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Bu calisma “Nanotopografik Fiber Matrikslerin Doku Iskelesi Olarak Uretimi ve In-vitro
Etkinliklerinin incelenmesi” baslikli Lisansiistii Tez Projesi (18725) kapsaminda Hacettepe

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Sunulan tez calismasi kapsaminda nanotopografik morfolojiye sahip fiber matrikslerin
Uretilmesi  ve {retilen fiber matriksler {izerinde hiicresel davranislarin incelenmesi
amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak biyobozunur bir poliester olan g-polikaprolakton
(PCL) polimeri kullanilarak, elektroegirme yontemi ile nanotopografik desenlere sahip, rastgele
ve hizali diizende fiber matriksler {iretilmistir. Uretilen fiberlerin ayrintili karakterizasyon
caligmalari gergeklestirilmistir. Son asamada fibroblast (insan dermal fibroblast hiicre hatti-BJ)
ve epitel (insan dermal keratinosit hiicre hatti-HS2) morfolojide olmak {izere iki farkli hiicre

hatt1 kullanilarak fiberler iizerindeki hiicresel davraniglar incelenmistir.

Konsantrasyonu % 11 (w/v) olan PCL ¢oézeltisi, sirasiyla 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol
(HFIP), kloroform (CF)/N,N-dimetilformamid (DMF):9/1 (v/v), CF/dimetil silfoksit
(DMSO0):8/2 (viv), diklorometan (DCM)/DMSO:8/2 (v/v), aseton (ACT)/DMSOQ:8/2 (v/v) ve



tetrahidrofuran (THF)/DMSO:9/1 (v/v), iyi/kotii ¢oziicii kombinasyonlari kullanilarak
hazirlanmistir. Fiber matriksler iizerindeki cesitli nanotopografik ayrintilar, kullanilan bu
¢oziiciilerin faz ayrimi mekanizmalari ile elde edilmistir. HFIP ¢oziiclisti kullanilarak iiretilen
pliriizsiiz morfolojideki rastgele ve hizali 6rneklerde tek ¢oziicii kullanildigindan faz ayrimi
goriilmemistir. Burusuk morfolojiye sahip rastgele diizende fiber matriksler, CF/DMF ve
DCM/DMSO ¢oziicli sistemlerinin kullanildigr kotii ¢oziicli ile indiiklenen faz ayrimi
mekanizmasi (NIPS) araciligiyla elde edilmistir. Rastgele diizendeki gdzenekli morfolojiye
sahip fiber matriksler ise CF/DMSO ve THF/DMSO c¢6ziicl sistemleri ile elde edilmistir. Bu
sistemde NIPS mekanizmasi yaninda kapali sistem igerisinde korunan bagil nemin etkisiyle
buhar ile indiiklenen faz ayrimi (VIPS) gerceklesmis ve gdzenek yapist olusmustur. Rastgele
dizendeki benekli morfolojiye sahip fiber matriksler ise ACT/DMSO ¢ozlict sistemi
kullanilarak nefes sekilleri (BF) mekanizmasi araciligiyla elde edilmistir. Hizali diizende
uretilen nanofiberlerde, tim ¢ozlcl sistemlerinde, doner toplayicinin etkisiyle 1si1l olarak
indiklenen faz ayrimi: mekanizmasi (TIPS) araciligiyla oluklu (groove) morfoloji elde

edilmisgtir.

Uretilen fiber matrikslerin yiizey morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
goriintlilenmis ve liretim yontemine gore pliriizsiiz, burusuk, gdzenekli, benekli ya da oluklu
morfolojiye sahip olduklari tespit edilmistir. Fiberlerin kimyasal yapilar1 Fourier Dontistimlii
Kizildtesi Spektroskopisi (FTIR) ile incelenmis ve drneklerin PCL polimerinin karakteristik
piklerine sahip oldugu ortaya koyulmustur. Fiber matrikslerin kimyasal yapilarinin
dogrulanmasi, yap1 igerisindeki fazlarin belirlenmesi i¢in X Isin1 Kirmnimi (XRD) analizi
yapilmistir. Fiber matriks itiretiminde kullanilan ¢oziiciiler, yar1 kristalin yapidaki PCL
polimerinin kristalinitesinde artisa yol agmistir ve her grup i¢in 20 (°) = 21.4 ve 23.7'de iki adet
siddetli pik gozlenmistir. Fiberlerin 1s1l 6zellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve
Termogravimetrik Analiz (TGA) ile belirlenmistir. Sonuglar dogrultusunda PCL fiber
matrikslerin karakteristik erime piklerinin 56°C-61°C araliginda degistigi ve her grup i¢in ilk
bozunma sicakliklarinin 388°C civarinda oldugu goriilmiistiir. Yiizey piiriizliiliikk analiziyle, en
yuksek purtzlilik degerinin, benekli morfolojiye sahip olan ve ACT/DMSO-R ¢ozici

sistemiyle Uretilen fiber matrikslerde oldugu tespit edilmistir.

Hiicre kiiltiir calismalar1 kapsaminda fibroblastik (BJ) ve epitelyal (HS2) olmak iizere 2 farkli
fenotipe sahip hiicre hattinin nanofiberler iizerindeki hiicresel davraniglar1 incelenmistir. Bu

amagcla hemositometrik saymm ile hiicre tutunma oranlar1 hesaplanmis, hiicre canliligt MTT



analizi ile takip edilmis, fiberler tizerindeki hiicre morfolojisi, hiicre-hiicre ve hiicre-malzeme
etkilesimleri ise SEM analizi ile belirlenmistir. Son olarak hiicre iskeletinin organizasyonu F-
aktin/gekirdek ikili boyamalar: ile goriintiilenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, her iki
hiicre hatt1 i¢in de en etkin hiicre tutunmasmin burusuk morfolojideki fiberler iizerinde
gergeklestigi goriilmiistiir. Hiicre proliferasyonuna bakildiginda ise BJ hiicrelerinin canliliginin
kiiltiir boyunca ¢ok fazla degismedigi belirlenmistir. HS2 hiicrelerinin canliliginin ise tiim
fiberler Gzerinde zamana bagli olarak arttigi tespit edilmistir. SEM goriintiileri her iki hiicre tipi
icin de hucrelerin rastgele fiberler Gizerinde her yone yayilirken, diizenli fiberler iizerinde hiicre
uzamasinin fiber yoniinii takip ettigini gostermistir. Ayrica fiberler Uzerindeki topografik
yapilarin her iki hiicrede hiicre-hiicre ve hicre-yiizey etkilesimlerini arttirdigi goriilmiistiir. Bu
sonug floresan goruntdler ile de desteklenmis ve 6zellikle burusuk ve benekli morfolojinin aktin
filamentlerinin sayisini artirdig: tespit edilmistir. ki hiicre grubu kiyaslandiginda, fiberler
iizerinde keratinosit hiicrelerinin gruplar halinde ¢ogaldigi, dermal fibroblastlarin ise daha

yogun bir iskelet organizasyonu ile yilizeyde daha genis alanlara yayildiklar1 belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar, doku miihendisliginde kullanilmasi planlanan nanofibroz iskelelerin

uretiminde fiber &zelliklerinin (cap, Yyuzey nanotopografisi ve organizasyon) hiicre

morfolojisiyle birarada degerlendirilmesinin gerekli ve 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nanotopografi, PCL, elektroegirme, insan dermal fibroblast, insan

keratinosit
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Scaffold And Investigation Of Their In-Vitro Effectiveness." (18725).

In this thesis, it was aimed to produce fiber matrices with nanotopographic details and to
examine the cellular behavior on them. For this purpose, random and aligned fiber matrices
with nanotopographic patterns were produced by electrospinning using a biodegradable
polyester polycaprolactone (PCL). Characterization studies were carried out and then, cellular
behaviors on the fibers were examined in terms of adhesion, proliferation and morphology,
using two different cell lines in the fibroblastic (human dermal fibroblast cell line-BJ) and

epithelial (human dermal keratinocyte cell line-HS2) morphology.

PCL solution with 11% (w/v) concentration was prepared by using solvent/non-solvent
combinations including 1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2-propanol (HFIP), chloroform (CF)/N, N-
dimethylformamide (DMF): 9/1, (v/v), CF/dimethyl sulfoxide (DMSOQ):8/2 (v/v),



dichloromethane (DCM)/ DMSO0:8/2 (v/v), acetone (ACT)/DMSO:8/2 (v/v) and
tetrahydrofuran (THF)/DMSO0:9/1 (v/v). Various nanotopographic details on the fiber matrices
were obtained via the phase separation mechanisms and observed by scanning electron
microscope (SEM). No phase separation was observed in the random and aligned samples with
smooth morphology produced using the HFIP solvent. Random fiber matrices with wrinkled
morphology were obtained by non-solvent induced phase separation mechanism (NIPS) using
CF/DMF and DCM/DMSO solvent systems. On the other hand, CF/DMSO and THF/DMSO
solvent systems were used in the production of random fiber matrices with porous morphology.
In this system, besides the NIPS mechanism, vapour-induced phase separation (VIPS) was
occured as a results of the relative humidity in the closed system. Random fiber matrices with
crater-like morphology were obtained via breath figures (BF) mechanism using the
ACT/DMSO solvent system. Aligned fibers with groove morphology were obtained by
thermally induced phase separation mechanism (TIPS) in fiber matrices by the effect of the

rotating drum in all solvent systems.

The chemical structures of the fibers were investigated by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and it was revealed that the samples had characteristic peaks of PCL. X-
Ray Diffraction (XRD) analysis was performed to confirm the chemical structures of the fiber
matrices and determine the phases in the structure. Solvents used in fiber matrix production led
to an increase in the crystallinity of the semi-crystalline PCL polymer and two intense peaks
were observed at 20 (°) = 21.4 and 23.7 for each group. The thermal properties of the fibers
were determined by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric Analysis
(TGA). According to the results, it was observed that the characteristic melting peaks of PCL
fiber matrices ranged from 56°C to 61°C, and the initial degradation temperatures for each
group were around 388°C. By surface roughness analysis, it was determined that the highest
roughness was found in fiber matrices with crater-like morphology and produced with
ACT/DMSO-R solvent system.

Within the scope of cell culture studies, the cellular behaviors of cell lines with 2 different
phenotypes, fibroblastic (BJ) and epithelial (HS2), on the nanofibers were investigated. For this
purpose, percentage of cell adhesion was calculated by hemocytometric counting, cell viability
was followed by MTT analysis and cell morphology on fibers, cell-cell, cell-material
interactions were determined by SEM analysis. Finally, the organization of the cytoskeleton

was visualized by F-actin/nucleus dual staining. When the results were evaluated, it was

\Y



observed that for both cell lines, the most effective cell attachment occurred on the fibers with
the wrinkled morphology. Considering the cell proliferation, it was determined that the viability
of BJ cells did not change much during the culture period. On the other hand, it was found that
the viability of HS2 cells increased with time on all fibers. When the SEM images were
examined, it was seen that the cell elongation on the aligned fibers followed the fiber direction,
while the cells spread in all directions on the random fibers for both cell types. It was observed
that the topographic structures on the fibers increased cell-cell and cell-surface interactions for
both cells. This result was supported by fluorescent staining and it was indicated that especially
wrinkled and crater-like morphology increased the number of actin filaments. When the two
cell groups were compared, it was determined that keratinocyte cells proliferated in groups on
the fibers, while dermal fibroblasts spread over larger areas on the surface with a denser skeletal

organization.
The results emphasize that, it is necessary and important to evaluate the fiber properties
(diameter, surface nanotopography and organization) together with cell morphology in the

production of nanfibrous scaffolds that are planned to be used in tissue engineering.

Key Words: Nanotopography, PCL, electrospinning, human dermal fibroblast, human
keratinocyte
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1. GIRIS

Son yillarda yapilan doku miihendisligi g¢alismalari, dogal dokunun nanotopografik
ozelliklerini taklit eden malzemelerin biyouyumluluk cevabini iyilestirdigini ve daha iyi
bir malzeme-doku integrasyonu sagladigini ortaya koymaktadir [1]. Hiicre tutunmasi
doku olusumunun en temel basamagidir. Hiicre tutunmasinin 6zellikle hiicre ¢ogalmasi,
mezenkimal kok hiicre farklilasmasi, biyomalzeme-doku integrasyonu ve biyofilm
olusumunda oOnemli rol oynadigr bilinmektedir. Literatiirde hiicre tutunmasinin
biyomalzemenin mikro ve nano ylizey Ozelliklerinden etkilendigi belirtilmis ve bu
noktada nanotopografik yaklasimlar 6nem kazanmistir [2,3]. Nanofabrikasyon
yontemleri ile olusturulan in vivo-benzeri mikrogevreler hiicrelere fiziksel ipuglari
saglayarak hiicreye 6zgii fonksiyonlar1 uyarmaktadir. Isil, optik, kimyasal ve fiziksel
olmak tizere fakli yontemler ile malzemeler iizerinde nano-gukurlar, nano-kafesler ya da
nano-¢ikintilar gibi nanotopografik ayritilar olusturulabilmektedir. Genellikle litografik
temellere dayanan bu yontemler disinda elektroegirme gibi elektriksel yontemler ile de
nanotopografik malzemeler gelistirilebilmektedir. Nanotopografik yiizeyler iizerinde
hiicrelerin tutunmasi, proliferasyonu, morfolojisi, go¢ kapasitesi ve gen ekspresyonu gibi

Ozelliklerinin kontrol edilebildigi goriilmektedir [2,4].

Vicudumuzdaki dokular pek ¢ok hiicrenin oldukg¢a organize bir hiicre dis1 matriks (ECM)
yapist igerisinde yerlesmesi ile olusur. Hiicre dis1 matriks, nano 6lgekten makro 6lgege
uzanan oldukga hiyerarsik bir yapidir [4]. Doku iskelesi olarak kullanilan nanofibréz
malzemeler hem morfolojik hem de yapisal olarak ECM’yi oldukga iyi taklit edebilecek
niteliktedir. Diger yandan nanofibroz malzemeler ile yiiksek gozeneklilik ve yiiksek
ylizey/hacim orani elde edilebilmektedir. Kendiliginden diizenlenme, faz ayrilmasi ve
elektroegirme yontemleri nanofibréz malzemelerin iiretimine olanak saglamaktadir. Bu
yontemler arasinda elektroegirme, kolay uygulanabilirlik, ¢ok yonlii kullanim, diigiik
maliyet, 6lgek bilyiitmeye elverisli olmas1 gibi 6zellikleri nedeniyle 6n plana ¢cikmaktadir.
Elektroegirme yontemi ile rastgele ya da diizenli olmak ftizere farkli fiber
organizasyonlarinda matriks iretimleri gergeklestirilebilmektedir. Ayni zamanda

elektroegirme pek cok dogal ve sentetik polimer ile calismaya olanak saglamaktadir.



Yapilan ¢alismalarda elde edilen fiberler kullanilan malzemeye goére fonksiyonel hale

getirilerek daha etkin sonuclar elde edilebilmektedir [5].

Son yillarda elektroegirme ile ilgili yapilan ¢alismalarda yeni yaklasimlar kullanilarak,
farkli faz ayrim1 mekanizmalari iizerinden, nanotopografik ayrintilara sahip olan fiberler
uretilebilmistir [6-11]. Bu calismalarda yiiksek bagil nem (RH) ortam1 [12,13] ve/veya
farkli ¢oziiciilerin bir arada kullanilmasi, katki maddeleri [14] ve toplayici olarak su
banyosunun [15] kullanilmasi gibi ¢esitli uygulamalar ile elektroegirilmis fiberlerin
ylizey topografileri degistirilebilmektedir [16]. Fiber matriks yizeylerinde gdzenekli,
burusuk, benekli, oluklu gibi farkli fiziksel morfolojiler ¢esitli faz ayrimi
mekanizmalariyla indiiklenmektedir. Bu amagla kullanilan mekanizmalardan ilki, iyi
¢oziicli (ugucu bir ¢oziicii) ve kotii ¢oziicliden (ugucu olmayan bir ¢oziicil) olusan iki
¢oziicli karisiminin kullanildigi, kotii ¢oziicii ile indiiklenen faz ayrimi olarak adlandirilan
mekanizmadir (NIPS). Diger bir mekanizma olan buhar ile indiiklenen faz ayrimi (VIPS),
nemli bir atmosferde fiber ylizeyinden su buharinin yogusmasiyla faz ayriminin
gergeklestigi yontemdir [17] Isil olarak indiiklenen faz ayriminda (TIPS) ise sicaklik, faz
ayrimi igin itici bir gli¢ olusturmaktadir [18]. G6zenekli morfolojiye sahip polimer
fiberleri elde etmek i¢in alternatif bir mekanizma da nefes sekilleri (BF) olarak
bilinmektedir. Elektroegirme sirasinda BF mekanizmas: aracilifiyla gozenekliligin
olusmasi i¢in iki gereksinim vardir: yiiksek bagil nem ve dnemli bir sicaklik diistisii. Bu
onemli sicaklik disiisiinii saglamak i¢in DCM, CF ve THF gibi ugucu cozliculer
kullanilmaktadir [19,20].

