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OZET

HIBRIT NANOFIiBER MEMBRANLARININ HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE HUCRE KULTURU
UYGULAMALARI

Bu tez c¢alismasi, UV 1ginlar1 kullanilarak ¢apraz baglanmis 4-VBBA-HA (4-
Vinil benzen boronik asit Hidroksiapatit) / PVA (poli(vinilalkol)) kompozit nanofiber
doku iskelesi hazirlanmasina ve bu nanofiberlerdeki hiicre kilturii uygulamalarina
odaklanmistir. Amacimiz bu nanofiberler ile biyo uyumlu bir madde elde etmek yani
baska bir deyisle hiicrelerin biiyiiyebilecegi bir iskele, bir ortam tasarlamak olmustur.
Bu tez calismasi iki asamadan olusmaktadir. Birinci asamada, HA literatlire gore
sentezlenmis ve 4-VBBA-HA elde etmek lzere 4-Vinil benzen boronik asit ile modifiye
edilmistir. PVA ¢6zeltileri hazirlanarak farkli miktarlarda 4-VBBA-HA ilave edilmistir.
Es zamanli UV elektrospinning teknigi ile 4-VBBA-HA / PVA kompozit nanofiberler
elde edilmistir. Nanofiberlerin yap1 ve morfolojisi kizil6tesi Fourier spektroskopisi (FT-
IR) teknigi ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Nanofiberlerin
hiicre uygulamalari ile uyumlu olmasi i¢in, piiskiirtme yontemi ile kollajen ¢ozeltisi ile

muamele edilmistir.

Ikinci asama igin; sag, tily, yiin ve tirnagin baslica yapisal proteini olan keratin
secilerek nanofiber ¢ozeltisine eklenmistir. Keratin, protein yapili, ucuz ve biyo uyumlu
oldugundan, tekstil sektoriinden doku miihendisligine kadar farkli uygulama alanlari
bulmustur. Calismamizda insan sac1 kaynakli keratin, hiicre kiiltiirii uygulamalari igin
elde edilen nanofiber doku iskelelerini desteklemektedir. Benzer sekilde ayn1 anda UV
reaktif elektrospinning teknigi ile farkli miktarlarda keratin ihtiva eden 4-VBBA-HA /
PVA karisimi ile nanofiber doku iskeleleri hazirlanmistir. Nanofiberlerin yap1 ve
morfolojisi kizilotesi Fourier spektroskopisi (FT-IR) ve Taramali Elektron Mikroskobu

(SEM) ile incelenmistir.
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Hiicre kiiltiirti uygulamalari i¢in her iki hazirlanan seri de ECV 304, SAOS ve
3T3 hucreleri ile ekilmistir. MTT testi yapildi ve hiicre canlilign gozlendi. Hiicrelerin
varligi ve nanofiber membranlarin morfolojik Ozellikleri SEM ile tekrardan
incelenmistir. Kollajen serisine ait MTT c¢alismalar1 incelendiginde yapiya katilan
kollajenin hiicre ¢ogalmasi i¢in yardimci oldugunu ve en etkili hiicre biliylimesinin
SAOS hiicre tipinde oldugunu gostermistir. Keratin serisine ait MTT sonuglari
incelendiginde en uygun hiicre biiylimesinin ECV 304 hiicre tipinde oldugu

gorilmiistiir.

Haziran, 2015 Duygu YUKSEL DENiZ
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ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF HYBRID
NANOFIBER MEMBRANES AND THEIR CELL CULTURE
APPLICATIONS

This thesis focused on preparing photo-crosslinked 4-VBBA-HA (4- Vinyl
Benzene Boronic Acid- Hydroxy Apatite) / PVA (poly(vinylalcohol)) composite
nanofiber scaffold and using the membrane for cell growth applications. With these
nanofibers, our objective was to create a medium which was specifically designed to be
a biocompatible material, in other words a scaffold, in which living cells could grow.
The thesis consists of two phases. On the first phase, HA was synthesized according to
literature and modified with 4-Vinylbenzene boronic acid to obtain 4-VBBA-HA. PVA
solutions were prepared and 4-VBBA-HA was added in different amounts. By means of
the simultaneous UV electrospinning technique 4-VBBA-HA/PVA composite
nanofibers were obtained. The structure and the morphology of electrospun membranes
were investigated by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) technique and
Scanning Electron Microscopy (SEM). For nanofibers to be compatible with cell

culture they were treated with collagen solution by spraying method.

For the second phase, keratin was chosen to be added inside the nanofibers for the
reasons that it is the major structural fibrous proteins of hair, feathers, wool, and nail.
Because keratin is protein based, cheap and biocompatible, it has found applications
from tissue engineering to textile industry. Human hair as keratin supports the scaffolds
for cell culture applications in this thesis. Similarly simultaneous UV-reactive
electrospinning technique is used to fabricate nanofiber scaffolds with 4-VBBA-HA /
PVA composite containing different amounts of keratin. The structure and the
morphology of electrospun membranes were investigated by Fourier transform infrared

spectroscopy (FT-IR) and Scanning Electron Microscopy (SEM).



For the cell culture applications both series were seeded with ECV 304, SAOS
and 3T3 cells on the electrospun fibrous scaffolds. MTT assay was performed and their
cell viability was observed. For the presence of seeded cells and morphological analysis
of the nanofiber membranes SEM analysis were conducted. MTT results for collagen
containing nanofibers indicate that collagen had helped for the cells to grow and the
most efficient cell grotwh and viability oberved on SAOS type cells. MTT results for
the nanofibers that contain keratin showed that ECV 304 was the most suitable cell type

for all the nanofibers.

June, 2015 Duygu YUKSEL DENiZ



YENILIiK BEYANI

HIBRIT NANOFIiBER MEMBRANLARININ HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE HUCRE KULTURU
UYGULAMALARI

Hidroksiapatit esasli biyo- polimerlerden yapilan doku iskeleleri (scaffold) insan
dokulariyla yiiksek biyo uyumluluk gosterdigi ig¢in biyoaktif hidroksiapatit- polimer
kompozitlerine yonelik caligmalar son zamanlarda artan bir ilgi uyandirmistir. Bu
calismanin ilk asamasi olarak hidroksiapatit sentezlenerek sonrasinda, 4- Vinil benzen
boronik asit ile etkilestirilmistir. UV 1s1masina duyarli elde edilen bu fonksiyonel grup,
poli(vinilalkol) ile elektrospin edilmistir. Elde edilen nanofiber kompozit malzemeye
biyo uyumluluk katmasi i¢in kollajen ilave edildikten sonra hiicre kiiltiirii ¢caligmalari
yapilmistir. Calismanin ikinci basamaginda elektrospinning isleminden once yapiya
insan sac1 kaynakli keratin ilave edilerek doku iskeleleri hazirlanmistir. Hazirlanan bu
nanofiberlere hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 uygulanmistir. Nanofiberlerin ve hicre kiltir

caligmalariin morfolojik yapilart SEM ile incelenmistir.

Bu tez ¢alismasi ve sonuglari ile iki yayin hazirlanmis olup; ¢alismanin ilk kismi
biyomalzeme alanindaki SCI indeks kapsamindaki International Journal of Polymeric
Materials and Biomaterials, adli dergide “4-Vinylbenzene Boronic Acid—Hydroxy
Apatite/Polyvinyl Alcohol Based Nanofiber Scaffold Synthesized by UV-Activated
Reactive Electrospinning” basligi ile (D. Yuksel Deniz, M. V. Kahraman, S. Erdem
Kuruca, M. Stileymanoglu, A. Glingor) yaymlanmistir (DO
10.1080/00914037.2014.1002130). Calismanin ikinci asamasi “UV reactive
electrospinning human hair keratin / 4-Vinyl Benzene Boronic Acid— Hydroxyapatite /
Poly (Vinyl Alcohol) composite” bashig: ile (D. Yiksel Deniz, M. V. Kahraman, S.
Erdem Kuruca) Polymer Composites adli dergide, yaymnlanmistir (DOI:
10.1002/pc.23703).
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Tez c¢aligmasmin birinci bolimii 2013 yilinda “Advanced Materials World
Congress” ve daha sonra hiicre ¢alismalar1 2014 yilinda “9th International Materials
Technology Conference and Exhibition” adli kongrelerde sunulmustur. Calismanin
keratin serisi 2015 yilinda “ICAMET 2015 : 17th International Conference on
Advanced Material Engineering and Technology Dubai” kongresinde sozel olarak ve
2015 International Congress on Chemical, Biological and Environmental Sciences”

kongresinde ise poster olarak sunulmustur.

Haziran, 2015 Dog. Dr. Memet Vezir KAHRAMAN Duygu YUKSEL DENiZ
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1. GIRIS
1.1. Giris

Nano Yunanca clice anlamina gelen “nanos” sOzclgiinden tliremistir. Nanometre, bir
metrenin milyarda biri (10° m) uzunlugunu ifade eder. Nano boyutta malzemelerin
yapilabilecegi ilk defa 1959 yilinda Amerikali fizik¢i Richard Feynman tarafindan

ortaya atilmstir.

Nano dizeydeki maddeler, bilinen Ozelliklerinden farkli olarak yeni ve degisik
fonksiyonel oOzellikler gdosterdiklerinden dolayr c¢ok ¢esitli alanlarda farkhi
uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu popiiler bilim dali, malzeme bilimi, elektronik,
optik, biyoloji, tip, kimya, eczacilik, kozmetik, tekstil, uzay ve ugak sanayisi gibi bircok
alan1 kapsamakta ve nanotiipler, nanorobotlar, nanokapsiiller, gibi malzemelerin

sentezlenmesi ile ilgilenmektedir [1] .

Nanofiberlerin genis ylizey alani, esneklik, yiiksek gozeneklilik, kii¢lik gdzenek boyutu,
eksenel mukavemet gibi Ozellikleri ¢ok farklt ve genis uygulama alanlar1 bulmasina
neden olmustur. Nanofiberler, konvansiyonel liflere gore daha farkli mekanik 6zellikler

gosterir [2-4].

Nanofiberlerin tiptan tekstil alanlarina kadar ¢ok genig bir kullanim alani vardir. Bu
lifler konvansiyonel liflere gore yliksek gozenekliligi, kiiglik gbzenek boyutlari, genis
ylizey alanlart gibi 06zellikleri nedeniyle genis kullanim alania sahiptirler.
Nanofiberlerin biyomedikal alaninda kullanim buldugu yerler arasinda doku
mihendisligi, ila¢ salinim sistemleri ve yara bezleri sayilabilir. Doku miihendisligi;
hastalik, yaralanma veya dogustan gelen hatalar gibi nedenlerden dolay: zarar goren
ekstraselliiler matriksi (ECM) yenilemek ve hiicrelere destek saglamak igin “scaffold”

(doku iskelesi) uretimini kapsar [5].

Nanofiber sentezi icin; ¢ekme, kalip sentez, faz ayrimi, bikomponent yontemi ve
elektrospinning  (elektroegirme) teknikleri en ¢ok kullanilan yOntemlerdir.
Elektrospinning yontemi nanofiberlerin  Uretilmesi icin en basit yontemdir.
Elektrospinning, cogunlukla polimerlerin soliisyondan ya da eriyikten ¢ekim ile ¢aplari

birka¢ mikrometreden birka¢ nanometreye kadar degisen kesiksiz lif {iretimi i¢in ¢ok



yonlii bir metottur. Bu yontemin esasi polimer ¢dzeltisi veya yiiksek potansiyel alani
kullanilarak ¢ok kiigiik ¢apli liflerin {iretilmesine dayanir. Bu proseste ignenin ucunda
polimerin kendi yiizey gerilimi tarafindan tutulan polimer ¢6zeltisi elektriksel alana tabi

tutulur.

Elektrospinning duzenekleri farkli birgok uygulama alaninda kullanima uygun

morfolojik 6zellikleri farkli nanofiberler Uretimi igin uygun bir metottur.

