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NANOFIBER ESASLI BiYOBOZUNUR POLIMERIK DOKU iSKELESI
I"JRETiMi“ VE KARAKTERIZASYONU
(YUKSEK LISANS TEZi)

NiLAY CAN

OZET

Doku miihendisligi; herhangi bir nedenle yapist bozulmus biyolojik dokular
yeniden eski haline getirme, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini onarmay1 hedefleyen ¢ok
disiplinli bir yaklagimdir. Doku miihendisliinin giiniimiizde olduk¢a hizli ilerleme
kaydetmesinin baslica nedenleri, kadavradan canli doku saglanamamasi ve hayvansal
dokularin ise insanlar tarafindan reddedilmesidir. Doku miihendisligi uygulamalarinin;
donér azligi, hastalik bulastirma riski ve immiin yanita neden olma gibi problemleri
ortadan kaldiracagi disiiniilmektedir. Doku mithendisligi uygulamalarinin, ticari olarak da
hizla gelismekte oldugunu ifade etmek gereklidir. ABD' de doku miihendisligi ve
rejeneratif tip i¢in pazar 2009 yilinda 6,9 milyar dolar biiylimiistiir. Bu pazarin 2018
yilinda yaklasik 32 milyar dolar daha artacagi tahmin edilmektedir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan {irlinlerin potansiyel pazari; sinir sistemi tedavileri, dejeneratif
ya da travmaya neden olan ortopedik, kardiyovaskiiler, diyabet uygulamalari ve hatta dis
ya da oftalmolojik (goz ile ilgili) sorunlarin ¢éziimiinde kullanilan dokulari da i¢eren genis
bir aralig1 kapsamaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, elektrocekim islemi ile farkli molekiil agirliklarina sahip
Poli(D,L-Laktid-ko-glikolid) biyobozunur polimer kullanilarak nanolif ve mikrolif yapili
doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen matlarin mekanik dayanimlari ¢ekme testi
uygulanarak  belirlenmis, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilirligi
tartigilmistir. Matlarin 380,7 kPa’ a kadar kopma gerilmesi gosterdigi belirlenmistir.
Uretilen yiizeylerin morfolojik 6zellikleri SEM analizleri yardimiyla belirlenmistir. Diisiik
molekiiler agirliga sahip PLGA’ dan elde edilen numunelerde 188 nm — 668 nm araliginda
lif caplar1 gorilmiistiir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip PLGA’ dan elde edilen
numunelerde ise 0,8 um — 6 um araliginda lif caplar tespit edilmistir. FT-IR analizleri
tiretilen doku iskelelerinin tiimiiniin karakteristik saf PLGA polimerinin piklerini
gosterdigini ortaya koymustur. Temas agis1 Olglimleri numunelerin hidrofob yapida
oldugunu gostermistir. Hiicre ekimi caligmalarinda, mezenkimal kok hiicre kiiltiirleri
kullanilmistir. Elde edilen matlarin toksik etkisinin olmadigi ve bu matlarin bazi hiicre
yapistirict malzemeler kullanilarak hiicre ¢cogalmasi i¢in uygun bir doku iskelesi haline
getirilebilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi, elektrogekim, biyouyumlu ve biyobozunur polimer,
PLGA, mezenkimal kok hiicre
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BIODEGRADABLE
POLYMERIC NANOFIBER-BASED TISSUE SCAFFOLDS
(M.Sc. THESIS)

NiLAY CAN

ABSTRACT

Tissue engineering is a multi-disciplinary approach that aims to restructure
biological tissues, which is degraded for any reason, and to repair structural and functional
properties of them. The main reasons of quite rapid development of the tissue engineering
nowadays are unavailability of living tissue from cadavers and rejection of animal tissue
by the people. It is thought that tissue engineering applications will eliminate problems
such as donor shortage, the risk of infecting disease and causing immune response. It is
necessary to express that tissue engineering applications are also commercially developing
rapidly. The market for tissue engineering and regenerative medicine grown $6.9 billion in
2009 in U.S.A. Potential market for products used in tissue engineering applications cover
a wide range, which involves treatment of nervous system, degenerative or causing trauma
or orthopedic, cardiovascular, diabetes applications and even the tissues used in the
solution of dental or ophthalmologic (eye-related) problems.

In this study, nanofiber and microfiber structured tissue scaffolds were
manufactured via electrospinning process using different molecular weight poly (D, L-
lactide-co-glycolide) biodegradable polymer. Mechanical strength of produced mats were
determined by tensile testing, and the usability in tissue engineering applications were
discussed. It was determined that mats show the yield stress up to 380.7 kPa. The
morphological characteristics of the produced surfaces were determined by means of SEM
analysis. In the range of 188 nm — 668 nm fiber diameters were observed in the samples
obtained from low molecular weight PLGA. A range of 0,8 um — 6 pum fiber diameters
were determined in case of high molecular weight PLGA. FT-IR analysis revealed that all
of the the produced tissue scaffolds showed characteristic peaks of pure PLGA polymer.
The contact angle measurements showed the hydrophobic structure of the samples.
Mesenchymal stem cell cultures were used in cell cultivation trials. It is concluded that the
resulting mats have not any of toxic effect, and these mats can be formed into a suitable
tissue scaffold for cell growth using certain cell adhesive materials.

Key words: Tissue scaffold, electrospinning, biocompatible and biodegradable polymer,
PLGA, mesenchymal stem cells
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1.GIRIS

Doku miihendisligi; normal doku ve organ fonksiyonlarini siirdiirmek, yenilemek
ve gelistirmek i¢in miihendislik, malzeme bilimi, biyolojik bilimler ve tip entegrasyonu ile
canli hiicrelerden yararlanan, biyolojik malzemelerin gelistirilmesini hedefleyen multi-
disipliner bir alandir (Martina, 2007, Zorlutuna, 2012). Diger bir anlamla doku
miihendisligi; herhangi bir nedenle yapisi bozulmus biyolojik dokular1 yeniden eski haline
getirme, yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerini onarmayi hedefleyen cok disiplinli bir
yaklasimdir. Doku miihendisliginin giiniimiizde olduk¢a hizli ilerleme kaydetmesinin
baslica nedeni, kadavradan canli doku saglanamamasi ve hayvansal dokularin ise insanlar
tarafindan reddedilmesidir. Bunun yan1 sira; ameliyatlarda, viicuda yerlestirilen metal veya
plastik protezlerin, viicudun uygun yerlerinden alinacak dokularla doldurulmasi son derece
gli¢ goriilmektedir (Deliloglu-Giirhan, 2009). Doku miihendisligi, geleneksel yontemler ile
kiyaslandiginda, dondr azligi, hastalik bulagtirma riski ve immiin yanita neden olma gibi

problemleri ortadan kaldiracagi 6ngoriilmektedir (Durukan, 2012).

Doku miihendisligi uygulamalarinin, ticari olarak da hizla gelismekte oldugunu
ifade etmek gereklidir. Biyouyumlu malzemelerle ile ilgili ABD pazar1 2007 i¢in 22,2
milyar dolardir. Bunun 11,7 milyar dolarin1 yapay dokular olusturmaktadir. 2012 yilinda
yapay dokular i¢in pazar 16 milyar dolarla en biiyiik boliimii olusturmaktadir (Hasirct,
2011). ABD' de doku miihendisligi ve rejeneratif tip pazarin 2018 yilinda yaklagik 32
milyar dolar daha artacagi tahmin edilmektedir. Doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan iriinlerin potansiyel pazari; sinir sistemi tedavileri, dejeneratif ya da travmaya
neden olan ortopedik, kardiyovaskiiler, diyabet uygulamalar1 ve hatta dis ya da
oftalmolojik (goz ile ilgili) sorunlarin ¢6ziimiinde kullanilan dokulart da i¢eren genis bir

aralig1 kapsamaktadir (Zorlutuna, 2012).

Doku, birden fazla hiicre tipinden olusur ve genellikle olduk¢a diizenli ve mikro
Olgekte organize olan bu hiicreler tarafindan gizlenmis hiicre dis1 matris (ECM) (Sekil 1.1)
bilesenleri ile birlikte spesifik bir islevi yerine getirirler (Li, 2002). Dogal hiicre dis1 matris,
glikozaminoglikan zincirinin bir hidratlanmis ag i¢inde i¢ ige geemis lifler ve cesitli
protein fibrillerden olusmaktadir (Tuzlakoglu, 2005). Belirli bir dokunun islevselligi, bu
karmasik yapi ile ilgili oldugundan, doku miihendisleri in vitro ¢alismalari ile bu karmasik
yapiy1 olusturabilmek ve biyo-benzetimle elde etmeye calismaktadirlar. Tekli hiicre

tabakalariin iist liste yerlestirilmesi gibi yaklagimlar olmasina ragmen, cesitli yontemlerle



doku iskelesinin mikro yapisinin ayarlanmasi, biyo-benzer doku iskelesi olusturmanin en

giiclii yollarindan biridir (Zorlutuna, 2012).
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Sekil 1.1. Hiicre dis1 matris (ECM) yapisi (Glimiisderelioglu, 2007)

Doku miihendisliginde ¢6ziimlenmesi gereken temel sorun, hiicrelerin bulunduklari
yeri dogru algilayarak hem 06zgiin olarak tutunmalarini saglayan, hem de fenotiplerinin;
yani belirli bir hiicreyi o hiicre yapan 6zelliklerin kaybolmasini 6nleyen bir biyomateryali

olusturabilmek ve kullanmaktir (Deliloglu-Giirhan, 2009).

Yeni dokunun rejenarasyonunda yaygin olarak kullanilan yontem; kontrollii kiiltiir
kosullar altinda hastadan kiigiik bir biyopsi ile belirli hiicrelerin izole edilmesi, izole
edilen hiicrelerin zaman iginde bozunabilen (biyobozunur) ii¢ boyutlu doku iskelesine
ekilmesi ve son olarak da yeni doku olugumu amaci ile hastanin viicudunda istenen
bolgeye yerlestirilmesidir (Sekil 1.2) (Rezwan, 2006). Bu amagla kullanilan doku
iskeleleri, hiicrelerin farklilagsmasini ve birleserek ii¢ boyutlu bir yapinin olusumunu

saglayacak fiziksel ve kimyasal isaretlerin iliretimine olanak tanir (Armentano, 2010).
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Sekil 1.2. Doku iskelesi tizerinde dokularin gelisimi ve implantasyonu (Lin, 2011)

Doku rejenarasyonunda alternatif bir yaklasim; yerinde doku olusumunu saglamak
amaciyla doku iskelelerinin, dokunun viicut icerisinde dogrudan biiylimesi istenilen yere
implante edilmesidir. Bu yaklagimin avantaji, hastanin iyilesmesi i¢in gerekli operasyon

sayisinin azaltilmasidir. Bu da daha kisa bir iyilesme siiresi ile sonuglanir (Rezwan, 2006).

Biyomalzemeler ve iiretim teknolojileri doku miihendisliginde 6nemli bir rol oynar.
Doku miihendisligi uygulamalari i¢in kullanilan malzemeler, molekiiler seviyede belirli bir
hiicre tepkisi ortaya ¢ikarmak i¢in tasarlanmis olmasi gerekir. Bu malzemeler, hiicre ile
belirli etkilesimlere imkan tanimali ve bdylece dogrudan hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi, hiicre disi matris tiretimi ve bunlarin diizenlenmesini saglamalidir. Ayni
zamanda doku olusumu esnasinda destek fonksiyonunu da yerine getirmelidir (Armentano,
2010, Lin, 2011). Bu malzemelerin, iltthap olusumuna neden olmamasi, bagisiklik
sistemine zarar vermemesi, kanserojen olmamasi, hiicre zehirlenmesine neden olmamasi
gereklidir. Bu sayede, implantasyon sonrasi patolojik reaksiyonlari tetiklemeyecektir
(Martina, 2007).

Biyouyumluluk; yap1 ve ylizey biyouyumlulugu seklinde siniflandirilabilir. Yiizey
biyouyumlugu, materyalin ylizey kimyas: ile iligkilidir. Bir materyal yiizeyinin kimyasal
Ozellikleri yapisma, go¢ ve ¢ogalma gibi hiicre faaliyetlerini diizenleyen biyolojik
molekiillerin yiizeye tutunmasina aracilik etmelidir. Bir doku iskelesinin yiizey kimyasi,
materyalin tipine baglidir (Abdal-hay, 2013). Doku iskeleleri ayn1 zamanda, enfeksiyonu
onlemek icin kolayca sterilize edilebilir olmalidir. Doku iskelesinin mekanik 6zellikleri;
kullanim ve hastanin normal aktiviteleri sirasinda ¢okmeyecek diizeyde olmasi istenir

(Armentano, 2010, Rezwan, 2006, Ravichandran, 2012). Geleneksel tek bilesenli polimer



malzemeler bu gereksinimleri karsilayamamaktadir. Bu nedenle, ¢ok fonksiyonlu
biyomalzemeler gelistirmek amaci ile ¢ok bilesenli polimer sistemlerinin tasarimi,

yenilik¢i ve uygulanabilir bir stratejidir (Armentano, 2010).

Nanoteknoloji, en az bir boyutu nanometre araliginda olan malzemeleri kullanarak
essiz Ozellikte yeni yapilar, cihazlar ve sistemlerin olusturulmasini saglayan teknolojilerdir.
Son yirmi yil i¢inde, nano boyutta miihendislik yapilarinin iyilestirilmesine yonelik
arastirmalarda siirekli bir artis olmustur. Nanoteknoloji yerli dokunun karmasik, hiyerarsik
yapisini benzeten yeni sistemlerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Tekstilde
biyopolimerlerden doku iskelesi iiretiminde de yine nanofiber elde edebildigimiz
elektrogekim sisteminin kullanim1 yaygimlasmaktadir. Ozellikle farkli polimerlerin
karisimlarindan olusan sistemlerden elde edilen nanokompozit yapili doku iskelelersi,
genellikle mukavemet ve sertlik arasinda miikemmel bir denge gostermektedir ve
bilesenlerinin ayr1 ayr1 ozelliklerine gore daha iyi sonucglar vermektedirler (Armentano,
2010). Nanofiber yapili doku iskelesi tiretiminde kritik konu; hiicreler ve hiicre dis1 matris
malzemelerin ii¢ boyutlu bir yapr olusturacak sekilde birlesmesidir. Bu birlesim, yerli
dokunun hem yapisal hem de fonksiyonel 6zelliklerini tasiyacak sekilde olmali ve ayni
zamanda yerli dokuyu taklit etmek suretiyle, degistirici ya da onarict 6zellikte olmalidir
(Martina, 2007).

Poli(D,L-Laktid-ko-glikolid) PLGA, biyomedikal uygulamalar i¢in nanofiber yapili
iskeleler olarak siklikla kullanilmaktadir. PLGA kabul edilebilir mekanik mukavemeti,
kolay kontrol edilebilir bozunma oranina sahip biyobozunur sentetik bir polimerdir. Bu tez
caligmasinda, elektrogekim islemi ile biyouyumlu ve biyobozunur PLGA polimeri
kullanilarak nanofiber mat formda doku iskelesi iiretimi, elde edilen doku iskelesinin lif
caplarinin ve kalinhigmin; hiicrelere yapismasi, gogli ve c¢ogalmasimin uygun hale
getirilmesi i¢in optimizasyonu, doku iskelesinin dayaniminin farkli ¢oziicii-molekiil
agirliklar kullanilarak ayarlanmasi, olusturulan nanofiber matin mezenkimal kok hiicre

¢ogalmasina uygunlugunun, toksisite 6l¢limii ile belirlenmesi amaglanmistir.