Salmasi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, rastgele diizende piiriizsiiz morfolojiye sahip ve
hizal1 diizende oluklu ylizey topografisine sahip polistiren (PS) fiberler tiretmistir. Oluklu
ylizey topografisinin hiicre proliferasyonunu, morfolojisini ve farklilasmasini etkiledigi
belirtilmistir [2]. Zhou ve ark. sundugu ¢alismada, nanogézeneklere sahip hizali diizende
iretilmis poli (L-laktik asit) (PLLA) fiber matriksleri ile insan vaskuler diz kas
(vSMC'ler) hiicrelerinin etkilesimini incelenmistir. Elde ettikleri nanotopografik
desenlerin, hicrelerin tutunmasini, proliferasyonunu ve hizalanma davranislarini
iyilestirdigini ve vaskiiler matriks proteinlerinin sentezini arttirdigini bildirmislerdir [21].
Kim ve grubunun sundugu bir ¢aligmada, hizali diizende oluklu morfolojiye sahip poli
(Uretan akrilat) (PUA) matriksler {iiretilmistir. Matriksler tizerindeki nanotopografik
2



yapilarin, insan mezenkimal kok hiicrelerinin (hMSC) gogli ve ¢ogalmasi iizerinde
uyarict etkisi oldugu tespit edilmistir [2,4]. Bacakova ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada ise nanofibr6z PLA membranlar1 iizerinde insan dermal keratinosit
hiicrelerinin tutunma ve biiylime davranislar1 incelenmistir. Elde ettikleri sonuclara gore,
gozenekli nanofibr6z membranlarda hucrelerin metabolik aktivitelerinin ve hcre

popiilasyonun arttig1, hiicre-hiicre etkilesimlerinin gii¢lendigi bildirilmistir [22].

Laiva ve ark. 6 farkli ¢oziicii kullanarak yaptiklari ¢alismada genis gozenekli, dar
gozenekli ve burusuk yiizey morfolojisine sahip PCL fiberler elde etmistir [23]. Pant ve
arkadaglar1 gozenekli ve gozeneksiz PCL fiberleri iiretmisler ve bu fiberler tizerinde
osteoblast hiicrelerinin kiiltiirtinii yapmislardir. Hiicrelerin gézenekli fiberler iizerinde
zamana bagli olarak daha etkin bir sekilde ¢ogaldiklarini ortaya koymuslardir [24]. Diger
bir ¢alismada ise hiicreler gozenekli PCL fiberlerin gézenekleri igerisinde 3-boyutlu bir
bliylime gostermistir. Ayni zamanda fiberler {izerindeki nanogodzeneklerin, hiicre
tutunmasi yaninda epitelyal bobrek hiicrelerinin ve mezenkimal kok hiicrelerin (MSC'ler)

proliferasyonunu destekledigi belirtilmistir [25].

Insan gébek kordonu endotel hiicreleri (HUVEC) ile yapilan bir baska calismada
gozenekli fiberler lizerinde hiicre canlilig1 ve cogalmasinin arttigi, daha etkin hiicre-hiicre
etkilesimlerinin kuruldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuclar gézenekli PCL matrikslerin
doku miihendisliginde endotel tabakalar1 olusturmak icin kullanilabilecegini
gostermektedir [26]. Anarkoli ve ark tarafindan sunulan g¢alismada, farkli ¢oziici
kombinasyonlar1 kullanilarak piiriizsiiz, oluklu ve gdzenekli ylizey morfolojilerine sahip
rastgele ve hizali diizende PCL fiberler iiretilmistir. Bu fiberler iizerine L929 fare
fibroblastlar1 ekilmis ve hiicre davraniglar1 incelenmistir. Diger fiberler ile
kiyaslandiginda oluklu fiberler iizerinde hiicreler, uzamis hiicre iskeleti ve ¢ekirdek
morfolojisi sergilemistir. Gozenekli fiberlerin ise diger gruplar ile karsilastirildiginda

hicre proliferasyonunu daha etkin uyardigi belirlenmistir [27].

Sunulan tez calismasi kapsaminda oOncelikle elektroegirme ile nanotopografik fiber

matriksler olusturulmustur. PCL, biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, kimyasal ve 1sil
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kararliligi, iyi mekanik 6zellikleri ile bu alanda oldukga tercih edilen bir polimerdir [28].
Aym zamanda ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan insan uygulamalarinda
kullanim igin onaylanmistir [29,30]. Bu 0zelliklerinden dolay1 yapilan ¢alismada fiber
matriks tretimi i¢in PCL polimeri seg¢ilmistir. Tez caligmasinin temel hedefi
nanotopografik ozelliklere sahip fiber matrikslerin Uretilmesidir. Bu hedefe yonelik
olarak gozenekli fiberlerin yaninda, faz ayrimi mekanizmalar1 araciligiyla, farkl
topografik desenlere sahip fiberler de elde edilmistir. Ayn1 zamanda farkli toplayicilar
kullanilarak rastgele ve diizenli olmak iizere farkli fiber organizasyonunda matriksler
iiretilmigtir. Uretilen matrikslerin morfolojik, fiziksel ve kimyasal yapilarinin
incelenmesi amaciyla SEM, FTIR, XRD, DSC, TGA ve yiizey piiriizliiliik analizleri
yapilarak karakterizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmistir. Son olarak hiicrelerin
nanotopografik yiizeylere verdigi cevaplari degerlendirmek i¢n fibroblastik (BJ) ve
epitelyal (HS2) morfolojideki 2 farkli hiicre tipi ile in vitro galismalar yiiritilmiistiir.
Oncelikle fiberler iizerindeki hiicre tutunmasinin etkinligi hemositometrik sayim ile
degerlendirilmistir. Hiicre canliigi MTT analizi ile takip edilmistir. Hiicrelerin
morfolojik incelemeleri, hiicre-hiicre, hlicre-malzeme etkilesimleri SEM analizi ve F-
aktin/gekirdek ikili boyamalar1 ile ortaya koyulmustur. Sunulan tez kapsaminda,
geleneksel elektroegirme yontemlerinin yaninda yenilik¢i yaklagimlarin bir arada
kullanilmasiyla farkli topografik 6zelliklerde matrikslerin tiretilmesi ve farkli fenotipteki
hiicrelerin bu nanotopografik ylizeylere cevabinin degerlendirilmesi ¢aligmanin 6zgiin

yoOniinii olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Tez ¢alismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir bilgisine bu boliimde yer
verilmigtir. Konular, nanotopografi temelli doku miihendisligi, elektroegirme
yontemi ve PCL’nin yapis1 ve fiziksel 6zellikleri olmak {izere ii¢ ana baslik altinda
toplanmistir. Ilk kistmda nanotopografi temelli doku miihendisligi yaklasimi,
nanotopografik malzemelerin karakterizasyonu, nanotopografiye karsi olusturulan
hiicresel cevap ve nanotopografinin uygulama alanlari ile ilgili bilgiler 6zetlenmistir.
Ikinci kisimda, nanofiber iiretim ydntemi olarak elektroegirmeden ve fiberlerin
ylizeyinde topografik detaylar olusmasini saglayan faz ayrimi mekanizmalarindan
bahsedilmistir. Uciincii kisimda ise biyomalzeme olarak secilen PCL’nin yapisi,
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, uygulama alanlari, doku miihendisligindeki yeri ve

doku iskelesi olarak kullaniminin avantaj ve dezavantajlar1 hakkinda bilgi verilmistir.

2.1. Nanotopografi Temelli Doku Miihendisligi

Viicudumuzdaki dokulart olusturan hiicreler olduk¢a karmasik bir ECM yapisi igerisinde
yer alir, bu karmasik yapit nanodan mikro Ol¢ege uzanan hiyerarsik bir diizen
gostermektedir [4]. Hiicreler ve ECM arasinda devamli bilgi aligverisinin oldugu oldukca
dinamik bir iliski s6z konusudur. Hiicresel aktiviteler ECM’den alinan bilgiler
dogrultusunda diizenlenir ve bu bilgiler 1518inda sentezlenen molekiiller ile ECM nin
yapist sekillenir. Hiicresel aktiviteleri uyaran, bilinen iki 6nemli sinyal sistemi vardir.
Kimyasal sinyaller yani biiylime faktorlerinin de icerisinde bulundugu kemokinler,
sitokinler ve gerilim kuvvetleri gibi mekanik sinyaller. Hiicrenin igerisinde bulundugu
mikrogevrenin mikro ve nanotopografik 6zellikleri mekanik sinyallerin temel kaynagidir
[31]. Nanotopografi nano dlgekteki yiizey 6zellikleri olarak tanimlanabilir. Hiicreler doku
gelisimi sirasinda nano Olgektekteki sayisiz topografik ve biyokimyasal sinyal ile
etkilesim halindedir [32]. Hucre, ylzeydeki topografik detaylar ile adezyon molekdilleri
aracilifiyla etkilesir. Hiicrede bulunan adezyon molekiilleri (integrinler), ECM’nin
yapisinda bulunan laminin, fibronektin ve kollajen gibi proteinlere yiksek afinitede
baglanir ve fokal adezyon bdlgeleri olusur. Fokal adezyon bolgelerinin olusumunu aktin
stres fiberlerin sekillenmesi takip eder. Son olarak mikrotiibiil olusumu ile hiicre-
malzeme etkilesimi kararli hale gelir. Hiicrenin malzeme ile etkilesimi ve fokal adezyon

bolgelerinin olusumu filopodya, lameller yapilar ya da tiim hiicre govdesi ile



gerceklesebilir. Hiicrenin topografik yapilari algilamasi, etkilesime gegmesi ve bu
etkilesimin  hiicre i¢i  sinyalizasyonu uyararak bir cevap  olusturmasi
“mekanotransdiiksiyon” olarak adlandirilir [33,34]. Fokal adezyon bolgeleri ile iletilen
sinyal hicre iskeletinin diizenlenmesine neden olur ve bu diizenlenme gen ekspresyonu

da dahil olmak Uzere pek ¢ok hiicresel aktiviteyi uyarabilir [31,35] (Sekil 2. 1).
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Sekil 2.1. Hlcre-yilizey etkilesiminin (adezom) sematik goriintiisii: integrinler (mavi),
ECM’deki fibronektin (kahverengi) gibi proteinler ile etkilesime girer. Bu etkilesim,
hiicre i¢1 kisimda ise integrin adaptor proteinleri (yesil), sinyal molekiilleri (sar1) ve hiicre
iskeleti (pembe) ile iliski icerisindedir. Bu baglanma ile mekanik etkiler hiicre ici

sinyallere doniistiirtiliir ve hiicre ¢ekirdegine aktarilir [33].

Malzeme yuzey 6zelliklerinin hiicresel aktiviteler tzerindeki éneminin anlasilmasi ve
nanoteknolojideki gelismeler, nanotopografik detaylara sahip yiizeyler ile ilgili yapilan
calismalar1 arttirmistir (Sekil 2.2). Uzun zamandir yiizey piriizliligliniin hiicre
adezyonunu etkiledigi bilinmektedir. Yiizeydeki nano detaylar, yiizey alani yaninda

ylzeye adsorplanan protein miktarin1 da arttirmaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda



ayni1 desenlerin, farklt malzeme yiizeylerinde ayni hiicresel cevaplara neden oldugu, diger
yandan ayni malzeme yiizeyindeki farkli desenlerin hiicre tutunmasi ve proliferasyonu
gibi hiicresel cevaplar1 degistirdigi goriilmiis ve bdylece nanotopografinin Onemi
vurgulanmistir. Nanoteknolojik yontemler ile malzeme ylizeylerinde cukur, siitiin,
basamak ve oluk gibi topografik desenler olusturulabilir (Sekil 2.3). Desenin sekli,

boyutu, simetrisi ve diizeni olusacak hiicresel cevap tizerinde etkilidir [31].
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Sekil 2.2. Nanotopografik yiizeyler tizerinde kiltiire edilen hicreler: (a) Yiizeyinde nano
sttunlar bulunan polistiren malzeme Uzerinde fibroblast kultird, (b) esnek poli(dimetil

siloksan) sutunlar uzerinde kilttre edilen fibroblast [32].
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Sekil 2.3. Malzeme yiizeyindeki farkli nanotopografik desenler [33].

2.1.1. Nanotopografik Biyomalzemelerin Uretim Yéntemleri

Literattirde doku rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli nanoyapilar bulunmaktadir. Bunlar;
anodik oksidasyon yontemi ile elde edilen nanotupler, kolloidal litografi ile dretilen
nanokolloidler, nanosiitunlar, kaliplama, elektron 1sm1 litografisi ve nanobaskilama
yontemleri ile elde edilen nanogukurlar, nanooluklar, elektroegirme yontemiyle tiretilen
nanofiberler, faz ayrimu ile elde edilen nanodotlar ve reaktif iyon agindirma ile elde edilen

nanopiiriizler olarak siralanabilir [36].

Malzeme {iizerinde nanoyapilar olusturmak i¢in kullanilan teknikler yukaridan asagiya
(top-down) ve asagidan yukariya (bottom-up) olmak (zere iki yaklasima gore
smiflandirilmaktadir. Yukaridan asagiya yaklasiminda, yigin (bulk) olarak iiretilmis bir
malzemenin yiizeyinde, liretim sonrasi nano 0lcekte bir ylizey organizasyonu olusturulur.
Bu yaklasimda, fotolitografi, elektron 1511 ve X 1s1m1 litografisi, reaktif iyon agindirma,
kimyasal asindirma, anodik oksidasyon ve faz ayrimi teknikleri kullanilir. Asagidan
yukariya yaklasiminda ise, atomlar, molekiiller veya nanopargaciklar bir araya getirilerek
istenilen nano 6lgekli yiizey mimarileri elde edilir. Bu yaklasimda, kolloidal toplama,

elektroegirme, nanobaskilama ve kaliplama yontemleri kullanilmaktadir [36].



Nanotopografik malzemelerin Gretiminde kullanilan yontemler 1sil, optik, fiziksel,
kimyasal veya elektriksel olarak siniflandirilabilir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Nanotopografik detaylara sahip malzemelerin tretim yéntemleri [2,4].

