandi.

Iskeleler fiberlerinin paralelliklerinin kanitlanmas: ve ¢aplarmmn belirlenmesi
amaciyla, taramali elektron mikroskobunda (SEM) goriintiilendi. SEM goriintiileri
ODTU Merkez Laboratuvarinda, QUANTA 400F Field Emission SEM, taramali
elektron mikroskobu ile alinmistir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. QUANTA 400F Field Emission SEM
2.10. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan
2.10.1. Endotel hiicrelerin insan gobek bagi veninden izolasyonu ve ¢ogaltilmasi

Insan gobek bagi veni endotel hiicreleri (HUVEC) enzimatik yontemle elde
edilmistir. Dogum sonrasinda insan gobek bagi antibiyotikli HBSS i¢ine alinmis ve
dokunun dis ylizeyi PBS tampon ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra ven i¢inden HBSS
besiyeri gecirilmis ve pihtilasmis kan damar icinden uzaklastirilmistir. Gobek
baginin bir ucu sutur ile baglanmis ve ven (toplardamar) i¢indeki hava ¢ikarildiktan
sonra i¢ine % 0,1’lik kollajenaz I (Gibco) iceren HBSS ¢o6zeltisi doldurulmus ve
diger ucu da sutur ile baglanmistir. Bu agamadan sonra gébek bagi PBS iceren falkon
tiipe yerlestirilmis ve ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 25 dk bekletildikten sonra
gbbek bagmin bir ucu kesilerek ven igindeki enzim ve endotel hiicreleri bir falkon

tipe alimmis ve ven i¢i besiyeri ile yikanarak kopan hiicreler de ayni falkona
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alinmistir. 1300 rpm’de 5 dk’lik santriflij sonrasi pellet EGM-2 + 2U/ml heparin +
%10 insan plazmasi besiyeri i¢inde pipetaj ile homojen dagitilarak bir adet jelatin
kapli T25 flaska aktarilmis ve 37°C’de % 5 karbondioksit etiiviinde inkiibasyona
almmustir. Birinci pasaj sonrasinda hiicreler %10 insan plazmasi iceren EGM-2

besiyerinde biiyiitiilmiistiir.
2.10.2. Anjiogenez testi

Pasaj 2 HUVEC’ler1 jelatin kapli T25 flaska alind1 ve iizerlerine yeterince heparin
icermeyen EGM-2 + % 10 insan kan plazmasi eklendi ve flask % 5 CO;’li
karbondioksit etiiviinde inkiibasyona birakildi. Uzerlerinde fibrin jel olusan endotel
hiicreler bir hafta sonunda invert mikroskop altinda incelendi ve damar agi
olusturduklar1 saptandi. Bu test ile HUVEC’lerin damar ag1 olusturma potansiyeline

sahip oldugu belirlendi.

2.10.3. Endotel hiicrelerin nano/mikrofibroz polimerik tasiyicilarin iizerinde

cogaltilmasi ve kilcal damar agi olusumunun degerlendirilmesi

Polimerik tasiyicilarin her bir yiizii sterilizasyon amaciyla 15’er dakika UV 11 ile
muamele edildi. HUVEC pasaj 2 kaldirildi ve PLC ve PLC/Kol/HA (1x1 cmz)
tizerine 24 kuyucuklu plakalarda ekildi. Bu deneyde besiyeri olarak DMEM/F12 +
% 10 insan kan plazmasi + 4 U/mL heparin + % 0,2 primocin veya bu besiyerinin
EGM-2 ile bire bir karisimi kullanild.

Kuyucugun i¢indeki polimerik tasiyicilara 1 mL besiyeri i¢inde kuyucuk basina
50000 hiicre ekildi ve %5 CO;’li karbondioksit etiiviinde inkiibasyona birakildi. 14
glinliik inkiibasyondan sonra kiiltiir sona erdirildi ve HUVEC ler anti-CD31 antikoru
ile boyanip floresan mikroskopta incelendi. % 4 PFA ile sabitlenen hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra % 0,1 Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Almanya) ile
permeabilize edildi. Yiizey serum ile bloke edildikten sonra (30 dk, 37°C) hiicreler
bir gece boyunca 4°C’de 1:100 seyreltilmis anti-CD 31 (Santa Cruz Biotechnology)
birincil antikor ¢dzeltisi i¢inde bekletildi. PBS ile yikandiktan sonra hiicreler FITC
isaretli ikincil antikor (Santa Cruz Biotechnology) ile muamele edildi (45 dk, oda
sicakligl). Cekirdeklerin boyanmasi i¢in preparatlar etidium homodimer (Life

Technologies) ile 30 dk muamele edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Insan Gobek Bagindan izole Edilen Hyaluronik Asitin ve Kollajenin FTIR
Spektroskopisi

Izole edilen hyaluronik asit ve kollajen Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR cihazi
kullanilarak analiz edildi. HA’in spektrumunda goriilmesi beklenen O-H ve C=0

pikleri ve HA’in molekiiler yapis1 Sekil 3.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. Hyaluronik asitin FT-IR spektrumu ve molekiiler yapisi

Hyaluronik asitin karakteristik olarak, asimetrik karbonil (C=0) grubunun gerilim
titresimlerinden meydana gelen spektrumu ~1639 cm™’de gozlenir. O-H bagi pikinin
3400 cm™de oldugu bulunmustur [72]. insan gdbek bagindan izole edilen
hyaluronik asit igin yapilan FT-IR sonucunda karbonil grubunun spektrumu ~1645
cm™’de gozlenmistir. Amid (N-H) grubunun karakteristik spektrumu olan 3300 cm™
[73] izole edilen hyaluronik asitte de ~3314 cm™ olarak bulunmustur. Hem karboksil

hem de amid gruplarinin analizi destekledigi, verilerden agikca anlagilmaktadir.
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Kollajen’in spektrumunda goriilmesi beklenen amid A, amid B, amid | ve amid I

pikleri Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. insan gdbek bagindan izole edilen kollajene ait FT-IR spektrumu