2. DOKU iSKELELERI

Doku miihendisliginde; bagisiklik sistemine olumsuz herhangi bir etkisi olmadan,
hastalik, yaralanma veya konjenital (dogustan var olan) kusurlar tarafindan tahrip edilen
yeni hiicre dis1 matrisi yeniden olusturmak, hiicrelere destek saglamak i¢in doku iskeleleri
kullanilmaktadir (Agarwal, 2008). Doku iskeleleri, hiicre dis1 matris yapilarin ag yapili
fibriller ve hidrath aglarini destekler, hiicreler i¢in uygun bir mikro ortam saglar ve ECM’
de hiicre i¢i sinyal iletimi ile ¢ekirdek alaninda hiicre zar1 reseptorlerine sinyal aktariminda
aktif rol alirlar (Sekil 2.1). ECM’ nin fibriler ve gozenekli yapisi, agirlikli olarak hiicre
yapigmasi ve gocli lizerinde onemli etkisi vardir. Bu da hiicre iglevselligi acisindan biiyiik
onem arz etmektedir (Tuzlakoglu, 2005). ECM’ nin yapisi, biyo-benzetimle doku

iskelelerinin tiretiminde ¢esitli tekniklerin gelistirilmesine 151k tutmustur.

Mikro-Gézenekli Mikro-Lif Nano-Lif
Yap! Iskelesi Yapi Iskelesi Yapi iskelesi

Sekil 2.1. Doku iskelesinin yapisinin, hiicre baglanmasi ve yayilmasina etkisi (Stevens,
2005, Agarwal, 2008)

Doku iskeleleri, iig-boyutlu bir doku olusumunu destekleme yetenegine sahip yapay
bir yap1 olarak da tanimlanabilir. Bu yapi; hiicrelerin tutunmasina ve gogiine izin vermeli,
hiicrelerin ve hiicre besinleri ve ortaya ¢ikan iiriinlerin difiizyonunu saglayan biyokimyasal
faktorlerin dagitilmasimi ve siirdiiriilmesini saglamak icin gecirgen bir yapiya sahip

olmalidir (Armentano, 2010, Tuzlakoglu, 2005).

Fonksiyonel bir doku iskelesi; biyouyumluluk, biyobozunurluk ve uygun mekanik
ozellikler gibi c¢ok fonksiyonel yapida olmali, aym1 zamanda kok hiicre yapismasi,
cogalmasi ve farklilasmasini desteklemelidir (Ravichandran, 2012). Doku iskelesi uygun
bir gbzenek boyutu dagilimi, yiiksek bir gézeneklilik derecesine ve genis bir yiizey alanina

sahip olmahdir. Yiiksek gozeneklilik ve yeterli gdzenek boyutu; hem hiicrelerin ekimini



hem de hiicre ve besinlerin tiim yap1 boyunca yayilmasini kolaylagtirmak i¢in gereklidir.
Yiiksek gozeneklilik ve gozenek dagiliminin homojenligi; hiicre tutunmasi ve dokunun
gelisimi i¢in ¢ok Onemli olan 6zgiil ylizey alanin1 artirmak i¢in onemli degiskenlerdir.
Boylece hiicrelerin diizglin dagilimini, besinlerin yeterli tasinmasin1 ve hiicresel atik
tiriinlerin uzaklagtirllmasini kolaylagtirmaktadir (Armentano, 2010). Doku iskelesinde

kullanilan biyobozunur malzemeler;

e viicutta implantasyon iizerine siirekli bir iltihapli ya da toksik tepki

uyandirmamalidir,
e kabul edilebilir bir raf dmriine sahip olmaldir,

e bozunma siiresinin yeni doku olusumu hizi ile uyumlu olmasi gereklidir (Lin,

2011),
e belirtilen uygulamalar i¢in uygun mekanik 6zelliklere sahip olmalidir,

e yeni doku olusumu sirasinda, iskelenin ¢ékmemesi i¢in malzemenin bozunmasi ile
mekanik oOzelliklerindeki degisiklik, iyilesme veya yeniden olusma siireciyle

uyumlu olmalidir (Lin, 2011),

e bozunma turunleri toksik olmamali ve viicut metabolizmasinda temizlenebilir

olmalidir,

e amaglanan uygulama ic¢in uygun gegirgenlige sahip ve islenebilir olmalidir (Nair,
2007).

2.1. Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Doku iskelesi iiretim siireglerinde, belirli bir uygulamanin 6nemli gereksinimlerini
karsilayabilmesi i¢in makro, mikro ve nano diizeydeki yapisal 6zelliklerin hassas sekilde
kontrolii saglanmalidir. Doku miihendisligi stratejisi ve doku iskele malzemesine bagh
olarak farkli islem yontemleri ve kosullar1 nihai performans beklentileri géz oniine alinarak
optimize edilmelidir (Puppi, 2010). Polimerik doku iskeleleri elde etmek igin kullanilan
tiretim teknikleri ¢6ziicli dokiim - parcacik uzaklagtirma, gazla kopiiklendirme, dondurarak
kurutma, 1si1l indiiklenmis faz ayirimi, lifle baglama, eriyik halinde dokiim ve

elektrogekimdir (Armentano, 2010, Tuzlakoglu, 2005, Kog, 2008).



2.1.1. Faz ayirimi

Faz ayirimi1 gdzenekli polimer zarlar iiretmek i¢in bir liretim teknigi olarak yillardir
kullanilmaktadir. Bu yontem: polimer ¢oziicii ve ¢oziicii olmayan bilesenlerden olusan
homojen polimer ¢ozeltisinin termodinamik yontemle polimerce zengin ve fakir fazlara
ayrilarak gozenekli bir yapi elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde; polimer,
bir ¢oziicli igerisinde ¢oziiliir ve sonra faz ayrimi, 1sil olarak indiiklenir veya polimer
igerisinde ¢oziinmeyen bir ¢ozelti kullanilarak jel olusumu saglanir. Olusan jelden
¢oziiciiyi ¢ikarmak i¢in su kullanilir. Daha sonra jel, polimerin camsi gegis sicakliginin
altindaki bir sicakliga kadar sogutulur ve nano goézenekli iskele iiretmek i¢cin vakum altinda
dondurularak kurutulur. Istenen yapi cesitli porojen maddelerin polimer ¢dzeltisine faz
ayrim islemi esnasinda ilave edilmesiyle elde edilebilir. Kullanilan porojenlerin
geometrisini, boyutunu ve konsantrasyonunu degistirerek, elde edilen polimerik
malzemenin hem gdézenek boyutu hem de olusan ag yapinin baglanti sekli kolaylikla
ayarlanabilmektedir. Diger tekniklerden farkli olarak faz ayrilmasi ¢ok 06zel ekipman
gerektirmeyen basit bir islemdir (Ravichandran, 2012). % 90’ dan daha biiyik
gozeneklilik ve 20'den 200um arasinda degisen gozenek boyutu ile doku iskeleleri bu
yontem ile iiretilebilir. Bu yontemin dezavantaji olusan matriste gézenek yapis1 kapalidir
(Patel, 2011).

2.1.2. Isil indiikleme ile faz ayirim (TIPS)

Uc boyutlu, yiiksek gozenekli, sinir, kas, tendon, bag doku, bagirsak, kemik ve dis
uygulamalari i¢in uygun, makro ve mikro yapida polimerik iskeleler gelistirmek i¢in TIPS
teknigi kullanilmaktadir. Bu islem; buharlasmasi kolay olan, diisiik kaynama noktasina
sahip bir ¢dziicii kullanilmasini gerektirir. Ornegin; dioksan, alifatik polyesterleri ¢dzmek
i¢in kullanilabilir ve az miktarda su ilavesiyle faz ayirimi indiiklenir (Ravichandran, 2012).
Bu ilave, polimerce zengin ve fakir fazlarin olusunu saglayarak, gdézenekli bir iskele
olusturur. TIPS yoluyla elde edilen polimerik iskeleler anizotropik tiibiiler morfolojide,
yogun ag baglantili yapida ve olduk¢a gozeneklidir (Sekil 2.2.a). TIPS teknigi kullanilarak
tiretilen iskelelerde gozenek morfolojisi, mekanik o6zellikler, biyo-aktivite ve bozunma
oranlari; ¢ozeltideki polimer konsantrasyonu, ikincil fazin hacimsel orani, islemde
kullanilan suyun sicakligi, kullanilan polimerin ve ¢oziiciiniin tiirii degistirilerek kontrol

edilebilir (Rezwan, 2006, Ravichandran, 2012, Puppi, 2010).



Doku miihendisliginde TIPS yonteminin giincel bir uygulamasi; biyomolekiillerin
yizey modifikasyonu ile gozenek morfolojisi ve gozenek boyutunun kolaylikla
ayarlanabilmesinden dolay1 gézenekli mikro kiirelerin kullanimidir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda, enjekte edilebilen bu tiir iskeleler, hasar goérmiis dokuda bosluklari
doldurma yeteneklerinden dolay1 kabul gormektedirler. Gozenekli biyobozunur mikro-
kiirelerdeki polimer bilesen miktari, katt mikro kiirelere kiyasla azdir. Gozenekli
biyobozunur mikro kiirelerin bozunma mekanizmalari da daha Ongoriilebilirdir
(Ravichandran, 2012). TIPS ile elde edilen doku iskelelerinin dezavantaji g6zenek
boyutunun sinirli bir aralikta kalmasi ve mikro yapisinin kontroliiniin gii¢ olmasidir (Puppi,
2010). Bu yontem genellikle 10-100pm gozenek boyutu ile doku iskeleleri iiretmektedir.

Yontemin avantaji, iyi mekaniksel 6zelliklerde doku iskeleleri olugmaktadir (Patel, 2011).
2.1.3. Coziicii dokiim-parcacik uzaklastirma

Coziicii dokiim, 2mm kalinliga kadar 3 boyutlu gozenekli doku iskelelerinin
hazirlanmasin1 saglar. Bu teknik kullanilarak % 93’e kadar gozeneklilik ve ortalama
gozenek capr 500pum’e varan son derece gozenekli iskeleler elde edilebilir (Sekil 2.2.b)
(Puppi, 2010). Bu yontemde; organik ¢oziiciide ¢6ziinen polimer, seker, inorganik tuz,
parafin kiireler gibi porojen graniillerle karistirilir ve 6nceden belirlenmis bir ii¢ boyutlu
kaliba dokdiliir. Polimer- porojen orani, nihai yapmin gozeneklilik miktar1 ile dogrudan
baglantili olurken, kullanilan porojen pargaciklarin boyutu iskele gozenek boyutlarim
etkilemektedir (Armentano, 2010, Rezwan, 2006, Ravichandran, 2012, Kog¢, 2008).
Coziiciiniin daha sonra buharlagsmasina izin verilir ve porojen parcaciklar ana islem adimini
takiben yikama ile uzaklastirilir. Bu tiretim tekniginin en 6nemli avantaji, herhangi bir 6zel
ekipmana gerek kalmadan {iretiminin kolay olmasidir. Ancak, organik ¢oziiciiler doku
iskelesi iizerine ekilen hiicrelere herhangi olast hasari onlemek amaciyla tamamen
uzaklastirilmalidir (Armentano, 2010, Rezwan, 2006, Ravichandran, 2012). Yontemin
dezavantajlari ise, sadece diiz levha veya boru seklinde yapilarin olusturulabilmesi, porojen
partikiillerin yapidan uzaklastirilmasinin zor olmasi nedeniyle iskele hazirlamanin zaman
alict olmasi, polimer i¢inde toksik ¢Oziiciiniin kalma ihtimali, polimere tutunan diger
molekiillerin ve proteinlerin ¢oziiciiler nedeniyle bozunma riskinin olmasidir (Rezwan,

2006, Puppi, 2010, Kog, 2008).



Sekil 2.2. Farkli teknikler ile tiretilen gézenekli polimerik doku iskelelerinin morfolojileri.
(a) Isil indiikleme ile faz Ayirimi (TIPS), (b) Coziicii dokiim ve parcacik
uzaklastirma, (c) Kat1 serbest form tiretim teknigi (Rezwan, 2006)

2.1.4. Gazla kopiiklendirme

Organik ¢oziiciiniin toksisite etkisini dnlemek i¢in, gazla kopiiklendirme yontemi
tercih edilmektedir. Bu yontemle, diger bazi yontemlerde kullanilan organik ¢oziiciilerin
kullanim1 ortadan kaldirilmakta, ¢6ziicii olmaksizin oldukg¢a gozenekli polimer kopiik
yapilar tretilmektedir. Polimer kopiik olusturmada genellikle karbon dioksit (CO;) gazi
kullanilmaktadir (Armentano, 2010). Bu teknik kullanilarak 100pum gézenek boyutu %93’
kadar gozeneklilik ile polimer siingerler tiretilebilir. Bu yontemin dezavantaji cogunlukla

gbzeneksiz yiizey ve kapali gozenek yapisidir (Patel, 2011).
2.1.5. Kat1 serbest form iiretim teknikleri (SFFT)

Kat1 serbest formlu iiretim (SFFT) , bilgisayar destekli tasarim ve iiretim (CAD ve
CAM) teknikleri igerir. Geleneksel iiretim teknolojilerine kiyasla doku iskelesinin
gozeneklilik ve gozenek boyutu kontrolii daha iyi saglanir. SFF teknolojileri katmanli
tiretim tekniklerini kullanarak 3D nesnelerin hazirlanmasini kapsar. 3D yapilar kati tabaka,
s1v1 ya da toz malzemerin islenmesi yoluyla katman-katman olusturma yontemiyle tretilir
(Ravichandran, 2012, Puppi, 2010). Doku iskelesi iiretiminde kullanilan SFF iiretim

teknolojisi; 3D baski, stereolitografi, se¢ici lazer sinterleme ve piiskiirterek ¢ikarma bazl



sistemlerden farklidir. Bu teknikler; tam ve uygun bir gézenek morfolojisi, anizotropik
yapist ve genis aralikta degistirilebilen islem kosullar1 ile karisik 6zel tasarim iskelelerin

eldesine olanak tanir (Puppi, 2010).

SFFT tamamen birbiriyle baglantili gozenekli aglan ile tekrarlanabilir iskeleleri
tiretmek icin kullanilir (Sekil 2.2.c). Geleneksel kopiik iskele iiretim islemleri (faz
ayrilmasi, emiilsiyon-¢oziicii diflizyon veya porojen filtreleme) ile SFF yontemi, kontrollii
mikro ve makro-gozenekli iskelelerin gelistirilmesinde birlikte kullanilabilir. Biyo-
benzetim ile elde edilen bu yapilarin, ¢oklu doku ve yapisal doku uygulamalarindaki ara
yiizlerin davranisinin  anlagilabilmesi adina olduk¢ca Onemlidir (Rezwan, 2006,
Ravichandran, 2012).

2.1.6. Elektrocekim yontemi

Elektrik alan kuvvetlerinin bir siv1 lizerine etki ettirilerek lif olusturulabilecegi ilk
olarak Formhals tarafindan 1934’te ifade edilmistir (Formhals, 1934). Bu yontem Norton
tarafindan gelistirilmis ve bu yonteme dayali olarak ¢alisan ilk cihaz tasarimi yine Norton
tarafindan yapilmistir (Norton, 1936). Elektrogekim islemi elektriksel ve hidrodinamik
kuvvetler altinda malzemeyi kiicililterek sekil verme yontemi olarak tanimlanan
elektrohidrodinamik atomizasyon (EHDA) islemidir. Elektrogekim isleminde, ¢ok kiigiik
debilerde viskoz sivilara kilovolt boyutunda gerilim vererek, akigkan nano boyutlu liflere
doniistiiriilir. Uygulanan voltaj ile viskoelastik akiskan karsidaki topraklanmis yiizeye
incelerek gecmektedir. Diize ucunda iken hemen hemen diizeyle ayni capa sahip olan jet
tizerinde yiiksek derecede incelme olmakta, bu esnada ¢oziicii buharlagsmakta ve karsiya
nanometrik c¢apta lifler olarak diizensiz bir sekilde toplanmaktadir (Lin, 2011, Kilic, 2008,
Wang, 2009). Bu yontemde ¢ogunlukla dokusuz nanofiber mat yiizey, elektrot toplayici
lizerine rastgele toplanmaktadir (Lin, 2011). Konvansiyonel iplik ¢ekim sistemlerinde,
polimer eriyik veya ¢ozeltisi lizerinde mekanik kuvvetler etkilidir. Bu etkiler altinda elde
edilen liflerin ¢aplart 10 — 500 um araliginda degismektedir (Shin, 2001). Elektrogekim
sisteminde mekanik kuvvetlerden farkli olarak elektrik alan kuvveti etkilidir. Yiiksek
elektrik alanda ise elektrik alan kuvvetleri ile Coulombic kuvvetlerin birlesimi etkili

olmaktadir (Kilic, 2008).
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Bir elektrogekim diizenegi temel olarak;
1. Polimer ¢ozelti ile dolu kapilar tiip olan bir siringa,
2. Gerekli elektrik alan kuvvetini olusturacak yiiksek gerilim gii¢ kaynagi ve
3. Toplayici metal levhadan olusur (Sekil 2.3).