Enerji ) .
Yontem Mekanizma Islenebilir polimerler
kaynagi
] Boslukla doldurulmus 6n polimerin Isil islem gorebilen
Cogaltma ile ) ) )
1s1l ¢apraz baglanmasiyla kalibin polimerler (6rnegin; poli
modelleme ) o .
negatif seklinin olusturulmasi dimetil siloksan)
) . . . Termoplastikler, rnegin;
Tg'nin uizerinde polimerin plastik L o
Nano-baskilama ’ ) polistiren, poli laktik asit
. . deformasyonu ile kalibin negatif y )
Isil litografisi Iletken polimerler, drnegin;
seklinin olusturulmasi o o
polianilin ve polipirol
. Blok kopolimer, 6rnegin
. Iki karismaz polimerin mikro faz . . .
Blok kopolimer : . polistiren-blok-poli(metil
) L ayrimi ile nano dlgekli delik, ¢izgi ) ] )
litografisi metakrilat), stirenbutadien-
ve katmanli yapilar olusturma )
stiren
Maske tasarimina ve secici UV Isikla sertlesebilen
Fotolitografi maruziyetine bagh olarak polimerler, 6rnegin
¢ozinirlik degigir fotorezist, poliiiretan bazli
Farkli elektron 1gin1 yollari ve
Elektron 1sinlarina duyarl
. Elektron 151n odaklanmis 1gmlarin segici
Optik ) . polimerler, 6rnegin
litografisi 1sinlamasi kullanilarak rastgele o .
polimetil metakrilat
desenlerin olusturulmasi
Lazer 1gmlamasi ile polimerin segici Isikla sertlesebilen
Dogrudan lazer )
) capraz baglanmasiyla rastgele polimerler (foto-
ile yazma o
desenlerin olusturulmasi kirlenebilir)
Malzemelerin aktarilmasi i¢in
) gerekli olan goreceli yizey enerjisi
Mikro- Proteinler ve kendiliginden
. farkini kullanarak ekstriide
Kimyasal baskilama

elastomerik damga desenleri

olusturma

olusan tek tabakalar




Cizelge 2.1. (Devam)

. Molekiillerin keskin bir ucla o
Dip-pen Kendiliginden olusan tek
) o dogrudan yazilmastyla rastgele
litografisi ) tabakalar
desenlerin olusturulmasi
Tuz par¢aciklarinin ¢oziinmesi (tuz o
Ki | o . Goziciide ¢oziinebilen
Imyasa o lici) ve/veya polimer blokta . .
Tuz ligi/gaz ) polimerler, 6rnegin
o kabarcik olusumu (gaz kopugii) ile ) .
koptrtme ] ) termoplastik ve iletken
bosluklu bir polimer blogunun
olanlar
olusumu
) Polimerin elektrokimyasal
Elektrokimyasal o N . o . :
indirgenmesi ile negatif sekilli Iletken polimerler
kaplama
kaliplarin olusturulmasi
Elektriksel
Bir elektrik alani kullanarak o
) . L ) . Goziciide ¢oziinebilen
Elektroegirme | polimer ¢dzeltisinden t¢ boyutlu bir )
i polimerler
nanofibrdz ag ¢izimi
Termoplastik polimerin Tg'nin
Kilcal kuvvet lzerinde kapilerin ylikselmesiyle Termoplastik ve ¢dzlclde
litografisi kalibin kismen doldurulmus negatif ¢ozlinebilen polimerler
seklinin olugumu
Kilcal Kapiler destekli mikro kanal Coziicide cozinebil
0zZucuae ¢cozuneplien
o damarlarda dolgusu ile kalibin negatif bir _
Fiziksel . polimerler
mikro-kaliplama seklinin olusturulmasi
Mekanik biikiilme kullanilarak
rastgele veya hizali diizendeki . .
) Elastomerik polimerler,
Burusukluk mikro-nano ¢izgilerin olusumu,
. ] ornegin polidimetilsiloksan
Elastik substrat ve sert film
arasinda mekanik bukulme
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2.1.2. Nanotopografik Malzemelerin Karakterizasyonu

Nanotopografik malzemelerin  yuzey Ozelliklerini  belirlemek icin pek ¢ok
karakterizasyon yonteminden yararlanilmaktadir. Malzeme ylizeyininin yapisini ve
kimyasal Ozelliklerini arastirmak igin X-Isinlar1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)
kullanilmaktadir. Bu yontemde elektron maruziyeti ile yiizeyin (50-100 A derinlik)
kimyasal bilesimiyle ilgili bilgi edinilir. Ugus Zamanli-ikincil Iyon Kiitle Spektrometresi
(TOF-SIMS), yiiksek vakum ortaminda, iyonlar araciligi ile yine yiizeyin yapisi ve
kimyasal bilesimini belirtir. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Kitle
Spektrometresi (MALDI-MS) protein-malzeme etkilesimi hakkinda bilgi verir.
Malzemenin ytiizey topografisi hakkinda bilgi edinmek icin ise Atomik Gu¢ Mikroskobu
(AFM) kullanilir. Taramali bir prob mikroskobu olan atomik kuvvet mikroskobu (AFM),
karakterizasyon yontemi olmasinin yaninda ayni zamanda yiizeylerin modifiye edilmesi
icin nanofabrikasyonda da kullanilir. AFM temelli nanoteknolojiler, nanomanipiilasyon,
nanograft olusturma, nanooksidasyon ve dip-pen nanolitografi olarak adlandirilmaktadir.
Aym1 zamanda AFM’de kullanilan prob farkli fonksiyonel gruplar ile modifiye
edilebilmekte ve Kimyasal Gu¢ Mikroskobu (CFM) adini alarak yiizeyin kimyasal
bilesimini incelemeye olanak vermektedir. Ylzey karakterizasyonunda X-isin1 temelli
mikroskoplar  kullanilarak  yilizeydeki molekillerin  oryantasyonu ve diizeni
belirlenmektedir. Son olarak nanotopografik yiizeylerin karakterizasyonunda kullanilan
en yaygin iki yontem Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) olarak siralanabilir. Her iki yOntemde de yuzeydeki nanotopografik
detaylarin goriintiilenmesinin yaninda hiicre-yiizey etkilesimlerinin belirlenmesi de

gergeklestirilir [1].

2.1.3. Nanotopografiye Kars1 Olusturulan Hiicresel Cevap

Nanotopografiye kars1 olusturulan hiicresel cevap doku miihendisligi alanindaki en ilgi
cekici konulardan biridir. Nanotopografi-hiicre etkilesimi ile ilgili ¢alismalarin temelini
dogal dokulardaki bazal membranin incelendigi c¢alismalar olusturmaktadir. Bu
caligmalarda farkli dokulardaki bazal membranlar AFM ile incelenmis ve pek GOk
nanotopografik detay icerdikleri ortaya koyulmustur. Bu noktadan yola g¢ikilarak
malzeme ylizeylerinde olusturulacak nano Olgekteki topografik yapilar ile hiicresel

aktivitelerin kontrol edilebilecegi diistiniilmistiir [1].
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Hucrelerin nanotopografik detaylara hangi mekanizmalar ile cevap verdikleri tam olarak
anlasilmamakla beraber bu yiizeylerin hiicreler tizerinde dogrudan veya dolayli etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Dogrudan mekanizmada hcre fokal adezyon bdlgeleri ve iyon
kanallari ile topografik desenlere karsi bir cevap olusturulmaktadir. Dolayli mekanizmada
ise malzeme yiizeyindeki topografiye bagli olarak degisen protein adsorpsiyonuna karsi

bir hiicresel cevap meydana gelmektedir [1].

Nanotopografik yiizeylere karsi olusturulan hiicresel cevap hiicreden hiicreye farklilik
gosterebilmektedir (Sekil 2. 4). Ornegin endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicreleri piiriizlii
yuzeylere diiz ylzeylere nazaran daha iyi yapisirken, makrofaj-benzeri hicrelerde
piiriizliilik arttik¢a hiicre tutunmasi azalmaktadir [1,34,37]. Diger yandan topografik
yapmin boyutu da olusacak hiicresel cevap agisindan olduk¢a onemlidir. Ornegin
osteoblast hiicreleri 5 nm’ye duyarliyken, melanositler 50 nm’den biiyiik topografik
detaylara kars1 cevap olusturur [1,38].

Ekilmig hiicreler

Nano 8lgekli yiizey

/\

Hiicre Hizalamast Hiicre Tutunmasi ve Cogalmasi

» T o .

Hizalanmis nano ~ Hizalanmamig Artma Azalma
Slcekli yapalar nano dlgekli
+ yapilar ¢ ¢
L Diiz kas hiicreleri Fibroblastlar
;(1%1;_ Egﬁ;sstﬁ? Sinir hiicreleri | Endotel hiicreleri Makrofajlar
Endotel hiicreleri Osteoblastlar
Epitel hiicreleri Y

Hiicre Morfolojisi

Fibroblastlar  Endotel hiicreleri Diiz kas hiicreleri

\ ¥

Fibroblastik yapilar Kavisli yapilar Uzamug yapilar

Sekil 2.4. Nanotopografik detaylara kars1 olugturulan hiicresel cevaplar [1].
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Yiizey topografisine karst olusturulan en temel cevap morfolojik degisimler ve hiicre
hizalanmasidir. Hizalanma, hiicre ylizey ile karsilastiktan ¢ok kisa bir siire sonra
gerceklesir. Genellikle hizalanma ylizeydeki desenin dogrultusunda, polarizasyon ve
uzama ile gerceklesir. Hiicre hizalanmasi da hiicre tipine gore farklilik gostermektedir.
Fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicreleri nano 6l¢ekteki oluklar ve ¢ikintilar
yoniinde hizalanirken tavsanlara ait hipokampal ndronlarda bodyle bir hizalanma
goriilmemistir [1,39—41]. Keratinositlerin nanotopografik yuzeylerde endotel hiicrelerine
gore ¢cok daha giiclii bir sekilde hizalandiklar1 belirlenmistir [1]. Nanotopografiye karsi
olusturulan bir diger cevap ise tutunma ve proliferasyondur. Bu noktada da hiicre tipi ile
olusan cevap arasinda giiglii bir bag vardir. Nanoyapilarin, diiz kas hiicrelerinde,
endotellerde ve osteoblastlarda, kalin stres fiberi ve yogun fokal adezyon olusumu ile
ylizeye tutunmayir ve proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir. Diger yandan nano
cukurlarin ve siitunlarin fibroblastlar ve makrofaj-benzeri hiicrelerde tutunmay1 azalttig1
belirtilmistir. Ayn1 zamanda topografinin gen ekspresyonunu ve sitokinler, buyime
faktorleri ve sinyal proteinleri gibi proteinlerin iiretimini etkiledigi bilinmektedir. Bu etki
hiicre iskeletinde meydana gelen degsikliklerin hiicre i¢i sinyalizasyonu ve

transkripsiyonu uyarmasi ile ger¢eklesmektedir [42].

2.1.4. Nanotopografinin Uygulama Alanlari

Nanoyapisal 6zelliklerdeki malzemeler elektronikten bligisayar teknolojisine pek ¢ok
farkli alanda kendine yer bulmustur. Rejeneratif tip alanina bakildiginda ise ozellikle
biyosensorlerde ve doku miihendisligi uygulamalarinda nano malzemeler
kullanilmaktadir. Nanoyapilar ayni zamanda ilaglarla ilgili ¢aligmalarda da tercih
edilmektedir; kontrollii salim sistemlerinde nanopartikiiller, fulleren gibi potansiyel ilag
gorevi gorecek nanoyapilar, ilag taramalarinda kullanilan nanobiyogipler ve
nanobiyosensorler. Nanotopografik malzemeler ise 6zellikle mekanotransdiiksiiyonun ve
hiicresel mekanizmalarin arastirildig1 ¢alismalarda kullanilmaktadir [1]. Biyomalzeme
uygulamalarina bakildiginda 6zellikle dogal dokuya ait mikrocevrenin daha iyi taklit
edilebilmesi acisindan nanotopografiden yararlanilmaktadir. Olusturulan nanoyapilar ile
mekanik destek saglayip, besin-metabolit diflizyonuna yardimci olunurken, hiicre

proliferasyonu, go¢ii, farklilagsmasi ve apoptoz kontrol edilmektedir [4].
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2.2. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme yontemi, sagladig1 avantajlar nedeni ile ¢ok farkli uygulamada kullanilan
bir yontemdir. Son 10 yil icerisinde bu ydntem ile mikro ve nano boyutlarda fiberlerler
iretilerek, ECM’nin yapisin1 daha iyi taklit edebilen doku iskeleleri gelistirilmistir
[19,43].

Elektroegirme teknigi elektrostatik kuvvetler kullanilarak polimerlerin fiber yapida elde
edilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.5). Bu teknikte kapiler bir besleme Unitesinde
bulunan polimer ¢ozeltisine ylksek voltaj (1-30 kV) uygulanir. Besleyici tinitedeki
ignenin ucunda asili durumda duran polimer ¢ozelti damlas1 kritik bir voltaj degerine
kadar, ylizey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden dolay1, kiiresel bir bi¢imde bulunur.
Uygulanan potansiyel fark bir esik degerine ulastiginda, elektrostatik kuvvetler yiizey
gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Bu noktada polimer damlasi sekil degistirerek koni
(Taylor konisi) bi¢gimini alir. Olusan elektrostatik kuvvetler polimer ¢ozeltisinin yuzey
gerilimini yendiginde fiber jet formunda olusan akis, toplayici1 gorevi goren iletken bir

yiizey tizerinde kararsiz bir yapida fiber formunda toplanir [44].

Toplayiaa _ -
Toplanan 74 /
fiberler S et U A
TSR
5 Yiiksek
TV« voltaj
o — "-) ka)mgl

Mo,
o,

~; ' . Taylor konisi |
-t A"-_ &

|

Polimer ¢ozeltisi

Sekil 2.5. Elektroegirme isleminin sematik gortntisi [19].

2.2.1. Elektroegirme Yontemi ile Nanotopografik Matrikslerin Uretilmesi

Son zamanlarda, elektroegirme yonteminde yeni yaklasgimlarin kullanilmas: ile
nanotopografik yiizeylere sahip fiber matrikslerin iiretilmesi miimkiin olmaktadir (Sekil

2.6). Fiberler tizerindeki nanotopografik detaylar temel olarak faz ayrimi mekanizmalari
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ile gergeklesmektedir (Sekil 2.7). Bir ¢oziicii icerisindeki polimer karigiminda, ¢ézliciiniin
maksimum ¢ozliniirliigli asildigi andan itibaren meydana gelen mekanizmalar “faz
ayrim1” olarak adlandirilmaktadir. Cozelti sicakligi, genellikle faz ayrimi siirecinin
kontrol edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Coziiciniin buharlagsmasi sirasinda, ¢6zelti
termodinamik olarak kararsiz hale gelir ve faz ayrimi, polimerce zengin bir faz ve
polimerce fakir bir faz (¢6ziicli agisindan zengin faz) olmak tizere iki kisma ayrilarak
gerceklesir. Daha sonra ¢oziiciiniin buharlasmasi, polimer agisindan zengin fazin
katilasmasina izin verir ve matriks olusurken polimer icermeyen faz, birbirine bagh
gozenekler igeren kopilik benzeri yapilarin ortaya ¢ikmasma yol agar. Bu durumda
malzemenin yiizeyi yiksek derecede purizlulik icermektedir. Polimer ve ¢6zuci secimi,
konsantrasyon ve sicaklik gibi parametreler gozeneklerin seklini, boyutunu, yogunlugunu
ve yiizey purizliligini etkilemektedir [36,45]. Nanotopografik fiberlerin elde
edilmesinde etkin olan faz ayrimi mekanizmalari; Isil Olarak Indiiklenen Faz Ayrimi
(TIPS), Buharla Indiiklenen Faz Ayrim1 (VIPS), Solventle Indiiklenen Faz Ayrimi1 (NIPS)
ve Hizli Faz Ayrimi olarak siralanabilir [23,46]. Asagidaki bolimlerde bu mekanizmalar

ayrintilt bir sekilde agiklanmistir.
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Sekil 2.6. Elektroegirme ile tiretilen farkli yapilara sahip nanofiberler: (a) rastgele (b)

hizali, (c) desenli, (d) 6riimcek ag1 seklinde, (e) boncuklu, (f) serit seklinde (g) sarmal,
(h) gozenekli, (i) kolye benzeri, (j) havai fisek seklinde, (k) piring tanesi seklinde, (1)
cekirdek-kabuk seklinde, (m) ¢ok kanalli boru seklinde, (n) ¢cok cekirdekli kablo benzeri,
(o) tiip iginde tiip seklinde, (p) mikrotiip i¢inde nanotel seklinde ve (r) i¢i bos nanofiberler
[47].

16



A: yogun polimer
¢ozeltist

B: stvi dolu gozeneklerin

cekirdeklenmesi ve
biyiimest

C:  karsilikls olarak birbirine
bagli polimer alanlan ve

gozenekler halinde
spinodal ayrisma

Vitrifikasyon

Binodal

Spinodal

Baslangig

cozeltisi D: polimer graniillerinin

cekirdeklenmesi
ve biiviimesi

Iyi ¢oziict Kotii ¢oziic

Sekil 2.7. lyi-kétii ¢oziicii varliginda polimer ¢ozeltisinde meydana gelen faz ayrilmasi

[19].

2.2.1.1. Isil Olarak indiiklenen Faz Ayrimi (TIPS)

Bu mekanizmada, temelde ani bir sicaklik diisiisii faz ayrimina yol agmaktadir. Fiber
tretiminde gerseklesen TIPS mekanizmasinda itici gii¢ fiberler ile toplayici arasinda
meydana gelen bliyiik bir sicaklik farkidir. Bu noktada polimer ¢6zeltisi yar1 kararh
bolgeye girmek icin faz diyagraminin binodal egrisinden gecer. Amorf polimerlerin
stvi/s1vi faz ayrimi ve ardindan polimerin jellesmesi yoluyla mikro gézenekli yapilar

olusur [48].

Isil olarak indiiklenen faz ayriminda sicaklik farki, 1s1 transferi ile gerceklestiginden bu
yontem daha fazla esneklik, diisiik kusur olusumu, iyi mekanik o6zellikler, kontrol
kolaylig1 ve yuksek g6zeneklilik gibi cesitli avantajlara sahiptir. Bu yontemle, gbzenek
boyutunun kontrolii saglanabilmekte ve daha da Onemlisi hem izotropik hem de

anizotropik yapilar olusturulabilmektedir [49,50].