Kollajenin FT-IR analizinde amid A (3330-3325 cm-—1), amid B (3080 cm—1), amid
| (1650 cm—1) ve amid Il (1550 cm—1) bantlar1 kollajenin peptit baglariyla iliskilidir
[74]. Kollajenin amid A bandi amid (N-H) direnciyle iligkilidir [75]. Amid A
bandinin bazi komponentleri dogrudan kollajenin iiglii sarmal yapisindaki ve
hidrojen bag1 omurgasindaki degisikliklerle iliskilidir. Bu bantlarda 3500 cm™ ve
3400 cm™de toplananlar hidrojen baglariyla ilgilidir [76]. Kollajenin amid B band1
genellikle 3080 cm™ de bulunur [75]. Amid I bandi 1600 ve 1700 cm-1 arasinda
bulunur [77]. Bu pikin karmasiklig1 karbonil ¢iftinin gerilmesinden ve heterojenik

karbonil grubu omurgasindan dolayidir [75].

Amid II absorbsiyonunun %60°1 N-H titresiminden % 40’1 ise C-N gerilmesi
titresiminden kaynaklidir [78]. Amid gruplarinn ii¢lii sarmal konumu 1549 cm™ deki
pik ile iliskilidir. FTIR analizi sonuglar1 insan kollajenleri ile c¢alisilan benzer

calismalardaki verilerle uyusmaktadir [74].

44



3.2. Insan Gébek Bagindan izole Edilen Kollajenin SDS-PAGE Bulgulan

Insan gobek bagindan izole edilen kollajenlerin, literatiirdeki bilgilerle tutarhligini
kanitlamak ve ilk defa yapilan pH’ya gore ¢oktiirme yontemi ile elde edilen kollajen
tiplerini belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapildi. Kollajenin her tipini olusturan
zincirler farkli agirliklarda olduklarindan dolayi, molekiiler agirliga gore protein
ayrimi saglayan SDS-PAGE yontemi kullanildi. Kollajene ait yapilan SDS-PAGE

sonuglar1 Sekil 3.3’de verilmistir.

«—— 200 kDa
183kDa——
144kDa —
139kDa
129kDa—— <« 100 kDa

Sekil 3.3. izole edilen kollajenin SDS-PAGE gériintiisii

Insan gobek bagindan izole edilen kollajende bulunan kollajen tip I, III ve V’i
olusturan o (alfa) zincirler poliakrilamid jelde molekiiler agirliklarina gore
siralanarak kollajen tiplerinin ayirt edilmesini saglarlar. Molekiiler agirligina gore;
kollajen tip I al ve kollajen tip IIT a1 zincirleri 139 kDa, kollajen tip | o2 zinciri 129
kDa, kollajen tip V al zinciri 183 kDa ve V o2 zinciri 144 kDa olarak jelde dizilirler.
Kollajen tip 11l a1 zinciri 139 kDa olmakla birlikte ancak zincirler arasindaki disiilfit
baglar1 merkaptoetanol ile indirgendikten sonra jelde bu boyutta goriilebilmektedir.
Kollajen karigimmda kollajen tip 1l1I’Gin varligi merkaptoetanol varhiginda ve
yoklugunda yapilan SDS-PAGE jellerinin karsilastirilmas: ile kanitlanmigtir;
merkaptoetanol yoklugunda var olan kollajen ii¢lii heliksi merkaptoetanol varliginda
139 kDa boyutuna indirgenmis ve jelde var olan 139 kDa boyutundaki bantta

kalinlagsma gozlemlenmistir.

Kollajen tip V’in a3 zinciri 172 kDa agirliginda olmakla birlikte insan gébek baginda

bulunmadigindan dolay1 jelde goriinmemektedir.
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Yapilan SDS-PAGE deneyi sonuglar1 agik¢a gostermektedir Ki izole edilen kollajen,
literatiirdeki insan kollajeni i¢in yapilan molekiiler agirlik 6lgiimleri ile tutarhidir
[74]. Bu deney sonucunda, gobek bagindan pepsin ile elde edilen kollajen
karisimmin i¢inde yiiksek miktarda kollajen tip I ve 111 ve eser miktarda da kollajen

tip V oldugu belirlenmistir.

3.3. PLC/Kol/HA ve PLDL/Kol/HA Elektro-egirilmis Iskelelerde Protein

Varhgmn Kanitlanmasi

Commassie mavisi ile boyanan elektro-egirilmis PLC ve PLC/Kol/HA, PLDL ve
PLDL/Kol/HA iskelelerin makroskopik olarak renk farkliliklar1 gdzlemlenmistir.
Sekil 3.4’de commassie mavisi ile boyanmayan PLC ve PLDL iskeleler ve
proteinleri yani kollajenleri boyanan PLC/Kol/HA ve PLDL/Kol/HA iskelelerinin

makroskopik goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.4. Elektro-egirilmis PLC, PLC/Kol/HA, PLDL ve PLDL/Kol/HA
commassie mavisi boyamasi goriintiileri

Commassie mavisi proteinleri kantitatif tayininde kullanilan giivenilir bir maddedir.
Commassie mavisi muamelesi sonucu kollajen proteinini igeren iskelelerin yogun
mavi renk almalar1 elektro-egirme islemi esnasinda kollajenin homojen bir sekilde
¢ozlindligiinii ve nano/mikro fiberlerde sentetik ve biyolojik polimerlerin homojen

dagilim gosterdiginin bir kanitidir.

Commassie mavisi ile boyanan PLC/Kol/HA iskele 151k mikroskobu ile goriintiilendi

ve boyanan liflerdeki kollajenin esit bir dagilim gdosterdigi gozlendi. Sekil 3.5°de
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commassie mavisi ile boyanmig PLC/Kol/HA iskelenin 151k mikroskobu

goriintiisiinde protein (kollajen) yapidan kaynaklanan enine ¢izgiler goriilmektedir.