Elektrocekimde nanofiberlerin istenilen boyutlarda iiretilmesi ig¢in Onemli temel

parametreler 3 grupta incelenmektedir. Bunlar:

1. Cozelti veya eriyik parametreleri; molekiiler agirlik, molekiiler agirlik dagilimu,
polimerin yapis1 (lineer, dalli, ags1), ¢cozelti 6zellikleri (viskozite, iletkenlik, yiizey

gerilimi, elastiklik, pH),

2. Islem parametreleri; uygulanan gerilim, diizedeki hidrostatik basing, debi, diize ile

toplama plakasi arasindaki mesafe, toplama plakasinin bi¢imi ve hareketi (Ju,

2010),

3. Cevresel parametreler; sicaklik (eriyik sicakligi, ¢ozelti sicakligi, ¢cevre sicakligi),

bagil nem ve vakumdur.

Polimer Cozeltisi
| i

]

Sinnga

1 Gue
T Kaynagi

Toplayici Levha

Sekil 2.3. Elektrogekim yontemi ile nanofiber tiretimi (Glimiisderelioglu, 2007)

Elektrogekim yontemi ile elde edilen yiizeyler diisiik 1if capi, yiiksel 6zgiil yiizey
alan1 (Huang, 2003) ve bosluklu yapisi sayesinde, filtre, membran, sargi bezi, doku
iskeleleri, koruyucu giysiler, ilag taginimi, sensorler ve opto-elektronik uygulamalar1 gibi
birgok kullanim alani bulmustur (Shin, 2001, John, 2008, Chen, 2009). Elektrogekim
teknigi ile elde edilen doku iskeleleri, hiicre dis1 matrise (ECM) yapisal benzerliginden

dolay1 doku miihendisligi uygulamalari i¢in tercih edilen bir yontemdir (Ravichandran,
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2012, Kim, 2012). Toplayici levhanin mesafesi, uygulanan gerilimin biiyiikligi ya da
cozeltinin akis hizi gibi degiskenler, hiicrelerin yapisma, ¢ogalma ve gog¢ gibi hiicre
fonksiyonlarmi etkilemek icin degistirilebilir. Elektrogekim ile elde edilen polimerik
nanofiber yapili yiizeyler gelismis protein adsorpsiyonu, yiiksek yapisal biitlinlik, iyi
mekanik 6zellikleri, biyo-benzer yapisi, genis 6zgiil ylizey alanlar1 (Sekil 2.4) gibi bircok
mitkemmel 6zellige sahiptir (Ravichandran, 2012, Khan, 2012). Elektrogekim yontemi;
kollajen, kitosan, kitin, ipek fibroin gibi dogal ve polietilenoksit, poli (DL-laktid-ko-
glikolid), poli (L-laktit) ve polikaprolakton gibi sentetik polimerden biyobozunur nanofiber
yapili ylizeyler liretmek igin kullanilmaktadir (Tuzlakoglu, 2005).

@ c-cnnvvenwne,

Sekil 2.4. Elektrogekim ile tiretilen doku iskelesi ve SEM goriintiisii (x5000) (Puppi, 2010)

Yukarida verilen doku iskelesi iiretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlarinin

kiyaslanmas1 Cizelge 2.1’ de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. Cesitli doku iskeleleri iiretim ydntemlerinin avantajlart ve dezavantajlar
(Rezwan, 2006, Patel, 2011, Ravichandran, 2012)

Fabrikasyon yontemi

Avantajlar1

Dezavantajlari

Faz Ayirimi

Biyoaktif maddelerin birlesimine izin verir,

Oldukca gozenekli yapilar.

Mikro yap1 iizerinde kontrol
eksikligi,

Coziicli kalintis1 problemi,
Sinirh gozenek boyutlari.

Isil Indiikleme ile Faz
Ayrimi(TIPS)

Kontrol edilebilir gézeneklilik ve gozenek

morfolojisi,
Yiiksek gozeneklilik (%95),

Anizotropik ve boru seklinde gézenekler.

Boyutlar1 sadece 10-200pm
capinda araliginda,
Organik ¢oziicii kullanima,
Cekme problemleri.

Coziicli Dokiim ve
Parcacik Uzaklastirma

Kolay islem,
Partikiil boyutu ve tuz partikiillerinin

miktari segilerek gozeneklilik ve gdzenek

boyutunun kontrolii.

Tuz partikiillerinin dagilimi
polimer ¢dzeltisinde genellikle
diizgiin degil,

Tuz partikiilleri arasindaki direkt
acinin derecesi iyi kontrol
edilmez,

Nihai doku iskelesinde
gozeneklerin ara baglantist iyi
kontrol edilmez,

Sinirli membran kalinligi,
Mekanik mukavemetin zayifligi,
Coziici kalitisi problemi.

Kat1 Serbest Form
Uretim
Teknikleri(SFFT)

Istege uyumlu dizayn,
Bilgisayar kontrollii {iretim,
Anizotropik mikroyapilar,
Islem kosullari.

Mekanik mukavemetin zayifligi,
Sinirli kiigiik gbzenek boyutlart.

Elektrogekim

Kolay islem,

Diisiik maliyet,

Yiiksek gozeneklilik,
Genis yiizey alani,
Uzun siirekli lif iretimi.

Sinirl polimer araligy,
Coziicli kalintis1 problemi,
Mikro yapi tizerinde kontrol
eksikligi.

2.2. Doku iskelesi Uretiminde Kullanilan Polimerler

Doku miihendisligi uygulamalarinda, islevi olan dokuyu gelistirmek ve hiicrelerin

tic-boyutlu bir yap1 olusturabilmesi igin biyobozunur bir malzeme kullanilir. Mekanik ve

bozunma ozelliklerindeki gesitlilik sayesinde; farkli dokularin 6zelliklerini taklit edebilen

polimerik malzemeler kullanilabilmektedir (Nair, 2007). Polimerik bir biyomalzeme;

herhangi bir doku, organ veya viicut fonksiyonunu degerlendirmek, tedavi etmek,
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cogaltmak, tamir veya degistirmek igin tretilmis, biyolojik sistemler ile ara yiizeyi
tasarlanmis malzemeler olarak tanimlanir. Polimerik doku iskelesi; hiicre yapismasi,
cogalmasi, farklilagmasi, hiicre dis1 matris (ECM) olusumu ve mineralizasyonu ig¢in bir
biyo-benzetim sablonu olarak gorev yapar. Boylece hasarli doku rejenerasyonu i¢in uygun

bir ortam saglar (Ravichandran, 2012).

Biyobozunur polimerler, mikrobiyel olarak zincir kopuslarina maruz kalan ve
bunun sonucunda mineralize olan, foto-bozunuma ugrayan, okside ya da hidrolize olan
polimerlerdir (Caydamli, 2012). Biyobozunur polimerlerin iki tipi vardir. Dogal esash
biyopolimerler; polisakkaritleri (nisasta, aljinat, kitin/kitosan, hiyaluronik asit tiirevleri) ve
proteinleri (soya, kollajen, fibrin jel, ipek) icermektedir (John, 2008). ikinci kategori ise
sentetik biyobozunur polimerlerdir. Sentetik biyopolimerler ise poli (laktik asit) (PLA),
poli (glikolik asit) (PGA), poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (hidroksi biitirat) (PHB)
polimerlerini igermektedir (Armentano, 2010). Cizelge 2.2 *de biyobozunur polimerlerin
smiflandirmasi gosterilmistir. Biyopolimerler damitma islemiyle biyokiitlelerden (6rn.
polisakaritler),  genetik olarak degistirilmis bitkilerin fermantasyonu ile (PHA,
polihidroksialkonat) ve biyokiitleden elde edilen monomerlerden sentez ile (PLA,
polilaktik asit) veya tamamen petrokimya islemi ile (PCL, polikaprolakton; PEA,
polyesteramid; alifatik ya da aromatik kopolyesterler) elde edilmektedirler (John, 2008).

Cizelge 2.2. Dogal ve sentetik biyobozunur polimerlerin siniflandirilmasi (John, 2008).

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
1-Polisakkaritler 1-Poliamidler
nisasta 2-Polianhidritler
seliiloz 3-Poliamid-enaminler
kitin 4-Polivinilalkol
2-Proteinler 5-Polivinilasetat
kollajen/jelatin 6-Polyesterler
kazein poliglikolik asit
alblimin polilaktik asit
fibrinojen polikaprolakton
ipek poliortoesterler
3-Polyesterler 7-Polietilen oksitler
polihidroksialkanatlar 8-Polifosfazenler
4-Diger polimerler
lignin
lipitler
sellak

dogal kauguk
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Sentetik polimerler, kontrollii sartlar altinda {iretilebilir ve bu nedenle gerilme
mukavemeti, esneklik katsayisi ve bozunma orani gibi genel olarak Ongoriilebilir ve
tekrarlanabilir mekanik ve fiziksel ozellikler sergiler. Bir baska avantaji da yabanci
maddelerin kontroliidiir (Rezwan, 2006). Bu polimerlerden elde edilen doku iskelelerinin,
sekli ve bozulma hizlar1 kolayca degistirilebilir fakat yiizeyleri hidrofobiktir ve hiicre
tanimlama sinyallerinin eksikligi vardir. Dogal kaynakli polimerler; biyolojik tanimlama
avantajina sahiptir. Hiicre yapismasi1 ve fonksiyonunu pozitif bir sekilde destekleyebilir
fakat zayif mekanik ozellikler sergilerler. Bu dogal polimerlerin ¢ogunun kaynagi sinirlidir

ve bu nedenle pahaliya mal olmaktadirlar (Armentano, 2010).
2.2.1. Dogal polimerler

Bir¢ok biyomedikal uygulama i¢in kullanilan malzemeler biyouyumlu olmalidir.
Bu yilizden dogal polimerlerin sentetik malzemeler {lizerinde ayri bir avantaji vardir.
Elektrogekim islemine uygun olan pek ¢ok polimer proteinler ve polisakkaritlerdir.

Nanofiber yapili proteinler; jelatin, fibrinojen ve ipek olarak siralanabilirler.

Viicut icinde hiicreleri bir arada tutan en énemli molekiil “kollajen”dir. Kollajen,
ozellikle cilt, kikirdak, damar ve kemik gibi dokularda bol miktarda bulunur ve insan
viicudundaki tiim proteinlerin yaklasik %30 unu olusturur. Hiicreler arasinda bulunan bu
ve benzeri yapitaglari sayesinde, {i¢ boyutlu organ ya da doku morfolojisi
korunabilmektedir (Deliloglu-Giirhan, 2009). Doku miihendisligi uygulamalarinda en
yaygin olarak kullanilan dogal polimerlerden biri kollajenlerdir. Kollajenler mekanik
destegi saglayarak bag dokusunda dogal bir sekilde bulunur. Kollajenlerin en az on farkli
formu vardir ve bunlar belirli dokularin rejenerasyonunda etkindirler. Tiim kollajenler
temel Ugli helis yapisini paylagir. Kollajenin dogal yapisinin lif seklinde olmasindan
dolayi, elektrogekim ile elde edilen nanofiberler viicuttaki hiicre dis1 matrisi taklit edebilir.
Genel olarak kollajen; nispeten giiclii ve oOzellikle ¢apraz-baglama sonrasi stabil lifler

olusturur (Ramakrishna, 2005).

Doku miihendisligi kullanimi i¢in elektrocekime uygun olan bir diger protein
fibrinojendir. Bu protein kan pihtilasmasi ve yara iyilesmesinde dnemli bir rol oynadig:
gibi, nanofiber yapili fibrinojen yara sargilarinda kullanimi arastirilmaktadir. Dogal ipek
lifi gibi proteinler iistiin mekanik ozelliklere sahiptir. ipek fibroininden elde edilen

nanofiberler, hiicre yapismasini ve cogalmasim saglamaktadir. Ipek fibroini; iyi
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biyouyumluluk, iyi oksijen ve su buhari gecirgenligi, biyobozunurluk ve minimal
inflamatuvar reaksiyon gibi biyolojik Ozellikleri nedeniyle avantajli malzemelerdir
(Ramakrishna, 2005). Elektrogekimle yapilan ipek fibroin nanofiber mati hasarli dokularin
yenilenmesinde etkilidir (Wang, 2009).

Seliiloz asetat (CA) da elektrogekim ile tretilebilir ve daha sonra deasetilasyon
islemiyle saf seliiloz lifleri elde edilir. Bu tiir ince seliiloz lifler; yiiksek 6zgiil hacim ve
yiiksek 0zgiil yiizey alanina sahiptir. Hyaluronik asit (HA); sinovyal sivi, dermis ve
kikirdak gibi 6zel dokularda yayginca bulunan dogal bir sekilde olusan diger bir
polisakkarittir. HA’ nin benzersiz reolojik oOzellikleri ve biyouyumlulugu; goéz, tibbi
implantlar ve ila¢ salmimi gibi bir¢ok biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ramakrishna, 2005). Dogal polimerler, diger polimerlerden daha iyi
biyouyumluluk ve diisiik bir toksisite sergilerler. Dogal biyopolimerin elektrogekiminde
karisik ¢oziicii  sistemlerin  kullanimi gereklidir (6rn. kollajen ya da jelatin igin
hegzaflorizopropil alkol ve ipek fibroini i¢in formik asit). Diger bir biyopolimer olan
Kitosan ise iyi fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olmasina ragmen, elektrogekimi hig
kolay degildir. Bir¢cok parametrenin (¢6ziicli yapisi, molekiiler agirlik, elektrogekim islem

kosullar1) morfoloji tizerindeki etkisi ongoriilemezdir (Wang, 2009).
2.2.2. Sentetik polimerler

Sentetik biyomalzemeler genellikle biyolojik olarak inerttirler. Bu malzemelerin
avantajlari; oOzellikleri daha Ongoriilebilir, tekrarli ¢ozeltilerinde itiniform yapr elde
edilebilen ve belirli uygulamalar i¢in uygun hale getirilmis farkl tiirevleri olusturulabilen
tirtinler olmalaridir (Nair, 2007). Doku iskeleleri i¢in en sik kullanilan sentetik polimerler;
biyobozunur alifatik polyesterlerdir. Bu bozunabilir polyesterler ii¢ monomer yani laktid,
glikolid ve kaprolaktondan tiiretilir. Polimer icindeki ester baginin hidrolitik hiicuma
ugramasi sayesinde polimerin bozunmasi gerceklesmektedir. Politiretanlar 6zellikle kan ile
temas eden biyomedikal uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan polimerlerden biridir.
Bunun sebebi, farkli formlarinin kolay sentezlenebilmesi ve yiizeylerinin diger polimerlere
kiyasla pihtilagmayan dogasindandir. Giincel uygulamalari; kateterler, kan torbalari ve
yapay kalp sistemlerini igerir. Elektrogekim ile iiretilmis poliliretan lifler yara iyilesmesi
uygulama alaninda biiyiik gelismeler gostermistir (Ramakrishna, 2005, Callioglu, 2013).
Biyobozunur polimerler, polimer zincirinde yer alan monomerlerin ¢esitliligine gore

homopolimerler ve kopolimerler olarak 2 temel sinifta incelenirler.
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2.2.2.1. Sentetik homopolimerler

Polikaprolakton (PCL) ve polilaktik asit (PLA) gibi polimerler, halka ag¢ilma
polimerizasyonu ile sentezlenirler. Bu iki polimer biyomedikal 6zelliklerinden dolay1 doku
miithendisliginde nanofiber seklinde elektrogekim yapilmaktadir. Sekil 2.5° de
diklorometan ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinen PLA’ nin elektrogcekim iglemi ile elde edilmis
nanofiber yapili ve gdzenekli morfolojisi goriilmektedir. Nanofiber matin gézenek boyutu
hiicrenin boyutuna yakindir. Bu nedenle, iskele hiicre yapigsma biiylime ve rejenerasyonu

icin destek olarak etkin bir sekilde kullanilabilir (Wang, 2009 ).