Doku Miihendisligi, miithendislik ve biyolojinin metot ve prensiplerini kullanarak canli
dokularinin yerine gecgerek bu dokularin tamirinde, yenilenmesinde ve fonksiyonlarinin
saglanmasinda kullanilabilecek dokularin hazirlanmasi ile ilgilenen disiplinler arasi bir
alandir. Doku miihendisligi; canli hiicrelerin ¢esitli yollarla ¢ogaltilmasini, bunlarin
teshis, test veya tedavi amaglariyla kullanilmasini kapsar. Bunun igin hiicreler ve biyo

malzemeler gibi calisma alanlarindan destek alinir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak hiicre yapi iskelelerini olusturan
polimerler biyo uyumluluk, biyopargalanabilirlik, uygun par¢alanma orani, istenilen
sekilde proses edilebilirlik ve uygun mekanik 6zellikler gibi bazi kosullar1 saglamalidir.
Her ne kadar biyopolimerler bu gereksinimlerin bir boliimiinii karsilasalar bile istenen
tim Ozellikleri saglayabilecek yonde modifikasyon gereklidir. Bu amagla, Ulzerinde
fonksiyonel grup tasiyan diger polimerik yapilarla modifiye edilmektedir [6]. Bir doku
iskelesi; hiicrelerin ii¢ boyutlu yapisinin ve islevlerinin devamliligini saglamali ve

iletisim ve transporta olanak saglayacak altyapida olmalidir.

Hidroksiapatit (Cajo(PO4)s(OH),, toz veya tanecikli formlarda, g¢esitli kemik
onarimlarinda ve metal protezlerin biyolojik 6zelliklerini gelistirme amaciyla kaplama
olarak genis olarak kullanilan biyoaktif bir seramiktir [7]. Dogal kemik temel olarak
nano boyutta igneye benzeyen HA kristalleri ve kollajen fiberlerinden olustugu i¢in,
hidroksiapatitin polimerle modifikasyonunu igeren bir¢ok caligma yapilmistir. Bu
calismalar igerisinde medikal uygulamalarda miikemmel biyo uyumluluklart ve

biyoparcalanabilirlikleri sebebiyle biyopolimerler dikkat cekmektedir [8].
1.2. Amag

Bu calismanin amaci iki asamada Ozetlenebilir: Birinci asamada, hidroksiapatitin

sentezlenerek polimerlere baglanmas1 ve ikinci asamada hazirlanacak olan doku



iskelesinin  biyomalzeme uygulamalar1 igin kullanilabilirliginin  arastirilmasidir.
Hidroksiapatit, 4- Vinil benzen boronik asit ile etkilestirilerek akrilat fonksiyonalitesi
kazandirilacak ve daha onceden yapilmis olan literatiir ¢alismalarindan farkli olarak

sentezlenecek olan malzeme hidroksiapatite kovalent olarak baglanacaktir.

Nanofiberlerin  mekanik 6zelliklerini  gelistirmek ve hidroksiapatitin  homojen
dagilmasini saglamak amaclanmaktadir. Biyo uyumlu ve inorganik bir malzeme olan
hidroksiapatitin, 4- Vinil benzen boronik asit ile modifiye edilerek UV’ ye duyarh
fonksiyonel gruba sahip bir molekil haline getirilecektir. Malzeme, poli(vinilalkol) ile

elektrospin edilerek nanofiber yapilar elde edilecektir.

Ikinci asamada ise, elektrospinning yontemi ile elde edilen nanofiber doku iskeleleri,
doku miihendisligi ¢alismalar1 i¢in Istanbul Universitesi Fizyoloji boliimiine hiicre
ekimi yapilacak ve doku miihendisligine uygun olup olmadiklari ve canliliklar

incelenecektir.
1.3. Nanofiber Nedir?

Nano teknoloji devriminin baslamasiyla birlikte nano boyuttaki malzemelerin essiz
ozelikler gosterdigi belirlenmistir. Bu nano malzemeler arasinda nanofiberler
gosterdikleri stiin 6zellikler nedeniyle, tip alanindan ileri teknoloji tirlinlerine kadar
¢ok genis bir uygulama alaninda kullanilabilmektedirler [2, 9]. Nanofiberler basit
olarak, ¢aplar1 nanometre boyutlarinda olan fiberler olarak tanimlanabilirler. Sekil 1. 1°

de boyutsal olarak insan sa¢1 ile nanofiber ¢apinin karsilastirilmasit goriilmektedir.
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Sekil 1.1. Insan sac1 ile nanofiberlerin karsilastiriimast.

Yeni nesil bir malzeme olan nanofiberler, kii¢iik boyutlar1 sayesinde daha az yapisal
kusur tasirlar. Bu sayede oldukga iyi islevsellik ve mekanik oOzellikler gosterirler.
Nanofiber teknolojisinin sagladigi avantajlardan birisi de, kiigiilen lif ¢aplart sayesinde

agirlik ya da hacme oranla yiizey alaninin inanilmaz derecede yiikselmesidir [10].

Nanofiberlerin son iiriinlere kazandiracagi 6zellikler asagida belirtilmektedir [11]:
Insan sagindan daha ince bir yapiya sahip olmalar,

Birim kitleden elde edilebilecek yiizey alaninda artis,

Farkli caplarda, ¢ok katli olabilen, ¢ok kararli yapilar olmalari,

Daha dayanikli, daha hafif yapilar olugturmalari,

Uretimlerinde daha az malzeme kullanimu,

Daha az enerji kullanima,

Filtrelemede yuksek performans gostermeleri,

Gozenek boyutlarinda kontrol imkani1 saglamalari,

S S A

Su gecirmezlik, leke tutmazlik, kirismazlik gibi kumag performans 6zelliklerinde
yiiksek derecede artis saglamalari, nanofiberlerin son iirline kattiklar1 6zelliklerden
sadece birkacidir.

Nanofiberler; doku miihendisligi, filtrasyon, sensor yapimi, koruyucu maske ve kiyafet

yapimi, ila¢ salmimi, katalizor destegi, optik, yara kapatici, polimerik piller ve



kompozit destekleyicisi olarak bircok alanda uygulama bulmaktadir [2, 3, 4].
Nanofiberler, ¢ekme, kalip sentez, faz ayirma islemi, kendiliginden birlesme ve
elektrospinning gibi yontemlerle Uretilmektedir [3, 12, 13].

1.4. Nanofiber Uretim Yontemleri

Nanofiber tiretimi i¢in farkli teknikler mevcuttur. Bunlar ¢cekme, faz ayrimi, kalip
sentez, kendiliginden birlesme, bikomponent yontemi ve elektrospinning olarak
sayilabilir [14]. Bunlarin bir kismi1 laboratuar 6l¢eginde liretim teknikleridir, endiistriyel
uygulamalar1 yoktur; bir kismi da endiistriyel uygulamaya yoneliktir. En yeni ve en
avantajli nanofiber tiretim teknigi olarak bilinen elektrospinning teknigi ile ise hem
laboratuar  Olgeginde hem de  endustriyel  olarak  nanofiber  Uretimi

gerceklestirilebilmektedir [15].
1.4.1 Cekme Yontemi

Cekme (Drawing), yontemi ile tek ve uzun nanofiberler elde edilebilmektedir. Bu
yontemde nano veya mikro biiyiikliikteki taramali elektron mikroskobu pipetleri
polimer damlaciginin yiizey ile temas ettigi noktaya daldirilir ve hizli bir sekilde cekilir.
Bu sekilde tek bir fiber elde edilmis olacaktir. Nanofiberlerin ¢ekilmesi her bir damlacik
tizerinde bircok kez tekrarlanabilir. Polimer damlacigindan fiber c¢ekilirken ¢Ozlcu
buharlagmasi olacak ve fiber katilagsacaktir. Polimer damlacigindan fiberin ¢ekim hizi
arttikca fiber yarigapr kiigiilecektir [16]. Cekme islemi Sekil 1.2°de sematik olarak
gorulmektedir [17].
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Sekil 1.2. Cekme yonteminin sematik gosterimi [17].




1.4.2 Faz Ayirim

Faz ayirma (phase separation) metodunun ana mekanizmasi, iki ayri sivi fazin
termodinamik olarak ayrilmasidir. Fazlarin bir tanesi ¢Oziicii, digeri ise ¢oziici
uzaklastiktan sonra arda kalan polimerik yapidir [18]. Islem genel olarak bes

basamaktan olusmaktadir. Bunlar:
1- Polimerin ¢ozllmesi

2- Jellesme

3- Cozucu ekstraksiyonu

4- Sogutma

5- Sogutma-kurutmadir.

Yontem sematik olarak Sekil 1.3’te gosterilmistir.

A
Polimen céizme
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Sekil 1.3. Faz ayrim yonteminin sematik gosterimi ve elde edilen fiberlerin SEM

gorintasd [19].

Yontem zaman alict ve karmasik bir yontemdir. Kullanilan polimer tipi, ¢oziicil,

konsantrasyon, faz ayrim sicakligi, sogutma ve 1sitma basamaklari Onemli



parametrelerdir. Fiber ¢apinin kontrol edilmesi hem ¢ok zordur hem de yontem sadece

bazi polimerler ile sinirhidir [20].
1.4.3 Kalip Sentez Yontemi

Kalip sentez (template synthesis) yontemi ile nanofiberler 6zel kaliplar kullanilarak
uretilebilirler. Fiber elde edilecek polimer cozeltisi nano veya mikro buyuklikteki
gOzeneklere sahip membran {izerine aktarilir ve ¢ozelti ilizerine su ve basing
uygulanarak bu gozeneklerden ge¢mesi saglanir. Sonucta istegimiz sekilde nano ve
mikro yapilart olusturmus oluruz. Membran kalip olarak aliminyum ve silika
kullanilabilmektedir. Elde edilen fiberlerin caplar1 yaklasik 100-200 nm civarindadir
[9]. Kalip sentez yonteminin sematik gosterimi Sekil 1.4°te goriilmektedir. Gri renkli
olan aliiminyum kalibi, yesil renk re¢ineyi, mavi renk polimer nanofiberi ve pembe renk
ise silika kalibi belirtmektedir. Polimer nanofiberler bu kaliplardan, kalibin tahrip

edilmesi veya mekanik kopma ile ayrilirlar.
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Sekil 1.4. Kalip sentez yonteminin sematik gosterimi [21].

Grimm ve grubu kalip sentez yontemiyle capraz bagli poliakrilat nanofiberlerini elde
etmistir. Elde edilen nanofiberlerin ¢aplar1 120 ile 1000 nm arasinda degismektedir.

Nanofiberlerin SEM goriintiileri Sekil 1.5°te gorulmektedir.



Sekil 1.5. Kalip sentez yontemiyle elde edilmis poliakrilat nanofiberin SEM goriintiileri
[22].

1.4.4 Kendiliginden Birlesme Yontemi

Kendiliginden birlesme (self assembly) yonteminde, atomlar, molekuller nano boyutta
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, Wan der Walls kuvvetleri ve elektrostatik
reaksiyonlar yardimiyla belirli bir diizen olusturacak sekilde dizilirler. Bu yontem daha
cok peptit nanofiber yapilar1 olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Peptit yapisini olusturan
aminoasitlerin hidrofilik ve hidrofobik fonksiyonel yapilarinin birbirleri ile etkilesimleri
sonucunda bir dizen icerisinde dizilirler [23]. Sekil 1.6°da peptid molekiillerine ait

kendiliginden birlesme yapis1 goriilmektedir.



Sekil 1.6. (A): Peptit molekiiliiniin kimyasal yapist ve uzaydaki 3 boyutlu goriintiisi,
(B): Peptit molekullerinin nano boyutta kendiliginden birlesmesi (C): Peptit
nanofiberlerinin TEM goriintisu. (D): Peptit nanofiberlerinin SEM goéruntisd. [23].

1.4.5 Bikomponent Ydntemi

Bikomponent fiber, ayni fiberi olusturacak farkli iki polimerin ayni diize deliginden
akitilarak elde edilmesidir. Bikomponent fiberler temel olarak, kesit sekillerine gore ig
ice, yan yana, denizde adalar ya da dilimli pasta bikomponent fiberler olarak
siniflandirilirlar [24]. Bazi ¢ift bilesenli fiber oOrnekleri Sekil 1.7°de verilmistir.
Bunlardan denizde adalar yonteminde fiberler diizgiin ya da diizgiin dagilmamis ada
bolgelerine sahip olabilirler. Yontemde istenilen oranda karigmis iki polimerin, biri
digerinin erigi i¢inde siispanse edilir, ayn1 anda ekstiirlizyonu gergeklestirilir. Ayrica

istenirse bir bilesen 1s1 ya da ¢6ziicii ile ortamdan uzaklastirilabilir [25, 26].
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Sekil 1.7. Bikomponent lif Gretimi ile Gretilen liflerin kesit gorintileri [27].