Sekil 3.5. A. PLC/Kol/HA ve B.PLDL/Kol/HA iskelelerin commassie mavisi
boyamasi 1s1k mikroskobu goriintiisii (x800)

Protein varligmi elektro-egirilmis PLC/Kol/HA iskele igerisinde gdstermek amaciyla

yapilan karsilastirmali FTIR analizinin spektrumu Sekil 3.6’da verilmistir.

100.8
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Sekil 3.6. Elektro-egirilmis PLC/Kol/HA in, kollajenin ve hyaluronik asidinin FTIR
spektrumu

FTIR analizinde PLC, PLC/Kol/HA, kollajen ve HA’in spektrumlari, birbirleri ile
tutarh degerler vermektedir. HA’in karisim igerisinde % 0,25 oraninda olmasmdan

dolay1, karigim igerisinde ayirt edilmesi miimkiin olmamastir.
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3.4. PLC, PLC/Kol/HA ve PLDL, PLDL/Kol/HA iskelelerin Taramal Elekron
Mikroskopisi

Optimizasyon caligmalar1 sonunda fiberlerin diizgiinliigii, birbirine paralelligi ve
birbirine yapisma durumlar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak

belirlendi (ODTU Merkez Laboratuvar,, QUANTA 400F Field Emission SEM).

Uretilen PLC tasiyicilardaki fiberlerin ortalama ¢ap1 641,9 + 104,3 nm, PLC/Kol/HA
karigimi kullanilarak elde edilen fiberlerin ortalama ¢ap1 569,2 + 188,0 nm, PLDL ile
tiretilen fiberlerin ortalama ¢ap1 1610,0 £ 376,8 nm ve PLDL/Kol/HA karisimi

kullanilarak elde edilen fiberlerin ortalama cap1 797,4 =+ 188,8 nm ve olarak

Ol¢tilmiistiir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Elektroegirme ile elde edilmis PLC (A-5000x), PLC/Kol/HA (B-5000x),
PLDL (C-10000x) ve PLDL/Kol/HA (D-10000x) nano/mikrofibroz tasiyicilarin
SEM goriintiileri
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SEM goriintiilerinde PLC/Kol/HA karisimi ile elde edilen tasiyicilarda saf PLC
tastyicilarina oranla fiberler daha az yonlenmis olarak gbéze carpmaktadir;
PLC/Kol/HA tasiyicilarda toplayici iizerinde ilk biriken fiberler yonlenmis iken,
bunlarmn iizerine biriken fiberlerin yonlenmesi azalmaktadir. Bunun sebebi; iskele
iizerindeki fiber katmanlar1 arttikca bakir toplayici ile baglantisinin kesilmesidir.

Ayrica, PLC/Kol/HA karisimindan {iretilen fiberler {izerinde olusan topaklanmalar,

¢oziinememis polimerlerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir [79] (Sekil 3.8).

L5 1
d t  — HV spot
= Ci 10.00 K 0 Cel

11 m

Sekil 3.8. Elektroegirme ile elde edilmis PLC (A-1000x, B-3000x) ve PLC/Kol/HA
(C-1000x, D-3000x) nano/mikrofibroz tastyicilarin SEM goriintiileri

Karisim igerisindeki kollojen tiplerinin farkli molekiiler agirliklarda olmalar: hiicre
tutunmasi ag¢isindan ve biyouyumluluk agisindan olumlu olacagi diisiiniilse de
yonlenmeyi olumsuz etkiledigi gortilmistir [80]. Bu olumsuzluk SEM

goriintiilerinde birbirinden farkli fiber ¢apma sahip nano fiber ¢apinda liflerin genel
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yonlenmeyi olusturan sentetik polimerden bagimsiz hareket etme egilimi gosterdigi

goriilmektedir.

Bunun yaninda, fiberlerin tamamen yonlenmis olmamasi doku iskelesinde
gozenekliligin de artmasini saglamistir. Gozeneklilik oraninin yiiksek olmasi hiicre
tutunmasi i¢in daha fazla ylizey alani ve hiicrelerin iskelenin i¢ bolgelerine gog

edebilmesi i¢in yol anlamima gelmektedir.

Biyoerozyon deneyi sonrasinda PLC, PLC/Kol/HA ve c¢apraz baglanmig
PLC/Kol/HA iskelerin SEM fotograflar1 Sekil 3.9’da verilmistir.

Sekil 3.9. A. PLC, B. PLC/Kol/HA ve C. ¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin
21 giinliik biyoerozyon sonrasindaki SEM fotograflar1 (x5000).

Erozyon sonrasi alinan SEM goriintiilerinde en belirgin fark olarak PLC/Kol/HA
fiberlerin ylizeylerinde az da olsa madde kaybi isaretleri (fiber boyunca birbirini
takip eden daha kalin ve daha ince bolgeler) goriilmektedir. 21 giiniin sonunda fiber

biitiinliigiiniin korundugu gézlenmistir.

3.5. PLC, PLC/Kol/HA ve PLDL, PLDL/Kol/HA iskelelerin Capraz

Baglanmasi Deneyinin Bulgular

PLDL, PLDL/Kol/HA iskeleler ¢apraz baglandiktan sonra biiziiliip sertlestiklerinden
ve kolay kirilir hale gelmelerinden dolayr iizerlerinde diger karakterizasyon
testlerinin yapilamayacagma karar verilmistir ve testler PLC ve PLC/Kol/HA

tizerinde yapilmigtir.