Sekil 2.5. Diklorometan - PLA ¢ozeltisinden elektro ¢ekim yoluyla elde edilen gézenekli
PLA liflerinin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri (Wang, 2009)

Poli e-kaprolaktonun yari-kristalin dogasi ve hidrofoblugundan dolayi, PCL’nin
bozunmasi oldukca yavastir. Bu nedenle uzun vadeli implantlarin gelistirilmesi i¢in temel
malzeme olarak kullanilir (Puppi, 2010). Diger biyobozunur polimerlerden poli (vinil
alkol) (PVA), poli (etilen oksit) (PEO) ve poliiiretan (PU) nanofiber yapili doku
iskelelerinin elektrogekim islemiyle iiretiminde tercih edilmektedir. Polistiren (PS),
poliakrilonitril (PAN) ve polikarbonat (PC) gibi diger sentetik polimerler organik
coziiciiler i¢inde ¢oziiniir ve 6zel uygulamalar i¢in elektrocekim islemi uygulanir. PAN
nanofiberler 800 °C' de 1sil-islem yoluyla komiirlesebilir. Elde edilen yapilar, koruyucu
kumas ve bazi gaz maskelerinde de kullanilabilmektedir (Wang, 2009).

2.2.2.2. Sentetik kopolimerler

PGA, PLA ve bunlarin kopolimerleri, poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA)
doku miihendisliginde en sik kullanilan lineer alifatik polyester ailesidir (Rezwan, 2006).

PLGA (PGA ve PLA’ nin kopolimeri), biyomedikal uygulamalar i¢in nanofiber yapili
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iskeleler olarak siklikla kullanilmaktadir. Liflerin mekanik 6zellikleri ve bozunmasi PGA
ve PLA homopolimerlerinden oldukga farklidir (Wang, 2009). PGA, nispeten hidrofilik
dogasindan dolay1 in-vivo ya da sulu ¢ozeltilerde hizlica bozulur ve iki ile dort hafta
arasinda mekanik biitiinliigiinii kaybeder. PLA’ da tekrar eden ekstra metil grubu (PGA ile
karsilastirildiginda) bulundugundan, onu daha hidrofobik yapar ve daha diisiik bir hidroliz
oranina yol acar (Armentano, 2010, Kog, 2008). PLGA,; laktik asit ve glikolik asit
oranlarina bagl olarak farkli 6zellikte tiirlerde elde edilmektedir. Bozunma siireleri yeni
doku olusumunu saglamak i¢in yeterlidir. PLGA’ nin yapisinda bulunan ester baglar1 su
icerisinde hidroliz olmaktadir. 50/50 oranindaki poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA) yaklasik
olarak 1-2 ay, 75/25 oranindaki PLGA 4-5 ay ve 85/15 oranindaki PLGA 5-6 ayda bozunur
(Nair, 2007). Bozunma esnasinda asidik iiriinler olusmakta ve bu iriinler dogal metabolik
yollarla organizmadan atilmalarina ragmen hastalarda diisiik inflamasyon reaksiyonlarina
yol acabilmektedir. Diisen pH, polimerin bozunma hizinin da artmasina neden olmaktadir

(Kog, 2008).

Biyomedikal uygulama i¢in bir baska kopolimer laktid ve e-kaprolakton
kopolimerizasyonundan sentezlenen P(LA-CL) 'dir. Kopolimerin degradasyonu iki
homopolimerin (PLA ve PCL) arasindadir (Wang, 2009). PLA yari-kristalin, organik
¢oziiciilerde ¢oziinen polimerik bir malzemedir. Hidrolitik de-esterifikasyonu ile laktik
asite parcalanir. Ancak, metil gruplarinin sterik engellemesinden dolayr PLA’ daki ester
baglar1 hidrolize dayaniklidir (Kog, 2008). PLA’ nin, kristalizasyon orani ve morfolojisi,
polimerin mekanik 6zelliklerini ve biyobozunma hizin1 giiglii bir sekilde etkilemektedir.
Bu nedenle PLA iskele, in-vitro ve in-vivo calismalarda, birkag aya kadar mekanik

biitiinligiini siirdiirmektedir (Armentano, 2010).

Diger dogrusal alifatik polyesterler de (poli(e-kaprolakton) (PCL) ve poli (hidroksi
biitirat) (PHB) gibi) doku miihendisligi arastirmalarinda kullanilir. PCL; PLA, PGA ve
PLGA' dan o6nemli 6l¢iide daha yavas hizda bozunmaktadirlar. Yavas bozunma hizi
biyomedikal uygulamalar i¢in PCL’yi kullanissiz hale getirir. Ancak uzun vadeli
implantlar ve kontrollii ilag salinim uygulamalari i¢in daha uygundur (Armentano, 2010).
Yaygin olarak kullanilan biyobozunur polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge

2.3 'de listelenmistir.
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Cizelge 2.3. Yapi iskeleleri olarak sikg¢a kullanilan biyobozunur polimerlerin fiziksel

ozellikleri (Liang, 2007, Armentano, 2010)

Erime Camsi Gerilme . .
. - Gegis ... | Bozunma Kullanilan Polimer Birim
Polimer Sicakhigi .| Modiilii . .
°C) Snglkllgl (GPa) siiresi Coziicii Yapisi
(C) (ay)
Kloroform
Dioksan W
o o | ot
asit) 173-178 | 60-65 1,5-2,7 CHy
(PLA) Aseton_ n
Tetrahidrofuran
Hegzafluoro-
isopropanol
Hegzafluoro- o
Poliglikolid isopropanol |
asit 225-230 | 35-40 5-7 6-12 | Aseton ‘{0 —CHZ—C%
(PGA) Diklorometan n
Kloroform
Kloroform
Poli (e- Hegzafluoro- ﬁ
kaprolakton) 58-63 -60 0,4-0,6 >24 isopropanol —o—fcHc—
(PCL) Diklorometan
Toluen
Kloroform
Diklorometan Q
Poli-laktid- Etilasetat 0 ©
ko-glikolid Amorf 50-55 1,4-2,8 1-2 Aseton Ca | L 9 ],
PLGA Tetrahidrofuran
Hegzafluoro-
isopropanol

2.2.3. Kompozit yapili polimerler

Polimer karisimlari;  kopolimerler gibi bir kimyasal yapiya uymak zorunda
olmadiklarindan, avantajlidirlar. Bu nedenle nanofiber mat iiretiminde polimer karigimlar
tercih edilmektedir. Ozellikle biyofonksiyonel polimerlerin, kimyasal monomerlerini
degistirmek zor oldugundan bu alanda kullanimlar1 yaygindir. Ornegin kollajen ve elastin
karisimindan olusan kompozit nanofiberler tiretilmistir (Boland, 2004). Kompozit liflerden
olusan iskelelerde vaskiiler dokular geligebilir. Elektrogekim ile iiretilen polikaprolakton
(PCL)/kollajen

destekleyebilen ve hiicre siralamasina olanak saglayan tek yonlii lif yonelimi gosterirler.

nanofiber aglar hiicre yapigmasi, c¢ogalma ve farklilasmasim

Polimer/inorganik hibridler; kompozit yapili polimerlere bir O6rnek teskil
etmektedir. Seramik ve biyopolimerlerin kompozitlerinden elektrogekim ile {iretilen

nanofiberler ortaya konmustur (Jeong, 2008). Hidroksiapatit (HA), kemigin 6nemli bir
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bileseni olan ve yaygin olarak kullanilan biyoseramiklerin bir tiiriidiir. HA kemik
olusumunda biitiinleyici olarak kullanilabilir ve HA implantlar yiiksek medikal mukavemet
ve iyi biyouyumluluk sergilerler. Polimer/inorganik kompozit yapidaki nanofiberler, PLA
ve HA’ nin eclektrogekimiyle ftretilmistir. SEM analizi; HA’ nin ilavesinin genel
morfolojiyi degistirmedigini, yiiksek gozenek hacmi elde edildigini ve birbirine bagh
gozenekler ile diiz nanofiberler olustugunu gostermistir. Nanofiber yapili PLA/HA
iskelede, HA’ nin mekanik giiciiniin avantajlari, elektrocekimin nanometre 6l¢egi ve kemik
dokunun olusumu icin osteoblast (kemik hiicresinin onculi olan
olgunlagsmamus hiicre ¢esidi) kiiltiiriin ¢ogalmasina uygun bir alt tabaka olmasi1 gibi birgok

avantajin bir araya getirilmesini saglamistir (Wang, 2009).

2.3. Doku Iskelelerinden Uygulama Alanina Gére Beklenen Ozellikler

Doku iskeleleri gerek gozeneklilik yapisi, gerekse de bozunma 6zellikleri yoniiyle

tizerinde gelismesi arzu edilen dokuya gore farklilik gdstermesi istenir.

Kan damarlar1; boyutlari, mekanik ve biyokimyasal 6zellikleri, hiicresel igerik ve
ultra-yapisal organizasyonu, konumlarina ve beklenilen isleve bagli olarak degisir (Lin,
2011). Damar uygulamalari i¢in gelistirilmis bir doku iskelesi; ¢okmemeli ve insan
arterlerinin (atardamar) mekanik ozelliklerine (pik gerilmesi > 1,5 + 0,5 MPa, elastik
modiil > 11 + 1,5 MPa ve kopma uzamasi > 0,7 = 0,1 mm.mm-1) yakin olmalidir (Goonoo,
2013). Yapay kan damarlari i¢in yapilan doku miihendisligi ¢alismalarinda, kiigiik ¢apl
kan damarlarmin kullaniminin daha efektif sonuglar verdigi belirlenmistir. Biyobozunur
polimerlerden iiretilen ve atardamar yerine kullanilacak yapay damarlar, gerekli mekanik
dayanimi saglayabilmektedirler. Dogal kan damarlarinin orta katmaninda diiz kas hiicreleri
ve kollajen fibrillerin oldukg¢a diizenli ¢evresel bir oryantasyonu sdz konusudur. Bu sayede
kan basincina kars1 gerekli mekanik dayanimi sergileyebilmektedirler (Goonoo, 2013, Vaz,
2005). Ayni1 zamanda dogal kan damarlarmin i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerin
olusturdugu bir intima (kan damarinin i¢ tabakasi) tabakasi mevcuttur. Bu iki tabaka
arasinda kan damarlarina elastikiyet 6zelliklerini kazandiran, elastinden olusan esnek bir
ara katman bulunmaktadir. Bir kan damarinin morfoloji ve mekanik ozelliklerini biyo-
benzetim ile elde etmek adina, elektrocekim yontemi kullanilarak doku iskelesi donen bir
toplayici {izerinde olusturulmustur (Vaz, 2005). Elektrogekim ile iiretilen nano matlarin
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin biiylimeleri esnasinda iyi bir destek verdigi bilinmektedir

(Lin, 2011).
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Kemik doku miihendisligi i¢in tasarlanmis doku iskeleleri; iskele i¢ine kemik hiicre
goclinii tesvik etmeli ve sonrasinda sentetik doku iskelesinde osteojenik farklilagmay1
desteklemeli ve kolaylastirmalidir (Goonoo, 2013). Biyobozunur polimer - inorganik biyo-
aktif faz kompozitleri, kemik rejenerasyonundaki uygulamalarda; farkli biyo-aktif
davranig, ayarlanabilir biyobozunma kinetikleri ve uygun mekanik 6zellikler gosterirler.
Ayrica, kemik ve kikirdak rejenerasyonu lehine biyo-aktif molekiillerin biyobozunur doku
iskelesi i¢ine katilmasi olumlu sonuglar vermektedir. Doku iskelelerinin morfolojik
Ozellikleri de doku rejenerasyonu ig¢in 6nemlidir (Puppi, 2010). Doku iskeleleri, kemik
doku hiicrelerinin doku iskelesi i¢inde biiylimesini ve damarlanmasini saglamasi igin
gbzenekli bir yapida olmalidir. Doku iskelelerinde gozeneklilik derecesi mekanik dayanimi

etkiler. Bu nedenle hedef kemik hiicrelerine gore uygun seviyede olmalidir (Goono, 2013).

Uc boyutlu doku iskelelerinin besin maddelerinin akisin1 ya da difiizyonunu
destekleyecek, hiicre gogiine izin verecek sekilde igsel baglantili agik gozeneklere ve
yiiksek gozeneklilik oranina (%>40-60) sahip olmalar1 gerekmektedir (Durukan, 2012).
Gozenekliligin artmasiyla mekanik mukavemet azalmaktadir. Bu nedenle; yiik tasiyan
dokular icin doku iskelelerinde hem hiicrelerin ¢ok sayida konaklamasini saglayacak
gerekli hacim olusturulmali hem de gerekli olan yapisal mukavemetin elde edilmesi
gereklidir. Doku iskelesinde uygun bir ylizey gozenekliligi oldugunda; doku iskelesi ve
onu ¢evreleyen ana doku arasinda bir bag kurularak ara yiizde gerekli mekanik stabilite
saglanir. In-vitro kemik doku rejenerasyonuna dair bazi arastirmalarda 200-400 pum
arasinda degisen gézenek boyutuna ihtiyac oldugu belirtilmistir. G6zenek ¢ap1 ¢ok kiigiik
oldugu zaman, hiicreler gozeneklerin tikanmasina neden olabilir ve yapi iskelesine
hiicresel niifuzu o6nleyebilir (Puppi, 2010). Kemik rejenerasyonunun amaglandigi
calismalarda kullanilan doku iskelelerinin fiziksel 6zelliklerini en az 6 ay korumalari
gerekmektedir. Ardindan doku iskelesinin, metabolik yollarla viicuttan uzaklastirilabilecek
bozunma iirlinleri olusturarak, 12 ile 18 ay arasinda bozunmasi1 beklenmektedir. Kemik
doku miihendisligi uygulamalarinda, metaller, seramikler, polimerler (dogal ve sentetik) ve

bunlarin birlesiminden olusan kompozit malzemeler kullanilmaktadir (Durukan, 2012).
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3. ONCEKIi CALISMALAR

Li ve arkadaslar1 (2002), ¢alismalarinda elektrogekim iglemi ile iiretilen siiper ince
liflerden olusan homojen ve ii¢ boyutlu bir yapiy1 tanimlamislardir. Nanofiber tabanli doku
iskeleleri gozenek boyutu dagilimi, yiiksek porozite, yiiksek yiizey alanm1 ve hiicre
yapigmasi, biiyiimesi ve ¢ogalmasi icin istenilen parametrelere gore karakterize edilmistir.
Elde edilen yapilarin, deri ve kikirdak gibi yumusak dokular i¢in uygun mekanik 6zellikler
sagladig1 belirtilmistir. Bu calisma, doku miihendisligi uygulamalarinda elektrogekimi
yapilan nanofiberlerin optimizasyonu icin bir temel saglar. Kikirdak gibi belirli bir
dokunun yerine gecen bu doku iskelelerinin iiretimi gelecekteki arastirmalarina 1s1k

tutmustur (Li, 2002).