17



2.2.1.2. Kétii Coziicii ile Indiiklenen Faz Ayrimi (NIPS)

Yapilan c¢alismalarda polimer/iyi ¢oziicii karisimina kotii  ¢oziicii  eklenerek
gozenekliligin indiiklenebilecegi gdsterilmistir. Bu mekanizma kotli ¢oziiciiden dolayi
gerceklesen faz ayrimi (NIPS) olarak bilinir (Sekil 2.8) [51]. Iyi ¢dziicii/kotii ¢oziicii
kombinasyonunun se¢imi onemlidir. Faz ayrimi olusturmak igin, iyi ¢oziicii ile kotl
¢oziicii arasinda ucuculukta bir fark olmalidir. Iyi ¢éziicii i¢in daha yiiksek uguculuk ve
kot ¢oziicti igin daha diisiik uguculuk gerekmektedir [19]. Elektroegirme sirasinda
ger¢eklesen NIPS mekanizmasinda polimer bakimindan fakir fazin buharlagsmasi
gbzenek olusumundan sorumludur [52]. Bu yontem ¢ok yonlii olusu agisindan bir avantaj
saglasa da polimerin ve 2 ¢Oziicliniin kullanilmasi viskoelastik o6zellikler agisindan
¢oOziiclinlin egrilebilmesini zamanla degistirmekte ve bu da kararli yapilarin elde
edilmesini olumsuz olarak etkilemektedir [51,52]. Bu sistemde geleneksel elektroegirme
parametrelerine ek olarak secilecek kotii ¢oziicliniin 6zellikleri, iyi/kotii ¢6ziicli oran1 gibi
parametrelerin de dikkate alinmasi gerekir. Ancak bu parametreler iyi bir sekilde optimize
edilirse NIPS mekanizmasi ile yiiksek ve homojen goézeneklilige sahip, ylizeyde ve
cekirdekte birbirine bagli acik gézenekler igeren fiberler elde etmek mimkiindir [51,53].
Gozenekli nanofiberler, doku mithendisligi [51,54], yag filtrasyonu [55], yag emilimi ve
yag/su ayirma [19,51,56], stiperhidrofobik kaplama [51,57], 6zel giysilerin Gretimi (spor
giyim) [51,58] ve lityum iyon pillerde [51,59] kullanilmaktadir.
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Coziicii Faz ayrimi nedeniyle kotii ¢oziicii yiizeyde Iyi ¢oziiciiniin buharlasmasinin ardindan Damlaciklarin
buharlagmasi damlacik halinde bulunur olusan damlaciklarla kot ¢oziiciiler karigir buharlagmast

Sekil 2.8. Yiizeyde nanotopografik desenlerin olusmasina neden olan NIPS

mekanizmasinin sematik goriintiisii [19].
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2.2.1.3. Buhar ile indiiklenen Faz Ayrimi (VIPS)

Buharla indiiklenen faz ayrimi (VIPS) (Sekil 2.9) ve nefes sekilleri (BF) (Sekil 2.10),
nanotopografik fiber {iretiminde kullanilan diger mekanizmalardir [25,60]. Bu
mekanizmalarda su buhari ile faz ayirimi gergeklesmektedir. Buharla indiiklenen faz
ayrimi mekanizmasinda kullanilan polimer, PCL (e-polikaprolakton), PS (polistiren)
veya PLA (poli-laktik asit) gibi, hidrofobik bir polimer ise, su buhar1 polimer i¢in ¢0zicl
olmayan bir madde olarak hareket eder [19]. Bu mekanizmada yiiksek ucuculuktaki
¢Oziicii, fiberlerin ylizeyinden hizla buharlasir ve nemli ortamdaki su buhar1 soguk
fiberlerin ylizeyinde yogusur. Coziicii olmayan suyun ¢ozeltiye niifuz etmesi, homojen
polimer/¢oziicli karisiminin faz ayrimini indiikler. Sonug olarak, ¢oziicliniin buharlagsmasi

ile gozenekler olusur ve polimerce fakir bolgeler (gézenekler) polimerce zengin bolgeler

etrafinda dagilir [60,61].

2
< °
< —
)
®
o L J
e
* @
" . — —
@
< b -
. °
o
< . >
o
Coziicuniin yavagca (Coziicinin suyla karismasi Buharlagma tamamlandiginda
buharlagmas1 ve suyun nedeniyle faz ayrimi nanotopografik desenler
penetrasyonu meydana gelir olusur

Sekil 2.9. Yiizeyde nanotopografik desenlerin olusmasimna neden olan VIPS

mekanizmasinin sematik goriintiisii [19].

2.2.1.4. Nefes Sekilleri ile Indiiklenen Faz Ayrimi (BF)

Nefes sekilleri, nemli ortamda olduk¢a ugucu ¢oziiciiler varliginda gozenekli fiber elde
edilmesinin nedenini acgiklayan baska bir mekanizmadir. Coziicli, polimer/¢oziicii
cozeltisinden buharlagtifinda, fiberlerin ylizeyleri soguma egilimi gosterir ve yiizeyde su

buhar1 yogusur. Fiberler kurudukca, su damlaciklar1 fiberlerin yiizeyinde 3 boyutlu
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gOzenek izleri birakir [25,62]. Elektroegirme sirasinda BF mekanizmasi yoluyla
gozenekliligin meydana gelmesi i¢in iki gereklilik vardir: yiiksek bagil nem ve énemli bir
sicaklik diisiisii. Bu 6nemli sicaklik diisiisiinii indiiklemek i¢in DCM, CF ve THF gibi
ucucu ¢oziiciiler kullanilmaktadir [19,61]. Baska bir ¢alismadaki elektroegirme islemi
sirasinda sicaklik sabit tutulsa da fiber, siringa ile toplayici arasindaki mesafeyi gecerken
yluzeyde nem yogusmasina ve nefes sekillerinin olusmasina yol agabilmektedir.
Gergeklesen nem yogusmasi, sadece fiber ylizeyinin sicakligini etkiliyorsa, gozenekler

sadece ylizeyde olusmaktadir [48].

Coziici Su buhan damlacifimin Su damlacigimin
buharlagmas: yogusmast buharlasmasa

Sekil 2.10. Nefes sekilleri mekanizmast ile gdzenek olusumunun sematik goriintiisii [19].

Elektroegirme kullanarak nano gozenekli fiberlerin iiretildigi bir¢cok ¢alisma mevcuttur.
Fibroblastlar, keratinositler, osteoblastlar ve diiz kas hiicreleri kullanilarak, PS, PLA,
PLGA, PGA ve PCL polimerlerinin elektroegirme ile edilen, dogal ECM’yi taklit eden
ve gozenekli olmak {izere cesitli nanotopografik desenlere sahip fiber yapidaki doku
iskeleleri arastirilmig, tutunma ve g¢ogalma davranislarini destekledigi gosterilmistir
[11,39,63-68]. Casper ve ark. nemli bir ortamda nanogdzenekli polistiren fiberler
tretmislerdir. Ortamda bulunan, %30'dan fazla bagil nemin (RH), hem faz ayrimi hem de
nefes sekli mekanizmalar1 araciligiyla fiberlerin yilizeyinde goézeneklerin olusumuna
neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, RH miktarinin artmasiyla fiberlerin yiizeyindeki
gozenek boyutu dagilimmin, goézenek c¢apmin ve gbézenek sayisinin arttigini

gostermislerdir [60]. Fatemeh ve ark. yaptiklari ¢alismada, RH miktarinin %60'a kadar
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artirtlmasinin, faz ayrimi ve nefes sekilleri mekanizmasimi uyararak, gozenekli

morfolojiye sahip fiberlerin elde edilmesini sagladigini belirtmistir [25].

2.3. PCL’nin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Polimerik biyomalzemeler bir¢ok farkli parametreye (sentez sekli, molekiil agirligi, zincir
yapist, 1s1l davranigi vs.) gore simiflandirilmaktadir. Sentez sekillerine gore polimerler,
dogal, yar1 sentetik ve sentetik olmak tizere li¢ ana baslikta incelenmektedir. Seliiloz,
hyalironik asit, kolajen, kitin-kitosan, aljinat, fibrin ve albumin dogal polimerlere 6rnek
olarak verilebilir. Yar1 sentetik polimerler ise dogal polimerlerin modifikasyonu ile elde
edilmektedir. Selulozun modifikasyonu ile elde edilen seliiloz asetat bu gruba 6rnek

olarak verilebilir.

Cizelge 2.2. Biyomalzeme 6zellikleri [69].

Ideal Biyomalzeme Ozellikleri Tammlar:

) Karsinojenik, pirojenik, toksik olmayan ve
Biyouyumluluk .
alerjik yanit olusturmayan

] A Otoklav, kuru 1s1, etanol, radyasyon gibi
Sterillenebilirlik
yontemlere dayanikli

Fiziksel Ozellik Mekanik dayanim, elastisite

) Eritme, ektriizyon veya fiber Uretimi gibi
Islenebilirlik
tekniklerde kullanilabilmesi

Poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA) ve PCL gibi sentetik polimerler ve
polilaktik asit-ko-glikolik asit (PLGA) gibi kopolimerler doku miihendisligi alaninda
yaygin olarak kullanilan polimerlerdir [69]. Biyomalzeme segiminde pek ¢ok parametre
g6z oniinde bulundurulmaktadir (Cizelge 2.2). Bu noktada PCL toksik ve immuinolojik
reaksiyon olusturmamasi, mekanik dayaniminin iyi olmasi, kontrol edilebilir hizda
bozunmasi ve biiylik 6lgekte tiretiminin miimkiin olusu [70] gibi avantajlarindan dolay1

doku miihendisligi alaninda biyomalzeme olarak siklikla kullanilmaktadir.
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Kaprolakton PCL

Sekil 2.11. PCL’nin sentezi ve zincir yapisi [12].

Poli(e-kaprolakton) (PCL), c¢ok ¢esitli biyomedikal uygulamalar igin Onerilen
biyouyumlu, hidrofobik (¢cok sayida metil grubu igerir), yari kristalin yapida, erime
noktast (Tm) yaklasik 60°C ve camsi gegis sicakligi (Tg) yaklasik -60°C olan biyolojik
olarak parcalanabilen bir polimerdir (Cizelge 2.3) [13]. Polimerin sentezi ve zincir yapisi
Sekil 2.11°de verilmistir. Molekiil agirligt 3,000 g/mol ile 100,000 g/mol arasinda
degismektedir. Molekiil agirlig1 ile kristal yapisi arasinda ters orantili bir iligki vardir;
PCL % 40 kristal haldeyken molekiil agirligi 100,000 g/mol iken, kristal yap1 % 80’¢
yiikseldiginde molekiil agirligi 5,000 g/mol’e diismektedir [14,71]. PCL, kendiliginden
eriyen siitiirler, ilag salim sistemleri [13,15] ve doku miihendisligi igin doku iskelesi
[13,72] tiretimi dahil olmak {izere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Diger polimerlere
gore ucuz olusu, diisiik hidrolitik bozunma orani, oda sicakligindaki esnekligi, daha
yuksek kristallinite gibi 0zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir [13,73]. Ayrica
elektroegirme isleminde avantaj saglayan istiin viskoelastik ve reolojik ozelliklere

sahiptir [74,75].

Cizelge 2.3. PCL’nin fiziksel dzellikleri [14].

Yogunluk (60°C) 1.1 g/cm?®
Viskozite (100°C) 1,500,000 mPa.s
Erime Noktasi 59°C -64°C
Parlama Noktasi 275°C
Bozunma Sicaklig 200°C

2.3.1. PCL Nanofiberlerin Doku Miihendisligi Uygulamalar:

Doku miihendisligi uygulamalarinda, PCL nanofiberleri tek basina veya dogal

polimerlerle birlikte sinir, deri ve kornea gibi ¢ok ¢esitli dokularin rejenerasyonunda doku
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iskelesi olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada kardiyak doku miihendisligi i¢in
hizalanmis PCL nanofiberler ile biyomimetik doku iskeleleri olusturmustur [4,76]. Cho
ve ark. sigan MSC'lerini elektroegirilmis PCL-PEG nanofiberler {izerinde kiiltiire etmis
ve fiberlerin noral farklilagsmay1 destekledigini belirtmistir [4,77]. Ma ve ark. hizalanmis
PCL/jelatin nanofiberler iizerinde insan koroner arter hiicrelerini kiiltiire etmis ve
hiicrelerin fenotiplerini koruduklarini, PECAM-1, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi endotelyal
hlcrelere ait belirtecleri eskprese etmeye devam ettiklerini gOstermistir [4,78].
Venugopal ve ark. PCL, kolajen ve PCL-kollajen fiber matriksler izerinde insan dermal
fibroblastlarin  kiiltiiriinii  gerceklestirmis ve yapiya kollajen katilmasinin hiicre

proliferasyonunu destekledigini belirtmislerdir [4,79].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan malzemelere, nanotopografik
Ozelliklere sahip fiber matriks Uretiminde uygulanan yoOntemlere, fiberlerin
karakterizasyon ¢alismalarina ve son olarak hiicre kiiltiir ¢alismalarina yer verilmistir. ilk
asamada elektroegirme sistemi ve c¢esitli ¢oziicli sistemleri kullanilmis ve faz ayrimi
mekanizmalar1 ile farkli yiizey topografilerine sahip PCL fiberler {iretilmistir.
Karakterizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda iiretilen fiber matrikslerin morfolojik, fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in 5 farkli yiizey
morfolojisine sahip fiber matriks se¢ilmis ve bu malzemeler iizerinde hem insan dermal
fibroblastlarinin (BJ) hem de insan keratinositlerinin (HS2) kiiltiirli ger¢eklestirilmistir.
Hucrelerin yiizey topografisine verdikleri cevaplar hiicre tutunmasi, proliferasyonu ve

morfolojisi agisindan degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Biyolojik Malzemeler

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda e-polikaprolakton (PCL) regineleri (Mn = 80,000
Dalton), Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir. Elektroegirme yontemi igin
kullanilan ¢oziiciiler; kloroform (CF) (%99, ACS reaktif derecesi), dimetilsilfoksit
(DMSO) (%99.9) ve DMF (N, N-dimetilformamid) (%99.5) Merck (Almanya)
firmasindan ve 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP), aseton (ACT) (%99.5),
diklorometan (DCM) (%99.8, amilen ile stabilize edilmistir) ve tetrahidrofuran (THF)
(%99, biitillenmis hidroksitoluen ile stabilize edilmistir) ise Sigma-Aldrich (ABD)

firmasindan satin alinmistir.

Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda kullanilan BJ ve HS2 hiicre hatlar1 sirasiyla Adnan
Menderes Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali §gretim iiyesi Dog. Dr. Mehtap Eren
Kilig’1n laboratuvari ve Ege Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Ismet Deliloglu Giirhan’in Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi
laboratuvarindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan Dulbecco's
Modified Eagle Medium-yiksek glikoz (DMEM-High glucose), penisilin-streptomisin,
Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS) ve fetal sigir serumu (FBS) Capricorn Scientific
(Almanya) firmasindan ve Tripsin/EDTA (%0.01 Tripsin/10 mM EDTA) ¢ozeltisi ve

izopropanol Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Hiicre canliliginin
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belirlenmesinde kullanilan thizolyl blue tetrazolium bromide-(MTT) tuzu AppliChem
(Ispanya) firmasindan satin alinmustir. Hiicrelerin fiksasyonu igin gereken glutaraldehit
(GA) ve hekzametildisilazan (HMDS) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin
edilmistir. Fiber ornekler {izerindeki hiicrelerin floresan boyamalari i¢in kullanilan sigir
serum albimini (BSA) Sigma-Aldrich (ABD), Tripton X-100 Merck (Almanya)
firmasindan, Alexa fluor 488 phalloidin Life Technologies (ABD) firmasindan ve 4’-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.2. PCL Fiber Matrikslerin Uretimi

PCL fiber matriksler elektroegirme yontemiyle tretilmistir. Cizelge 3. 1°de elektroegirme
isleminde kullanilan ¢oziiciilerin 6zellikleri belirtilmistir. Coziicti sistemleri 9:1 (v/v) ve
8:2 (v/v) hacim oranlarinda hazirlanmistir. PCL polimeri sirasiyla HFIP, CF/DMF:9/1,
DCM/DMSO0:9/1, CF/DMSO0:8/2, THF/DMS0:9/1 ve ACT/DMS0:8/2 ¢ozicl
sistemlerine eklenmis ve gece boyunca, oda sicakliginda, manyetik karistirict ile
karigtirilarak %11 (w/v) konsantrasyonunda PCL ¢6zeltisi elde edilmistir. Cozeltiler daha
sonra igne capt 0.8 mm olan 5 mL’lik siringalara aktarilarak egirme islemine tabi

tutulmustur.

Cizelge 3.1. Cozuculerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri.