50



3.6. PLC/Kol/HA Karisimindan ve PLC Kopolimerinden Uretilen Doku
Iskelelerinin Cekme Testi ve DMA ile Yapilan Mekanik Analiz Bulgular

PLC, PLC/Kol/HA ve capraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin g¢ekme testi

bulgular1 modiil ve ¢ekme uzamasi verileri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo3.1. Cekme testi bulgulari.

iskele Tiirii Elastisite Modiilii Kopmadaki Kopma dayanimi
(MPa) uzama (%) (MPa)
PLC 1,31+0,32 101,2 11.6
PLC/Kol/HA 0,89+0,10 53,5 0,6
Capraz Baglh
PLC/Kol/HA 1,09+ 1,11 30,4 295,2

Sekil 3.10’da numunelerin ¢ekme testi sonucu olusan gerilim-gerinim egrileri

gosterilmistir.
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Sekil 3.10. Elektro-egrilmis (A) PLC, (B) PLC/Kol/HA ve (C) ¢apraz
bagli PLC/Kol/HA’in gerilim-gerinim egrileri
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Cekme testi verileri incelendiginde beklendigi gibi elektro egirilmis PLC’nin kopma
uzamast ve ¢ekme dayanimi, kollajen ve HA igeren iskeleye gore daha yiiksek
bulunmustur. Capraz baglanmis PLC/Kol/HA ve c¢apraz baglanmamis olan
karsilastirildiginda ¢apraz baglanan iskelenin modiiliinde artig goriilmekle birlikte

kopma uzamasinin diistiigii goriilmiistiir.

Yumusak dokulardan olan kaslarin ¢alisirlarken uzama ve kisalma islevleri oldugu
g0z Oniine alindiginda, kopma uzamasi daha yiiksek olan [81], capraz baglanmamis

PLC/Kol/HA iskelenin yumusak dokulara daha uyumlu olabilecegi diisiintilmektedir.

Elektro-egirilmis PLC/Kol/HA, gapraz bagli PLC/Kol/HA ve PLC’nin 37 °C’de
farkl frekanslarla taranarak izlenen viskoelastik davranislar1 sonucu frekans arttikca
tim elektro—egirilmis iskelelerde modiiliin arttig1 goriilmiistiir. DMA sonucu elde

edilen elastik modiil-frekans egrileri Sekil 3.11’da gdsterilmistir.

52



PLC

4
3.5

3 __.--"'"'—.'.-‘:

/(_G\ _—-—'-*-r—_——-_'——__ ks

2.5 * ¥
g, ————

g 15 ’ ——E
1
2 0.5 =—+—E
0
1 2 4 9
FREEANS (Hz)
('B PLC/Kol/HA
3
2.5 —
=3 2 L— /f
g 15 — ——r
805 ——F
= 0
1 2 4 9
FREEANS (Hz)
PLC/Kol/HA
3 J—

2.5 5
) .__.--"""-—_--—___.--""'-—-__-_.
S5 — ——

é 1 —— ——F
0 0.5 +—F"
2 9
1 2 4 9
FREEANS (Hz)

Sekil 3.11. Elektro-egirilmis PLC’nin, PLC/Kol/HA’in ve ¢apraz bagl
PLC/Kol/HA’in 37 °C’de frekans taramasi sonucu elde edilmis depo
modiilii (E”) ve kayip modiilii (E’*) egrileri

DMA analizi sonucu elektro-egirilmis PLC’nin, PLC/Kol/HA’in ve capraz bagl
PLC/Kol/HA’in darbe dayanimi tan § ile ifade edildi. Analiz sonucu elde edilen tan
O-frekans egrisi Sekil 3.12°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.12. Elektro-egirilmis PLC/Kol/HA, c¢apraz baglhh PLC/Kol/HA
ve PLC’(n)in tan 6-frekans egrisi

Iskelelerin gosterdikleri visko-elastik davramislarm ayrmtili degerleri Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Elektro-egirilmis PLC’nin, PLC/Kol/HA’in ve ¢apraz bagli PLC/Kol/HA’in
DMA analizi bulgular1

Iskele Tiirii Depo Modiilii (E’) MPa Kayip Modiili (E*”) MPa Tan Delta

1Hz 2Hz 4Hz 9 Hz 1Hz 2 Hz 4 Hz 9 Hz 1Hz 2Hz 4Hz 9Hz

PLC/Kol/HA 1,04 133 2,08 2,44 0,90 1,18 1,54 2,06 086 089 0,74 085

Capraz bagh 127 223 2,69 2,86 1,10 1,98 2,56 2,77 087 089 09 0097
PLC/Kol/HA
PLC 196 253 287 3,46 1,54 2,32 2,66 2,97 0,78 092 093 0,86

DMA deneyi ile bulunan modiil degerleri ¢ekme testi ile tutarlilik gostermektedir.
Yumusak dokularin canli viicudundaki frekans araliginda yapilan DMA deneyi
sonuglari, literatiirdeki caligmalarla tutarli modiil degerlerini vermektedir [82].
Bulunan degerlerin yumusak doku miihendisligi calismalarinda kullanima uygun

degerler oldugu anlasilmaktadir.

3.7. PLC Kopolimerinden ve PLC/Kol/HA Karisimindan Elektro-egirilerek

Uretilen iskelelerin Isil Analiz Bulgulari

PLC kopolimerinin ve PLC/Kol/HA karigiminin 1s1l davraniglarini gormek amaciyla

yapilan DSC analizinin termogrami Sekil 3.13’de verilmistir.
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Sekil 3.13. PLC ve PLC/Kol/HA iskelelerin DSC termogramlari
PLC kopolimerinin DSC termograminda yaklasik olarak 22 °C’de ilk Tg ve yaklasik

olarak 50 °C’de ikinci Tg gdzlenmistir. 200 °C’ye kadar gerceklestirilen analizde 120

°C’de Tm gozlenmistir.

PLC/Kol/HA karisiminda Tg belirgin olmasa da 60 °C’deki erime dncesinde 20 ile
40 °C arasinda oldugu varsayilmaktadir. Bu varsaymmi iskelenin oda sartlarinda

gozlemsel olarak fonksiyonel oldugunun gozlemlenmesi de desteklemektedir.

Yapilan DSC analizinden anlasilmaktadir ki PLC/Kol/HA karisimmdan elektro-

egirilerek iiretilen iskeleler insan viicut sicaklig1 olan 37 °C’de fonksiyoneldirler.