Zong ve arkadaslar1 (2003), calismalarinda mikroyapi, morfoloji ve elektrogekimi
yapilan poli(glikolid-ko-laktid) (GA/LA) yiizeylerin mekanik O6zellikleri ve bozunmasi
germe-gcekme sonrasi ve termal islemler sonrasi incelenmistir. Hazirlanan elekrogekimi
yapilmis PLAGA ylizeyler diisiik bir kristalinite sergilemistir. Cekim olmadan yiliksek
sicakliklarda tavlandiginda yiizeyler yliksek kristalinite derecesi ve farkli katmanli yap1
gostermistir. Kristal oryantasyon, yiizey germe cekmeye maruz birakildiginda ve
tavlandiginda 6nemli Ol¢iide geligsmistir. Uzama orani arttik¢a oryantasyon derecesi ve
gerilme direnci artmistir. Germe-gekme yapilmis ve tavlanmig ylizeyler inkiibasyonun
basinda daha diisiik bozunma orani sergilemistir. Fakat iki haftadan sonra ard islem

uygulanmamis yiizeylere kiyasla daha hizli bozundugu goriilmiistiir (Zong, 2003).

Chen ve arkadaslar1 (2003), ¢alismalarinda 200um ve 8 mm arasinda ayarlanabilir
kalinlikta eklem kikirdak doku miihendisligi i¢in kullanilabilen kompozit agsi doku
iskelelerinin bir tiirii gelistirmislerdir. Kompozit yapi; mekanik o6zellikleri bakimindan
giiclii poli(laktik-ko-glikolikasit)’ in ag goriiniimlii kollajen mikrosiingerlere birlestirildigi
essiz bir yapidir. Ag goriiniimlii kollajen mikrosiingerler hiicre ekimi, hiicre dagilimi ve
doku olusumuna olanak saglarken poli(laktik-ko-glikolikasit) bileseni kompozit yapili
doku iskelesinin giiglendiricisi olarak goriilmektedir (Chen, 2003).

Vaz ve arkadaslar (2005), calismalarinda kan damariin morfolojik ve mekaniksel
Ozelliklerini taklit edebilen bir doku iskele yapisini gelistirmeyi amaglamiglardir. Ardisik
cok katmanl elektrocekim islemi gerceklestirilmis ve ylizey, donen bir toplayici iizerinde

olusturulmustur. Cift katmanl boru seklindeki doku iskelesi, sert ve yonlenmis PLA distan
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lifli tabaka ve biikiilebilir, rastgele yonlenmis PCL lifli i¢ tabaka (PLA/PCL) iiretilmistir.
Farkli tabakalarin lif hizalanma derecesi {izerindeki kontrol, toplayicinin doniis hizi ile
basarilmistir. Hiicrelerin yapismasi, c¢ogalmasi ve go¢ etmesini desteklemek doku
iskelelerinin yeteneklerini degerlendirmek icin 3T3 fare fibroblastlar ve insan vendz
miyofibroblastlar (HVS) kiiltiire edilmis, genisletilmis ve iretilen doku iskelelerine
ekilmistir. Bulgular lif oryantasyonu iizerine kontrol ve katman-katman islemi yoluyla
hiyerarsik bir organizasyon ile doku iskelelerini tasarlamak i¢in ¢ok katmanl
elektrogekimin uygulanabilirligini ortaya konmustur. Elde edilen doku iskeleleri, istenilen
biikiilebilirlik diizeyinde (%10 gerilmeye kadar elastik) basarilmistir. Uretilen doku
iskelelerinin hiicre biiylime ve ¢ogalmasini gelistirme yetenegi oldugu ispatlanmistir (Vaz,

2005).

Williamson ve arkadaslar1 (2006), calismalarinda kiiciik ¢apli damar doku nakilleri
i¢in endotelyal hiicrelerin gii¢li sekilde yapismasini saglayan uyumlu PCL-PU kompozit
doku iskeleleri iiretmislerdir. Kompozit doku iskelelerinin luminal yiizeyini olusturan PCL
lifleri 1slak egirmeyle, daha sonra damar duvarini temsil eden gozenekli poliiiretan (PU)
PCL liflerinin arkasina elektrogekim ile iiretilmistir. Insan endotelyal hiicreleri, kompozit
doku iskelesine giiglii bir yapisma gostermistir. Doku iskelesinin luminal PCL yiizeyi tek
katmanli stabil fonksiyonel endotelyal hiicrelerin (EC) olusumunu desteklemistir.
Biyoaktif molekiillerin kontrollii salinimi ile kombine edilen bu kompozit doku iskele
yapmnin damar doku mithendisligi igin uygun bir yap1 oldugu belirlenmistir (Williamson,
2006).

Wu ve arkadaslart (2007), caligmalarinda kollajen ile poli-laktik glikolik asit
(PLGA) bilesenlerinden olusan ag yapili mat ile trake dokunun olusturulmasini
amagclamislardir. Kollajen ¢ozeltisi ile kapli PLGA lifleri olusturulmus ve insan trakeasinin
sablonunda iiretilmistir. Ardindan kurutma ve c¢apraz baglama islemi yapilmistir. Trakeal
halkayr olusturmak i¢in biyouyumlu yapistirici olarak PLA ¢06zeltisi yerine kollajen
¢ozeltisi kullanilmistir. Sonuglar; i¢ destek olmadan kollajen ile PLGA ag yapili mat ve
kondrosit kullanilmasi1 ile trakea dokunun basarili bir sekilde olusturulabildigini
gostermistir. Bu ¢alismada, kimyasal ¢apraz baglama yontemlerinin toksikolojik etkisi goz
Oniine alinarak ultraviyole 1s1n ile baglama yapilmistir. Capraz baglama isleminden sonra
liflerin yiizeyindeki kollajen kaplamanin, lifin yiizeyini degistirmeden doku iskelesinin

mekanik ozelliklerini gelistirdigi, implantasyondan sonra doku iskelesinin deformasyona
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kars1 direng sagladig1 ve bir i¢ destege gerek kalmadigi gortilmistiir. SEM goriintiileri;
doku iskelesinin agsi lif yapisi lizerindeki hiicre yapismasinin ve yayilmasinin iyi oldugunu

gostermistir (Wu, 2007).

Jeong ve arkadaslar1 (2007), ¢alismalarinda Kkollajen ve PLGA liflerinden boru
seklinde doku iskeleleri iiretmislerdir. Damar doku nakilleri i¢in Onerilen bu yapilar,
dondurarak kurutma ve elektrogekim yontemiyle elde edilmistir. Gozenekli boru seklinde
kollajen doku iskelesinin yiizeyi tizerinde elektrogekim islemi ile olusturulan lifli PLGA
tabakasi, hem kuru hem de 1slak durumda kollajen yapinin mekanik dayanimin
gelistirmistir. Diiz kas hiicreleri (SMCs) ve endotelyal hiicreler (ECs) kiiltiirlenmis
kollajen/PLGA doku iskeleleri, hiicreler ile ekilmemis kollajen/PLGA doku iskelelerine

benzer mekanik 6zellikler sergilemistir (Jeong, 2007).

Schneider ve arkadaslar1 (2008), ¢alismalarinda elektrogekimi yapilan, poli(laktid-
ko-glikolid) (PLGA) / amorf trikalsiyum fosfat (ATCP) nanokompozitin in vitro
biyomedikal performansini degerlendirmistir. In vitro biyomineralizasyon sayesinde insan
mezenkimal hiicreler ile hiicre kiiltiirii ¢alismasi ic¢in bir kemik doku nakli denenmistir.
Elde edilen nanokompozit yapidaki doku iskelelerin {izerine ekilmis insan mezenkimal
hiicreler morfolojik degisimler gostermemistir ve in vitro ¢ogalma, saf PLGA doku

iskeleleri ile karsilastirildiginda degismemistir (Schneider, 2008).

Choi ve arkadaslar1 (2008), caligmalarinda implante edilebilir tasarlanmig kas igin
doku iskele sistemi olarak elektrogekim ile poli(e-kaprolakton) (PCL) / kollajen esasli
nanofiberlerin uygulanabilirligini incelemislerdir. Elektro¢ekimi yapilan nanofiberlerin,
iskelet kas hiicrelerine morfojenez kilavuz olup olmadigi ve hiicresel organizasyonu
gelistirip gelistirmedigi arastirllmigtir. Farkli lif oryantasyonlarinda PCL ve Kkollajen
karisimi  nanofiberler elektrogekim islemiyle iiretilmistir. Insan iskelet kas hiicreleri
elektrogekimi yapilan PCL/kollajen nanofiber aglari iizerine ekilmis ve hiicre yapismasi,
¢ogalmast ve dizilimi analiz edilmistir. Sonuglar; tek yonli dizilmis nanofiberler
tizerindeki kas hiicreleri siralamasi ve miyotiib olusumu, rastgele hizalanmis nanofiberler

ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide destekledigi belirlenmistir (Choi, 2008).

Jose ve arkadaslar1 (2009), ¢alismalarinda Poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) ve
nano-hidroksiapatit (nano-HA) nanofiber yapili doku iskeleleri kemik doku miihendisligi

icin elektrogekim islemiyle tretilmistir. Diisiik konsantrasyonda HA igeren ¢ozeltilerde
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aglomerasyon olmadigi ve bu sayede diizglin bir nanofiber dagilimimin basarildig:
belirtilmistir. Fakat HA’nin daha yiiksek konsantrasyonlari, nanofiber ¢aplarinda artisa
Sebep olmustur. Ayrica, aglomerasyon nedeniyle lif kopuslar1 gozlenmistir. Elde edilen
doku iskelelerinin camsi gecis sicakliginin saf polimere kiyasla diistiigii belirlenmistir.
Ancak iyi yayilmig nano boyuttaki HA partikiillerin varligimin bu diistisii bir miktar
onledigi ifade edilmistir (Jose, 2009).

Ju ve arkadaslar1 (2010), ¢alismalarinda PCL/kollajenin elektrogekimiyle iiretilen
damar doku iskelelerini yeterli yapisal destek saglamak amaciyla tasarlamislardir. Kiigiik
capl gozeneklerin varlig: diiz kas hiicrelerinin (SMC) ekilmesinin verimliligini sinirlar, bu
hiicreler doku iskelesinde yeterli sekilde iceri sizamaz. Bu zorlugun iistesinden gelmek
adina yeterli hiicresel etkilesimlere olanak saglamak i¢in farkli gozenek boyutlar1 saglayan
cift katmanli doku iskele sistemleri gelistirilmistir. Gézenek boyutu; lif ¢apindaki artis ile
artmaktadir. Bu nedenle, farkli lif ¢aplarinda nanofiber matlar iiretilmistir. Nano 6lgekli
lifler iizerine ekilmis endotelyal hiicreler, gelismis hiicresel oryantasyon ve odaksal
yapigsma gostermistir. Buna karsilik daha biiytik lif ¢ap1 tiretimi doku iskelelerinde SMC
infiltrasyonunu gelistirmistir. Doku iskelesinde bu 6zelliklerin her ikisini birlestirmek i¢in
cift katmanl yapilar tretilmistir. Cift katmanli doku iskeleleri liimen iizerindeki EC
yapigmasina ve dis tabakada SMC infiltrasyonuna olanak verir. Bu ¢alisma gelismis damar

olusumuna yol gosterebilir (Ju, 2010).

Xu ve arkadaslart (2012), calismalarinda damar stentlerde kullanilmak {izere
elektrogekim  yontemiyle  Poli  (laktid-e-kaprolakton)/kollajen/nano-hidroksiapatit
(PLCL/Col/nHA)’ten mat iretmislerdir. Yiizey morfolojisi ve kopma dayanimi
Olclilmiistiir. ~ Stentlerin  anti-pithtilasma  6zellikleri  degerlendirilmistir.  Ayrica
PLCL/Col/nHA damar stentler iizerinde PLGA-PCL-nHA doku iskeleleri olusturularak
nano kompozit yapi elde edilmistir. Sonuglar; PLCL/Col/nHA stentlerin ve PLGA-PCL-
nHA nano kompozit yapilarin yiizey yapisinin, mekanik 6zelliklerinin  ve
biyouyumlulugunun iyi oldugunu gostermistir. Bu yapilarin kemik rejenerasyonuna
kilavuzluk edebilecegi belirtilmistir (Xu, 2012).

Meng ve arkadaslar1 (2013), ¢alismalarinda konsantre yapay beden sivist metodu,
asir1 doygun kalsitlesme ¢ozeltisi metodu ve degisken siviya daldirma metodu ile kemik
doku tasarlanmis yapilar tiretmek i¢in nanofiberlerin yiizeyi iizerine kalsiyum fosfat apatit
kaplama depolama yoluyla minerallestirilmis poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) ve
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PLGA/jelatin elektrogekimi yapilan nanofiberler hazirlamislardir. Kalsiyum fosfat apatitin
biiyiik bir miktar1 dikalsiyum fosfat dihidrat (DCPD)’ den olugmustur, hidroksiapatit (HA)
ve oktakalsiyum fosfat 3 minerallesme yoluyla kisa zamanda nanofiberlerin yiizeyi
tizerinde depolanmustir. Kalsiyum fosfatin daha biiyiik bir miktar1 PLGA nanofiberlerinden
ziyade PLGA/jelatin nanofiberlerinin yiizeyi lizerinde depolanmistir. Hiicre kiiltiiri
caligmalart morfolojisinin farkli oldugunu ve Kkalsiyum fosfat apatit bilesenlerinin hiicre
yapismasi, ¢ogalmasi ve aktivitesi lizerinde ¢ok etki gostermedigi goriilmiistir (Meng,

2013).

Farokhi ve arkadaslar1 (2014), calismalarinda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) tasiyict sistemleri olarak biyohibrid ipek fibroin/kalsiyum fosfat/PLGA
nanokompozit doku iskelelerinin etkinligini aragtirmiglardir. Doku iskeleleri dondurarak
kurutma ve elektrocekim yontemi Kkullanilarak iiretilmistir. Doku iskelelerine yakin
osteoblast hiicrelerinin iyi biyouyumlulugu hiicrelerin yapisma, cogalma ve alkalen
fosfataz tiretimi ile onaylanmistir. 28 giin boyunca VEGF’ in siirekli saliminin saglandigi
ve doku iskelelerinin bir dagitim sistemi olarak kullanilabilirligi ortaya konmustur. A¢iga
citkan VEGF’ in biyoaktivitesi yaklasik %83 korunmustur. Histoloji analizi,
implantasyondan 10 hafta sonra hasarli bolgede yeni kemik doku olusumunun oldugunu
gostermistir. Bu ¢aligma, iiretilen doku iskelelerin kemik doku miihendisligi uygulamalari

i¢in etkin bir doku iskelesi olarak degerlendirilebilecegini gostermistir (Farokhi, 2014).
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4. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada iki farkli tiirde Poli(D,L-Laktid-ko-glikolid) biyobozunur polimer
elektrogekim islemiyle nanofiber yapili mat eldesinde kullanilmistir. Segilen polimerlerde
laktid/glikolid oran1 50:50 [C3H4O2]x[C2H20,]y (P2191) ve 65:35 [C3H4O,]x[CoH20:]y
(P2066) ’dir. Kullanilan polimerlerin molekiiler agirliklari; (P2191) ve (P2066) igin
sirasiyla (30000-60000 ve 40000—75000) araligindadir. Coziicii olarak Kloroform (CHCl3)
(C2432) ve N,N-Dimetilformamid (DMF) (C3H;NO) (D158550) kullanilmistir. Polimerler

ve ¢oziicliler Sigma Aldrich’ ten satin alinmistir.