1.4.6 Elektrospinning Yoéntemi

Elektrospinning, yukarida bahsedilen yontemler arasinda nanofiber {iretimi i¢in en
avantajli, en etkili, kolay uygulanabilen, ucuz ve hizli yontemdir. Elektrospinning
yontemi, elektrik alan kuvvetleri yardimi ile polimerlerden fiber olusumunu saglar ve

bu yontemle elde edilen fiberlerin ¢aplart nanometre boyutundadir [28, 29].
1.5. Elektrospinning Yonteminin Tarihsel Gelisimi

Elektrospinning, 1600°lii yillarda William Gilbert’in manyetizma ¢alismalarini
strdlrirken elektro-manyetizmanin sivilar {izerine etkisini gozlemlemesiyle ortaya
cikmistir. Calismasinda bir su damlasini elektriksel olarak kuru bir yiizeyden belli bir
mesafede, bir koni biciminde cekildigine isaret etmistir. iste bu olay elektro spray ve
elektro tretim isleminin bagladigi tarihi nokta olarak kabul edilir [30, 31].
Elektrospinning isleminin baslangigtan giiniimiize tarihsel gelisim siireci Sekil 1.8’de

gortlmektedir.

10
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Sekil 1.8. Elektrospinning yonteminin tarihsel gelisimi [32].

1745 yilinda Bose yapmis oldugu calismalarla sivilarin  elektro-hidrodinamik

davraniglarini tanimlamistir [33].

1882 yilinda Lord Raleigh elektriksel olarak yiiklenmis sivi damlaciklart ve bu
damlaciklarin kararliliklarini inceleyerek calismalar1 daha ileri bir asamaya getirmistir.
Rayleigh, elektriksel olarak yukli bir damlacigin yiizey geriliminin istiinde bir deger
aldiginda damlacigin  kararsiz bir hal aldigim1 ve pargalanmanin bu sekilde
gerceklestigini tahmin etmistir. Rayleigh’ in yaptig1 ¢aligmalarin sonucuna gore; sivi
damlacigimmi etkileyen iki kuvvetin bulundugunu ve bu kuvvetlerden birinin elektrik
kuvveti oldugunu ve digerinin ise elektrik kuvvetine tam zit yonde damlacig: etkileyen
yuzey gerilimi kuvveti oldugunu gostermistir. Calismalarinda elektrik kuvvetinin, ylizey
gerilimi  kuvvetini yendigi anda damlacigin ince jetlere ayrilarak piiskiirmeye

basladigin1 gostermistir [34].

1902 yilinda elektrospinning yontemine ait ilk patent alinmistir. J.F. Cooley tarafindan
selilloz nitratin aseton ya da eter igerisindeki cozeltileri kullanarak patentini aldigi

diizenek Sekil 1.9°da verilmistir.

11



Sekil 1.9. Elektrospinning yontemine alinan ilk patent [35].

1914 yilinda Zeleny elektriksel yiikiin sivilarin yiizeyleri {izerine olan etkisini
incelemistir. Zeleny, yapmis oldugu calismalar sonucunda sivi damlacik {izerine
uygulanacak olan elektriksel kuvvetin, sivinin vizkozitesi ve ylizey gerilimi ile arasinda
dogru bir orantinin oldugunu tespit etmistir. Yani sivinin vizkozitesi ve ylzey gerilimi
ne kadar fazla ise sivi damlacig: piiskiirtmek icin verilmesi gereken elektriksel giicte o
kadar fazla olacaktir [36]. Zeleny’ nin c¢alismis oldugu deney diizeneginin bir benzeri

Sekil 1.10°da goriilmektedir.

12
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Sekil 1.10. Zeleny deney diizenegi [27] .

1915 yilinda Zeleny sivi damlacigin ucunda meydana gelen deformasyonlari ve
damladan jete geg¢is durumunu fotograflarla incelemistir. Gozlemin sonucunda olusan
spreyin ¢dziicliniin yapisina, uygulanan voltaja ve borunun ucundaki sivi basincina bagli
oldugunu belirlemistir. Elektrostatik kuvvetler ile damlacigin ucunun meydana getirdigi

deformasyon sekilleri Sekil 1.11°de gortlmektedir [19].

e yud Yy

Sekil 1.11. Damlacik ucunda meydana gelen deformasyonlar [19].
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Elektro iiretim yontemiyle fiber tiretimi hakkindaki ilk patent 1934 yilinda Anton
Formhals tarafindan US Patent, 1-975-504 olarak alinmistir. Formhals elektriksel

kuvvet ile yiikklenmis polimer ¢ozeltisi damlaciklarindan suni fiberler tiretmistir [37].

Formhals almis oldugu patentte seliiloz asetat polimer c¢ozeltisinden elektro Uretim
yontemiyle fiberleri elde etmistir. Hazirlanan polimer ¢ozeltisi igerisine zit kutuplara
sahip elektrotlardan birini koymus ve diger elektrotu ise toplayiciya monte etmistir. Bu
sekilde polimer damlacigi iizerine elektriksel giic uygulandiginda polimer damlacigi
filamentler halinde toplayici {izerinde birikmistir. Islem sirasinda polimer damlacigina
verilmesi gereken gerilim ¢dzeltinin yapisina, ¢éziinmiis olan polimerin mol agirligina
ve ¢ozelti vizkozitesine baglidir. Formhals 1939 ve 1940 yillarinda almig oldugu
patentlerde de polimer ¢ozeltisinin piiskiirtiildiigii siringa ile toplayicit arasindaki

mesafenin fiber morfolojisine etkilerini incelemistir [37].

Formhals’ 1n patentindeki fiber ¢ekim yontemi sematik olarak Sekil 1.12°de

gorulmektedir.

Sekil 1.12. Formhals’in deney diizenegi [37].
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Gladding [38] gelistirmis oldugu sistemde elektro liretim yontemiyle elde ettigi fiberleri
bir konveyor toplayici iizerinde toplamistir. Bu sekilde elde edilen fiberlerin iplik gibi

sartlmasini saglamistir. Tasarladig sistemler Sekil 1.13’°te goriilmektedir.

4

Sekil 1. 13. Gladding’in tasarlamig oldugu fiber ¢ekim sistemleri [38].

1960’11 yillara gelindiginde Taylor tarafindan yapilan calismalarda, elektriksel alan
altindaki bir sivi damlacigmin elektriksel olarak yiiklenecegini ve uygulanan
elektrostatik kuvvetle, sivi damlaciginin koni formunu alacagini ve fazla yiiklerin sivi

damlacigiin ucundan disar1 dogru ¢ikacagini ortaya koymustur [39-41].

Taylor deney diizenegi Sekil 1.14’te verilmektedir. Taylor’a gore sivi damlacigi lizerine
uygulanan voltaj esik degeri gegtiginde sivi damlaci@i koni formunu almaktadir.

Taylor’un kritik voltaja ait denklemi esitlik 1.1°de verilmistir [19].
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Sekil 1.14. Taylor deney diizenegi [27].
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V2 =4- (’Z—f) (nZ-15)- (137 R-T)- (0.09) (1. 1)

Esitlik 1.1. Taylor’un kritik voltaja ait denklemi.
Esitlikte;

V= kritik voltaj

H= kapiler ve toplayict aras1 mesafe

L= R yarigapl kapilerin uzunlugu

T= s1vinin yiizey gerilimi

1971 yilinda Baumgarten, elektro-tiretim yontemiyle akrilik polimerlerden 0.001-1 um
caplarinda, siirekli bir sekilde, lifler iireten bir cihaz gelistirmistir. Yapilan bu deneyde,
lif cap1, ¢Ozelti vizkozitesi, jet uzunlugu, debi ve ortam gazi arasindaki iliskiler
incelenmistir. Baumgarten’in tasarlamis oldugu deney diizenegi Sekil 1.15°te

gorilmektedir.

1977’ de Martin, Cockshott ve Fildes elektrospinning yontemi ile elde edilmis ve tibbi

amagla kullanilabilecek lifli ag yapilarini sentezlemislerdir.

—
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Sekil 1.15. Baumgarten deney diizenegi [27].
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1986 yilnda Hayati ve Tadros caligsmalarinda elektrik alanin, kararl jetler olusturabilme
kabiliyetini incelediler. Yayinlarinda jet olusumunu belirleyen en 6nemli faktoriin
stvinin iletkenligi oldugunu ortaya koydular. Yiiksek iletkenlige sahip sivilarin, voltaj
artistyla bircok damlaya ayrilabilen jetler olustururken, yalitkan malzemelerin
yiizeylerinde yiik tasiyamamasi nedeniyle jetin meydana gelmedigini belirlediler. Yar1

iletken sivilarinsa koni seklinde kararli jetler olugturdugunu gosterdiler [42].

1995 yilina gelindiginde Reneker ve Doshi tarafindan “Elektrospinning” yontemi genis
alanda kullanilan bir yontem haline gelmistir ve bir¢ok organik polimerden
elektrospinning yontemiyle fiberler elde edilmistir. Bu yillardan sonra elektrospinning

yontemi hakkinda bir¢ok yayin yapilmis ve patent alinmistir [29, 43, 44].

1.6. Elektrospinning Yontemi

Elektrospinning yontemi i¢in gerekli deney diizenegi temelde ii¢ kisitmdan olusur:
1. Yiksek voltaj giic kaynagi

2. Besleme Unitesi

3. Toplama Unitesi

Polimer ¢6zeltisi kilcal incelikte bir borudan beslenir ve yiiksek voltaj giic kaynag ile
yiiksek degerlerde voltaj uygulanir. Bdylece ignenin ucunda asili kalan c¢ozelti
damlacigi elektrik yiiklenmis olur. Uygulanmakta olan voltaj arttik¢a polimer Taylor
konisi adi verilen formu alir. Voltaj degeri kritik seviyeye ulastiginda damlaciktaki
yuklerin itme kuvvetleri, ylzey gerilimini yener ve bdylelikle Taylor konisinin ucundan
ince bir jet olusur ve jet yilizeyindeki ayni elektriksel yiiklerin birbirini itmesi ilkesinden
hareketle uzayip incelerek toplayiciya ilerler. Bu ilerleme spiral bir sekildedir. Yol
boyunca ¢ozelti igerisindeki ¢oziicli buharlasir ve toplayicida nano boyutta ¢aplara sahip
polimerik fiber olusur. Olusan bu nanofiberler toplayict {lizerinde rastgele

konumlanmustir. Sekil 1.16°da tipik bir elektrospinning diizenegi goriilmektedir.
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Sekil 1.16. Elektospinning diizenegi [45].

Elektrospinning yontemi sirasindaki asamalar sirasiyla; damlacik olusumu, Taylor
konisi olusumu, elektrospin jetinin olusumu, kararli bélgede jetin uzamasi, kararsiz

bolgenin olusumu ve fiber formunda katilagsma olarak siralanabilir [12].
1.6.1 Damlacik Olusumu

Bu asamada eriyik ya da ¢ozelti formundaki sivi polimer, bir igne, diize veya kilcal boru
ucundan ¢ok diistik hizlarda (6rnegin 0.5 ml/sa) cekim bodlgesine beslenir. Burada
elektrik akim1 uygulanmadig takdirde olusan damlaciga iki kuvvet etki eder. Bunlardan
biri sivinin ylizey gerilimi (Y') ve yer ¢ekimi (Fg) kuvvetidir. Damlacigin yarigapi ro ve

kilcal borunun i¢ yarigapi R ise

1/3

_(3.R.y>
= \2 g

Esitlik 1.2. Damlacik olusum denklemi.

(1. 2)
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denklemi elde edilir. Burada, p, stvinin yogunlugu ve g, yer ¢ekimi ivmesidir. Sivi
polimer belirli bir elektrik iletkenligine sahipken, ¢ozeltiye yeteri kadar yiiksek voltaj
uygulandiginda elektrik kuvveti (Fg), yer ¢ekimi kuvveti (Fg) ile birlikte kilcal yiizey
kuvvetlerine kars1 etki eder ve kilcal boru ucundaki siirdiiriilebilir damlacik yarigap1 r’

ye diiser. (r <o) [46].
1.6.2 Taylor Konisi Olusumu

Kilcal boru ucunda asili duran ¢6zelti damlacigi, yiizey gerilimi kuvvetlerinin etkisi ile
kritik bir voltaj degerine kadar kiiresel bir formda bulunur. Uygulanan voltaj kritik
degere ulagtiginda, elektrostatik kuvvetler yilizey gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Bu anda
polimer damlasi sekil degistirerek koni bi¢imini alir. Bu koniye Taylor konisi adi
verilir. Polimer damlasinin artan voltajin etkisi ile yar1 kiiresel damladan (a) Taylor
konisine gegisi (b,c), Taylor konisindeki sekli (d) ve Taylor konisinden jet halinde ¢ikisi
Sekil 1.17°de verilmistir [44, 48, 49].