Capraz Dbaglanmis PLC/Kol/HA karisimindan iiretilen iskelelerin, DSC
termograminda net bir Tg ve Tm goriilememesinden dolay1 sekilde yer verilmemistir.
Capraz baglanmis PLC/Kol/HA karisimindan {iretilen iskelelerin 1sil analizi igin

DSC’nin yeterince hassas bir yontem olmadig1 anlagiimistir.

3.8. PLC Kopolimerinden ve PLC/Kol/HA Karisimindan ve Capraz Baglanmis
PLC/Kol/HA Karnisimindan Uretilen Doku Iskelelerinin Su Tutma
Kapasiteleri Olciim Bulgulan

PLC, PLC/Kol/HA ve c¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA doku iskelelerinin su tutma
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglar1 sirasiyla; % 102,6 + 12,5, %
66,2 + 4,1 ve % 62,6 + 3,8 olarak bulunmustur. Bu veriler sematik olarak Sekil

3.14°de gosterilmigtir.
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Sekil 3.14. PLC, PLC/Kol/HA ve ¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin
yiizde su tutma kapasiteleri

Su tutma kapasitesi doku iskelesine gercek dokuya benzemesi yoniinden ve c¢esitli
molekiilleri (enzim, hormon, mineral vs.) baglamasma yardimci olmasi agisindan
oldukca onemlidir. Ayrica su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi hiicre tutunmasini
destekleyerek hiicrenin dogal ortamima benzeyen bir ¢evrede olmasini saglar, hiicre
boliinmesi ve de hiicrenin bulundugu ortamda daha az stresle miicadele etmesini
saglar [2]. Ayrica su tutma kapasitesinin fazla olmasi iskelenin biyoerozyon hizini

arttirarak, hiicrelerin enzimatik biyoerozyon siirecine katkida bulunur [83].

3.9. PLC, PLC/Kol/HA ve Capraz Baglanms PLC/Kol/HA Doku Iskelelerinin

Gozeneklilik Oranlar1 Bulgulan

Mevcut denklemler yardimiyla bulunan, iskelelerin ylizde gozeneklilik oranlar1 PLC/
PLC/Kol/HA ve capraz baglhh PLC/Kol/HA iskeleler i¢in sirasiyla; % 23,00 + 0,03,
%52,00 + 0,03 ve %46,00 + 0,01 olarak Sekil 3.15’de sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 3.15. PLC/Kollajen/HA, ¢apraz baglanmis PLC/Kollajen/HA ve PLC
iskelelerin yiizde gbzeneklilik oranlar

Ideal gdzeneklilik oranlar: literatiirde siklikla %60-90 olarak belirtilmektedir [84].
Gozeneklilik yumusak doku iskelesi icin en 6nemli 6zelliklerden biridir. Iskelenin
hiicreler ile kaplanmasi ¢cogu zaman yeterli olmamakta ve hiicrelerin iskelenin
iclerindeki liflere de tutunarak tam bir doku 6zdesi olusturmalar1 gerekmektedir [85].
Hiicrelerin bu liflerden olusan yapinin iglerine girebilmeleri i¢in lifler arasinda

yeterli buiytikliikteki gdzeneklerin bulunmasi sarttir [86].

PLC/Kol/HA iskelede gozeneklilik oran1 %52, capraz baglhh PLC/Kol/HA iskelede
ise %46 oldugu tespit edilmis. Bu oranlarin %60’1n altinda degerlerde olmasinin
sebeplerinden biri liflerin nano/mikro yapida olmasidir. Bu durum gozeneklerin daha
kii¢iik boyutlarda olmasina sebep olmustur fakat ayn1 zamanda daha fazla miktarda
gbzenek olugmasini da saglamistir. Daha fazla gdzenek bulunmasi, yiizey alanini
arttirdigindan dolay1, doku iskelesinin hiicre kiiltiiriinde biyoerozyon ile birlikte kisa
stirede gozenekliligin artmasmi saglayacaktir. PLC/Kol/HA iskelelerin standart
gbzeneklilik oranmin altinda bir degerde olmasmin dezavantaji, elektro-egirilmis
olmasmin getirdigi avantajla birlikte diisiiniildiglinde ortadan kalkacaktir. Bunun

kanit1 hiicre kiiltiiri calismalari ile verilmistir.
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3.10. PLC, PLC/Kol/HA ve Capraz Baglanmis PLC/Kol/HA Doku Iskelelerinin

Yiizde Erozyon Oranlar Bulgulan

PLC, PLC/Kol/HA ve ¢apraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin uygun sartlarda
7,14 ve 21. giinlerdeki yiizde erozyon oranlar1 belirlenmistir. 21. giindeki erozyon
yiizdeleri sirasiyla; %35,6 + 0,3, %15,0 £0,2 ve %34,3 £ 0,3 olarak bulunmustur.
Sekil 3.16’da 7, 14, ve 21. giinlerdeki erozyon hizlar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.16. PLC, PLC/Kol/HA ve cgapraz baglanmis PLC/Kol/HA iskelelerin
7,14 ve 21. giinlerdeki ylizde erozyon grafigi

Doku miihendisliginin amaci1 biyobozunur materyaller iireterek, hastaya nakledilen
doku 6zdesinin zaman igerisinde gergek dokuya doniismesini saglamaktir [87]. Bunu
da dretilen doku iskelesinin biyobozunur yapida iretilmesini saglayarak
yapmaktadir. Biyoerozyon prensibi en basta iiretilen doku 6zdesindeki polimerik
malzemenin zaman igerisinde hiicrelerin enzimatik faliyetlerinden ve viicuttaki
fizyolojik sivilardan (enzim, su vs.) dolay1 parcalanmasidir ve bunun {izerine doku
iskelesinin yerini, hiicrelerin kendi iirettikleri ECM materyalleri ile doldurmalar1
beklenir [87].

Doku iskelesi pargalanirken ve yerine hiicreler kendi ECM materyallerini
yerlestirirken zamanlama 6nemlidir. Doku iskelesinin ¢ok hizli erozyonu veya ¢ok

yavag erozyonu, doku miihendisliginin amacin1 ger¢eklestirmesindeki biiyiik
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engellerden biridir. Bu sebepten dolay, iiretilen doku iskelesi ideal erozyon siiresine

sahip olmalidir.