Hiicre kiiltir ¢aligmalarinda kullanilan insan mezenkimal hiicreler(hMSC) Lonza’
dan satin alinmistir. Uygun sartlar altinda gelen hiicreler %1Penisilin-Streptomisin-
Amfoterisin B (PSA), %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ile desteklenmis
DMEM besi yerinde kiiltiire alinmistir. 37°C’de %5 CO; varliginda tretilmistir.

4.1 Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Doku Iskelelerin Hazirlanmasi

Nanofiber doku iskeleleri elektrogekim yontemiyle olusturulmustur. Kullanilan
diizenek Sekil 4.3° de gosterilmistir. Uretilen numunelerin tamamu ve {iretim parametreleri
Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Yapilan 6n calismalar etkin ¢ekim alaninin 20 cm’nin
tizerinde oldugunu gostermistir. Bu nedenle iiretim parametrelerinde igne ucu toplayici
arasindaki mesafe 22,5 ve 25 cm olarak belirlenmistir. Diisiik molekiiler agirlikli PLGA
polimeri DMF ¢oziiciisiiyle caligilabilmistir. Tiim ¢aligmalara ragmen yiiksek molekiiler
agirlikli (laktid/glikolid oran1 65:35) PLGA-DMF ¢ozeltisinden %15 konsantrasyonda 0,03
ml.sa® ve 0,07 ml.sa® -24 kV - 22,5 cm calisma sartlarinda diizgiin nanofiber bir mat
yiizeyi elde edilememistir (Sekil 4.1). Bu nedenle dielektrik sabiti DMF’ e gore daha diisiik
olan kloroform ¢oziiciisii kullanilarak (Cizelge 4.1) daha kararli bir igne ucundan ¢6zelti
cikiginin saglanabilecegi disiiniilmiis ve molekiil agirligi yiiksek (laktid/glikolid 65:35)
PLGA numuneleri kloroformda ¢oziilerek %50-%5 arasindaki konsantrasyonlarda 6n
denemeler gerceklestirilmistir. Sekil 4.2° de 0,03 ml.sa™ ve 0,07 ml.sa™ - 24 kV - 22,5 cm
calisma sartlarinda elektrogekim islemi gerceklestirilen numuneye ait goriinti

sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Bazi ¢oziiciilerin dielektrik sabitleri (Cakmak, 2011)

Coziicii Dielektrik sabiti
2-Propanol 18,3
Asetik Asit 6,15

Aseton 20,7
Asetonitril 35,92 — 37,06
Kloroform 4.8

Diklorometan 8,93
Dimetilformamid 36,71

Etil asetat 6,0
Etanol 24,55
Metanol 32,6
Piridin 12,3
Tetrahidrofuran 1,47
Toluen 2,438
Trifloroetanol 27,0
Su 80,2

Sekil 4.1. %15 konsantrasyonda laktid/glikolid oran1 (65:35) PLGA-DMF ¢ozeltisinden
elde edilen SEM goriintiileri (x5000)
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Sekil 4.2. %15 konsantrasyonda laktid/glikolid orani (65:35) PLGA-kloroform
cozeltisinden elde edilen SEM goriintiileri (x5000)

Yapilan 6n c¢aligmalarda nanofiber yapi elde etmek i¢in PLGA(50:50)-DMF
¢ozeltisinde besleme oraninin 0,05 ml/sa.” ten daha az, PLGA(65:35)-Kloroform ¢ozeltisi
icin ise besleme oraninin 0,07 ml/sa.” ten daha az olmasi gerektigi gostermistir. Besleme
oranlarinda ii¢ seviye kullanilmistir. Elektrik alan ile lif ¢ekimindeki toplam siire, her

numune i¢in siringadan esit malzeme akisini saglayacak sekilde belirlenmistir.

Ideal konsantrasyon degerleri bircok 6n deneme sonucunda PLGA(50:50)-DMF
¢oOzeltisi icin kiitlece %33 olarak, PLGA(65:35)-Kloroform ¢ozeltisi i¢in ise kiitlece %10
olarak belirlenmistir. Molekiiler agirliklar1 g6z oniine alindiginda bu beklenen bir sonuctur.
Yapilan 6n ¢aligmalarda da benzer durum SEM analizlerinde tespit edilmistir (Sekil 4.2).
Sisteme uygulanan gerilim degerleri de yine 6n caligmalar sonucunda PLGA(50:50)-DMF
cozeltisi ve PLGA(65:35)-Kloroform c¢ozeltisi igin sirasiyla 20 kV ve 24 kV olarak
secilmigstir. Molekiiler agirliga ve kullanilan konsantrasyonlara bagl olarak PLGA(65:35)-

Kloroform ¢ozeltilerinde 20 kV’ un nanofiber olusumu igin yeterli olmadigi gézlenmistir.
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DIKKAT
YUKSEK
GERILIM

Sekil 4.3. Caligmada kullanilan elektrogekim diizenegi

Cizelge 4.2. Elektrogekim yontemi ile iiretilen numuneler ve iiretim parametreleri

Numune Polimer Coziicii Konsantrasyon | Mesafe Bc(a)srlaenrre Gerilim Siire
(%) (cm) a4y | (kV) (saat)
(ml.sa.™)
P1 0,02 20sa.
P2 22,5 0,03 13sa.20dk.
P3 0,04 10sa.
= PLGA (50:50) DMF 33 0.02 20 2058
P5 25 0,03 13sa. 20dk.
P6 0,04 10sa.
P7 0,03 10sa.
P8 22,5 0,04 7sa. 30dk.
P9 0,05 6sa.
P10 PLGA (65:35) | Kloroform 10 0.03 24 1058
P11 25 0,04 7sa. 30dk.
P12 0,05 6sa.

4.2. Nanofiber Yapih Doku Iskelelerin Karakterizasyonu

Nanofiber yapili doku iskelelerinin morfolojisini anlamak ve kalinligin1 belirlemek
icin taramali elektron mikroskop (SEM) analizleri yapilmistir. SEM analizleri Carl Zeiss
Evo LS10 tipi SEM cihaz1 ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.4). SEM analizi 6ncesinde
numuneler standart aliiminyum yuvalara yerlestirilip ve ince bir iletken altin tabaka ile

kaplanmistir.

30



Sekil 4.4. Carl Zeiss Evo LS10 taramali elektron mikroskobu

Numunelerin kopma dayanimi, kopma uzamasi ve Young modiili ASTM-D 638
standardina gére, 25 mm ¢ene mesafesi, 50 mm.dk.™" cene hizinda ve 25N vyiik hiicresi
kullanilmak suretiyle Zwick-Roell BT-1 universal test makinesinde olgiilmiistiir (Sekil
4.5). Testler her numune i¢in 3 kez tekrarlanmistir ve sonuglar nanofiber yapili matlarin
gerilme-uzama iliskisini belirlemek i¢in kullamlmistir. Numuneler 20+2 °C ve % 65 bagil
nemde kondiisyonlanarak gerceklestirilmistir. Numunelerin genisligi 5 mm olacak sekilde

hazirlanmis ve kalinligit SEM kesit goriintiilerinden tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5. Zwick-Roell BT-1 Universal cekme dayanimu test cihazi
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Mag= 400K

| —

Sekil 4.6. Numunelerin kalinliklarinn SEM kesit goriintiisii tizerinden belirlenmesi

Gerilme degerleri ve buna bagli olarak elastik modiil degerleri, numunelerin
kesitleri piiriizsiiz dikdortgen kabul edilerek Esitlik 4.1° e gore hesaplanmistir. Kuvvet-
uzama ve gerilme-uzama egrileri elde edilmistir. Elde edilen gerilme uzama egrilerinin

elastik deformasyon bolgesinden Young Modiil degerleri tespit edilmistir. (Sekil 4.7).
Budenklemo=F/A 4.1)

seklinde olup, burada:
o: Gerilme (Pa)

F: Kuvvet (N)

A: Alan (m?)’ dir.

32



0.8
0.7
0.6
Z 05
D04
<03

0.2

01 @

0 2 4 6 8 10 12 14 16

0 2 4 [ 8 10 12 14 16
Uzama [%]

Uzama [%]

o— 1. Olgim o 2. Olgim #— 3. Olgim o 1. Olgim o— 2. Olgiim a— 3. Olglim

160
¥ = 40,403x + 30,843
140 R®=0,9943

Gerilme (MPa)

0 05 1 15 2 25
Uzama [%]

Sekil 4.7. Cekme dayanim sonuglarindan elde edilen kuvvet-uzama grafigi (a), kuvvet

degerleri kullanilarak hesaplanan sonuglardan elde edilen gerilme-uzama grafigi (b) ve her

bir 6l¢lim i¢in yapilan elastik bolgeden Young Modiilii’niin tespiti (c).

FT-IR analizleri 4000-450 cm™ araligzinda ve 4 cm™ ayirma duyarliliginda

Universal Attenuated Total Reflection (ATR) aksesuari ile donatilmis PerkinElmer

Spektrum 400 FT-IR Spektrometre kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. PerkinElmer Spektrum 400 FT—-IR Spektrofotometre
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Uretilen nanofiber matlarin 1slanabilirliginin belirlenmesi adina temas acis1 dl¢iimii
KSV Cam 200 cihazi yardimiyla gergeklestirilmistir (Sekil 4.9). Numuneler 20+2 °C ve %
65 bagil nemde 24 saat kondiisyonlanip ve ayni kosullar altinda temas agis1 Ol¢limleri

gergeklestirilmistir.

Sekil 4.9. KSV Cam 200 Temas agis1 Ol¢iim cihazi

4.3. Polimerik Doku iskelelerine Hiicre Ekimi

Hiicre canliligini degerlendirmek amaci ile glinlimiizde en yaygin olarak kullanilan
MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) canli  hiicrelerin
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan bir tetrazolyum tuzunun bir formazan iriiniine
cevrilmesi ve ortaya ¢ikan bu iirliniin miktarinin spektrofotometrede kolorimetrik olarak
Ol¢iilmesi esasina dayanan hizli, giivenilir bir yontemdir. Yaklasik 1 saat nanofiberler
ultraviyole 15181 altinda sterilize edilmistir (Sekil 4.11). Bu amagla hiicreler 6-kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 50.000 kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre (MSCs)
olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir. 24 saat sonra bir gruba 4 cm? biiyiikliigiindeki
PLGA doku iskeleleri konmusg ve kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmamuistir.
Plakalar 37°C’de %5 CO; varhiginda inkiibatore birakiip 72. saatlerde plakalardaki
besiyeri ve PLGA uzaklastirilmigtir. Her kuyucuga 0,5 mg/ml konsantrasyondaki MTT
soliisyonundan eklenip 37°C’ de 4 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda
plakadaki her bir kuyucuga, ¢oziicii olarak 100 pl dimetil siilfoksit (DMSQO) ilave
edilmistir. 490 nm dalga boyunda her bir kuyucugun absorbans degeri (OD), (ELx800-
BioTek)’ de spektrofotometre kullanilarak okunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. ELx800-BioTek spektrofotometre

Sekil 4.11 Hiicre kiiltlirti ekimi i¢in hazirlanan bir PLGA nanofiber numunesi
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. FT-IR Analizleri

Belirli bir polimer kullanilarak iiretilen numunelerde, sadece elektrogekim sartlart
degistigi i¢in her bir numuneye ait FT-IR grafigi verilmesine gerek duyulmamustir.
Uretilen doku iskelelerin biitin FT-IR spektrumlarinda benzer pikler gozlenmistir. Saf
laktid/glikolid (50:50-65:35) (PLGA) ve tiim elektrogekim ile iiretilen doku iskelelerinde
1747 cm™ de ester karbonil gerilimi (C=0), 1129 cm™* de C—O gerilme titresimi ve 1081
cm™ de C—-O-C grubu tipik bandlar bulunmustur (Sekil 5.2, 5.3, 5.5, 5.6). 1747 cm™ den
1754 cm™ e kadar PLGA” nin ester karbonil piklerinde kiigiik bir degisim ve ayn1 zamanda
daha yiiksek bir dalga sayis1t PLGA’ nin diger karakteristik piklerinde kiigiik bir degisim
tiim matlarda gdzlenmistir. DMF ¢6ziiciisiiniin FT-IR spektrumu incelendiginde 1662 cm™
ve 657 cm™ dalga sayilarinda Karakteristik pikler goriilmektedir (Sekil 5.1). 1662 cm™
karbonil bagma (C=0), 657 cm™ ise C-N bagmna denk gelmektedir. Bu ¢oziicii
kullanilarak iiretilen numunelerin (P1-P6) higbirinde bu pikler gozlenmemistir. Bu durum
elektrogcekim esnasinda ve sonrasinda DMF’ in mat yapidan tamamen uzaklastirildigin

gostermektedir (Sekil 5.3).

2927,64

%T

1255,78

657,26

1384,46 1088,22

1661,96
10 DMF

Sekil 5.1. DMF (C3H;NO) ¢6ziiciisiiniin FT-IR spektrumlari
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Sekil 5.2. PLGA(50:50) polimerinin FT-IR spektrumlari

2951,64 217,21

1389,33 415,64

1271,49

1129,78

1172,31

1089,99

1754,86

cim

Sekil 5.3. P1 numunesine ait FT-IR spektrumlari
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Kloroform ¢éziiciistiniin karakteristik pikleri olan 4 temel pik degeri 3020 cm®,1214
cm?, 746 cm™, 668 cm™ dalga sayilarinda tespit edilmistir (Sekil 5.4). Yiiksek molekiiler
agirlikli PLGA ile tretilen numunelerde (P7-P12) bu karakteristik piklerin kayboldugu
goriilmiistiir. Bu durum elektrogekim esnasinda ve sonrasinda kloroformun mat yapidan

tamamen uzaklastirildigini gostermektedir (Sekil 5.6).

. 3020,27

T

45
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13

746,20
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cm
Sekil 5.4. Kloroform (CHCIs) ¢6ziiciisiiniin FT-IR spektrumlari
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Sekil 5.5. PLGA(65:35) polimerinin FT-IR spektrumlari
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Sekil 5.6. P7 numunesine ait FT-IR spektrumlari

5.2. SEM Analizleri

Diisiik molekiiler agirlikli PLGA-DMF ¢ozeltisinden elde edilen numunelere ait
SEM analizleri incelendiginde; siringadan toplam malzeme ¢ikist her numune igin ayni
olmasina ragmen, besleme orani ve igne ucu-toplayici arasindaki mesafe gibi degiskenlere
bagli olarak nanofiber matlarin kalinligi 13,2um’ den 113,6 um’ ye kadar gesitlilik
gostermistir (Cizelge 5.1). Bu durum toplam karsi plakaya ulasan malzeme miktarinin ve
nanofiberin toplandigi alanin oldukg¢a degisken oldugunu ortaya koymaktadir. Ortalama lif
caplart Cizelge 5.1° de verilmistir. igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin lif capi
lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu agiktir. igne ucu-toplayic1 arasindaki mesafenin
22,5 cm oldugu P1, P2 ve P3 numunelerinde ortalama nanofiber ¢aplari sirasiyla 668 nm,
560 nm ve 230 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin 25 cm
oldugu P4, P5 ve P6 numunelerinde ise ortalama nanofiber ¢aplart sirasiyla 246 nm, 290
nm ve 188 nm olarak Ol¢lilmiistiir. Bu sonuglar; igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin
arttirldikca ortalama lif capinin diistiigiinii gdstermektedir. Igne ucu-toplayici arasindaki
mesafeye bagli olarak P1, P2, P3 ve P4, PS5, P6 numuneleri kendi iglerinde kiyaslandiginda
en diisiik ortalama nanofiber ¢apina sahip numunelerin 0,04 ml/sa. besleme oranlarina
sahip olan P3 ve P6 numuneleri oldugu goriilmektedir. Bu durum siringadan ¢ozelti
akismnin diizenli olmasi ile agiklanabilir. Igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin 22,5 cm
oldugu numunelerde besleme orani ve lif ¢ap1 arasinda bir korelasyon belirlenmistir. Bu

numunelerde lif ¢ap1 besleme oraninin azaltilmasi ile azalmistir. Bu sonug literatiir ile
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oldukca uyumludur (Armentano, 2010). Diger taraftan benzer sonug¢ igne ucu-toplayici
arasindaki mesafenin 25 cm oldugu numunclerde elde edilememistir. Ancak bu
numunelerde ise besleme oranmi arttirdikga ylizeyde biriktirilen nanofiber matin
kalinliginda diizenli bir artis oldugu belirlenmistir. Tiim bunlar géz 6niine alindiginda igne
ucu-toplayict arasindaki 25 cm mesafenin daha kontrollii bir nanofiber olusumuna izin

verdigi gozlemlenmistir.