RASTGELE

HALDE
NANOFIBER

)
X 1N

TAYLOR YUKLU JET
KONIsi

POLIMER COZELTIST AKISI

Sekil 1.17. Taylor konisi [49].
1.6.3 Jet Olusumu

Taylor konisi olusumunu takiben voltajdaki ufak bir artis, polimer damlasi koni

ucundan jet halinde fiskirir.

19



1.6.3.1 Kararh Bolgede Jetin Uzamasi

Polimer c¢ozeltisine uygulanan voltaj, kritik voltaj degerini (V) gectigi anda jet
baslangic1t gergeklesir. Olusan polimer jetinin ylizeyindeki yliklerin coloumb itme
kuvvetleri, jeti toplayiciya dogru uzatan eksenel bir bilesene sahiptir. Yapilan akiskan
hiz1 6l¢timleri gostermistir ki, Taylor konisinden uzaklastikca jet hiz1 ve jet varyansi da
artis gostermektedir. Bunun sonucu olarak jet capi, jetteki uzama ve ¢Oziiciiniin
buharlasmaya baslamasina bagl olarak hizla diismektedir. Jetin incelmesi jetin birim

alandaki ylizey yiikii azalirken birim kiitledeki yiizey alan1 artmaktadir [15].
1.6.3.2 Kararsiz Bolgenin Olusmasi1 (Whipping Kararsizhgr)

Bir miktar mesafe sonrasi koniden firlayan jet toplayiciya dogru, jetin igindeki
yuklerden kaynaklanan itici elektrostatik kuvvetlere bagli olarak bazi biikiilme
kararsizliklariyla hizla uzamaya devam eder. Daha sonra biikiilme kararsizligindan
dolay1, jet birgok baska jetlere ayrilabilmektedir. Jetin ayni1 anda uzamasi nedeni ile
fiber capmin azalmasi ve ¢Oziiclinlin buharlagmasi ile de yilizey alaninin artisi
gerceklesir. Eksen simetrik olmayan ya da whipping kararsizlig olarak bilinen durumun
jet ¢apini azalttig1 gosterilmistir [19].

1.6.3.3 Fiber Formunda Katilasma

Polimer jeti kararsiz bolgede ilerlerken jet alaninin artmasiyla kiitle miktar: da artmakta
ve ¢ozeltideki ¢oziicli buharlasmaktadir. Jetin kararsizlik bolgesinden gectigi siire¢ ayn
zamanda ¢Ozliciinlin buharlasma hiz1 ile kontrol edilir. Yiiksek buharlasma hizinda bir
¢oziicii kullanildi@inda jetin uzama viskozitesi, deformasyonu saglamak icin fazla
yiiksek kalacak, whipping kararsizlig1 kisa siirecek ve buna bagli olarak daha kalin
nanofiberler elde edilecektir. Kullanilan ¢6ziicliniin ucuculugu, fiber c¢apini kontrol

etmede 6nemli rol oynar. Uygun bir ¢6ziclnln secimi, uygun proses parametrelerinde

ultra ince nanofiberlerin elde edilmesini saglar [12].
1.6.4 Elektrospin Yontemine Etki Eden Faktorler

Elektrospinning yontemi ile c¢ozeltiden veya eriyikten nanofiber (retimine bircok

degisken etki etmektedir. Bunlar prensip olarak {i¢ ana baslikta toplanabilir [15, 50]:
1. Polimer ¢ozeltisinden kaynaklanan parametreler

I. Molekiiler agirlik ve viskozite
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i Yuzey gerilimi
ii. Dielektrik etki
iv. Cozeltinin iletkenligi
V. Coziicl uguculugu
2. Islem parametreleri
I. Uygulanan voltaj
ii. Cozeltinin akis hizi
iii. Igne- toplayici aras1 mesafe
Iv. Toplayicinin etkisi
V. Siringa ¢ap1
3. Cevresel parametreler
I. Sicaklik
I Nem
ii. Basing
iv. Atmosfer cinsi
1.6.5 Elektrospinning Yonteminin Avantajlari
Y ontemin avantajlari kisaca su sekilde siralanabilir [15]:
1. Yatirim ve isletme maliyeti bakimindan ucuz bir yontemdir
2. Yuksek tretim hizina sahiptir
3. Fiber capr ve fiber 6zellikleri kontrol edilebilir
4. Uriinler yiiksek yiizey alanima ve yiiksek gézeneklilige sahiptir
5. Cok cesitli polimere uygulanabilir
6. Uriinlerin filtreleme etkinligi yiiksektir
7. Fiberler yiliksek uzunluk / ¢cap oranina sahiptir

8. Cok cesitli modifikasyonlara elverislidir.
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Bu avantajlarin yani sira elektrospinning yontemi i¢in bazi olumsuzluklar da mevcuttur.
Organik c¢oziiciilerin sebep oldugu toksitite ve ag yapisinin mekanik giici bu

olumsuzluklara 6rnek olarak verilebilir.
1.7. Doku Miihendisligi

Doku miihendisliginde temel prensip, hastadan veya bagka bir vericiden alinan
hiicrelerin “biyo uyumlu / biyo bozunur” polimerik bir doku iskelesi (scaffold) lizerinde
uygun htcre/doku kultlr ortaminda gelistirilip ti¢ boyutlu dokularin viicuttaki dogal ve
en yakin formda iiretilmesi, bu dokularin hasarli dokular1 onarmak i¢in kullanilmasidir
[51]. Doku miihendisligi “Biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiilerini tek baglarina
veya birlikte kullanarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi i¢in biyoloji,

kimya ve miihendislik ilkelerinin uygulanmas1” olarak tanimlanmaktadir [52, 53].

Doku miihendisligi hasar gormiis veya deformasyona ugramis doku ve organlarin
yenilenmesini hedefleyen multidisipliner bir alan olup, doku miihendisligindeki
yaklagimlart baslica dort grupta toplanabilir. Bunlardan birincisi biyomateryallerden
hazirlanan doku iskelelerinin uygulanmasidir. Bu iskeleler yapay hiicresel ortam
yaratmaktadir. Diger bir yaklasim doku iskelesine gerek olmadan yapay doku ve organ
olusturmak igin canli hiicrelerin kullammina dayanmaktadir. Ugiincii yaklasim ise
hiicresel biliylime, ¢ogalma ve farklilagsmay1 saglayan doku iskelelerinin ve biyosinyal
molekiillerinin kullanimidir. Dordiincii yaklasim, yapay ve hiicresel ortam arasindaki
farkliliklar1 en aza indirgemek icin doku iskelesini, biyosinyal molekiillerini ve canli

hiicrelerin {i¢iiniin bir arada kullanimini hedefler [54].
1.7.1 Doku Iskelesi

Doku iskelesi, ii¢ boyutlu bir yap1 olusturarak elde edilecek hedef dokunun formunu
belirler ve hiicrelere fiziksel destek olusturarak, hiicrelere tutunarak fonksiyon gérmeleri
icin uygun bir ortam saglar. Doku miihendisligi uygulamalarinda; hedef dokunun
olusturulmasi i¢in kullanilan hiicrelerin, biiytime ve farklilasma faktorlerinin etkinlikleri
biiylik oranda i¢inde bulunduklari doku iskelesinin 06zelliklerine baghdir. Doku
iskeleleri ayn1 zamanda; biiyiime faktorleri, su, sitokinler ve besinler i¢in rezervuar
olusturur [55,56]. Doku iskelesi olarak kullanilacak biyomateryal, doku ile uyumlu
olmali, uygun gozenek yapisina, g6zenek boyutuna, uygun mekanik o6zelliklere ve

biyoparcalanabilirlige sahip olmalidir [58, 59].

22



Doku iskelesi; hiicrenin gogiine, bliylimesine ve farklilagmasina altyap1 saglamasinin
yant sira, olusturulacak dokunun olgunlasmasi ve saglikli kalmasi gerekliliklerini de
karsilamalidir. Tiim bu kavramlar ¢ok zor ve karmasiktir; ¢linkii mekanik ozellikler,
yiizey Ozellikleri, biyobozunum iiriinleri ve tiim bunlarin zamana bagli in vitro ve in
vivo farkliliklart gibi faktorleri de g6z oniinde bulundurma zorunlulugu vardir [59, 60].
Doku iskeleleri; sadece biyokimyasal degil, ayn1 zamanda belli kimyasal ve fiziksel
gereklilikleri de karsilamalidir. Herhangi bir doku iskelesi; hasarli dokunun, birebir
Ozelliklerine sahip olamasa da, mekanik fonksiyonlarini yerine getirecek saglamlik ve
sertlige sahip olmalidir. Ornegin, deriye yonelik hasarda kullanilacak bir doku iskelesi,
yara kontraksiyon kuvvetleri karsisinda saglam kalabilmelidir. Kemik doku
miihendisliginde kullanilacak bir fiksasyon sistemine ait bir doku iskelesinin, asil doku
olgunlagana kadar olusacak yiikk bindirici kuvvetlere dayanma zorunlulugu

bulunmaktadir [61].

Uc boyutlu doku iskelesi; in vitro ya da in vivo hiicre biiyiimesi siirecinde, biyomekanik
yapisini devam ettirebilmeli ve implantasyon bolgesinde yeniden damarlanmaya zemin
hazirlamalidir. Hiicre yapismasi, hiicre gocii ve tiim dokunun gelisim ve yapilanmasin
karsilayabilecek altyapiya sahip olmalidir. Bu nedenle, doku iskelesinin hangi doku igin
kullanilmast planlaniyorsa o dokuya ait mekanik ve fizikokimyasal ozelliklerin g6z
oniinde bulundurulmasi gerekir. Kisiye 6zel planlanan doku iskelelerinde tim bu
ozelliklerin yani sira boyut ve sekil 6n plana ¢ikabilir [61]. Klinik uygulama ve
ticarilesme noktasinda; yeniden tretilebilirlik, yiiksek kalite, tiretim maliyeti ve hiz1 gibi
bilesenler de isin i¢ine girmektedirler. Belli bir dokuyu hedeflese bile, ideal bir doku
iskelesinin sahip olmasi1 gereken ozellikleri tam olarak tanimlamak g¢ok giictiir. Bu
cerceveden bakildiginda da doku miihendisligindeki doku iskelesi uygulamalarinin
heniiz emekleme asamasinda oldugunu sdylemek ve iizerinde daha bir¢cok calisma

yapilmas1 gerekliligini vurgulamak ¢ok yanlis olmaz.

Doku mihendisligi biyomedikal ve miihendislik bilimlerinin canli hiicreler veya doku
olusumunda kullanilan hiicrelerin ara yiizlerini tamimlar. En ¢ok kullanilan yontemde
hiicreler sentetik olarak elde edilen polimer yap1 ve kollajen gibi dogal materyalden
olusan bir iskele zerine ekilir ve dokunun in vitro ortamda olusumu beklenir. Daha
sonra uygun anatomik yere protez olarak yerlestirilir. Bu durumda kullanilan doku

iskeleleri genellikle gbzenekli bir yapiya sahiptir [28].
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Doku iskelesinde dikkat edilmesi gereken ilk kavram gozeneklilik yapisidir. Gozenek
boyutu ve gozeneklilik derecesi Onemli doku iskelesi parametreleridir.
Makrogozenekler (6rnegin 50 um tizerindekiler), hiicre yapismasinin artmasi ve canlilik
gibi doku islevlerinin gelistirilmesi i¢in planlanan doku iskelelerinde tercih edilirler
[62]. Ornegin boyut olarak 300 pm iizerindeki gozeneklilik, dokunun damarlanmasi ile
iligkili olarak daha ¢ok kemik doku miihendisliginde istenen bir durumdur. Mikro
gozenekler (50 pum ve altindakiler) ise; memeli hiicrelerinin 10-20 pum oldugu
diisiiniiliirse, hiicre islevlerinin 1iyilestirilmesini hedefleyen doku miihendisligi
uygulamalarinda tercih edilirler. Gozeneklilik ve doku iskelesinin mekanik 6zellikleri
arasinda yakin bir iliski s6z konusudur. Yiiksek miktardaki gozeneklilik (6rnegin
%90°nin  lizerinde), hiicre infiltrasyonu ve ekstraseliiler matriks olusumunu
destekleyecek bicimde daha fazla toplam gbdzenek hacmi sunarken, mekanik
dayaniklilikta azalma gibi bir sorun ortaya ¢ikarabilir. Gozenekler arasi baglanti ¢ok
onemli bir faktordir ve doku iskelesinin tasariminda mutlaka g6z Oniinde
bulundurulmalidir [56, 63]. Doku iskelesinde elde edilen gozenekli yapilar, hiicre

biiylimesinde ve hiicre canliligin1 korumasina yardimci olmaktadir [64, 65, 66].