Capraz baglanmanin amaci erozyon siiresini uzatmaktir. Erozyon siiresini uzatmak
yani ¢apraz baglamak tamamen biyolojik polimerlerden iiretilen iskeleler igin bir
zorunluluktur. PLC/Kol/HA iskelenin hem sentetik hem de biyolojik polimerlerden
iiretilmesinin sebeplerinden biri erozyon siiresini yavaslatmaktir. Capraz baglamak
icin kullanilan EDC, ¢alisma prensibinde aminoasitlerdeki azot igeren gruplardan ve
aminoasitlerde ve hyaluronik asitte bulunan hidroksil (OH) grubundan
yararlandigindan dolayr PLC/Kol/HA karisimindaki kollajenleri birbirine ve

hyaluronik asite baglamistur.

HA suda ¢6ziinebilen bir GAG oldugundan dolay1 erozyon siirecinde en hizli olarak
iskeleden ayrilmasi beklenen iirlindiir. Erozyon deneyinde 7. giine kadar bozunan
iirliniin icerisinde, suda ¢oziinen bir molekiil oldugundan dolayr HA molekiillerinin
de oldugu diistiniilmektedir. Elektro-egirilmis PLC kopolimerinin 7. giiniin ardindan
hizli erozyonu homojen bir ¢oziinme ile olmamistir. PLC iskeleden PBS igerisinde
bolgesel kirilmalardan dolay1r kiigiik parcaciklar ayrilmistir. Ani agirhik kaybi
olmasmin sebebi bu ylizdendir. Capraz bagli PLC/Kol/HA iskelede de PLC
iskeledekiyle benzer bir parcalanma s6z konusu oldugundan 14. ve 21. giinler
arasinda ani bir agirlik kayb1 gézlenmistir. Capraz bagli PLC/Kol/HA iskeledeki bu
parcalanmanin ¢apraz baglama prosediirii sirasinda kullanilan alkoliin kollajenin asir1
dehidrasyonuna sebep olmasi nedeniyle daha kirilgan hale gelmesinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

PLC/Kol/HA iskelenin periyodik bir bozunmaya sahip olmasindan, bu iskelenin
erozyon siiresi agisindan doku miihendisliginde kullanim i¢in digerlerinden daha

ideal oldugu anlagilmaktadir.
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3.11. Hiicre Kiiltiirii Calismalar
3.11.1. Anjiogenez Testi

Uzerlerinde fibrin jel olusan endotel hiicreler bir hafta sonunda invert mikroskop
altinda incelendi ve damar ag1 olusturduklar1 saptandi (Sekil 3.17). Bu test ile endotel

hiicrelerin damar ag1 olusturma potansiyeline sahip oldugu belirlendi.

Sekil 3.17. HUVEC’lerin 1 hafta sonunda fibrin jel altinda olusturdugu damar aginin
invert mikroskop goriintiisii

3.11.2. Endotel hiicrelerin nano/mikrofibroz polimerik tasiyicilarin iizerinde
cogaltilmasi ve kilcal damar ag1 olusumunun degerlendirilmesi

DMEM/F12 besiyeri ortaminda hiicre kiiltiirli petrilerinde biiyiitillen endotel

hiicrelerin 14 giinliik inkiibasyon sonunda anti-CD31 antikoru ile boyanip floresan

mikroskopta incelenmesi sirasinda alinan goriintiiler Sekil 3.18’deki gibidir.
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Sekil 3.18. Endotel hiicrelerin hiicre kiiltiirii kabinda
DMEM/F12 besiyeri ortaminda 14 giinliik inkiibasyon
sonundaki goriintiisii (x400)

PLC/Kol/HA ve PLC iskeleler iizerine ekilen endotel hiicrelerin DMEM/F12
besiyerinde inkiibe edilmesi sonucu PLC/Kol/HA iskeleye hiicrelerin tutunduklari ve

PLC iskeleye tutunamadiklari Sekil 3.19°de gosterilmistir.

Sekil 3.19. Endotel hiicrelerin iskeleler {izerinde 5 giinliik inkiibasyon sonundaki
goriintiileri (x400). A. PLC/Kol/HA iskele B. PLC iskele. Yesil: CD31 (endotel
hiicre belirteci)

Uretilen PLC/Kol/HA iskelenin hiicre kiiltiirii calismasinda, iskelenin hiicreler i¢in
toksik veya biyouyumlu olup olmadigini anlamak amag¢lanmistir. Hiicrelerin 7 ve 14
giin sonunda iskeleye tutunmus ve yayilmis olarak gozlemlenmeleri ve damar
olusumuna benzer yapilari olusturmalar1 iskelenin yumusak doku miihendisligi

materyali olarak kullanilabilir oldugunu kanitlamigtir.
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PLC/Kol/HA tastyicilar iizerinde, DMEM/F12 besiyerinde, 7 ve 14 giinlik
inkiibasyonlar sonunda endotel hiicreler anti-CD31 antikoru ile boyanip floresan

mikroskopta incelenmis ve goriintiilenmistir (Sekil 3.20).

Sekil 3.20. Endotel hiicrelerin PLC/Kol/HA iskele tizerinde DMEM/F12 besiyerinde
7 ve 14 giinliik inkiibasyonu sonundaki goriintiileri (x400). Al ve A2. 7 giinliik
inkiibasyon; B1 ve B2. 14 giinliik inkiibasyon. Yesil: CD 31, kmrmizi: hiicre
cekirdekleri

PLC/Kol/HA tasiyicilar yapilarinda ihtiva ettikleri kollajen nedeniyle otofloresan
Ozellik gostermis ancak tizerlerinde biiyiiyen endotel hiicreler goriintiilenebilmistir.
Endotel hiicreler DMEM/F12 besiyeri kullanildiginda PLC/Kol/HA tastyicilara
homojen olarak tutunmus, hiicreler yayilma gosterebilmistir ki bu da yapidaki
kollajen sayesinde olmustur. Endotel hiicrelerin kilcal damar benzeri yapilar
olusturdugu goriilmektedir (Sekil 3.20 B).