Cozanuarluk ) ) )

e . Kaynama Dielektrik PCL Suile

cOzucCuU Parametreleri o .
Noktas1 (°C) Sabiti Coziiniirligi karisabilirlik
(MPa)¥2

HFIP 17.9 58.2 16.7 iyi c6zUCU +
CF 18.7 61.6 4.8 iyi c6zUCU _
THF 18.5 66.0 7.6 iyi ¢6zUCU +
ACT 19.7 56.1 21.0 iyi cOzUcuU +
DCM 20.2 40.0 9.1 iyi ¢6zUCU _
DMF 24.7 153.0 38.3 KOTU ¢OzUcCU +
DMSO 26.4 189.0 46.6 KOTU ¢cOzUCU +

* HFIP: 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol CF: Kloroform DMF: N,N Dimetilformamid DCM: Diklorometan DMSO: Dimetil
siilfoksit THF: Tetrahidrofuran ACT: Aseton ** PCL 'nin ¢éziiniirliik parametresi: 18.60 (MPa)*?
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Elektroegirme islemi igin kapali sistem elektroegirme cihazi (NSE-300, Inovenso Ltd.,
Tiirkiye) kullanilmigtir. PCL fiber matriksler metal toplayiciya sabitlenmis alliminyum
folyo iizerine toplanmistir. Rastgele diizende liretilen fiber matriksler metal ve diiz bir
toplayici lizerinde toplanirken, hizali diizende {iiretilen fiber matriksler 2,000 rpm’de
donen bir tambur toplayici iizerinde toplanmistir. ACT/DMSO ¢oziicii sistemi (40°C)
disindaki tiim gruplarin elektroegirme islemi, oda sicakliginda (25°C) gerceklestirilmistir
ve toplayici ile siringa arasindaki mesafe de tum gruplar igin 23 cm olarak ayarlanmistir.
Elektroegirme islemi sirasinda tiretim kosullarinin optimizasonu igin 10 kV-20 KV arasi
voltaj degerleri ve 1 mL/saat-6 mL/saat aras1 akis hiz1 degerleri denenmistir. Kararl bir
jet ile boncuksuz fiber morfolojilerinin elde edildigi optimum {iretim kosullart
belirlenmistir. Uretilen fiber matrikslerin elektroegirme kosullar1 Cizelge 3.2'de

belirtilmistir. Akis hizlarina gére toplanma siireleri 2-5 saat arasinda degismektedir.

Cizelge 3.2. Rastgele ve hizali diizende tiretilen PCL fiber matrikslerinin elektroegirme

kosullar1 ve kullanilan mekanizmalar.

Fiberler Cozicl Sistemlerine Elektroegirme Kosullar: Mekanizma**
gore Isimlendirme
HFIP-R 12 kV, 1 mL/saat —
CF/DMF-R 12 kV, 3.5 mL/saat NIPS
Rastgele Fiberler DCM/DMSO-R 12 kV, 4 mL/saat NIPS
CF/DMSO-R 14 kV, 4 mL/saat, %65 RH* NIPS, VIPS
THF/DMSO-R 15 kV, 4 mL/saat, %80 RH* NIPS, VIPS
ACT/DMSO-R 14 kV, 4 mL/saat, %70 RH* BF
HFIP-A 12 kV, 1 mL/saat, 2000 rpm —
CF/DMF-A 12 kV, 3.5 mL/saat, 2000 rpm TIPS
Hizah DCM/DMSO-A 12 kV, 4 mL/saat, 2000 rpm TIPS
Fiberler CF/DMSO-A 12 kV, 3 mL/saat, 2000 rpm TIPS
THF/DMSO-A 12 kV, 6 mL/saat, 2000 rpm TIPS
ACT/DMSO-A 15 kV, 3 mL/saat, 2000 rpm, 40°C TIPS

NOT: % 11(w/v) PCL, 25°C ve 23 cm kosullar: tiim fiberler icin aynidr.

* RH: Bagil nem, R: Rastgele(random); A: Hizali(aligned) ** NIPS. Kétii ¢oziicii ile indiiklenen faz ayrumi
mekanizmasi VIPS: Buhar ile indiiklenen faz ayrumi mekanizmast BF: Nefes sekilleri TIPS: Isil olarak
indiiklenen faz ayrimi mekanizmasi
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3.2.1. Nanotopografik PCL Fiber Matrisklerin Karakterizasyonu

3.2.1.1. SEM Analizi

PCL fiber matrikslerin yiizeyi SEM (Zeiss Evo 50, Almanya) ile analiz edilmistir. Bu
amacla analiz 6ncesi numunelerin ylizeyi 6 nm altin-paladyum ile kaplanmistir. Elde
edilen SEM fotograflarindaki fiberlerin ¢aplari, yiizeylerindeki gézeneklerin boyutu ve
hizali fiberlerin yiizde hizalanma derecesi ImageJ programi (Ulusal Saglik Enstitiileri,

ABD) ile hesaplanmustir.

3.2.1.2. FTIR Analizi

PCL fiber matrikslerin kimyasal yapilarini belirlemek i¢in 500-4000 cm™ dalga boyu
araliginda ve 1 cm? ¢ozinirlilkkte FTIR (Thermo Scientific Nicolet 6700, ABD)

spektroskopi analizi yapilmistir.

3.2.1.3. XRD Analizi

PCL fiber matrikslerin kristalinitesini belirlemek amaciyla XRD (Rigaku MultiFlex 2kW
X-Ray Difraktometre Trim, Irlanda) analizi yapilmistir. Analiz, 0°-80° tarama araliginda
(26) CuKa radyasyon kaynagi kullanilarak yapilmistir. XRD pikleri, OriginPro 8 SRO

yazilimi kullanilarak elde edilmistir.

3.2.1.4. TGA Analizi

Uretilen fiber matrikslerin 1s1l Kararligimi belirlemek amaciyla TGA (SII EXSTAR 6000,
Woodland, CA, ABD) analizi yapilmistir. Bu analizde numuneler azot gazi atmosfer
ortaminda 35°C'den 550°C'ye 10°C/dakika isitma hiziyla isitilmakta ve malzemenin

agirlik degisimi dikkate alinmaktadir.

3.2.1.5. DSC Analizi

PCL fiber matrikslerin zamana karsi, sicaklik degisimiyle birlikte fiziksel 6zelliklerinin

degisimini tespit etmek amaciyla DSC (Perkin Elmer, ABD) analizi yapilmistir. DSC
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analizi, N2 (g) atmosfer ortaminda numuneler -70°C'den 150°C'ye, 10°C/dakika 1sitma

hiziyla 1sitilarak gergeklestirilmistir.

3.2.1.6. Gozeneklilik ve Purizlilik Analizi

PCL fiber matrikslerin ylzey topografisi 3B Lazer Konfokal Mikroskop (Keyence VK-
X 100 Laser Confocal Microscope System, Japonya) ile kamera tarafindan kaydedilen
optik goruntilere dayali bir sistem ile analiz edilmistir. Bu analiz ile PCL fiber

matrikslerinin ylizey piiriizliiliikk degerleri elde edilmistir.

3.3. Hiicre Kiiltiir Calismalari

Hiicre kiiltiirii calismalar1, BJ ve HS2 hiicreleri ile gerceklestirilmistir. BJ hiicreleri, %10
(v/v) fetal sigir serumu (FBS) (Capricorn Scientific, Almanya) ve %1 (v/v)
penisilin/streptomisin  (P/S) iceren DMEM-HG (Capricorn Scientific, Almanya)
ortaminda; HS2 hiicreleri ise %5 (v/v) FBS, %1 (v/v) P/S igeren (Sigma-Aldrich, ABD)
DMEM-F12 (Capricorn Scientific, Almanya) ortaminda ¢ogaltilmistir. Malzeme iizerine
hicre ekimine gecilmeden énce 1 cm x 1 cm x 0.0256 cm boyutunda kesilmis olan fiber
matriksler %70 etanol ile 30 dakika sterilize edilmistir ve ardindan 40 dakika UV 1s1g8ina
maruz birakilmistir. Daha sonra hiicre yogunlugu 5x10* hiicre/nanofiber iskele olacak
sekilde hiicre ekimi yapilmigtir. Hiicre kiiltiir caligmasi steril 24-g6zIU polistiren kiltur
kaplarinda gercgeklestirilmistir. Kiiltliir ortam1 her ii¢ giinde bir yenilenmistir. Hiicre
kiiltiirti galigmalari igin deney gruplari su sekilde adlandirilmistir: 1) HFIP-R, 2) HFIP-
A, 3) CF/IDMF-R, 4) THF/DMSO-R ve 5) ACT/DMSO-R.

3.3.1. Hiicre Tutunma Calismalan

Hicrelerin fiber matriksler tzerindeki tutunma etkinligini belirlemek amaciyla hiicre
ekimi yapildiktan 4 saat sonra hiicreler tripsinizasyon ile ylizeyden kaldirilmis ve
hemositometrik olarak sayilmistir. Bu amagla 6ncelikle fiber matriksler iizerindeki ortam
uzaklastirilmis ve yiizeye tutunmayan hiicreleri uzaklastirmak icin DPBS (pH 7.4) ile
yikama yapilmistir. Daha sonra her bir 6rnek iizerine 0.5 mL % 0.25 tripsin/1 mM EDTA
koyularak 37°C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Tripsinizasyon sonrasi ornekler

uzerine %10 FBS iceren 0.5 mL kiiltiir ortam1 eklenmistir. Yiizeyden kaldirilan hiicreler
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tripan mavisi ile boyanmis ve optik mikroskop altinda hematositometrik olarak
sayllmistir. Hiicrelerin malzeme ylizeylerine tutunma yiizdesi Esitlik 1 kullanilarak

hesaplanmustir.

.. Tutunan hiicre sayisi
Hiicre Tutunmasi = 100 x —————— 23 (1)
Hiicre ekim yogunlugu

3.3.2. Hiicre Canlihg:

Hicrelerin nanofiberler Gzerindeki canliligi 10 giin boyunca MTT analizi ile takip
edilmistir. Segilen zaman araliklarinda nanofiberler {izerindeki Kkiiltiir ortami
uzaklastirilmistir ve her bir numuneye 60 uL MTT c¢ozeltisi (PBS iginde ¢oziilmiis 2.5
mg/mL MTT) ile 600 pL 6nceden 1sitilmis kiiltlir ortami eklenmistir. Daha sonra 37°C'de
3 saat inkiibasyon yapilmstir. inkiibasyondan sonras1 &rnekler (izerindeki MTT igeren
ortam uzaklastirilmigtir ve formazan kristallerini ¢6zmek icin her kuyucuga 400 pL
isopropanol ¢ozeltisi (0.04 M HCI igeren) eklenmistir. Son olarak 200 pL isopropanol
96-gozIu kiiltiir kaplarina koyulmus ve mikroplaka okuyucu (ASYS Hitech UVM 340
Plate Reader, Avusturya) ile 690 nm referans alinarak 570 nm'de absorbans ol¢limii

yapilmistir.

3.3.3. SEM Analizi

Kultirin 1. ve 4. gund nanofiberler Gzerindeki hucrelerin morfolojilerini belirlemek
amaciyla SEM analizi yapilmistir. Bu amagla belirlenen glnlerde érnekler tzerindeki
kiiltiir ortami1 uzaklastirildiktan sonra DPBS (pH 7.4) ile iki kez yikama islemi yapilmistir.
Daha sonra %2.5 (v/v, PBS igerisinde) glutaraldehit ile oda sicakliginda fiksasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Fiksasyondan sonra dehidrasyon islemi i¢in 6rnekler 2’ser dakika
etanol serileri (%30, %50, %70, %90 ve %100 v/v) ve 5 dakika HMDS ile muamele
edilmis, ardindan havada kurumaya birakilmistir. Ornekler tamamen kuruduktan sonra

10 nm altin-paladyum ile kaplanmig ve SEM analizine gecilmistir.

3.3.4. Floresan Mikroskobu ile Goriuntiileme

Fiber matriksler Uzerindeki hicrelerin hicre iskeleti organizasyonunu belirlemek

amaciyla 4. ve 7. giinlerde F-aktin/cekirdek ikili boyamalar1 yapilarak floresan
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mikroskobu (Olympus, ABD) ile inceleme yapilmistir. Bu amagla 6rnekler tzerindeki
ortam uzaklastirildiktan sonra DPBS ile yikama islemi yapilmis ve oda sicakliginda 10
dakika boyunca %4 (v/v) paraformaldehit i¢erisinde fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonra ornekler %0.1 (v/v) Triton X-100 icerisinde bekletilerek hiicre membran
gecirgenligi arttirilmigtir. Son olarak 6rnekler, hiicrelerdeki aktin filamentlerini boyamak
icin 20 dakika Alexa Fluor 488 phalloidin (ThermoFisher Scientific, USA) ¢ozeltisinde
ve hiicre ¢ekidegini boyamak i¢in 5 dakika boyunca DAPI ¢ozeltisinde bekletilmis ve

floresan mikroskop altinda incelemeye gecilmistir.

3.3.5. istatistiksel Analiz

Tez calismasi kapsaminda ulasilan veriler GraphPad Software yazilimi kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tim analiz verileri {i¢ paralel seklinde elde edilmis
ve degerler + standart sapmalariyla birlikte verilmistir. Deney gruplar1 arasindaki anlaml
farklarin degerlendirilmesi i¢in tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Student t-test

kullanilmistir ve p degerinin 0.05’ten kiiciik oldugu veriler anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasi iki temel asamadan olusmaktadir. Birinci asamada farkl
nanotopografilere sahip PCL fiber matrikslerin elektroegirme ile iiretimi
gerceklestirilmistir. Bu amagla oncelikle, ¢oziicii 6zellikleri (dielektrik sabiti, iletkenlik,
ucuculuk, iyi veya kotii ¢oziicii olmasi, su ile karisma durumu), voltaj, akis hizi, toplayici
mesafesi, polimer konsantrasyonu, sicaklik ve nem gibi parametreler dikkate alinarak
optimum iiretim kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra iiretilen fiber matrikslerin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerini belirlemek amaciyla karakterizasyon caligmalari yapilmistir.
Calismanin ikinci agamasinda ise BJ ve HS2 hiicreleri kullanilarak, iiretilen fiber
matriksler ile hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir. Bu calismalar kapsaminda hiicre
tutunma yiizdeleri belirlenmis, hiicre proliferasyonu ve morfolojisi takip edilmistir. Tezin
bu boliimiinde tez kapsaminda yapilan deneysel calismalarin ve analizlerin sonuglarina

yer verilmis, tiim sonuglar literatiir bilgileri 1s181nda tartigilarak yorumlanmastir.

4.1. PCL/Coziicii Se¢cimi ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

PCL polimeri, yar1 kristalin ve hidrofobik yapida olan bir homopolimerdir. Ayrica, ABD
Gida ve llag Dairesi (FDA) tarafindan onayl, kolay sekil alabilir, biyolojik olarak
parcalanabilir ve farkli formlarda iiretilebilir olmasindan o6tiiri, doku miihendisligi

caligmalarinda oldukg¢a sik tercih edilmektedir.

Bircok polimer gibi PCL polimeri de secilen uygun coziicller icerisinde ¢oziinmektedir.
Bir polimer igin uygun olan ¢ozuculer, polimerin ve ¢6ziiciinin Hildebrand ¢ozinirlik
parametrelerinin incelenmesiyle belirlenmektedir. Calismada kullanilacak c¢ozeltiler
hazirlanirken ¢Ozlcilerin  ve PCL’nin Hildebrand c¢ozunirlik parametrelerinin
birbirlerine olan yakinliklar1 dikkate alinmistir. Bu bilgi 1s18inda THF, CF, HFIP, ACT
ve DCM ¢oziiciileri iyi ¢oziicii olarak, diger yandan ¢oziiniirliikk parametreleri farkli olan

DMF ve DMSO coziculeri ise kot ¢oziicii olarak segilmistir.

Literattirde PCL polimerini egirmek amaciyla pek ¢ok farkli ¢oziicii tek basina ya da ikili,
Ucli bilesimleri seklinde bir arada kullanilmistir [74,80]. PCL oda sicakliginda
kloroform, diklorometan, karbon tetraklortir, benzen, toluen, siklohekzan ve 2-

nitropropan gibi ¢oziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliige; aseton, 2-butanon, etil asetat,
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dimetilformamid ve asetonitril gibi ¢oziiciilerde diisiik ¢oziiniirliige sahipken; alkol,
petrol eteri ve dietil eter gibi ¢oziictlerde ise hi¢ ¢ozunmemektedir [7]. Ayrica yapilan
caligmalarda, diklorometan, hekzafloropropanol ve trifloroetanol gibi ¢oziicii sistemleri
de kullamilmistir. Ikili ¢oziici  sistemlerinden DMF/THF, DCM/metanol,
DMF/kloroforom, DMF/DCM, metilen klorur/DMF, kloroform/metanol; Gclu ¢ozici
sistemlerinden ise kloroform/DCM/DMF en ¢ok kullanilan ¢oziicti sistemleridir [81].
Ikili ¢oziicii sistemleri; iyi/iyi ¢dziicii, iyi/kismi ¢oziicii ve iyi/kétii ¢oziicii olmak iizere
U¢c ana grupta smiflandirilmaktadir [27]. Coziiciilerin iyi, kismi ve kotii olarak
nitelendirilmesi; PCL’nin bu ¢oziicliler igerisinde ¢oziinebilmesi (¢ozlniirliik
parametreleri) ve ¢ozicllerin uguculuklar ile agiklanmaktadir. Cizelge 3.1°de belirtilen
kaynama noktas1 degerlerinden hareketle c¢oziiciilerin uguculuklart su sekilde
siralanabilmektedir: DCM >ACT >HFIP >CF >THF >DMF >DMSO. Buna gore en
ucucu ¢oziicti, diger bir deyisle en hizli buharlasan ¢6ziicti DCM, en az ugucu olan ¢éziicl
ise DMSO’dur. Elektroegirme sisteminde fiber olusumunu etkileyen tek faktor,
polimerin ¢Ozlicl icerisindeki ¢ozlnirligi degildir; ¢oziicii dielektrik sabiti, ¢ozelti
dielektrik sabiti, kaynama noktasi, su ile karisabilme durumu gibi polimere ve ¢ozlciilere
ait olan karakteristik 6zellikler, bir polimer ¢ozeltisinin ne 6lgude egrilebilir oldugunu
belirleyen temel faktorlerdir.