Doku miihendisliginin gelisimi insanlarin diizgiin c¢alismayan hiicrelerinin veya
organlariin yerine fonksiyonel 6zellikte malzemelerin gelistirilmesine baglidir [54].
Doku iskelesi iki gruba ayrilabilir: dogal olarak bulunan malzemelerden elde edilen
dogal matrisler ve poliglikolik asit gibi sentetik yollarla elde edilen polimer temelli
matrisler [67]. Birgok calismada doku iskelesi olarak biyomalzemeler kullanilmis ve
gozenekli yapilar elde edilerek bunlarin {izerine hiicre ekimi yapilmistir. Farkl
fonksiyonellikteki doku iskelesi tasarimlarinin eldesi i¢in ideal 6zellikler asagidaki

sekilde 6zetlenebilir [68]:
e Dokunun anatomik seklini ve hacmini saglamalidir,
e Biyo uyumlu olmalidir,
e Doku iskelesinin kendisi ve degradasyon tiriinleri toksik olmamalidir,

e Biyoparcalanir bir polimerden hazirlanmalidir ¢iinkii eger degradasyon hiicre
cogalmasindan daha hizli olursa, iskele doku olusumundan 6nce pargalanabilir;
eger doku iskelesinin degradasyonu hiicre ¢ogalmasindan daha yavas olursa,

hiicre 6liimii gerceklesebilir.
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e Hiicreye tutunma ve farklilagsma i¢in uygun yiizey 6zelliklerine sahip olmalidir,

e Yiizey alanim arttirmak i¢in gézenekli olmalidir, doku iskelesindeki gozenekler
hiicre gociine olanak vermek i¢in ve gaz, besin ve metabolik atiklarin diflizyonu

icin birbirleriyle baglantili olmalidir, aksi takdirde hiicre 6limii gozlemlenebilir.

Polimerler, dogal polimerler ve sentetik seramikler doku iskelesi amaciyla
kullanilmaktadir. Hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat ve benzeri materyaller seramikler
grubunda yer alir. Kirillgan yapilar1 ve fiziksel 6zelliklerinin zayif olmasi nedeniyle
doku miihendisliginde kullanimi yaygin degildir. Ayrica biyoparcalanir siirelerinin
ongorillemez olmasi da sorun yaratmaktadir. Hizla yikima ugramalari nedeniyle
mekanik Ozellikleri zayiflayabilir ve ortama salinan kalsiyum ve fosfora bagli olarak

hlcreler Gzerinde toksik etki yaratabilirler [69].

Sinirsiz kaynak, kolay fabrikasyon yontemleri ve istenilen boyut ve sekilde iiretim
sentetik polimerlerin 6nemli avantajlaridir. Polikaprolakton [70, 71] poli laktik-ko-
glikolik asit [72, 73], poli etilen glikol [74] , poli(vinilalkol) [75], politiretan [76] doku
miihendisligi caligmalarinda tercih edilen sentetik polimerlerdir. Dogal polimerler
yiksek biyo uyumluluklari nedeniyle doku iskelesi olarak sikga tercih edilmektedir. En

cok kullanilanlar arasinda alginat [77], jelatin [78] ve kitosan [79, 80] verilebilir.

Doku iskeleleri olusturularak gerceklestirilen calismalar incelendiginde, yillar
ilerledikg¢e hizli bir artis gosterdigi goriilmustiir. Sekil 1. 18’de doku iskelelerinin yillar

icerisindeki islevselliginin gelisimi gorilmektedir.

3. Jenerasyon ( ~ 2000>)
Hedef: Fonksiyonel dokunun yenilenmesi
Biyo interaktiflik, butlnlestiricilik, absorblayicilik; molekiler seviyede
hticre tepkisinin uyariimasi ( 6rnegin Greme, tiireviesme, ECM Uretimi ve organizasyonu)

2. Jenerasyon (1980>)
Hedef: Biyo aktivite

Absorblayici biyo materyaller; fizyolojik cevre
ile kontrol edilen reaksiyonlar (6rnegin kemik
kaynamasi, ilag salinimi)

1. Jenerasyon (1950>)
Hedef: Biyo inertlik
Minimal etkilesim/reaksiyon

Sekil 1.18. Yillara gore doku iskelesi islevselliginin gelisimi.
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Doku iskeleleri ile yapilan caligmalarin yillara gore artig grafigi Sekil 1. 19°da
goriilmektedir. Li ve arkadaslart poli etilenglikol iceren hidrojelleri sentezlemis ve
hiicre canliliklarini aragtirmiglardir. SEM goriintiileri incelendiginde doku iskelelerinin
gbzenekli bir yapida oldugunu ve biyobozunur 6zelligini korudugunu bildirmislerdir
[62]. Song ve arkadaslar1 aluminyum oksidin goézenek boyutunu degistirerek hiicre
canliligimma etkisini incelemislerdir. Bu c¢alisma sonucunda hiicrelerin ¢ogalmasinin,
nano gozeneklerin biliyiimesi ile orantili oldugunu bildirmislerdir [81]. Polimer
kompozit kullanarak elde edilen doku iskelelerine bir baska 6rnek; poli kaprolakton
homopolimeri ve poli (kaprolakton-ko-etilenoksit) kopolimerinin ¢oziicli uzaklastirma
yontemi ile elde edilmesi verilebilir. Bu ¢alismada elde edilen doku iskelesine MC-63
tipi hiicre ekilerek, hiicre canliliklar1 incelenmistir. Enzim par¢alanmasini kontrol altina
alarak, ylizey morfolojisini kontrol altina alan Zhang ve arkadaslar1 kopolimer tizerinde

hiicre biiylimesinin daha fazla oldugunu gostermislerdir [82].

2014 5122
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Sekil 1.19. Yillara gore doku iskelesi ¢alisma sayisi grafigi.
1.7.2 Doku iskelesi Hazirlama Teknikleri

Doku miihendisligi ¢alismalarinda, doku iskelesi tasarimi ve tiretimi ¢ok O6nemli bir

basamaktir. Cilinkii doku iskelelerinin sahip olmasi gereken uygun gozeneklilik, yeterli
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mekanik dayanim gibi pek cok fiziksel 6zellik biyomalzemenin isleme yontemine gore
farklilik gostermektedir. Ayrica hasara 6zgii geometriye sahip doku iskelelerinin
hazirlanmas1 da hem secilen biyomalzemenin uygunluguna, hem de tercih edilen

fabrikasyon yonteminin teknolojik altyapisina ve basarisina baglidir.

Doku iskelesi hazirlamada kullanilan birgok teknik mevcuttur. Geleneksel yontemler
arasinda; tekstil teknolojileri, fiber baglama, eriyik tabanli teknolojiler, ekstriizyon,
¢Oziicii uzaklastirma, gaz kopiiklendirme, faz ayrimi ve elektrospinning mevcuttur. Tiim
bu tekniklerin kendilerine ©6zel avantaj ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Coziici
uzaklastirma/parcacik Oziitleme yontemi, siklikla kullanilan ve birgok bilimsel
arastirmada denenmis bir tekniktir. Ozellikle kemik ve kikirdak doku miihendisligi
uygulamalarinda iyi sonuglar elde edilen bir tekniktir. Bu metod ilk kez Mikos ve
arkadaslar1 tarafindan 1994’te tanimlanmistir ve bir polimer ¢oOzeltisi igerisinde
mineraller (sodyum klorid, sodyum tartarat ve sodyum sitrat gibi) ya da organik
(sakkaroz gibi) pargaciklarinin dagilmasi prensibine dayanmaktadir [83]. Bu ydntem
ozellikle, poli (L-laktik asit) ya da poli (laktit-koglikolid) doku iskelelerinde
kullanilmaktadir. Bu yontemin avantajlarinin yani sira dezavatajlari da bulunmaktadir.
Toksik ¢oziiciilerin kullanilmasi, sadece ince doku iskelelerinin olusturulabilmesi ve
mekanik 6zelliklerinin kontrolsiizce bozulabilmesi bu yontemin dezavantajlari arasinda
sayilabilir [84, 85].

Faz ayirma, c¢Ozilicli uzaklastirma teknigine yakin bir yontemdir. Bu ydntemde;
¢Oziiclinlin uzaklastirilmasi yerine, ¢oziicli film suya konur ve bir sonraki faz degisimi
asamas1 polimerin ¢okelmesine neden olur. Coziicii uzaklastirmanin kullanildig1 ana
metodla karsilastirildiginda, kristal depolanmasinin 6nlendigi ve bu nedenle daha kalin
doku iskelelerinin {iretiminin olanakli hale geldigi dikkat g¢eker. Teknik agidan
bakildiginda, faz degisimi kullanildiginda, trabekiiler kemige cok benzeyen yapida ve
gozenekler aras1 baglantilarin ¢ok giliclii oldugu bir doku iskelesi iiretiminin olanakl
hale geldigi gozlenmektedir [86]. Deneysel biyolojik ¢alismalar temel alindiginda, bu
teknikle Uretilen doku iskelelerinin, osteoblast ve benzeri hicrelerin buyumesini

destekledigi, dolayisiyla kemik matriks olusumunu hizlandirdig1 goriilmektedir [87].

Erime tabanli teknolojiler, siklikla gbzenekli doku iskelelerine gereksinim

duyuldugunda tercih edilirler. Eriyik kaliplama/ pargacik oOziitleme, bu teknikler
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icerisinde en ¢ok kullanilanidir. Bu teknikle bir polimer, gbzenek olusturucu bir madde
ile karigtirtlip uygun bir kalip icerisine konur [88]. Daha sonra bu kalip belli bir
dereceye kadar isitilir; olusan kompozit malzeme, igerisindeki gozenek olusturucu
maddenin ¢odziinmesi amaciyla, segici bir ¢oziicii igerisine konur. Bu teknik, yiiksek
gozeneklilige sahip ve istenen sekilde doku iskelesi olusturulmasina olanak sagladigi
icin oldukca ilgi gekmektedir. Bu teknikle, gozenek biiyiikligi ve miktarin1 da

ayarlamak miimkiin olmaktadir [89].

Gaz kopiirtme yontemi, yliksek basingli CO; uygulamasini takiben, polimer disklerinde
CO; ¢okelmesi prensibine dayanmaktadir [90]. Bu yOntemin avantaji, yiiksek
g6zeneklilik derecesine ve ayni zamanda boyutu 100 um’ ye ulasabilen gozeneklere
sahip doku iskeleleri iiretebilmektir. Ancak mekanik dayaniklilifin diisiik olmasi ve
gbzeneklerin yapisal 6zelliklerinin kontrol edilememesi bu teknigin dezavantaji olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [91].

Istyla faz ayriminin saglandigi diger bir metod, dondurarak kurutma olup, daha 6nceden
kaliba konmus homojen polimer ¢dOzeltisinin 1sismnin  diisiiriilmesi  yoluyla
gerceklestirilir. Faz ayristirict sistem dengelendikten sonra, ¢dziiciiden zengin faz
uzaklagtirilir ve geriye polimerik kopiik kalir. Bu teknikle dogal ve sentetik polimerler
iceren doku iskeleleri sentezlemek miimkiin olmaktadir [92]. Elde edilen doku
iskelelerinin zayif mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok tercih edilen bir

yontem degildir.