Endotel hiicrelerin  DMEM/F12+EGM-2 (1:1) besiyerinde, PLC tasiyicilara
tutunabildigi, 14 giinliik inkiibasyon sonunda kiimelenmeler olusturma egiliminde

oldugu fakat damar benzeri olusumlarin var olmadigi Sekil 3.21°de gosterilmistir.
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Sekil 3.21. Endotel hiicrelerin PLC iskele tizerinde DMEM/FI2+EGM-2 (1:1)
besiyerinde inkiibasyonu sonundaki floresan mikroskobu goriintiileri Al. 7 giinliik
inkiibasyon (x100), A2. 7 ginliik inkiibasyon (x400), B1l. 14 giinliik inkiibasyon
(x100), B2. 14 giinliik inkiibasyon (x400). Yesil: CD31, kirmiz1: hiicre ¢ekirdekleri

Endotel hiicrelerin  PLC/Kol/HA tasiyicilar  lizerinde DMEM/F12+EGM-2
besiyerinde damar olusturma egiliminde oldugu, damar benzeri yapilarin olustugu

Sekil 3.22°de gosterilmistir.
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Sekil 3.22. Endotel hiicrelerin PLC/Kol/HA tasiyicilar tizerinde DMEM/F12+EGM-
2 besiyerinde 14 giinliik inkiibasyon sonunda olusturduklar1 kilcal damars1 olusumlar
(x100), Al ve B1. CD31, A2 ve B2. Hiicre ¢ekirdekleri

Literatiirdeki benzer g¢alismalarda poli-kaprolakton polimeri ile iiretilmis elektro-
egirilmis fiber iskelelere ekilen endotel hiicrelerin iskeleye tutundugu, ¢ogaldig1 ve
etkilesim igerisinde oldugu gozlenmistir [88]. Benzer farkl bir calismada elektro-
egirilmis yar1 sentetik bir iskele lizerine hem kas hiicreleri hem de endotel hiicreleri
ekilerek, damar agma sahip bir kas dokusu elde edilmeye ¢alisilmis ve her iki tiir

hiicrenin de iskeleye tutundugu ve ¢ogaldig1 goriilmiistiir [89].
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada biyolojik olarak uyumlu ve biyobozunur, yumusak doku iyilesmesinde
yardime1 ya da agik yaralar i¢in yama olarak kullanilabilecek bir malzeme tliretmek
amaglanmustir. Insan goébek bagindan izole edilen kollajenin ve hyaluronik asitin,
poli L-laktid/kaprolakton kopolimeri (PLC) ve poli (L-laktid/DL-laktid) kopolimeri
(PLDL) ile karigimlar1 hazirlanmis ve elektro-egirme yontemi ile egirilmistir.
Elektro-egirilmis iskelelere yapilan c¢apraz baglanma islemi sonrasi PLDL ile
hazirlanan iskelenin fonksiyonel olmadigi anlasilmistir. PCL/Kol/HA karisimindan
iiretilen doku iskelesinin mekanik, termo-mekanik, 1s1l ve morfolojik 6zellikleri
incelenmistir. PLC/Kol/HA karisimindan iiretilen iskelelere son olarak hiicre kiiltiirti

yontemi ile biyouyumluluk analizi yapilmistir.

Karisim hazirlamada sentetik polimer olan PLC’nin miktar1 elektro-egirme islemi
icin miimkiin olduk¢a fazla miktarda kollajen icermesi onceligi temel alinarak, uygun
bir yogunluk yakalanacak miktarda kullanilmis ve bu miktar Olgiilerek standart
hazirlanmigtir. Burada amag biyolojik igerigi olabildigince fazla kullanmak ve ayni
zamanda da sentetik polimer ile iskelenin mekanik 6zelliklerini istenilen seviyede

tutmaktur.

PLC’nin kollajen ile yapilan karisiminin biyouyumlulugu arttirmasi amaglanmistir.
Ayrica literatiirde yalnizca kollajenin kullanilmas1 durumunda elde edilen iskelelerin
mekanik Ozelliklerinin bu karisgima gore yaklasik 40 kat daha diisiik oldugu
gorilmiistiir [92,93]. Bu da kollajenin PLC ile harmanlanarak mekanik 6zelliklerinin

istenilen degerlere yiikseldiginin bir gostergesidir.

Elektro-egirilmis iskelelere yapilan ¢ekme testi sonucunda, kopma uzamasinin ve
modiiliiniin yumusak dokularda kullanilmaya uygun oldugu gériilmiistiir. insan
viicudunda siirekli darbeye maruz kalan organ olan kalbin frekansinm 1 ile 2 Hz
arasinda oldugu bilinmektedir. Bu bilgi 1513inda DMA analizinde 0 ile 9 frekanslar1
araliginda, 37 °C’de tarama yapilmistir. Kalbe bagh arterin modiilii 0,3 MPa, kalp

kapakciginin modiilii 0.19 MPa, viicudun degisik bolgelerindeki derinin modiili 1,6
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MPa olarak bilinmektedir [89-91]. Analiz sonuglari, bilinen biyolojik dokularin
modiil degerleri goz Onilinde bulundurularak yorumlanmistir ve PLC/Kol/HA
karigimindan iiretilen elektro-egirilmis doku iskelesinin biyolojik 6zdesleri ile yakin
mekanik ozellikler gosterdigi saptanmustir [89,90]. Uretilen elektro-egirilmis
PLC/Kol/HA iskelenin viicut sicakligindaki su igerisinde yapilan ¢ekme testi sonucu
0,89+ 0,10 MPa ve DMA analizi sonucu elde edilen 1-2 Hz frekanslar1 arasindaki
kompleks modiiliiniin 1,58 MPa oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar goz Oniine
almarak, tretilen iskelenin ortalama bir yumusak dokunun iyilesmesinde yama

olarak kullanilmaya olduk¢a uygun mekanik 6zellikler tasidigi sonucu ¢ikarilmistir.