Bu bilgiler 15181nda, farkli nanotopografilere sahip PCL fiberleri elde etmek amaciyla
HFIP, CF/DMF:9/1, DCM/DMSO0:9/1, CF/DMSO0:8/2, THF/DMSO0:9/1,
ACT/DMSO:8/2 c¢oziicii sistemleri kullanilmistir. Coziiciilerin hacimsel oranlarina
literatiirdeki arastirmalar sonucunda karar verilmistir [82]. Polimer konsantrasyonu %11
(w/v) olarak belirlenmis [16] ve 10 mL hacmindeki polimer ¢ozeltileri ¢eker ocak
icerisinde, oda sicakliginda, 1 gece boyunca manyetik karistirma yapilarak hazirlanmigtir.
Cozeltiler hazirlanirken g6z Oniinde bulundurulmas: gereken bir diger parametre,
manyetik karigtiricinin - karistirma  hizidir. Aymi zamanda hava degisimlerinden
etkilenmemesi i¢in manyetik karistirma islemi sicaklik ayar1 gergeklestirilerek belli bir
sicaklikta yapilmistir. Coziicii uguculuklarindan dolay1 karistirma islemi 1s1k gegirmeyen

siselerde, agizlari parafilm ile sikica kapatilarak gergeklestirilmistir.

Elektroegirme yoOntemiyle elde edilen fiber matrikslerin yiizeylerinde, farkli ¢oziicii
kombinasyonlar1  kullanilarak, = nanotopografik  desenler  olusturulabilir. Bu

nanotopografik desenler, kotii ¢oziicii varliginda NIPS (Cozicl ile indiiklenen Faz
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Ayirma), yiiksek sicaklik farkinin olustugu durumda TIPS (Isil Olarak Indiiklenen Faz
Ayirma), yiiksek bagil nem varhiginda ise VIPS (Buharla indiiklenen Faz Ayirma) ve BF
(Nefes Sekilleri) mekanizmalarinin gergeklesmesiyle olusmaktadir. lIyi/kotii ¢oziicii
sistemlerinin kullanildigi ve NIPS mekanizmasimin gergeklesmesinin Ongoriildigi
calismalarda, kullanilan iyi ¢dziiciiniin uguculugunun, kotii ¢oziiciiniin uguculugundan
daha yiiksek olmasi gerekmektedir. Bu g¢alismada kullanilan CF/DMF, CF/DMSO,
DCM/DMSO ve THF/DMSO ¢oziicl sistemlerinde, kotu ¢ozuct karakterindeki DMF ve
DMSO’nun etkisiyle NIPS mekanizmasi gergeklesmistir. Diger yandan CF/DMSO ile
THF/DMSO gruplarinda sirasiyla %65 ve %80 bagil nem ortaminda caligilarak NIPS
mekanizmasiyla beraber VIPS mekanizmasinin da olusmasi saglanmistir. Ayrica
ACT/DMSO grubunda, %70 bagil nem ile ¢alisilmis ve BF faz ayrimi gergeklesmistir.
Hizali diizende iiretilen tiim fiber matriks gruplarinda ise doner tamburun etkisiyle ortaya
¢ikan yiiksek sicaklik farkindan 6tiirii TIPS mekanizmasinin gergeklestigi goriilmektedir.
Son olarak HFIP nin ¢dziicii olarak kullanildig1 gruplarda tek ¢oziicii varligindan dolay1

herhangi bir faz ayrimi gergeklesmemistir.

4.2. PCL Fiber Matrikslerin Uretim Kosullarinin Belirlenmesi

Sunulan tez caligmasi kapsaminda farkli nanotopografik desenlere sahip PCL fiber
matriksler, elektroegirme yontemi kullanilarak tretilmistir. Elektroegirme ydnteminin
avantajlarindan  biri, elde edilen fiberlerin boyutunun ayarlanabilmesi ve
nano/mikrometre aralifinda c¢aplara sahip fiberler elde edilebilmesidir. Bu noktada,
elektroegirme ile elde edilen doku iskeleleri, hiicre dis1 matrikste (ECM) bulunan kollajen
gibi proteinleri ve diger biyolojik ajanlari 6lgek olarak oldukga iyi taklit edebildikleri i¢in
on plana ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalar biyomalzemelerin nanoboyutlarinin ve yiizey
ozelliklerinin hem hiicre tutunmasinda hem de proliferasyonda 6énemli rol oynadigim
gostermektedir [83]. Elektroegirme yontemindeki en 6nemli basamak tiretim kosullarinin
optimize edilmesidir. Uretimi etkileyen parametreler; uygulanan voltaj, akis hiz1, siringa
ignesinin ucu ile metal toplayici arasindaki mesafe, polimer ¢ozeltisinin iletkenligi ve
polimer derisimi olarak siralanablir. Uretim, kapali bir sistemde gergeklestiginden
icerideki sicaklik ve nem degisimi de siireci etkileyen g¢evresel parametreler olarak
tanimlanabilir. Yapilan ¢aligmada sicaklik 25°C ve siringa ile metal toplayici arasindaki
mesafe 23 cm olarak belirlenmistir. Fiber jetin ortaya ¢ikisi ile jetin kararlilik diizeyine
ulasmast zaman alabilmektedir. Voltaj kaynagi agildiktan sonra Taylor konisi

goriiliinceye dek beklenmistir ve jetteki kararlilik haline gore 12 kV -15 KV arasindaki
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voltaj degerlerinde ¢alisilmistir (Cizelge 3.2). Diger yandan akis hiz1 da 1-6 mL/saat
arasinda degismektedir (Cizelge 3.2). Fiberleri hizali diizende iiretebilmek i¢in toplayici
olarak, 2000 rpm donme hizindaki tambur kullanilmistir. Calismada kullanilan rastgele
diizendeki doku iskelelerinin kalinliklar1 183 pum-450 um ve hizali diizendeki doku

iskelelerinin kalinliklart ise 120 um-320 um araligindadir.

4.3. PCL Fiber Matrikslerin Karakterizasyon Sonuc¢lari

Elektroegirme yontemiyle iiretilmis olan PCL fiber matrikslerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla SEM, FTIR, XRD, DSC, TGA ve ylzey

ptirtizliilik analizleri yapilmstir.

4.3.1. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Analiz Sonuclari

Uretilen fiber matrikslerin yiizey morfolojileri SEM analizi ile degerlendirilmistir (Sekil
4.1). Fiber matrikslerin caplari, fiberlerin yiizeylerinde bulunan gézeneklerin caplar1 ve
hizali diizendeki fiber matrikslerin hizalanma dereceleri, SEM analizinden elde edilen

fotograflar kullanilarak ImageJ programi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Fiberlere ait fotograflar, fiberlerin yonlenmesine gore, rastgele/hizali (R/A) seklinde
adlandirilarak siralanmistir. SEM fotografina bakildiginda, iyi ¢oziicii olan HFIP,
¢ozeltiden homojen olarak buharlastig1 i¢in faz ayriminin gergeklesmedigi goriilmektedir.
Buna bagli olarak bu gruptaki hem rastgele hem de hizali fiberlerin piiriizsiiz bir yiizey

morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1-a ve b).

Hizali fiberlerde TIPS mekanizmasinin baskin oldugu gériilmektedir. lyi ¢oziicii/kotii
¢oziicli olarak CF/DMF (Sekil 4.1-c) ve DCM/DMSO (Sekil 4.1-e) ¢ozuci sistemlerinin
kullanildig1 gruplarda ise faz ayrimmin NIPS mekanizmas: ile saglandigi
diistiniilmektedir [82]. SEM fotograflarindan goriildiigii lizere bu gruptaki fiberlerin
burusuk bir yilizey topografisine sahip oldugu belirlenmistir. Diger yandan CF/DMF
¢oziicli sistemi ile hizali fiberler {iiretildiginde, donen tamburun etkisiyle yiizeydeki
burusuk morfolojinin hizalanarak oluklu (groove) morfolojiyi olusturdugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1-d). Oluklu morfolojinin olusmasinda donme hareketinin yaninda

donen tamburun yarattigi sicaklik farki da rol oynamaktadir [19]. Cozlcli olarak
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CF/DMSO (Sekil 4.1-g) ve THF/DMSO’nun (Sekil 4.1-1) kullanildig1 6rneklerde egirme
islemi iyi ¢oziici/kotii ¢oziicii varligi yaninda, %65-80 RH (bagil nem) etkisi ile
gergeklestirilmistir. Dolayisi ile bu gruplarda NIPS ve VIPS olmak tizere iki faz ayrimi
mekanizmasi gozlemlenmis ve gozenekli bir yiizey topografisi elde edilmistir [84]. SEM
goriintiileri dogrultusunda Sekil 4.1-g'deki fiberlerin diisiik gozenek yogunluguna sahip
oldugu, diger yandan Sekil 4.1-i’de fiberlerin homojen yapida ylksek gozeneklilige sahip
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni iki sistemde farkli ¢oziiciiler kullanilmasinin
yaninda farkli nem oranlarinda ¢alisilmasidir. Diisiik nem oraninda (%65) ¢alisilan grupta
daha dugiik bir gozeneklilik varken, nem oraninin yiikselmesi (%80) gozenekliligi
artirmistir [16]. Gozenekli 6rneklerin hizali gruplarinda nem kullanilmamistir. Nem
olmaksizin, sadece ¢oziiciilerin ve yliksek hizda kullanilan déner tamburun kullanilmasi
ile o gruplarda TIPS mekanizmasinin gergeklestigi ve burusuk yiizey topografisinin
olustugu soylenebilir (Sekil 4.1-h ve k). Son olarak, ACT/DMSO’nun ¢oziicii olarak
kullanildig1 grupta yiiksek nem (%70) ile g¢alisilmistir. Bu sistemde ¢dziiciiniin
uzaklastirilmast ile ylizeyde ani bir sicaklik diisiisii gerceklesmistir. Ayni zamanda suyun
ylizeyde yogusmasi ile ylizeyde nefes figiirleri (BF) olusmus ve benekli topografide
fiberler elde edilmistir (Sekil 4.1-1 ve m) [85].

Uretim parametrelerinin her birinin fiber morfolojisi yaninda ¢ap1 iizerinde de farkli
etkileri vardir (Cizelge 4.1). Uretimde kullanilan voltaj degerindeki artis, fiber ¢apinda
artisa neden olmustur [83]. Rastgele diizende iiretilen gruplar arasinda, uygulanan en
yiiksek voltaj degeri, THF/DMSO-R (15 kV) ve sonrasinda CF/DMSO-R (14 kV),
ACT/DMSO-R (14 kV) gruplarindadir. Bu gruplarda fiber ¢aplart sirasiyla 2152+416,
2140+617 ve 2579+1128 nm olarak bulunmustur. Uygulanan voltajin 12 kV’a diistiigii
HFIP-R, CF/DMF-R ve DCM/DMSO-R gruplarinda ise fiber ¢aplar1 yaklasik 1.5 kat
azalmistir. Hizali fiberlerde de benzer sekilde voltajin azalmasi ile fiber ¢capr bir miktar
diismiistiir. Siringa igerisindeki polimer ¢ozeltisinin akis hizi da fiber c¢ap1 {izerinde
etkilidir, genellikle akis hiz1 arttiginda fiber ¢apinin arttigi belirtilmistir [83]. Rastgele
diizende iiretilen fiberlere bakildiginda en diisiik akis hizinin (1 mL/saat) kullanildig:
HFIP-R grubunda en diisiik fiber capinin oldugu goriilmektedir. Akis hizinin 4 mL/saat
degerine ¢iktigt CF/DMSO-R, THF/DMSO-R ve ACT/DMSO-R gruplarinda ise fiber
capt artmustir. Diger yandan yine 4 mL/saat akis hizinin kullanildigt DCM/DMSO-R
grubunda ise fiber ¢cap1 artmamistir. Burada fiber ¢api lizerinde voltaj ve akis hiz1 disinda

¢oziicliniin 6zellikleri gibi farkli parametrelerin etkisi de olmus olabilir. Ayrica Cizelge
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4.1’e bakildiginda fiberlerin hizali diizende iiretilmesi ile caplarinin azaldig:
goriilmektedir. Burada hizla donen bir tamburun polimer ¢ozeltisinden fiberleri ¢gekmesi
ile daha ince fiberler elde edilmistir. Fiber matrikslerin yiizeylerinde bulunan gézenek
caplar1 da ImageJ programi kullanilarak belirlenmistir. Sirasiyla %65 ve %80 bagil nemin
kullanildigi CF/DMSO-R ve THF/DMSO-R grubunda gézenek c¢aplari 479+311 ve
334+125 nm olarak bulunmustur. Diger yandan, VIPS mekanizmasi yaninda BF
mekanizmasi ile de faz ayriminin gergeklestigi ACT/DMSO-R grubunda ise fiber matriks
ylizeylerinde krater benzeri (benekli) daha biiyiik yapilar olusmustur ve gézenek cap1 857
+ 362 nm olarak hesaplanmistir. Son olarak Cizelge 4.1’den Orneklerin hizalanma
derecelerine bakildiginda, hizalanmanin HFIP-A grubunda %85, CF/DMF-A grubunda
%88, DCM/DMSO-A grubunda %83, CF/DMSO-A grubunda %77, ACT/DMSO-A
grubunda %64 ve THF/DMSO-A grubunda ise %73 oldugu goriilmektedir. Tim
gruplarda hizalanma dereceleri oldukca yiiksek iken ACT/DMSO-R grubunda hizalanma
derecesi nispeten diismiistiir. Bu grupta calisma sicakligi 40°C oldugu igin, ¢oziiciiniin

ucuculugu etkilenmis ve bu durum hizalanma derecesini kisitlamis olabilir.

Cizelge 4.1. PCL fiber matrikslerin ImageJ ile hesaplanan fiber gaplari, fiber yiizeyindeki

g6zenek caplari ve fiberlerin hizalanma dereceleri.

Gruplar Fiber Cap1 (nm) Gozenek Capr (nm) | Hizalanma Derecesi (%)
HFIP-R 1484+382 — —
CF/DMF-R 1849+449 — —
DCM/DMSO-R 1459+475 — —
CF/DMSO-R 21404671 4794311 —
ACT/DMSO-R 257941128 8574362 —
THF/DMSO-R 21524416 3344125 —
HFIP-A 8951382 — 85
CF/DMF-A 9064337 — 88
DCM/DMSO-A 8574338 — 83
CF/DMSO-A 8341317 — 77
ACT/DMSO-A 9274413 — 64
THF/DMSO-A 8394379 — 73
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Sekil 4.1. Farkli morfolojilere sahip PCL fiber matrikslerinin SEM gorntdleri; HFIP-R
(@), HFIP-A (b), CF/DMF-R (c), CF/IDMF-A (d), DCM/DMSO-R (e), DCM/DMSO-A
(f) (fotograflar: 1um, kii¢iik fotograflar: 5 um).
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Sekil 4.1. (Devam) CF/DMSO-R (g), CF/DMSO-A (h), THF/DMSO-R (i), THF/DMSO-
A (k), ACT/DMSO-R (I), ACT/DMSO-A (m) (fotograflar: 1um, kiigiik fotograflar: 5

pum).
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4.3.2. FTIR (Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektrofotometresi) Analiz Sonuclari

PCL polimerinin ve farkli ¢oziicli sistemleri ile elde edilen PCL fiber matrikslerin
kimyasal yapilarini incelemek amaciyla FTIR analizi, ATR teknigi kullanilarak yapilmis
ve elde edilen spektrum Sekil 4.2'de verilmistir. PCL fiber matrikslerin, literatiirde de
PCL'nin karakteristik pikleri olarak tanimlanan bdlgelerde pikler verdigi goriilmiistiir. Bu
pikler, simetrik CH2 gerilmesine karsilik gelen pik 2866 cm™, asimetrik CH2 gerilmesine
karsilik gelen pik 2943 cm™, C=0 gerilmesine karsilik gelen pik 1722 cm™, C-C, C-O ve
asimetrik C-O-C gerilmesine karsilik gelen pik ise 1238 cm™ dalga boyunda gériilmiistiir
[86]. PCL polimerinin ve farkli ¢oziicii sistemleri ile elde edilen PCL fiber matrikslerin
ayn1 bolgelerde pikler vermesi, ¢oziiciilerin PCL’nin yapisinda herhangi bir kimyasal

degisiklige yol agmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. PCL fiber matrikslerin FTIR analizi; PCL polimeri (a), HFIP-R (b), CF/DMF-
R (c) ve THF/DMSO-R (d).