Fiber O6rme / baglama teknigi, fiber benzeri polimerik yapilarin varliginda
uygulanabilirler. Bu islemde farkli fiberler, {i¢ boyutlu doku iskelesinin igerisine, farkl
boyutta gozenekler olusturacak sekilde yerlestirilirler. Degisik boyutlarda fiberler
kullanarak ve degisik sekillerde birlestirerek, doku iskelesi yapisinda Onemli
degisiklikler olusturmak miimkiin hale gelmektedir. Gézenek biiyiikliigiiniin ¢ok fazla
olmas1 sonucunda besleyici maddelerin kaybinin yani sira, istenen oranda gozeneklilik
ve gbzenek boyutunun elde edilmesindeki teknik engeller, bu yontemin dezavantaji
olarak karsimiza cikmaktadir [93, 94]. Ayrica doku iskelesi gozenekleri igerisinde
¢oziicii kalintilarinin kalabilmesi ve bu kalintilarin hiicrelere zarar verebilme olasiligt da

istenmeyen bir baska 6zellik olarak karsimiza ¢ikabilmektedir [95].
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Diger tekniklerle karsilastirildiginda elektrospinning, iiretim ve yapim agsamalarinda ¢cok
yonlii, iistlin ve daha karmagsik yapilarin eldesinde kullanigli bir yontemdir [96].
Elektrospinning teknigi ile gergeklestirilen calismalarda fiber yonlenmesi ve boyutunun
elde edilen doku iskelesinin morfolojisini, canlilik oranini etkiledigi bilinmektedir [83,
97]. Elektrospinning yontemi ile kullanilmakta olan polimerlerin yani sira kollajen,
jelatin, ipek fibrin, Kitosan, hiyaliironik asit ve seliiloz gibi bircok dogal polimer de
mevcuttur [97-103]. Capraz baglanmis nanofiberler hiicre ¢alismalar1 i¢in gézenekleri

dokular1 sebebi ile elverisli olmaktadir [97].
1.8. Hidroksiapatit (HA)

Hidroksiapatit toz seklinde ya da tanecikli formlarda, kemik tedavilerinde ve cesitli
metalik protezlerde, malzemenin biyolojik Ozelliklerini gelistirmek {izere kaplama
olarak yaygin kullanima sahip biyoaktif bir seramiktir. Fizyolojik akiskana ait pH,
sicaklik ve ayni1 zamanda termodinamik olarak en kararli kalsiyum fosfat bilesigidir.
Kemik dokusunun inorganik yapisinm1 olusturmakta olan kalsiyum fosfat esash
hidroksiapatit, tip ve disgilikte kullanilan bir biyoseramik olup, biyo uyumlulugu nedeni
ile yapay kemik olarak farkli protezlerin yapiminda, ¢atlak ve kirik kemiklerin

onariminda ve ayrica metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda kullanilmaktadir.

Caio(OH)2(PO4)s genel formilune sahip hidroksiapatit; hekzagonal rombik kafes
yapisinda olup, birim hiicre boyutlari, a=b= 9.432 °A ve ¢=6.881 °A’ dur. Bilesimi
bakimindan ele alindiginda hidroksiapatitteki agirlik¢a kalsiyum ve fosfor yiizdeleri
sirastyla 39.84 ve 18.52°dir. Hidroksiapatite ait molekiil yapisi Sekil 1.20°de verilmistir.

Sekil 1.20. Hidroksiapatit molekiil yapisi
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Hidroksiapatit en iyi mukavemete, ¢dziinme direncine ve kristallige (Ca / P) molar orant
1.67 iken ulasmaktadir. Ideal kalsiyum / fosfor oran1 10 / 6 ve hesaplanan yogunlugu
3.216 g / cm® tiir. Hidroksiapatitin sulu ortamlarda 4.2- 8.0 pH araliginda kararh
kaldig1 bilinmektedir ve bu durum, pH degeri temasta bulundugu dokulara gore
degisebilen viicut sivilari i¢in dayanikli bir kalsiyum fosfat minerali olduguna isaret
etmektedir. [104, 105]. Polimerler ile hidroksiapatitin arasindaki yapismanin fiziksel
etkilesimlerle oldugu bilinmektedir. Hidroksiapatitin doku iskelesinde tercih
edilmesinin bir sebebi de, yizey geriliminin poli (laktikasit), poli (laktikglikolikasit)
gibi polimerler varliginda azalmis oldugunun bulunmasidir [106]. Tablo 1. 1° de

Hidroksiapatite ait bazi mekanik ve fiziksel 6zellikler verilmistir.

Tablo 1.1. Hidroksiapatite ait fiziksel ve mekanik ¢zellikler. [104, 105]

Elastisite modulu GPa 4.0-117
Young modulu GPa 80-110
Baski mukavemeti MPa 294
Egilme mukavemeti MPa 147
Sertlik Vickers, Gpa 3.43
Poisson orant 0.27
Yogunluk (teorik) g / cm?® 3.16
Sertlik HV 600
Erime noktas1 °C 1614

Isil iletkenlik W/cmK 0.013

Hidroksiapatit, kemik mineraline en yakin sentetik malzeme olarak bilinmektedir [107].
HA, yumusak dokularla olan miikemmel biyo uyumlulugu, tahris etmeyen yapida
olmasi [108] ve yukarida bahsedilen ozellikler sebebi ile birgok kullanim alani
bulmustur. Bunlar arasinda, protezler, metal implantlar, ortopedik ve dental gibi
biyomedikal uygulamalari [109- 112] bulunan HA; bu alanlarin yani sira ilag salinimi,
yapisina polimer katilimi ile kompozit olarak ve membran yapiminda da uygulama alani
bulmustur [107, 113-116]. Ayrica HA sahip oldugu katyon degisimi ve adsorbsiyon

0zelligi sayesinde heterojen katalizor olarak da kullanilabilmektedir [117].
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1.8.1 Hidroksiapatitin Biyo Uyumlulugu

Hidroksiapatitin en 6nemli ozellikleri arasinda miikemmel biyolojik uyumlulugu ve
yavas biyobozunurlugu vardir. Hidroksiapatit, sert dokularla direkt kimyasal baglar
kurabilir. Hidroksiapatit partikiillerinin ya da gozenekli bloklarin kemige
yerlestirilmesinde; yeni doku, 4-8 haftada sekillenir [118]. HA gozenekli yapisi;
hicrelerin ve gozeneklerin igine dogru biiylimesinden dolayi, dokularin implanta niifuz
etmesini saglar. Ayrica hidroksiapatitin lokal biuyume faktorlerine, 6zellikle kemik
proteinlerine kars1 kuvvetli kimyasal baglanma egilimi oldugu saptanmistir. HA non-
toksik ozelliklere sahip olmasi nedeniyle meydana gelebilecek viicut reaksiyonlari da
minimumdur [119]. Hidroksiapatitler kemigin mineral fazindaki seramik halidir.
Kalsiyumfosfat reaksiyonu sonucu (CaHPO4 veya Cas(PO4),0 vb.) elde edilen bir yap1
tlriddr. Hidroksiapatit kemik dokusundaki iyilesme ig¢in en ¢ok kullanilan materyal
olma o6zelligine sahiptir. Kolaylikla toz halinde getirilebilmektedir. Levitt ve arkadaglar
1969 yilinda yaptiklart ¢alismada hidroksiapatiti toz halde sicak baskidan gegirerek
biyolojik deneyler igin uygun kaliplara sokmuslardir. Bu yontem ile hidroksiapatit
yayginca biyolojik kaynakli c¢alismalarda kullanilmistir. Hidroksiapatit esash
biyoseramikler yaklagik 40 senedir tip ve disgilik alaninda kullanilmaktadir. Klinik
uygulamalar  arasinda dis implantlari, periyodik uygulamalar, ortopedi,
otorinolarengoloji bulunmaktadir [28]. Hidroksiapatitin biyoaktif ve osseoconductive
yani kemik olusturucu hiicreler ile yiizeyde kemik biiyiimesine elverisli oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir [120]. Kulak implant1 veya metal implantlarda iist kaplama
gibi farkli klinik uygulamalar1 da bulunan hidroksiapatit polimer matriksi i¢inde dolgu
malzemesi olarak kullanilmistir. Bonfield ve arkadaglar1 1981 yilinda ilk polimer
biyokompozit tanimin1 yapmis ve ¢aligmalarinda polietilen icerisine hacimce yaklasik
%50’ sine yakin hidroksiapatit yapiya eklemislerdir. Kompozit; kemik yapisina yakin
bir sertlige sahip, dayanimi yiiksek ve in vivo ortamda kemige baglanmasi bulunan bir

yapidadir.
1.8.2 Hidroksiapatitin Sentez Ydntemleri

Hidroksiaptatit kimyasal c¢oktiirme, kati-hal reaksiyonu, hidrotermal sentez, plazma
sprayleme, sol-jel metodu gibi yontemlerle sentezlenebilmektedir. Hidroksiapatit ilk kez

Hayek [121] tarafindan kimyasal ¢oktiirme yontemi kullanilarak sentezlenmis olup,
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daha sonra, su-bazli kalsiyum ve fosfat tuzlari igeren ¢ozeltilerden kimyasal ¢oktiirme

veya asit- baz titrasyonu gibi yontemlerle elde edilmistir [122].

Kalsiyum hidroksiapatiti nano-boyutlarda yiiksek kimyasal homojenlik ve saflikta
seramik toz halinde, kalsiyum nitrat ve di-amonyum hidrojen fosfat tuzlarinin, 6zgiin bir
kompozisyona sahip “Sentetik Viicut Sivist (SVS)” cozeltilerinde uygun oranlarda
cOziilmesi ile baslanmistir. Insan viicudu sicaklig1 olan 37 °C’ de, ve insan viicudu pH
degeri olan 7. 4 ’te, biyomimetik kosullarda yiiriitiilen bir kimyasal sentez yontemi ile
elde etmistir [123]. HA tiretmek igin etilen glikol c¢ozeltisi Ca(OAc),.xH,0 ve bitanol
cozeltisi kullanilmustir. Sentez sirasinda kullanilan, asetik asit ve amonyum nitrat
(NH4NO3), dengeleyici ve oksitleyici olarak gorev yapmistir. Bu yontem ile elde edilen

hidroksiapatit kaplamalarin hazirlanmasi uygulamasinda potansiyel olarak kullanabilir.

Hidroksiapatit sentezi icin yillar ilerledikge bir¢cok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemler, homojen cokertme, plasma spray, sol- gel, hidro termal ve ultrasonik
sprayleme seklinde siralanabilir [124-129].  Nano boyutta hidroksiapatit eldesi igin
literatiirde farkli caligmalar yapilmistir. Faz ayrimi teknigi kullanilarak elde edilen
nanofiber doku iskelesi ile hidroksiapatit / polimer kompoziti olusturulmustur [130].
Doku iskelesinin morfolojik yapist SEM ile incelenmis ve gozenekliligi ol¢iilmiistiir.
Yapiya katilan hidroksiapatit ile kemik timorlerinin tedavisi ve kaybedilmis kemiklerde
oncii bir kompozit elde etmek amaglanmistir. Poinern ve arkadaslari, ultrasonik banyo
kullanarak nano HA sentezini gerceklestirmisler ve karakterize etmislerdir [131].
Yontemde Ca(NO3). 4H,0 cozeltisine ultrasonik titresim altinda amonyak eklenmis ve

karistirilmistir. KH,PO,4 eklenmis ve santrifiijlenerek beyaz ¢okelti alinmstir.

Bakan ve arkadaglar1 diisiik sicaklikta sol-gel teknigini kullanarak termal kararliligi
yuksek ve nano boyutta hidroksiapatit sentezlemislerdir. Sol-gel metodu igin gerekli Ca:
P mol oran1 1.67:1 olacak sekilde tanimlanmis ve bunun igin (Ca(NOs3),.4H,0) ve
((NH4)2HPOQO,) baslangi¢ malzemeleri olarak kullanilmistir. Elde edilen hidroksiapatit;
FTIR, XRD (X 1511 kirmim cihazi) ve SEM ile karakterize edilmis ve hidroksiapatitin
nano boyutta oldugu goériilmistiir [132].