Capraz baglama islemi doku iskelesinin biyoerozyon siiresinin uzamasi amaciyla
yapilsa da bu islemin hem mekanik 6zellikler hem de biyoerozyon agisindan kayda
deger olumlu sonucglar dogurmadigindan dolayi, PLC/Kol/HA iskelenin capraz

baglanmasinin gerekli olmadig1 sonucuna varilmistir.

Hyaluronik asitin molekiil agirliginin kollajene gore oldukca yiiksek olmasina [94]
ve doku miihendisliginde siklikla kullanilmasma ragmen [95,96] hyaluronik asitin
suda hizlica ¢oziinmesi ve biyoerozyon siiresini gereginden fazla kisaltmasinin 6niine
gecmek amaciyla karisim igine kollajenle kiyaslandiginda ¢ok daha az bir miktarda
karistirilmistir. Burada amag, kollajen proteinine ek olarak iskelede biyolojik agidan
onem arz eden bir polisakkarit molekiil kullanmaktir. Bunu secerken de HA’e
oncelik verilmesinin sebebi, dokularda yer alan bir polisakkarit olmasi ve kok hiicre

farklilagsmasinda, dolayisiyla doku rejenerasyonunda olumlu etkisinin olmasidir.

Ideal gdzeneklilik oranlar: literatiirde siklikla %60-90 olarak belirtilmektedir [84].
Gozeneklilik yumusak doku iskelesi igin en dnemli dzelliklerden biridir. Iskelenin
hiicreler ile kaplanmasi ¢ogu zaman yeterli olmamaktadir ve hiicrelerin iskelenin
iclerindeki liflere de tutunarak tam bir doku 6zdesi olusturmalar1 gerekmektedir [85].
Hiicrelerin bu liflerden olusan yapmin iclerine girebilmeleri icin lifler arasinda
yeterli bitylikliikteki gozeneklerin bulunmasi sarttir [86]. PLC/Kol/HA iskelede
gozeneklilik orant %52 olarak tespit edilmistir. Bu oranlarm %60’m altinda
degerlerde olmasmin sebeplerinden biri liflerin nano/mikro yapida olmasidir. Bu
durum gozeneklerin daha kiigiik boyutlarda olmasina sebep olmustur fakat ayni

zamanda birim alanda daha fazla gozenek olusmasmi da saglamistir. Daha fazla
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gbzenek bulunmasi, ylizey alaninmi arttirdigindan dolayi, doku iskelesi hiicre
kiiltirinde biyoerozyon ile birlikte kisa siirede gozenekliligin artmasini
saglayacaktir. PLC/Kol/HA iskelelerin standart gozeneklilik oraninin altinda bir
degerde olmasinin dezavantaji, elektro-egirilmis olmasimnin getirdigi avantajla birlikte
diisiiniildiigiinde ortadan kalkacaktir. Ayrica bu iskelede elektroegirme sonucu
polimer c¢ozeltisinde kullanilan c¢oziiclilerden kaynaklanan yapinin biitiinligiini
bozmayacak sekilde makro gozenekler olusmustur ki bu da hiicre penetrasyonuna

yardimec1 olacaktir.

Su tutma kapasitesi doku iskelesine gergek dokuya benzemesi yoniinden ve gesitli
molekiilleri (enzim, hormon, mineral vs.) baglamasma yardimci olmasi agisindan
oldukca onemlidir. Ayrica su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi hiicre tutunmasini
destekleyerek hiicrenin dogal ortamia benzeyen bir ¢evrede olmasimi saglar, hiicre
boliinmesi ve de hiicrenin bulundugu ortamda daha az stresle miicadele etmesini
saglar [2]. Ayrica su tutma kapasitesinin fazla olmasi iskelenin biyoerozyon hizini
arttirarak, hiicrelerin enzimatik biyoerozyon siirecine katkida bulunur [83]. Bu
bilgilerin 15181nda, iiretilen iskelenin su tutma kapasitesinin %102,6 olmasi, onun bu
yonliyle benzerlerine kiyaslandiginda doku miihendisligi uygulamalar1 igin

kullanilabilecek potansiyel biyomalzemeler arasina sokmaktadir.

PLC/Kol/HA iskeleler {iizerinde yapilan hiicre kiiltiirii deneylerinde iskelenin
biyouyumlu oldugu gosterilmistir. Elektroegirmede kullanilan ve organik bir ¢oziicii
olan HFIP’nin iskeleden tamamen uzaklastigi da bu sayede kamitlanmustir. iskele
iretiminde kullanilan PLC, kollajen ve HA polimerlerinin her birinin tek basina
biyouyumlu olmasi, karisimdan elde edilen iskelenin de biyouyumlu olmasinin en

biiyiik sebebidir.

Damar olusturma testi ile HUVEC’lerin damar ag1 olusturma potansiyeline sahip
oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin endotel hiicrelere 6zgili isaretleri gdstermeleri,
hiicrelerin iskeleye tutunmasi ve damar olusumuna benzer yapilar olusturmalar: ile
iskelenin yumusak doku miihendisligi materyali olarak kullanilabilecek o6zellikte

oldugu kanitlanmistir.

Iskelenin ydnlenmis fiberlerden olusuyor olmasindan dolay1 ozellikle kas doku

miithendisligi ¢aligmalarinda 6n plana ¢ikarabilecegi dngoriilmektedir.
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Bu caligmanin 6zellikle yonlenmis yumusak doku miihendisligi ile ilgili yeni
fikirlere bir kaynak olmasi umulmaktadir. Bu ¢aligsma; yara ortiisii ve yamasi olarak
kullanilabilecek materyallerden yola ¢ikarak, karmasik yapida ve dogala 6zdes bir

doku iskelesi olugturmanin giiniimiizde artik miimkiin olabileceginin bir kanitidir.
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