Diisiik molekiiler agirlikli PLGA-DMF ¢ozeltisinden elde edilen tim numunelerde
boncuk yapilar gézlemlenmistir (Sekil 5.7-Sekil 5.12). Boncuklarin yogunlugu daha diisiik
besleme oranina sahip (P1 ve P4) numunelerinde diger numunelere gére daha azdir. Bu
durum diisiik besleme oraninda igne ucundan ¢dzelti ¢ikisinin daha diizenli oldugunu ve bu
sebeple de boncuk yapit olusumuna neden olan kararsiz bir Taylor konisi olusumunu

engelledigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 5.1 Uretilen numunelerin lif ¢ap1 ve kalinlik degerleri

Numune Mat, Ortala}ma Numune Mat, Min - Maks. Lif
Kodu kalinhgi  Nanofiber Kodu kalinhg1 Caplar1 (um)
(nm) Capi (nm) (m)
P1 54,5 668 P7 84,1 0,8-4.2
P2 113,6 560 P8 73,9 08-5
P3 315 230 P9 101,6 0,8-5,8
P4 13,2 246 P10 45,9 08-44
P5 19,8 290 P11 145,0 0,8-6
P6 30,3 188 P12 112,2 0,8-45
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Sekil 5.8. P2 numunesine ait SEM goriintiisii (x5000)
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Sekil 5.10. P4 numunesine ait SEM goriintiisii (x5000)
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Sekil 5.12. P6 numunesine ait SEM goriintiisii (x5000)

Yiiksek molekiiler agirliklt PLGA-Kloroform ¢ozeltisinden elde edilen numunelere
ait SEM analizleri incelendiginde; siringadan toplam malzeme ¢ikist her numune igin ayni
olmasina ragmen, besleme orani ve igne ucu-toplayici arasindaki mesafe gibi degiskenlere
bagli olarak nanofiber matlarin kalinligr 45,9 pm’ den 1450 pum’ ye kadar cesitlilik
gostermistir. Bu durum toplam karsi plakaya ulasan malzeme miktarinin ve nanofiberin
toplandigi alanin oldukga degisken oldugunu ortaya koymaktadir. Elde edilen matlarin
kalinliklar1 Cizelge 5.1 de verilmistir. Bu numunelerde nanofiberlerin oldukg¢a degisken
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caplarda oldugu diizenli bir mat yapisi olusturmadigr gbézlemlenmistir. Bu nedenle bu
numuneler i¢in ortalama nanofiber capi belirlenememis, bunun yerine maksimum ve
minumum lif ¢aplar1 belirlenmistir. Tiim numunelerde lif caplar1 um diizeyinde
olugmustur. Dielektrik katsayis1 DMF’ e gore daha diisiik olan kloroform ¢oziiciisii elektrik
alanda DMF’ 1i ¢ozeltilere gore daha diisiikk ¢ekim kuvvetlerine maruz kaldigi bu nedenle
de lif caplarinin nanometre seviyesine disiiriilemedigi ve 0,8-6 pm cap araliginda lif

yapilar1 elde edildigi belirlenmistir.

20kV'~ X700 %20um

Sekil 5.13. P7 numunesine ait SEM goriintiisi (x700)

20kV X700  20pm

Sekil 5.14. P8 numunesine ait SEM goriintiisii (x700)
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20KV X700 20pm

Sekil 5.15. P9 numunesine ait SEM goriintiisii (x700)

20kV., X700 20pm

Sekil 5.16. P10 numunesine ait SEM goriintiisii (x700)
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20KV X700 20pm

20KV X700, 220pm

Sekil 5.18. P12 numunesine ait SEM goriintiisii (x700)

Yiiksek molekiiler agirlikli PLGA-kloroform ¢ozeltisinin iyi bir ¢ekime ugramasi
i¢in igne ucu-toplayici arasindaki mesafe parametresi tek basina yeterli olmamigtir. Mesafe
ile birlikte besleme orani arttik¢a lif ¢aplarinin arttig1 ve lif ¢ap dagiliminin diizensizlestigi
belirlenmistir. Bu gruptaki numunelerde kloroform kullanilmasindan dolay1r boncuk
olusumunun oldukga azaltildig1 gériilmiistiir. Boncuk yapilarin besleme orani arttikca daha
cok olustugu gorilmiistiir. P7-P12 numuneleri arasinda 22,5 cm igne ucu-toplayici

mesafesi ve 0,03 ml.sa™ besleme orani kullanilan P7 numunesinde daha diizgiin mikro lif
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yapili mat elde edilmistir. Genel olarak sabit besleme oraninda igne ucu-toplayici mesafe
parametresi ele alindiginda 22,5 cm ile {iretimi yapilan P7, P8 ve P9 numunelerinin 25 cm
ile tretimi yapilan P10, P11 ve P12 numunelerinden daha diizgiin lifli yapida bir yiizey
elde edildigi agik sekilde goriilmektedir (Sekil 5.13-5.18). Ancak 0,05 ml.sa™ besleme

orani kullanilan P9 ve P12 numuneleri arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

5.3. Cekme Dayanim Analizleri

Cekme dayanim testleri diisiik molekiiler agirlikli PLGA nanofiber matlarin kopma
dayanimlarinin 17,3¢cN - 64,8cN arasinda gergeklestigini gostermektedir (Cizelge 5.2). Bu
grup icin elde edilen mat kalinliklar1 da (13,2pm — 113,6um) gz Oniine alindiginda tek
basina kopma dayanimlarinin anlamli olmayacagi acgiktir. Bu nedenle hesaplanan kopma
gerilmesi degerleri ilizerinden numunelerin mekanik o6zellikleri tartisilmigtir. P1-P6
numunelerinin kopma gerilmesi degerleri sirasiyla 237,5 kPa, 86,7 kPa, 228,9 kPa, 262,5
kPa, 274,8 kPa ve 313,5 kPa olarak gerceklesmistir (Cizelge 5.2). Bu gruptaki P2
numunesi haricinde kopma gerilmesi degerlerinin doku iskelesi uygulamalart i¢in yeterli
diizeyde oldugu goriilmektedir. P2 numunesinin diisiik kopma gerilmesi degerine sahip
olmasi, bu numunenin kalinliginin diger numunelere kiyasla oldukca yiiksek olmasiyla

iligkilidir.

Igne ucu-toplayici arasinda 25 cm ile iiretilen numunelerde (P4,P5 ve P6) doku
iskele kalinlig1 ve besleme orani arasinda bir korelasyon belirlenmistir. Bu numunelerde
yap1 iskele kalinlig1 besleme oraninin artmasiyla artmistir. Bunun bir sonucu olarak kopma
dayanimlarinda bir artis gozlenmistir. Benzer durum Young modiilii degerleri icin de
gegerlidir. Bu gruptaki numunelerin kopma uzamasi degerleri incelendiginde %10 - %21,7
araliginda kopmanin gerceklestigi goriilmektedir. Bu diizeydeki kopma uzamalar1 doku
iskelelerinin viicut igerisindeki hareketlilikleri kompanse edecek diizeyde oldugu
diistiniilmektedir. Elastik bolge uzama degerleri ise tim numuneler i¢in yaklasik olarak %2

diizeyinde gergeklesmistir (Sekil 5.19- 5.24).
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Cizelge 5.2. Uretilen numunelerin mekanik 6zellikleri

Numune Kodu Kopma Uzamasi Kopma Dayanimi Kopma Gerilmesi 1\18331%
(%) (cN) (kPa) (kPa)

Ort. Ort. Ort. Ort.
11,4 72,7 266,6 72,4

P1 13,8 11,5 59,7 64,8 218,8 237,5 49,4 60,8
9,2 61,9 227,2 60,6
13,2 52,6 92,7 18,5

P2 10,1 15,4 45,3 49,2 79,8 86,7 19,0 17,7
23,1 49,7 87,5 15,5
10,4 39,7 251,6 75,7

P3 9,9 13,3 41,2 36,1 261,5 228,9 73,6 63,9
19,5 27,4 173,5 42,3
21,7 18,9 286,5 83,7

P4 16,4 18,1 17,1 17,3 258,6 262,5 59,4 65,1
16,1 16,0 242,6 52,3
29,7 25,1 254,3 51,7

P5 13,6 21,7 28,9 27,2 292,7 274,8 82,4 69,7
21,9 27,4 277,6 74,9
11,6 455 300,2 88,3

P6 7,2 10,0 35,2 42,7 232,1 281,9 79,0 86,2
11,3 475 313,4 91,2
108,7 103,3 2457 79,4

P7 34,2 126,6 86,6 101,5 205,8 241,4 79,9 71,7
236,9 114,6 272,6 55,8
122,5 119,0 322,1 100,5

P8 35,8 61,4 95,9 101,0 259,5 273,2 98,1 97,1
25,9 88,0 238,0 92,6
455 63,8 125,6 29,3

P9 133,0 69,1 99,8 84,2 196,5 165,8 52,3 41,1
97,7 89,1 175,4 41,6
6,2 95,4 415,8 235,2

P10 3,0 6,1 74,3 87,3 324,0 380,7 143,7 1743
9,1 92,3 402,4 144,0
26,0 53,7 74,0 17,3

P11 12,0 37,9 58,3 66,6 80,4 91,8 31,0 26,6
75,6 87,8 121,1 31,6
217,3 150,1 267,5 59,2

P12 58,0 173,8 89,9 134,5 160,2 239,8 41,0 52,3
246,2 163,6 291,6 56,9
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Sekil 5.24. P6 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri

Yiiksek molekiiler agirlikli PLGA matlarin kopma dayanimlarinin 66,6 cN — 134,5
cN arasinda gerceklestigini gostermektedir. Bu gruptaki numunelerin kalinliklar1 ise
45,9um — 145,0um araliginda gerceklesmistir. Bu gruptaki numunelerde de kalinliklar ¢ok
degiskendir. Bu nedenle yine kopma gerilmesi degerleri iizerinden gerekli tartigma
yapilmistir. P7-P12 numunelerinin kopma gerilmesi degerleri sirasiyla 241,4 kPa, 273,2
kPa, 165,8 kPa, 380,7 kPa, 91,8 kPa ve 239,8 kPa olarak ger¢eklesmistir (Cizelge 5.2). Bu
gruptaki P10 ve P11 numunelerinin dayanim kopma gerilmeleri matlarin kalinligina bagl

olarak sirastyla 380,7 kPa ve 91,8 kPa olarak gerceklesmistir ki bu degerlerin diger
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numunelerin kopma gerilmesi degerlerinden oldukca farkli oldugu goriilmiistiir. Bu iki
numune disindaki numunelerin kopma gerilmesi degerlerinin 165,8 kPa — 273,2 kPa
araliginda oldugu tespit edilip doku iskelesi uygulamalari i¢in yeterli dayanima sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Kopma uzamas1 degerleri incelendiginde bu gruptaki doku
iskelelerinin olduk¢a farkli kopma uzamasi degerlerine sahip oldugu goriilmiistir. P10
numunesi %6,1 kopma uzamasi degeriyle en diisiik, P12 numunesi ise %173,8 kopma
uzamasi degeriyle en yiiksek kopma uzamasina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 5.25-
5.30). Ancak kopma uzamasi dl¢iimleri P12 numunesi igin tek tek incelendiginde %246,2
gibi ¢ok yiiksek uzama miktarlarinin yan sira %58 gibi ¢ok diisiik uzama degerleri de
gbzlenmistir. Bu durum P12 mat yapida dayanim ve esneklik agisindan ¢ok degisken
bolgelerin varligin1 gdstermektedir. Tiim numunelerin kopma uzamasi degerlerinde bu
varyasyon soz konusudur. Sadece P10 numunesinde kopma uzamasi %6,1 gibi oldukga
diistik bir degerde gerceklesmistir. Bu kopma uzamasi degeri kopma gerilmesi degeri
(380,7 kPa) ile ele alindiginda diger numunelere kiyasla oldukga rijit bir yap1 elde edildigi

sonucuna varilmstir.

55



P7

140

120

=z
=
]
3 B}
2 0 1.0lcim
-';’ ©— 2.0lciim
&
bt 0 3.0lgim
-50 0 50 100 150 200 250
Uzama [%]
P7
300
250
200
= ks
o
X
¢ 150 § o 1.0Icim
T 0— 2.0clim
¢ :
10 H 0 3.0Icim
v
¢
H
50 H
0
-50 0 50 100 150 200 250

Uzama [%]

Sekil 5.25. P7 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri
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Sekil 5.26. P8 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri
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Sekil 5.27. P9 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri

58



P10

120
100 1
T
Crqoce P (o
z Nﬂﬂlll.lll‘-‘-""fﬂ"flmu’l"lum.-;.-;.-m(",m.m .
R G
280 °) (7
=
[
>
2 60 0 1.0lglim
-
= -
2z 0 2.0lgiim
£ 40 ..
= 0 3.0lglim
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Uzama[%)
450
400 kugrr1\‘&}‘&?{,{‘,‘,‘,’,‘:"“:;‘:"(1(«(’«n‘mtuwfm.-m".r
e K rmmmugmmr?ﬁrmmu'f'ﬁim-, .
... U{”l‘""'mrq_ o "“\'m‘r.
o) (1}
Q)
o
o
0
- 0
vl
o
X
= O 1.0lglim
£
] 0 2.0Icim
Q
0 3.0lciim

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Uzama [%]

Sekil 5.28. P10 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri
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Sekil 5.30. P12 numunesine ait kuvvet-uzama ve gerilme-uzama egrileri

5.4. Temas Acis1 Olgiimleri

Islanabilirlik, su ile temas agis1 (WCA) 6l¢timii ile belirlenmektedir. Su ile temas
agis1 90%nin altinda olan yiizeyler hidrofil, 90%nin iizerinde olan yiizeyler ise hidrofob
olarak tanimlanirlar. Doku iskelesi uygulamalarinda, hiicrelerin doku iskelesine kolay

tutunmasi adina 1slanabilirlik oldukg¢a 6nemli bir 6zelliktir.

Diisiik molekiil agirligina sahip PLGA numunelerinin hiicre ekimi denemelerinde

olduk¢a kisa bir siirede hiicre kiiltiir ¢Ozeltisi igerisinde ¢O6ziindiiklerinden bu doku
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iskelelerinin temas agis1 olgtimlerinin yapilmasina gerek duyulmamistir. Yiiksek molekiil
agirhigina sahip PLGA numunelerinin temas agisi dl¢lim sonuglari Cizelge 5.3 de
sunulmustur. Sonuglar incelendiginde, PLGA yapili matlarin hidrofob yapida oldugu
goriilmektedir. P7, P8 ve P9’ da minumum-maksimum lif ¢aplarinin artisiyla (Cizelge 5.3)
hidrofilliklerinin arttig1 belirlenmistir. P10, P11 ve P12 numunelerinde temas agisi
degerleri sirastyla 122,0°122,5° 110,6° olarak ger¢eklesmistir. P12 numunesinde bir miktar
iyilesme oldugu goriilmektedir. Ayni besleme orani, farkli igne ucu-toplayict mesafesi
kullanilan numuneler (“P7 ve P10”, “P8 ve PI11”, “P9 ve PI12”) birbirileriyle
kiyaslandiginda igne ucu-toplayict arasindaki mesafenin artiginin, matlarin hidrofilligini
arttirdigini gostermistir. Uretilen numunelerin temas agis1 dlgiim gériintiileri Sekil 5.31-

Sekil 5.36” da verilmistir.