Bu calismalar igerisinde 1slak kimyasal metot (wet chemical method) pahali cihaz
kullanimina gerek duymayan en ekonomik ve en kolay olandir. Metoda ait sentez

semasi Sekil 1.21°de gorilmektedir.
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Ca(NO3)2.4H20 (NH4)2HPO4
* ’

NHj; ile pH ayari

4'

Beyaz cokelti olusumu

#

Oda sicakhiginda yaslandirma: 48 saat

4'

Distile su ve aseton ile ytkama

4'

80°C’de vakumlu etiive yerlestirildi

4'

750°C’de kalsinasyon

Sekil 1.21. Hidroksiapatit sentez semasi.
1.9. Kollajen ve Keratin

Biyobozunur polimerler; dogal polimerler ve sentetik polimerler olarak iki grupta
toplanabilir. Polisakkaritleri veya proteinleri i¢ine alan dogal polimerler smifinda
nisgasta, alginat, kitosan, hiyaluronik asit ve tiirevleri, soya, ipek ve kollajenle keratini de
icine alan fibrinler sayilabilir [133]. Protein esasli polimerlerin en biiyiik 6zelligi; doku
olusumunda veya yaralanmalarda ECM yapist gibi davranabilmeleri, hiicre
bliylimelerini ve c¢ogalmalarin1 saglayabilmeleridir. Molekiiler acidan bakildiginda
proteinler 20 farkli aminoasidin birlesmesi sonucu olusmus yapi1 bloklar1 olarak

diisiintilebilirler.  Birbirine bagli  aminoasit  zincirleri  polipeptidler  olarak



adlandirildiginda; merkez karbon atomuna bagli bir amin, karboksil grubu, hidrojen
atomu veya bir —R grubu bagli olabilir. —R gruplar1 polar olmayan, yiikli veya yiiksiiz
polar gruplar1 olabilmektedir [134].

Kollajen, vicutta en fazla bulunan protein olup, derinin ve kas-iskelet sistemi
dokularinin ana bileskesidir. 300.000 molekiil agirliginda olup, 300 nm uzunlugunda
cubuk tipi polimerlerden olugsmaktadir. Yiiksek mekanik 6zellikli, biyo uyumlu, suyu
emebilme 0Ozelligi ve capraz baglanma kabiliyeti ile kollajenin, yirmiikiden fazla tipi
tamimlanmistir. Viicutta en sik rastlananlar Tip I-IV arasindakilerdir. Cildimizdeki,
tendomlar ve kemiklerdeki kollajen Tip I, kikirdak dokusu Tip II, kan damar duvarlar
Tip III ve epitelyum dokular arasindaki kollajen ise Tip IV kollajen olarak
smiflandirilir. Her biri; %33 *linii glisin, %25 ’ini prolin ve %25 ’ini hidroksiprolinin
olusturdugu, her polipeptitin yaklagik 1050 aminoasitten olustugu ii¢ polipeptit alt
unitesinden meydana gelir. Kollajenin alt Uniteleri, vicuttaki serbest aminoasitlerden
sentezlenir ve fibroblast, osteoblast basta olmak iizere uygun hiicrelerde transkripsiyon,
translasyon ve post-translasyonel modifikasyona ugrarlar. Kollajenin glisin igerigi
kollajen zincirinin biikiilebilirligini saglar. Kollajen viicuttaki, kollajenaz ve
metalloproteinazlar aracilifiyla enzimatik yikilima ugrar. Bir¢ok yonden biyotip
uygulamalart agisindan arastirilmistir. Tabaka, tiip, stinger, kopiik, nanofibréz matriks,
pudra, enjekte edilebilir akigkan soliisyon gibi bir¢ok formu sentezlenmis ve
ticarilestirilmistir. Kadner ve arkadaslar1 Tip I ve III kollajenin kemik dokusundaki

kaslara benzeyen fibroblast hiicreler oldugunu kanitlamiglardir [67, 134-137].

Keratin en yaygin proteinlerden bir digeridir. Biyo uyumlulugu ve biyog¢oziiniirliliigi
sebebi ile bircok biyo uyumlu malzemenin eldesinde kullanilmaktadir [135]. Keratin,
tirnak, sag, penge ve gaganin yapisinda bulunmaktadir [138]. Ipek, kollajen, fibrinojen
veya jelatin kadar ilgi gormese de keratin, aminoasitlerin %7-20" sinde bulunmaktadir
[136, 137]. Fiziksel ve biyo uyumlu o6zellikleri sebebi ile doku miihendisliginde de
uygulama alan1 bulmustur [134, 138].

1.9.1 Biyomalzeme olarak Kollajen ve Keratin

Kollajen, doku ve organ olusumunda ve hiicrelerin birgok biyolojik islevinde ¢ok
onemli rol oynayan bir proteindir. Birgok dogal polimer ya da sentetik tiirevleri biyotip

alaninda ve biyomalzeme olarak kullanilmistir, ancak kollajenin o6zellikleri onu
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biyomalzeme olarak daha 6n plana ¢ikarmaktadir. Kollajen ¢ok iyi bir yiizey aktif
Ozellige sahiptir. Bu nedenle lipitten yoksun yapilara ¢ok daha kolay girebilmektedir.
Sekil 1.22°de kollajenin yapis1 goriilmektedir.

< HCJ =

| n—N\)J_/\ﬂ__

[}'%_.'

Sekil 1.22. Kollajenin yapisi [139].

Kollajen yaklasik 20 farkli aminoasidin uzun zincirler olusturmasi ile olustugundan her
biri farkli kimyasal reaktiviteye sahip fonksiyonel gruplar icerir. Bu durum kollajen
molekiiliiniin modifikasyona uygun olmasini saglamaktadir. Hayvan camiasinda en ¢cok
kullanilan protein olan kollajen ¢ok hiicreli organizamalar igin hiicresel doku

saglamaktadir [28].

Kollajen basarili biyobozunum 6zelliginin yan sira diisiik antijeniklige ve albumin gibi
diger dogal polimerlerle karsilastirildiginda daha iistiin biyo uyumluluk o6zelliklerine
sahiptir. Biyotip uygulamalarinda kollajenin avantajli kullaniminin esas nedeni, fiberler
olusturarak ekstra saglamlik ve stabilite sergilemesidir. Kollajenin biyotip alaninda
uygulamalar1 ¢ok yaygindir. Oftalmolojide koruyucu malzeme olarak, yanik ve
yaralarda siinger seklinde, protein taginmasinda tablet seklinde kullanimlarinin yani sira
transdermal uygulamalar1 ve gen tasima sistemlerinde kullanimi da s6z konusudur.
Doku miihendisliginde hiicre kiiltiirii matriksi olarak, kalp-damar cerrahide de yapay
kan damar1 ve kapakgik olarak da kullanmilmistir [139]. Doku iskelesi sentezlenen
caligmalarda kollajenin yapiya katilimi ile hiicre ortamina uygun oldugu ve hiicrelerin

cogaldigi birgok ¢alisma ile gosterilmistir [140-142].

Kollajen kullaniminin avantajlar1 sunlardir: Kolaylikla elde edilebilir ve yasayan
organizmalardan  saflastirilabilir.  Biyobozunur ve  biyoemilebilirdir.  Biyotip

uygulamalari i¢in yeterli mekanik dayanikliliga ve giicliiliige sahiptir.
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Keratin kopmaya ve asmmmaya dayanikli bir proteindir ve sa¢ keratini a-keratin
yapisindadir. a- heliks yapisinda bulunan a-keratinler yapilarinda yiiksek miktarda sistin
amino asiti bulundururlar. Sistin amino asiti, icerisinde kikurt bulunduran iki sistein
aminoasitinin birlesmesi ile olusur. Tirnaklar keratin yapisindadir. insan viicudundaki
diger proteinler gibi keratin de, aminoasit olarak adlandirilan kiigiik molekiillerin
birlesmesinden olusmus buyuk bir molekiildiir. Aminoasitler tespih taneleri gibi ard
arda dizilerek biiylik proteinleri olusturmaktadirlar. Peptit zincirlerinin dayanikliligi,
hidrojen baglar1 ve peptit baglarinin disinda kalan R ucglarindaki yan baglanmalarla
saglanir. Yan baglanmalardan en 6nemlisi, iki sistein arasinda olusan disiilfit (-S-S-)

baglaridir. Sekil 1.23‘te insan saginda bulunan iki aminoasidin yapis1 verilmistir.

|
MHz—u:I:—r:.unH (a)

(IIHE
sH

COOH ?ODH
[
NH?2—C—H NHZ—C—H
| I [b)
CH2—§ ———5—CH?

Sekil 1.23. Insan saginda bulunan kiikiirt yoniinden zengin iki aminoasit a) Sistein ve b)

Sistinin yapis1 [143].
1.10. Hiicre Kiiltiir Calismalari: MTT Testi

MTT 0l¢imu in vitro kosullarda metabolizmanin canliligina dayanarak sitotoksisiteyi
6lgmek igin uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem, hizli, kolay ve
yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) sart renkli olup, yasayan hiicrelerin
mitokondrilerinde  bulunan  slksinat-dehidrojenaz  enzimine  spesifik  olarak
baglanmaktadir. Bu baglanmanin sonunda suda ¢6ziinmeyen koyu mavi renkte kristaller
olusmaktadir. Siiksinatdehidrojenaz mitokondrilerin matriksinde yer alan Krebs

dongust enzimlerinden birisidir ve diger enzimlerinden farkli olarak mitokondriyal ig
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membranin ice bakan yiizeyinde bulunmaktadir. Bu enzim, FAD (Flavin adenin
dinukleotid) demir-kiikirt (Fe: S) proteini igermektedir. Sekil 1.24’te MTT Assay

testine ait reaksiyon verilmektedir.

Q NADH NAD"

Sekil 1.24. MTT Testi Reaksiyonu

Cozlndr olmayan formazan, dimetil stlfoksit veya izopropanol gibi organik ¢ozticuler
ile ¢oziiniir hale gelip spektrofotometre cihazi kullanilarak 570 nm dalga boyunda (620
nm referans degeridir. ) absorbans degeri dl¢iilir. MTT canli hiicrelerin yapisina girer
ve eger malzeme ylizeyinde canli hiicre varsa canli hiicreler tarafindan MTT formazana
indirgenir ve absorbans degeri ne kadar canli hiicre oldugunu saymaya imkan verir.
Boylece absorbans degeri ile hiicrelerin metabolik aktiviteleri 6lgilir. Ayrica dlgiilen

deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir.

Asagidaki formiillere gore canli hiicre sayis1 (VI) veya sitotoksik indeks (SI) hesaplanir:
VI (Canli hiicre sayis1) = (Deney Absorbans / Kontrol Absorbans) X 100 (1.3)
Esitlik 1.3. Canl1 hiicre sayis1 hesaplama denklemi.
S| (Sitotoksik indeks) = 1- [(Deney Absorbans / Kontrol Absorbans) X 100] 1. 4)
Esitlik 1.4. Sitotoksik indeks hesaplama denklemi.

MTT’ nin en 6nemli 6zelligi canli hiicreleri tespit etmesidir. MTT, pratik, ucuz ve ¢oklu
sistemlere uygulanabildigi i¢in tercih edilmektedir [144, 145]. Sekil 1. 25°te MTT testi

icin kullanilan plate diizenegi goriilmektedir.
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Sekil 1.25. MTT testi i¢in kullanilan plate diizenegi.