4.3.3. XRD (X Istm1 Kirinimi) Analiz Sonuclari

PCL fiber matrikslerinin XRD analizi, 26 = 0°-80° tarama araliginda gercgeklestirilmistir.
Rastgele ve hizali diizende tretilen PCL fiber matrikslerinin XRD spektrumlart Sekil
4.3'de gosterilmektedir. Fiber matrikslerin XRD verilerinden hesaplanan kristalinite

yuzdeleri ise Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli morfolojilere sahip PCL fiber matrikslerinin XRD spektrumlari.

Elde edilen sonuclar kullanilan ¢6ziicti sistemlerinin fiber matrikslerin kristalinitelerini
etkiledigini gostermektedir. Kristalinite dereceleri HFIP-A grubunda %60, THF/DMSO-
R grubunda %57, ACT/DMSO-R grubunda %37, CF/DMF-A grubunda %72 ve
CF/DMF-R grubunda ise %62 olarak hesaplanmistir. Elektroegrilmis fiber yapilarin
kristaliniteleri, kullanilan ¢oziiciilerin buharlasma hizlarina, kullanilan voltaj degerine ve
ortam kosullarina olduk¢a bagimlhidir. Literatiirdeki benzer caligmalarda da fiberlerin
kristalinitelerinin kullanilan ¢d6ziiciilerin buharlasma oranlarindan biiyiikk oranda
etkilendigine vurgu yapilmistir [87]. Ayrica, literatiirde elektroegirmede yiiksek camsi
gecis sicakligina (Tg) sahip rijit polimerlerin kullanilmasimin elde edilen matrikslerin
kristalinitelerinin artmasini engelledigi, PCL gibi daha diisik Ty degerlerine sahip (Tg
~60°C) esnek polimerlerin ise kristalize olma siiresinin uzadig1 ve buna bagl olarak
kristalinitenin arttig1 belirtilmistir. Lee ve arkadaslari, esnek polimerlerin jet
¢cekim/uzama islemi esnasinda ve hatta fiberler katilastiktan sonra bile kristallenme

ihtimaline sahip olabilecegini vurgulamistir [88].
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Literatlirdeki ¢aligmalara gére PCL polimerinin kristalinite yiizdesi yaklasik olarak
%39.1’dir [89]. Bu ¢alismada ACT/DMSO’nun ¢oziicii olarak kullanildigi grupta
kristalinite yuzdesinin, PCL polimerinin kristalinitesine benzer sekilde % 37 oldugu
goriilmektedir. Burada kullanilan ACT ¢o6ziiciisiiniin uguculugu, DMSO ¢oziiciisiinden
daha ytiiksektir ve yiiksek nem ortaminda (%70 RH) calisilmasi, ¢dzeltinin buharlagsma
hizinda artisa neden olmustur. Bu duruma ek olarak, ACT ¢0Ozucusunin dielektrik
sabitinin yiiksek olmasinin, tretilen fiberlerde kristalinite olusumunu sinirlandirdig
distintilebilir [90]. Diger gruplarda ise kullanilan kotl c¢ozlculer kristalinitede artisa
neden olmustur. Diisiik uguculuk oranina sahip olan kotii ¢oziiciilerin kullanilmasi
durumunda yiizeyde nanotopografik yapilar olusmasi yaninda, ¢ekirdeklenme hizi ve

kristalizasyon siiresi artiracagindan, kristalinite yiizdesi artmaktadir [91,92].

Cizelge 4.2. Farkli morfolojilere sahip PCL fiber matrikslerinin 26 (°) pik ve yiizdece

kristalinite degerleri.

Gruplar 20 () % Xc
HFIP-A 21.42, 23.80 60
THF/DMSO-R 21.46, 21.92, 23,75 57
ACT/DMSO-R 12.85, 15.56, 21.46, 22.06, 23.78, 29.91, 40.38 37
CF/DMF-A 21.42, 23.73, 29.80, 40.46, 43.33 72
CF/DMF-R 21.46, 23.77 62

4.3.4. TGA (Termogravimetrik) ve DSC (Diferansiyel Taramah Kalorimetre) Analiz

Sonuclarn

PCL polimeri ve PCL fiber matrikslerinin 1s1l bozunma davranisi, N2 (g) atmosferinde
gerceklestirilen TGA analizi ile arastirilmis ve Sekil 4.4’de TGA termogramlari

verilmistir.

Analize baglama sicakligi 35°C'ye ayarlanmistir ve fiber matriksler, dakikada 10°C’lik
kademeli bir sicaklik artisiyla 550°C'ye kadar 1s1] isleme tabi tutulmustur. Elde edilen
sonuclar PCL polimeri ve PCL fiber matrikslerin 375-387°C'de 1s1l bozunmaya
ugradigint gostermektedir. Prabu ve ark. PCL ve PCL-kolajen ile yapmis olduklar
calisgmada da PCL’nin bozunma sicakliginin 388°C oldugunu belirtmistir [93]. Cizelge

4.3’de orneklerin (To) ilk bozunma sicakliklari verilmistir.
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Sekil 4.4. PCL polimerinin ve PCL fiber matrikslerin TGA termogramlari.

PCL polimeri ve PCL fiber matrikslerinin 1sil 6zellikleri, TGA analizinin yan1 sira DSC
analizi ile de arastirilmistir (Sekil 4.5). Bu analiz kapsaminda, N2 (g) atmosferinde, -
70°C’den baglanarak 150°C’ye kadar, dakikada 10°C’lik kademeli bir sicaklik artisiyla
analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen DSC termogramlarindan PCL polimeri ve PCL
fiber matrikslerinin erime sicakliklart (Te) belirlenmistir. Ancak yiiksek sicakliklarda
1sitma ve sogutma yapilmasi nedeniyle, -60°C’lik bir camsi ge¢is sicaklig1 (Tg) degerine
sahip oldugu bilinen PCL’nin bu degeri termogramda goriilememistir (Sekil 4.5). Yari
kristalin yapidaki PCL’nin DSC termograminda, 56°C-61°C’de karakteristik erime piki
gozlemlenmistir. Literatiire gore de PCL’nin erime noktast 59°C-64°C arasindadir
[13,94]. Woo ve ark. tarafindan sunulan ¢alismada DSC termogrami ile PCL’in erime
sicakligr 57°C olarak belirlenmistir ve endotermik pik degerinin polimerin Kristalin
yapisindan kaynaklandigi vurgulanmistir [95]. Fonseca ve ark. PCL’in kristalin erime pik
degerinin 55.7 °C'de oldugunu tespit etmistir [95,96]. Sonu¢ olarak 1s1l analizlerdeki
yiiksek erime sicakligi, yiiksek oranda kristaliniteyi isaret etmektedir. Cizelge 4.3°de

gruplarin (Te) erime sicakliklart verilmistir.
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Sekil 4.5. PCL polimerinin ve PCL fiber matrikslerin DSC termogramlari.

Cizelge 4.3. PCL polimerinin ve PCL fiber matrikslerin TGA termogramlarindan elde
edilen To (ilk bozunma) ve DSC termogramindan elde edilen Te (erime) sicakliklari.

Gruplar To (°C) Te (°C)
HFIP-R 383.14 61.72
CF/DMF-R 385.14 58.19
CF/DMSO-R 380.43 58.21
THF/DMSO-R 375.54 54.98
ACT/DMSO-R 378.57 57.88
HFIP-A 382.14 58.55
CF/DMF-A 381.89 58.54
THF/DMSO-A 376.83 58.21
PCL polimeri 387.37 56.52

4.3.5. Gozeneklilik ve Puruzluluk Analizi

Nanotopografik fiber matrikslerin yiizey piiriizliiliigiiniin belirlenebilmesi amaciyla 3B
lazer konfokal mikroskobu kullanilmistir ve 6rneklerin 3B ylizey profilleri Sekil 4.6’ da
gosterilmistir. Orneklerin piiriizliiliik (Ra) degerleri ve gdzenek ¢aplar1 da Cizelge 4.4’de
verilmistir. Ol¢iimlerin esik degerleri, ISO 4288-1966 standartlarina gére, Ac (mm) degeri
2.5 ve Ra (um) araligi ise 2 <Ra< 10 olarak secilmistir. Ac degeri, bir filtrenin etkin hale

geldigi dalga boyunu ifade etmektedir. Yiizey parametreleri icin bir iist ve alt deger

43



arasindaki dalga boylar1 analiz edilmektedir: bunlar As (en kisa) ve Ac (en uzun) olarak
adlandirilir. Profil 6zelliklerinin (tiimsek veya cukur) araliklart dikkate alindiktan sonra
yapilmalidir [97]. Fiber matrikslerin Ra degerlerinin 3.061 ile 5.062 um arasinda degistigi
goriilmektedir. En diisik Ra degeri HFIP’nin ¢oziici olarak kullanmildig1 fiber
matrikslerde gézlemlenmistir. Bu 6rneklerde ¢oziicii olarak sadece HFIP nin kullanilmasi
ve faz ayriminin ger¢eklesmemesi nedeniyle, ylizeylerinin piiriizsiiz oldugu daha 6nce de
aciklanmistir. Bu fiberlerdeki diisiik Ra degeri de bu durumu desteklemektedir. Diger
yandan tiretiminde NIPS mekanizmasinin gerceklestigi diistiniilen gdzenekli, benekli ve
burusuk yiizey topografisine sahip fiber matrikslerin Ra degerleri, artan Yylzey
plriizliliigine bagl olarak artmistir [98]. Yiizey piriizlilik degerleri ile 3B profil
goruntuleri uyumludur. Bu profillerde, tek c¢ozlcu ile Uretilen fiberlerde daha diz bir
yiizey profili varken, faz ayrimi gerseklesen Orneklerde nanotopografik desenlerin

yarattig1 purtizlilik dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.6. PCL fiber matrikslerinin lazer konfokal mikroskobu ile elde edilen t¢ boyutlu
yuzey topografisi; HFIP-R (a), HFIP-A (b), CF/DMF-R (c), THF/DMSO-R (d),
ACT/DMSO-R (e) (100X).

Cizelge 4.4. PCL fiber matrikslerin yiizey piirtizliliik degerleri (Ra).

Gruplar Ra (um)
a: HFIP-R 3.342
b: HFIP-A 3.061
c¢: CF/IDMF-R 5.062
d: THF/DMSO-R 4.108
e: ACT/DMSO-R 5.326
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Fiber matrikslerin yiizey piiriizliiliigii {izerinde birgok parametre etkilidir. Oncelikle fiber
iiretim yontemi olan elektroegirme islem parametreleri (voltaj, akis hizi, toplayici
mesafesi, polimer konsantrasyonu, ¢oziicii iletkenligi ve uguculugu gibi), ortam sicakligi
ve kapali sistem igerisindeki bagil nem miktari, fiber morfolojileri lzerinde etkili

olacagindan piiriizliiliik ile dogrudan iliskilendirilebilir [99-101].

4.4. Hiicre Kiiltiir Calismalarinin Sonuclari

Fiber matriksler tizerindeki farkli topografik detaylarin hiicreler Gzerindeki etkisini
incelemek amaciyla hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 gerseklestirilmistir. Bu amagla BJ ve HS2
hiicreleri ile calisilmig ve deneysel gruplar su sekilde belirlenmistir; 1) rastgele diizende
uretilen pirtzsiz (HFIP-R), 2) hizali diizende {iretilen piiriizsiiz (HFIP-A), 3) rastgele
diizende iretilen burusuk (CF/DMF-R), 4) rastgele duzende dUretilen gdzenekli
(THF/DMSO-R) ve 5) rastgele diizende Uretilen benekli (ACT/DMSO-R) topografiye

sahip fiberler.

4.4.1. Hucrelerin Karakterizasyonu

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalart kapsaminda insan dermal fibroblastlart (BJ) ve insan
keratinositleri (HS2) olmak iizere 2 farkl hiicre tipi ile ¢alisilmasina karar verilmistir.
Hicrelerin optik mikroskop goruntileri Sekil 4.7°de verilmstir. Bu goriintiilerde BJ
hiicrelerinin, fibroblastlarin karakteristik 6zelligini gdsteren igsi morfoloji sergiledikleri
ve uzaylp yayilarak hiicre kiiltiir kabmin yiizeyini homojen bir sekilde kapladiklari
belirlenmistir. Diger yandan HS2 hiicreleri keratinositlere 6zgii kaldirim tas1 morfolojisi
sergilemis ve Once kiigiik hiicre gruplar1 seklinde ¢ogalmis, daha sonra bu gruplarin

birlesmesi ile kiiltlir kabinin yiizeyini kaplamigtir.
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Sekil 4.7. Hucrelerin optik mikroskop fotograflari; BJ (a) ve HS2 (b) (10X).

Ayn1 zamanda hemositometrik sayim ile hiicrelerin bilylime egrileri elde edilmistir (Sekil
4.8). Biiytime egrilerinden BJ hucrelerinin ikilenme stiresi 42 saat ve HS2 hucrelerinin
ikilenme suresi ise 34.5 saat olarak belirlenmistir.

BJ HS2
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Sekil 4.8. Hiicrelerin hemositometrik sayim yontemi ile elde edilen biiyiime egrileri; BJ
(a) ve HS2 (b).

4.4.2. Fibroz Doku iskelelerine BJ ve HS2 Hiicrelerinin Tutunmasi

Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 kapsaminda oncelikle fiber matriksler (zerindeki hiicre
tutunmasina bakilmstir (Cizelge 4.5). Bu amagla ekimden sonraki 4. saatte hiicre ekilen

matriksler, hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi igin tripsine maruz birakilmis ve elde edilen
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hiicreler hemositometrik olarak sayilmistir. Son olarak baslangig hiicre sayisi géz 6niinde
bulundurularak yiizde hiicre tutunma degerleri hesaplanmistir. BJ hiicreleri ile yapilan
hiicre tutunma c¢aligsmasina bakildiginda TCPS ylizeylerde tutunma yiizdesi yaklasik %75
olarak hesaplanmistir. En etkin hiicre tutunmasimin burusuk ve benekli morfolojideki
fiberler tzerinde oldugu belirlenmistir. Bu malzemeler iizerindeki hiicre tutunmasinin
TCPS ile benzer oldugu goriilmektedir. iki grup kendi arasinda degerlendirildiginde
anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05). Puruzsiz ylzeyli rastgele dizende Uretilen
fiberler (*p<0.05), hizali diizende iiretilen fiberler (**p<0.01) ve gdzenekli fiberlerde
(**p<0.01) hiicre tutunmas1 diger gruplara gore anlamli derecede diisiiktiir. Rastgele ve
hizali diizende iiretilen fiberler kendi aralarinda degerlendirildiginde hiicre tutunmasinda

bir fark goriilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.5. BJ ve HS2 hiicrelerinin fiber matriks doku iskelelerine (%) tutunma oranlari.