Cizelge 5.3. Uretilen numunelerin temas acis1 dlgiimleri

Min - Maks. Lif Caplar1 Temas Acisi (°) Std.Sapma

Numune Kodu (um) Ort. (o)

130,7

P7 08-42 140,5 135,4 4,92
134,8
1217

P8 0,8-5 126,4 126,8 5,29
132,3
116,8

P9 0,8-5,8 124,9 118,2 6,14
112,8
124,2

P10 08-44 119,9 122,0 2,15
121,8
120,3

P11 08-6 127,0 122,5 3,89
120,1
111,6

P12 0,8-4,5 108,9 110,6 1,50
1114
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Sekil 5.31. P7 numunesine ait temas agis1 6l¢glim goriintiisii
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Sekil 5.32. P8 numunesine ait temas agis1 6lgiim goriintiisii
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Sekil 5.33. P9 numunesine ait temas acis1 dl¢lim goriintiisii
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Sekil 5.34. P10 numunesine ait temas agist 6l¢lim goriintiisii

63



1sn

S0 sn 100 sn

Sekil 5.35. P11 numunesine ait temas agist 6lglim goriintiisii
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Sekil 5.36. P12 numunesine ait temas agis1 dl¢lim goriintiisii

5.5. Hiicre Canhhiginin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi adina P1 numunesi hiicre kiiltiirii igerisine
konularak, nanolif matin toksisitesi incelenmistir. MTT Assay sonuclari Tretilen
numunelerin 72 saat siireyle hiicre kiiltiirii i¢erisinde inkiibasyonu sonucunda, mezenkimal
kok hiicrelerin canliligi iizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi belirlenmistir (Sekil 5.37).
Hiicre canlilig: istatistiksel olarak Student’s T-testi kullanilarak analiz edilmis ve p<0,05
olanlar istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir (Sekil 5.38). Uretilen PLGA matlarin
toksik bir etkisi olmadig1 gesitli hiicre yapistiricilart (kollajen gibi) kullanilarak hiicre

cogalmasina uygun bir hale getirilebilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 5.37. Kontrol grubu ve P1 numunesine ait MTT Assay test sonuglari
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Sekil 5.38. Mezenkimal kok hiicreler ve PLGA doku iskelelerinin MTT sonuglari
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda, elektrogekim islemi ile farkli molekiil agirliklarina sahip
Poli(D,L-Laktid-ko-glikolid) biyobozunur polimerler (50:50 ve 65:35) ve bu sistemlerin
¢Oziiciisii olarak oOnerilen Kloroform ve Dimetilforamid (DMF) kullanilarak nanolif ve

mikrolif yapili doku iskeleleri iiretilmistir.

Uretilen doku iskelelerin biitiin FT-IR spektrumlarinda benzer pikler gdzlenmistir.
Saf PLGA (50:50-65:35) ve tiim elektrogekim ile tiretilen doku iskelelerinde 1747 cm™
de ester karbonil gerilimi (C=0), 1129 cm™ de C—O gerilme titresimi ve 1081 cm™ de C—
O-C grubu tipik bandlar bulunmustur. 1747 cm™ den 1754 cm-1° e kadar PLGA” nin ester
karbonil piklerinde kii¢iik bir degisim ve ayni zamanda daha yiiksek bir dalga sayist
PLGA’ nin diger karakteristik piklerinde kiigiik bir degisim P1-P6 numunelerine ait
matlarda gozlenmistir. DMF ¢6ziiciisiiniin FT-IR spektrumu incelendiginde 1662 cm™ ve
657 cm™ dalga sayilarinda karakteristik pikler goriilmektedir. 1662 cm™ karbonil bagima
(C=0), 657 cm™ ise C-N bagma denk gelmektedir. DMF ¢éziiciisii kullamlarak iiretilen
numunelerin  (P1-P6) higbirinde bu pikler gozlenmemistir. Bu durum elektrogekim
esnasinda ve sonrasinda DMF’ in mat yapidan tamamen uzaklastirildigini gdstermistir.
Kloroform ¢dziiciisiiniin karakteristik pikleri olan 4 temel pik degeri 3020 cm™,1214 cm™
cm?, 746 cm™, 668 cm™ dalga sayilarinda tespit edilmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli
PLGA ile iiretilen numunelerde (P7-P12)  bu karakteristik piklerin kayboldugu
goriilmiistiir. Bu durum elektrogekim esnasinda ve sonrasinda kloroformun mat yapidan

tamamen uzaklastirildigini géstermistir.

Uretilen yiizeylerin morfolojik 6zellikleri SEM analizleri yardimiyla belirlenmistir.
Diistik molekiiler agirlikli PLGA-DMF c¢ozeltisinden elde edilen numunelere ait SEM
analizleri incelendiginde; siringadan toplam malzeme ¢ikisit her numune i¢in ayni olmasina
ragmen, besleme orani ve igne ucu-toplayict arasindaki mesafe gibi degiskenlere baglh
olarak nanofiber matlarin kalinlig1 13,2 pum” den 113,6 um’ ye kadar ¢esitlilik géstermistir.
Bu durum toplam kars1 plakaya ulasan malzeme miktarinin ve nanofiberin toplandigi
alanin oldukga degisken oldugunu ortaya koymaktadir. P1-P6 numunlerinde 188 nm — 668
nm arali§inda lif ¢aplar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar; igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin
arttirldikca ortalama lif capinin diistiigiinii gdstermektedir. Igne ucu-toplayici arasidaki
mesafeye bagh olarak P1, P2, P3 ve P4, P5, P6 numuneleri kendi i¢lerinde kiyaslandiginda

en diigiik ortalama nanofiber ¢apina sahip numunelerin 0,04 ml/sa. besleme oranlarina
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sahip olan P3 ve P6 numuneleri oldugu goriilmektedir. Bu durum siringadan ¢ozelti
akisinin diizenli olmasi ile agiklanabilir. i§ne ucu-toplayic arasindaki mesafenin 22,5 cm
oldugu numunelerde besleme orani ve lif ¢ap1 arasinda bir korelasyon belirlenmistir. Bu
numunelerde lif ¢ap1 besleme oraninin azaltilmasi ile azalmistir. Diger taraftan benzer
sonu¢ igne ucu-toplayict arasindaki mesafenin 25 cm oldugu numunelerde elde
edilememistir. Ancak bu numunelerde ise besleme oranini arttirdik¢a ylizeyde biriktirilen
nanofiber matin kalinliginda diizenli bir artis oldugu belirlenmistir. Tiim bunlar goz oniine
alindiginda igne ucu-toplayici arasindaki 25 cm mesafenin daha kontrollii bir nanofiber
olusumuna izin verdigi go6zlemlenmistir. Diisiik molekiiler agirlikli PLGA-DMF
cozeltisinden elde edilen numunelerde (P1-P6) boncuk yapilar goézlemlenmistir.
Boncuklarin yogunlugu daha diisiik besleme oranina sahip (P1 ve P4) numunelerinde diger
numunelere gére daha azdir. Bu durum diisiik besleme oraninda igne ucundan ¢ozelti
¢ikisinin daha diizenli oldugunu ve bu sebeple de boncuk yapi olusumuna neden olan
kararsiz bir Taylor konisi olusumunu engelledigi sonucuna varilmistir. Yiiksek molekiiler
agirhikli PLGA-kloroform ¢ozeltisinden elde edilen numunelere ait SEM analizleri
incelendiginde; siringadan toplam malzeme ¢ikist her numune i¢in ayn1 olmasina ragmen,
besleme orant ve igne ucu-toplayict arasindaki mesafe gibi degiskenlere bagli olarak
nanofiber matlarin kalinligr 45,9 pm’ den 145,0 um’ ye kadar gesitlilik gdstermistir. Bu
durum toplam kars1 plakaya ulagan malzeme miktarinin ve nanofiberin toplandigi alanin
oldukca degisken oldugunu ortaya koymaktadir. Bu numunelerde nanofiberlerin olduk¢a
degisken caplarda oldugu diizenli bir mat yapist olusturmadigr gozlemlenmistir. Bu
nedenle bu numuneler icin ortalama nanofiber capi1 belirlenememis, bunun yerine
maksimum ve minumum lif ¢aplar belirlenmistir. P7-P12 numunelerinde lif ¢aplar1 pm
diizeyinde olusmustur. Dielektrik katsayist DMF’ e gore daha diisikk olan kloroform
¢oziiclisti elektrik alanda DMF’ li ¢ozeltilere gore daha diisiik ¢ekim kuvvetlerine maruz
kaldig1 bu nedenle de lif ¢aplarinin nanometre seviyesine diisiiriilemedigi ve 0,8-6 um ¢ap
araliginda lif yapilar1 elde edildigi belirlenmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli PLGA-
kloroform ¢ozeltisinin iyi bir ¢ekime ugramasi i¢in igne ucu-toplayici arasindaki mesafe
parametresi tek basina yeterli olmamistir. Mesafe ile birlikte besleme orani arttikca lif -
caplarmin arttigi ve lif cap dagilimmin diizensizlestigi belirlenmistir. P7-P12
numunelerinde ¢oziicii olarak kloroform kullanilmasindan dolayr boncuk olusumunun
oldukca azaltildig1 goriilmiistiir. Boncuk yapilarin besleme orani arttikga daha ¢ok olustugu
goriilmiistiir. P7-P12 numuneleri arasinda 22,5 cm igne ucu-toplayict mesafesi ve 0,03

ml.sa™® besleme orani kullanilan P7 numunesinde daha diizglin mikro lif yapili mat elde
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edilmistir. Genel olarak sabit besleme oraninda igne ucu-toplayict mesafe parametresi ele
alindiginda 22,5 cm ile tretimi yapilan P7, P8 ve P9 numunelerinin 25 cm ile iiretimi
yapilan P10, P11 ve P12 numunelerinden daha diizgiin lifli yapida bir yiizey elde edildigi
acik sekilde goriilmektedir. Ancak 0,05 ml.sa?® besleme orani kullanilan P9 ve P12

numuneleri arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

Uretilen matlarin mekanik dayanimlari ¢ekme testi uygulanarak belirlenmistir.
Diisiik molekiiler agirliklt PLGA nanofiber matlarin kopma dayanimlar1 17,3 ¢cN — 64,8 cN
arasinda gerceklesmistir. P1-P6 numunelerinin kopma gerilmesi degerleri sirasiyla 237,5
kPa, 86,7 kPa, 228,9 kPa, 262,5 kPa, 274,8 kPa ve 313,5 kPa olarak gergeklesmistir. Bu
gruptaki P2 numunesi haricinde kopma gerilmesi degerlerinin doku iskelesi uygulamalari
icin yeterli diizeyde oldugu goriilmektedir. P1-P6 numunelerinin kopma degerleri
incelendiginde %10 - %21,7 aralifinda kopmanin gerceklestigi goriilmiistiir. Bu diizeydeki
kopma uzamalar1 doku iskelelerinin viicut igerisindeki hareketlilikleri kompanse edecek
diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Elastik bolge uzama degerleri ise P1-P6 numuneleri igin
yaklasik olarak %2 diizeyinde gergeklesmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli PLGA matlarin
kopma dayanimlarimin 66,6 cN — 134,5 cN arasinda oldugu goriilmiistir. P7-P12
numunelerinin kopma gerilmesi degerleri sirasiyla 241,4 kPa, 273,2 kPa, 165,8 kPa, 380,7
kPa, 91,8 kPa ve 239,8 kPa olarak gergeklesmistir. P10 ve P11 numunelerinin kopma
gerilme degerleri (380,7 kPa ve 91,8 kPa) diger numunelerin kopma gerilmesi
degerlerinden olduk¢a farkli oldugu goriilmistiir. Bu iki numune disindaki numunelerin
(P7, P8, P9 ve P12) kopma gerilmesi degerlerinin 165,8 kPa — 273,2 kPa araliginda oldugu
tespit edilip doku iskelesi uygulamalar1 i¢in yeterli dayanima sahip oldugu
diistiniilmektedir. P7-P12 numunelerinin kopma uzamas1 degerleri incelendiginde; P10
numunesi %6,1 kopma uzamasi degeriyle en diisiik, P12 numunesi ise %173,8 kopma
uzamast degeriyle en yiliksek kopma uzamasina sahip oldugu belirlenmistir. P10
numunesinde kopma uzamast %6,1 gibi oldukca diisiik bir degerde gerceklesmistir. Bu
kopma uzamasi degeri kopma gerilmesi degeri (380,7 kPa) ile ele alindiginda diger

numunelere kiyasla oldukga rijit bir yap1 elde edildigi sonucuna varilmistir.

Diisiik molekiil agirligina sahip PLGA numunelerinin (P1-P6) hiicre ekimi
denemelerinde oldukga kisa bir silirede hiicre kiiltlir ¢6zeltisi igerisinde ¢ozlindiiklerinden
bu doku iskelelerinin temas agis1 dl¢limlerinin yapilmasina gerek duyulmamistir. Sonuglar

incelendiginde, PLGA yapili matlarin hidrofob yapida oldugu goriilmektedir. P7, P8 ve P9’
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da minumum-maksimum lif ¢aplarinin artisiyla hidrofilliklerinin arttig1 belirlenmistir. P10,

P11 ve P12 numunelerinde temas agisi degerleri sirasiyla 122,00 122,50 110,60 olarak

gerceklesmistir. P12 numunesinde bir miktar iyilesme oldugu goriilmektedir. Ayni besleme

orani, farkli igne ucu-toplayict mesafesi kullanilan numuneler ( “P7 ve P10, “P8 ve P11”,

“P9 ve P12” ) birbirileriyle kiyaslandiginda igne ucu-toplayici arasindaki mesafenin

artisinin, matlarmn hidrofilligini arttirdigin1 géstermistir.

Hiicre ekimi ¢alismalarinda, mezenkimal kok hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Elde

edilen matlarin toksik etkisinin olmadig1 ve bu matlarin bazi hiicre yapistirict malzemeler

kullanilarak hiicre ¢ogalmasi i¢in uygun bir doku iskelesi haline getirilebilecegi sonucuna

varilmgtir.

Bu tezde elde edilen sonuglar sdyle 6zetlenebilir;

v

v

v

Biyobozunur sahip olan PLGA (50:50 ve 65:35) kullanilarak farkli formlarda doku

iskelesi hazirlamak mimkindiir.

Kullanilan PLGA polimerinin molekiil agirligi, kullanilan ¢6ziicli, besleme oran,
igne ucu-toplayict arasindaki mesafe, uygulanan gerilim degeri gibi parametrelerin
hazirlanan doku iskelesinin morfoloji, mekanik dayanim, hiicre canlilig1 iizerinde

onemli bir etkisi goriilmektedir.

Hazirlanan doku iskeleleri hiicre kiiltiir c¢alismalarinda toksik bir etki
gostermemektedir. Bu sonu¢ bizim ileriki c¢aligmalarimiz igin bir 151k olarak
goriilmektedir. Ancak mevcut durumda mezenkimal kok hiicrelerin  doku
iskelelerine tutunma, yapisma ve c¢ogalma davraniglari istenilen diizeyde
olmadigindan Oncelikle daha ince nanofiberler ve daha ag formunda boncuksuz
yapilarin eldesine yogunlasilacaktir. Bunun iginde sistem parametrelerinde
lyilesmeye ve karisim polimer c¢ozeltiler (kollajen/PLGA gibi) ile bu sorunlarin

asilacag diistiniilmektedir.
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