Hucreler Gruplar 4. saatteki % Tutunma
TCPS 7513
HFIP-R 3315
BJ HFIP-A 155
CF/DMF-R 71120
THF/DMSO-R 255
ACT/DMSO-R 61+18
TCPS 7842
HFIP-R 41+11
HFIP-A 5815
HS2 CF/IDMF-R 7743
THF/DMSO-R 40+8
ACT/DMSO-R 41+7

HS2 hiicreleri ile yapilan ¢aligmaya bakildiginda ise benzer sekilde en 1yi hiicre tutunmasi
burusuk morfolojideki fiber yiizeylerinde olmustur ve bu malzemedeki hiicre
tutunmasmin  TCPS yiizeylerdeki tutunmayi yakaladigi goriilmektedir. Benekli
morfolojideki  fiber  yiizeyleri, keratinosit tutunmasini  fibroblastlar  kadar
desteklememistir. Yine fibroblastlar ile benzer sekilde keratinosit hiicreleri de piiriizsiiz
yuzeyli rastgele fiberler (***p<0.001), hizali fiberler (*p<0.05) ve gbdzenekli fiberlere
(***p<0.001) diger gruplara gore anlamli derecede az tutunmustur. Fiberlerin
hizalanmasi, rastgele diizende liretilen fiberler ile karsilastirildiginda, hiicre tutunmasini

etkilememistir (p>0.05).
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4.4.3. BJ ve HS2 Hiicrelerinin MTT Analizi Sonuclari

Fiber matriksler iizerindeki hiicre canliligini belirlemek amaciyla belirlenen ginlerde
MTT analizi yapilmistir (Sekil 4.9). BJ hiicreleri ile yapilan ¢alismada hiicre canlilifi
TCPS yiizeylerde kiiltiiriin baglangicindan 10. giine gelindiginde 6nemli derecede artis
gostermistir (***p<0.001). Fiber yiizeylerde ise hiicre canliliginin kiiltiir boyunca sabit
kaldig1 belirlenmistir. Birinci giin MTT degerlerine bakildiginda piiriizsiiz yiizeylerde
rastgele diizende tretilen fiberlerdeki hiicre canliliginin hizali diizende tiretilen fiber
yiizeylerine gore daha fazla oldugu goriilmektedir (*p<0.05). Purlzli morfolojiye sahip
fiberler incelendiginde benekli ve burusuk morfolojiye sahip fiberlerdeki hiicre canlilig
benzer bulunmustur (p>0.05). Kiiltiirin 4. gilinlinde burusuk morfolojiye sahip
yiizeylerdeki hiicre canliliginin TCPS yiizeylerdeki canlilig1 yakaladigi goriilmektedir.
Diger fiberlerdeki hiicre canliliklart ise TCPS yiizeylerden anlamli derecede diisiiktiir.
Ayrica kiiltiir boyunca burusuk morfolojiye sahip fiberler iizerindeki hiicre canliliginin
g6zenekli yuzeylere gore anlamli derecede fazla oldugu belirlenmistir (*p<0.05). HS2
hiicreleri ile yapilan ¢alismada TCPS de dahil tim gruplarda hiicre canliliginin artig
gosterdigi goriilmektedir (***p<0.001). Kiiltlirtin ilk giinii en yiiksek hiicre canlilig1
TCPS yiizeylerdedir. Ancak ilerleyen giinlerde fiberler iizerindeki canlilik TCPS
ylzeylerdeki canliligi yakalamistir. Ayrica fiberler arasinda hiicre canliligi agisindan

anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 4.9. PCL fiber matriksler Gzerindeki BJ ve HS2 hicrelerinin mitokondriyal

aktiviteleri.

4.4.4. BJ ve HS2 Hiicrelerinin Morfolojik incelemesi

Hiicrelerin fiber matriksler tizerindeki tutunmasi, yayilmasi, hiicre-hiicre ve hiicre-
biyomalzeme etkilesimleri kiiltiiriin 1. ve 4. glinii SEM analizi ile goriintiilenmistir. Ayni
zamanda kalturtn 4. ve 10. glnu cekirdek/F-aktin ikili floresan boyamasi yapilmis ve
malzemeler tizerindeki hiicrelerin iskelet organizasyonu ortaya koyulmustur. BJ hiicreleri

ile yapilan calismaya bakildiginda hiicrelerin tiim malzemelerin yiizeyine etkin bir sekilde
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tutunup yayildiklar1 gozlenmektedir (Sekil 4.10). Pirtzstz fiberlerin gorintileri
incelendiginde, rastgele diizende iiretilen fiberler iizerinde hiicre tutunmasi her yone
dogruyken, hizali diizende iiretilen fiberlerde ise hiicrelerin fiber boyunca yayildiklari
belirlenmistir. Ozellikle floresan goriintiilerine bakildiginda F-aktin filamentlerinin hizali
fiberlerde fiberlerin yonii dogrultusunda uzadigi belirlenmistir. Fiberler iizerindeki
topografik yapilara bakildiginda ise hiicrelerin burusuk morfolojideki fiberler iizerinde
oldukca etkin bir sekilde yayildiklar1 goriilmistiir. Bu sonuglar hemositometrik sayim
sonuglart ile de uyumludur. Diger yandan burusuk morfolojideki fiberler {izerinde
hicreler oldukca diz bir morfoloji sergilemektedir. SEM goriintilerinde gozenekli
fiberler lizerinde hiicrelerin malzemeye basarili sekilde tutunduklart goriilmektedir, ancak
floresan goriintiilerine bakildiginda hiicre iskeletinin ¢ekirdek etrafinda lokalize oldugu
ve diger 6rneklere gore daha az F-aktin filamentinin bulundugu belirlenmistir. Son olarak
benekli fiberler tizerinde hiicrelerin oldukea iyi bir sekilde tutunup yayildiklar ve diger
ornekler ile karsilagtirildiginda ¢ok daha etkin hiicre-hiicre etkilesimlerinin kuruldugu
gorilmektedir. Floresan goriintiilerinde de bu orneklerdeki hiicrelerde yogun bir hiicre

iskeleti ve daha karakteristik bir fibroblastik morfoloji belirlenmistir.

HS2 hiicreleri ile yapilan galigmalarda ise benzer sekilde yiizeyleri piiriizsiiz rastgele
diizende Uretilen fiberlerde hiicre yayilmasi agisindan herhangi bir diizen s6z konusu
degildir (Sekil 4.11). Diger yandan hem SEM hem de floresan goriintiilerinde hizali
diizende tretilen fiberler lizerinde hiicrelerin fiberler yoniinde uzadiklar1 goriilmektedir.
Fiberler Gzerindeki topografik detaylarin (burusuk, gézenekli ve benekli fiberler) ise
hicre-hiicre baglantilarini artirdigi, hiicrelerin yogun hiicresel uzantilar ile hem fiberler
hem de diger hiicreler ile baglantilar kurduklar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda 6zellikle
gozenekli fiberler iizerinde hiicrelerin bir araya gelerek keratinositlere 6zgii kaldirim tasi
benzeri morfolojiyi sergiledikleri gorulmektedir. Her iki hucre grubu birbirleri ile
kiyaslandiginda, beklendigi iizere fiberler lizerinde keratinosit hiicrelerinin gruplar
halinde ¢ogaldigi, dermal fibroblastlarin ise daha yogun bir iskelet organizasyonu ile

ylizeyde daha genis alanlara yayildiklar: tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. PCL fiber matriksler tzerinde BJ hucrelerinin SEM fotograflar1 ve F-

aktin/DAPI boyama goérintileri (hiicre iskeleti-yesil, hiicre ¢ekirdegi-mavi).
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Sekil 4.11. PCL fiber matriksler Uzerinde HS2 hucrelerinin SEM fotograflar1 ve F-

aktin/DAPI boyama gorintileri (hucre iskeleti-yesil, hiicre ¢ekirdegi-mavi).

Hayvansal hiicrelerde hicresel aktivitelerin ilk basamagi hiicrenin yilizeye adezyonudur.
Hiicreler integrin reseptorleri araciligi ile yiizey ile etkilesime gecer ve bu etkilesim
sonucunda hiicre i¢i sinyal yollar1 aktive olarak hiicre yayilmasi, proliferasyon, go¢ ve

farklilagsma gibi hiicresel cevaplar meydana gelir [102]. Hicrelerin malzeme yiizeyine
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adezyonu su basamaklari igerir: 1) tutunma, 2) yayilma, 3) aktin filamentlerinin
organizasyonu ve 4) fokal adezyonun olusmasi [26]. PCL, doku miihendisligi
calismalarinda oldukga sik kullanilan biyouyumlu, biyobozunur bir polimerdir. Ancak
yuksek hidrofobisitesi nedeniyle PCL ylzeylere etkin bir hiicre adezyonu
saglanamamaktadir.  Bu durumda PCL yiizeyler c¢esitli modifikasyonlara tabi
tutulmaktadir. Yapilan bir calismada PCL nanofiber yiizeylerine kovalent olarak EGF
(Epidermal Buylime Faktori) baglanmis ve keratinosit hiicrelerinin yayilmasinin,
proliferasyonunun ve farklilasmasinin arttigi belirlenmistir [5]. Gomez ve ark. PCL
nanofiberleri PRP (Trombosit Y6niinden Zengin Plazma) ile kaplayarak ¢ok daha etkin
bir hiicre tutunmasi ve proliferasyonu elde etmistir [103]. Sahrifi ve ark. PCL
nanofiberleri oksijen plazma ile muamele ederek nanotopografik yapilar olusturmus ve
hiicresel aktiviteleri uyarmigtir [104]. Tez ¢alismas: kapsaminda yuzey Ozellikleri
acisindan farkli PCL nanofiberler kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢inde en iyi hiicre
tutunmasinin burusuk yiizeyler tizerinde oldugu belirlenmistir. Diger yandan nanofiberler
tizerindeki hiicre cogalmasi benzerdir ve proliferasyon agisindan carpict bir sonug elde
edilememistir. Ancak hiicre morfolojilerinin yiizey 6zelliklerine gére dnemli farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir. Oncelikle piiriizsiiz yiizeyli PCL nanofiberler rastgele ve hizali
olarak diretilmigtir. Rastgele diizende {iretilen fiberler lzerinde hicreler her yone
biiylirken, hizali fiber yiizeylerinde hem fibroblast hem de keratinositlerin fiber boyunca
uzandiklar1 belirlenmistir. Hizal fiberler hiicre membranina, integrinin sadece bir yonde
diffiize olmasina yonelik siirekli bir ipucu verirler ve bdylece hiicrenin lateral olarak
yayilmasi engellenir. Hizali nanofiberlerde hiicrelerin uzamasina ¢ekirdek deformasyonu
eslik eder. Cekirdekteki deformasyon F-aktin filamentlerindeki ¢cekmeye bagli stresin
cekirdege iletilmesi ile gerceklesir. Boylece floresan goriintiilerinde belirlendigi iizere
diizenlenmis fiberlerdeki boy/en orani artar [56]. Ayrica yapilan ¢alismada PCL
nanofiberlerin ylizeylerinde cesitli teknikler ile burusukluk, benek ve gozenek gibi
topografik detaylar olusturulmustur. Nanofiber organizasyonuna ve yiizey 6zelliklerine
gore hiicrelerin morfolojik bir adaptasyona gittigi ve hiicresel aktivitelerin fiber
diizenlenmesinden etkilendigi bilinmektedir [105]. Topografik yapilar hiicrelerden
uzanan filopodialar igin ekstra bir tutunma ve yayilma noktasi olabilir. SEM
goriintiilerinden de goriildiigii iizere 6zellikle benekli ve gdzenekli fiberler {izerinde her
iki hiicre hattinin da yogun hiicresel uzantilar ile hem fiberler hem de diger hiicreler ile
baglant1 kurdugu goriilmektedir. Diiz ylizeylerde hiicreler her yone dogru uzamaktadir.

Ancak topografik yapilarin oldugu yiizeylerde mikrofilament olusumu mekanik olarak
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smirlandigindan hiicreler belli bir yéne dogru daha polarize biiyiimektedir [27]. Ozellikle
fibroblastlar ile yapilan ¢alismada hiicrelerin benekli yiizeylerde fiberler boyunca olduk¢a
uzayarak yiizey lizerindeki topografik detaylara cevap verdigi goriilmektedir. Ayrica
fiberler iizerindeki topografik yapilarin hiicresel mekanotransdiiksiyonu degistirdigi
diisiiniilmektedir. Hiicreler topografik ylizeyler ile etkilesime gectiklerinde bir mekano-
duyarli protein olan YAP (yes-associated protein) sitoplazmadan ¢ekirdege gegmektedir.
YAP’in ¢ekirdekte lokalize olmasi hiicre yayilmasini, ¢ekirdegin yassilagmasini ve
niikleer gézeneklerin genislemesini saglamaktadir [105]. Ileriki ¢alismalarda bu yiizey
Ozelliklerinin hiicre farklilasmasi tiizerindeki etkileri arastirilacak ve morfolojik

degisimlerin hiicresel fonksiyonlar ile iliskisi ortaya koyulacaktir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, PCL polimeri kullanilarak, tekli ve ikili (iyi-Koti)
¢oziicliler varliginda, elektroegirme yontemiyle, rastgele ve hizali diizende, farkli
nanotopografik yiizey detaylarina sahip fiber matriksler elde edilmistir. Elde edilen fiber
matrikslerin fiziksel, kimyasal ve morfolojik 06zelliklerinin incelenmesi amaciyla
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Ayni zamanda insan dermal fibroblast ve
keratinosit hiicreleri kullanilarak fiberler {izerinde hiicre kiiltiirii ¢alismalari
gerceklestirilmis ve farkli topografik yiizeylerin hiicre tutunmasi, proliferasyonu,

morfolojisi lizerindeki etkisi arastirilmistir.

» Farkli ¢ozici sistemleri (HFIP, CF/DMF, DCM/DMSO, CF/DMSO,
THF/DMSO, ACT/DMSO) kullanilarak elektroegirme yontemi ile rastgele ve
hizal1 diizende nanofiber matriksler tiretilmistir.

= Rastgele fiberlerde toplama islemi sabit bir toplayici iizerinde yapilirken toplayici
olarak doner tamburun kullanildig1 gruplarda ylksek hizalanma derecesine sahip
fiberler oldukca basaril bir sekilde elde edilmistir.

= Jkili ¢bziicii sistemlerinde, secilen iyi/kotii ¢oziiciiler varliginda ve ortamdaki
bagil neme baglh olarak, meydana gelen farkli mekanizmalar ile (NIPS, VIPS,
TIPS, BF) fiberlerin yiizeyinde burusukluk, gozenek, oluk ve benek gibi farkli
nanotopografik ayrintilar olusmustur.

= PCL fiber matrikslerin kimyasal yapisini ortaya koymak ic¢in yapilan FTIR
analizinde, fiberler PCL polimeri ile ayn1 dalga boylarinda pik vermistir. Bu
durum kullanilan ¢oziiciilerin polimerin kimyasal yapisin1 bozmadigimi ve fiber
olusumu sonras1 yapidan tamamen uzaklastiklarin1 gostermektedir.

» Fiber matrikslerin faz analizi XRD ile gergeklestirilmis ve genelde kullanilan
¢oziiclilerin buharlagma hizinin, egirme sirasinda kristalinitenin artisina olanak
verdigi tespit edilmistir.

= Fiber matrikslerin 1s1l davraniglart DSC ve TGA analizleri ile incelenmis ve fiber
matrikslerin literattr ile uyumlu bigimde 375-387°C'de bozunmaya ugradiklart,
56°C-61°C arasinda da karakteristik erime piklerinin oldugu goriilmiistiir.

» Yizey puruzluluk analiz sonucunda elde edilen Ra degerleri ve 3B ylizey
piirtizliiliik profilleri, sadece HFIP nin ¢6ziicii olarak kullanildig: gruplarda yiizey

puriizlilliigiinin  diisiik oldugunu, 1yi/kotii ¢oziicii sistemlerinin  kullanildigi
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gruplarda ise gerceklesen faz ayrimina bagl yiizey piiriizliliigliniin arttigini
gostermektedir.

= Nanotopografik fiber ylizeyleri iizerinde BJ ve HS2 hiicreleri ile yapilan hiicre
kiltlir calismalaria gore, her iki hiicre hatti i¢in de en etkin hiicre tutunmasinin
burusuk morfolojideki fiberler lizerinde gergeklestigi goriilmiistiir.

* Hiicre proliferasyonuna bakildiginda ise BJ hiicrelerinin canliliginin kiltiir
boyunca ¢ok fazla degismedigi belirlenmistir. Diger yandan, HS2 hicrelerinin
canliligiin tiim fiberler lizerinde zamana bagl olarak arttig1 tespit edilmistir.

* Morfolojik degerlendirmeler dogrultusunda her iki hiicre tipi i¢in de hiicreler
rastgele fiberler iizerinde her yone yayilirken, diizenli fiberler iizerinde hiicre
uzamasinin fiber yoniinii takip ettigi belirlenmistir. Diger yandan fiberler
Uzerindeki topografik yapilarin, yine her iki hiicre i¢in, hiicre-hiicre ve hicre-
yiizey etkilesimlerini arttirdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu sonug floresan
boyamalar ile desteklenmis ve 6zellikle burusuk ve benekli morfolojinin aktin
filamentlerinin sayisini artirdigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda her iki hiicre
grubu birbiri ile kiyaslandiginda, beklendigi {izere fiberler {lizerinde keratinosit
hiicrelerinin gruplar halinde ¢ogaldig1, dermal fibroblastlarin ise daha yogun bir

iskelet organizasyonu ile yiizeyde daha genis alanlara yayildiklari belirlenmistir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, doku miihendisligi uygulamalarinda
thtiyag duyulan, farkl ¢oziiciiler kullanilarak faz ayrimi mekanizmalarinin etkisiyle elde
edilen, gesitli nanotopografik desenlere sahip doku iskelelerinin, BJ ve HS2 hiicreleri ile
etkilesimleri sonucunda hiicrelerin tutunma, ¢ogalma ve yayilma davranislarini
destekledigi tespit edilmistir. Bu nanotopografik desenlerin, hiicre-hiicre ve hicre-

malzeme iletisimini oldukga iyi sagladig1 sdylenebilir.
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