MTT testi ilk defa Mosmann tarafindan 1983 yilinda hiicre biiyiimesini hizli bir sekilde
gozleyebilmek i¢in kullanilmigtir. Mosmann, kantitatif kolorimetrik Sl¢iimler ile bir
tetrazolyum tuzu olan MTT’ yi memeli hiicrelerinde canliligini 6lgmek i¢in kullanmistir
[146]. MTT testi daha sonra hiicre canliligin1 6l¢mek igin birgok farkli hiicre tipi ile
birlikte bircok literatiir calismasinda kullanilmistir. Sailaja ve arkadaslart HA igeren
Kitosan-poliakrilik asit kompoziti ile hiicre kiiltiirii caligmalari yapmig ve bunun
sonuglarint bildirmislerdir. Human osteosarcoma hiicresi iceren kompozitin yapisma
davraniglar1 incelenmistir [147]. Luo ve arkadaslar1 poli(vinilalkol) igeren nanoboyutta
ipek peptidleri hazirlamis ve MTT testini kullanarak hiicre canliliklarini arastirmislardir.
Calisma incelendiginde, poli(vinilalkol) orani arttiginda, hiicre canlilik seviyesi en
yiiksekte oldugu goriilmistiir. Dogal bir polimer olan ipek proteininin yapiya ilavesi
malzemenin daha uzun lifli yapiya sahip olmasia sebep olmustur [148]. Sumrita ve
Kumar MTT testi ile elde ettikleri doku iskelesinin biyo uyumlulugunu kontrol ettikleri
caligmada; kitosan-agaroz-jelatin kullanarak bir doku iskelesi sentezlemis ve Cos 7,
NIH3T3 fibroblast hiicreleri ekilerek biyo uyumluluklar1 incelenmistir [149]. Hong ve
arkadaglar1 poli (L-laktikasit) kullanarak hidroksiapatiti yuzey modifikasyonu ile
baglayarak bir nano kompozit elde etmis ve biyo uyumlulugunu arastirmislardir. HA

yaptya katildiginda darbe dayaniminin ve darbe mukavemetinin arttigi bildirilmistir

38



[150]. Madhumathi ve arkadaslar kitosan hidrojel-hidroksiapatit kompozitini kimyasal
sentez yontemi ile elde ettikten sonra biyo uyumlulugunu incelemislerdir. MTT
sonuglarina gore biyo uyumlulugu iyi olan kompozitlerin doku miihendisliginde
kullanimi amaclanmistir [151]. Kollajen ve kitosan igeren doku iskelesi Tomola ve
arkadaglar1 tarafindan HA ile birlestirilmis ve hiicre kiiltiiri uygulamalarinda
kullanilmistir. HA igeren kompozitin kemik dokusu ve nano tip sektdrlerinde kullanimi
amaclanmaktadir [152]. Hiicre ekim calismalar1 elektrospinning teknigi ile elde edilmis
doku iskelelerinde de bir¢ok uygulama bulmustur [153, 154]. Ito ve arkadaslart HA
iceren poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalarat) kopolimeri elektrospinning ile elde
edilmis ve hiicre canliliklar1 ekilen Cos-7 hiicreleri ile arastirtlmistir. Yapiya eklenen
HA ile hidrofiliklik artmis dolayisiyla biyobozunmayi hizlandirmistir. Benzer bir
caligma Uchida ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir [153, 155]. Elektrospinning
teknigi ile yapilan bir bagka c¢alisma, glimiis katkili poli laktikasitten elde edilen doku
iskelesine hiicre ekimi yapilmasidir. Liu ve arkadaglar1 biyobozunur ve antibakteriyel
olmak tizere tasarladiklar1 doku iskelesine NIH3T3 ekmis ve MTT testi ile
sitotoksisitesi arastirilmistir. Elektrospinning ile elde edilen doku iskelesinin hiicrelerin
yapigsmasinda onemli bir rolu oldugu goriilmiistiir [156]. Yapilan bir¢ok calisma ile
doku iskelesinin gozenekli yapisinin 100-400 nm arasinda olmasi hiicre ¢ogalmasina,
hiicre canliligina ve gecirgenlige bir fayda saglamaktadir [65, 66].

Yukarida oOrneklenen caligmalardan goriildiigli lizere MTT testi ve hiicre canlilif

gelismekte olan bir ¢aligma alanidir.
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2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

4-Vinil benzen boronik asit (4-VBBA)

HO\ /OH
B

CH,

Uretici Firma  : Sigma Aldrich
Molekil Formuli: H,C=CHCgH4B(OH),

Molekiil Agirhigr : 488.66 g/mol

Poli(vinilalkol) (PVA)

OH
{CH—CHz}
n

Uretici Firma  : Sigma Aldrich

Molekil Formuli : [CH,CH(OH)],

Molekiil Agirhigr : 146.000- 186.000 g/mol
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3-trimetoksisililpropilmetakrilat (MEMO)

CH,

0
CHs
; \\'_H
| CHs
H3c-o—§|/\/\o
0

CH,

Uretici Firma  : Sigma Aldrich

Molektl Formali : H2C:C(CH3)C02(CH2)3Si(OCH3)3

Molekiil Agirhigr : 248. 35 g/mol

2-Hidroksi-2-metil-1-fenil-propan-1-on (Darocur 1173)

P

C—C-0k
CH,

Uretici Firma  : Ciba Specialty Chemicals
Molekil Formuli: CyoH1902

Molekiil Agirhigr : 164.2 g/mol
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Tetraetilortosilikat (TEOS)

Uretici Firma  : Sigma Aldrich

Molekul Formali: Si(OC;Hs),

Molekiil Agirligr : 208. 33 g/mol

Kullanilan Diger Kimyasallar

Deneysel c¢alismalarda degisik amagclarla analitik saflikta; kalsiyum nitrat
(Ca(NO3),.4H,0), amonyum bifosfat ((NH;),HPO,) sodyum hidroksit (NaOH),
amonyak (NHs), lityumklorir (LiCl), p-toluensulfonik asit, etanol, diklorometan,
potasyum persilfat ve sodyum metabisilfit hi¢bir saflastirma islemi uygulanmadan

kullanildi. Tip I kollajen ve kimyasal iglem goérmemis insan sa¢1 temin edildigi gibi
kullanildi.

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler
Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi:

Sentezlenen malzemeler ve hazirlanan nanofiberlerin fonksiyonel grup analizi FT-IR
Spektroskopisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Spektrumlar, ATR aparat1 takili olan
Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR Spektrometre cihazi ile 400-4000 cm™ araliginda
kaydedilmistir.
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Termogravimetrik Analiz (TGA):

Sentezlenen malzemelerin nanofiberlerin termo-oksidatif kararliliklar1 6lgmek amaciyla,
Perkin Elmer Pyris 1 model TGA cihazi kullanildi. Olgiimler azot atmosferinde 10 o/
dk 1sitma hiziyla 30 0C- 750 °C sicakliklari arasinda yapilmistir.

Laboratuvar Olcekli Elektrospin Cihaz:

Hibrit nanofiber membranlarin {iretilmesi icin laboratuar Olgekli NE 300 model

elektrospinning cihazi kullanilmistir. Deneylerde kullanilan elektrospinning cihazi Sekil

2.1°de goriilmektedir.

Sekil 2.1. Nanofiber Membranlarin hazirlanmasi i¢in kullanilan elektrospin diizenegi.
UV Lambasi:

Elektrospin cihazinin igerisine yiiksek basingli civa ark tipll, kuvars camdan ve
tungsten filamentten yapilmis, glines 1sinlarinin spektral dagilimina yakin 151k verebilen

Osram firmasinin irettigi Ultrawit 300 markali, 300 Watt giicinde UV lambasi
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yerlestirilmis ve membranlarin {iretilmesi i¢in elektrospin cihazi ile es zamanl olarak

kullanilmaistir.
Taramali Elektron Mikroskopu (Scanning Electron Microscopy) (SEM):

Sentezlenen malzemenin ve hazirlanan nanofiberlerin morfolojisi ve ¢aplarinin boyutu
Bogazici Universitesi'nde bulunan Philips marka XL30 ESEM-FEG/EDAX model

cihaz ile incelenmistir.
Temas Acisit Olciimleri:

Hibrit nanofiber membranlarin statik su temas agilar1 “sesil damla analizi yontemi” ile

Kriss, DSA 10 cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
ELISA Spektrofotometresi:

Hibrit nanofiberler Tlizerine ekimi yapilan hiicrelere ait canlilik testlerinin
degerlendirilmesi asamasinda Istanbul Universitesi Fizyoloji Boliimiinde bulunan Kayto

marka ELISA spektrofotometresi kullanilmistir. Sekil 2.2°de test igin kullanilan cihaza

ait fotograf goriilmektedir.

Sekil 2.2. Hiicre canlilik testleri i¢in kullanilan spektrofotometre.
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2.3. Deneysel Yontemler

Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda iki farkli seride, kollajen ve keratin igeren doku iskelesi

kompozisyonlar1 hazirlanmis ve ayr1 ayr1 hiicre kiiltiirii uygulamalar1 incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda, hidroksiapatit sentezlenmis ve daha sonrasinda 4-Vinil
benzen boronik asit ile modifiye edilmistir. Sonraki asama elektrospin ¢ozeltilerinin
hazirlanmasidir. Poli(vinilalkol) ile elektrospin edilen malzeme kollajen ile muamele

edilmistir.

Hazirlanan ikinci seride elektrospin asamasinda ¢ozeltiye keratin katilmis ve UV 1s1n1

ile es zamanl1 olarak elektrospin edilmistir.

Calismanin son asamasinda ise elde edilen nanofiberlerin hiicre kiiltiirii uygulamalari
yapilarak, canliliklar1 ve hiicrelerin ortamda biiyiiylip biiylimedikleri ve doku

iskelelerinin ytizey morfolojileri incelenmistir.
2.3.1. Hidroksiapatit (HA) Sentezi

Cayo(PO4)s(OH), sentezi literatlire uygun olarak kalsiyum nitrat (Ca(NO3),.4H,0) ve
amonyum bifosfatin ((NHg4),HPQO,4) 1.67:1 molar karigimi kullanilarak hazirlandi [131,
132, 157, 158]. 39.44 g (Ca(NOs)..4H,0) etanol icerisinde ¢ozildi ve pH amonyak
NH; kullanilarak 10’ a ayarlandi. Balon igerisine eklendi. 1M (NH4),HPO, cozeltisi,
1.67 M Ca(NOs3),.4H,0 cozeltisine damla damla ilave edildi. 48 saat sure ile oda
sicaklifinda yaslandirma (aging) prosesine birakildi. Iki faz halinde elde edilen
malzemeden NH;" (ag) ve NOs™ (aq) iyonlarindan ayirmak igin 6nce distile su daha
sonra topaklasmayr Onlemek i¢in aseton ile yikandi. Mavi bant siizge¢ kagidindan
stiziildii. Malzeme 80 °C’ ye ayarli etiive konularak 12 saat bekletildi. Daha sonra

malzeme kiil firininda 750° C’ de 4 saat kalsine edildi.

10 Ca(NO3),.4H,0 (s) + 6 NH4H:PO4 (s) + 14 NH," (aq) +14 OH” (aq)

Caio(PO4)s(OH)2(s) + 20NH,"(aq) + 20 NO3™ (aq) +52 H,0 (1) (2.1)

Esitlik 2.1. Hidroksiapatite ait reaksiyon denklemi.
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2.3.2. 4- Vinil benzen boronik asit- Hidroksiapatit (4-VBBA-HA) Sentezi

Uc boyunlu balon igerisine konularak azot (N,) gaz1 gegcirilen 2.50 g HA, distile su
icerisinde 30 dakika boyunca ¢6ziinmesi i¢in karigmaya birakildi. Olusan suspansiyona
1 ml distile su igerisinde ¢oziinmiis olan 0.010 g potasyum persiilfat ve 0.007 g sodyum
metabisulfit eklendi. 0.50 g 4-VBBA karisima ilave edildi. pH amonyak ¢0zeltisi ile
9.5° a ayarland1. Reaksiyon N, gaz1 altinda oda sicakliginda 3 saat devam ettirildi. Ug
saatin sonunda elde edilen siispansiyon 5000 rpm’ de 30 dakika boyunca santifiij edildi.
Daha sonra ¢okelti 24 saat boyunca liyofilizatérde freeze-dry islemine tabi tutuldu [158,
159]. 4- Vinil benzen boronik asit modifiye Hidroksiapatit reaksiyonuna ait gorsel Sekil

2.3’ te verilmistir.

OH
i i i
“LC-A e 2'..54 —eok = HO @ OH
) IR
OH
O0—p
OH {
,
/R b oM HO v =4-VBBA-@
HO*KI-ITA/—OH R HAL
HO g
O/G\\

OH
CHy

o 0\ CHy
-y 3
4VBBA. '@ D o,
H3C-O—?i”’\/\0
© v
CHy
HC
(MEMO )
Elektrospinning
| 'CH:]
0—Si—0—"
L o
\ {CH_CHQ}
n
CHy (apraz Bagli Hibrit Nanofiber Membran
PVA
(TEOS) ( )

Sekil 2.3. 4- Vinil benzen boronik asit- Hidroksiapatit etkilegimi.
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2.3.3. Poli(vinilalkol) Esash Elektrospinning Kompozisyonlarin Hazirlanmasi

146.000 - 186.000 g / mol molekiil agirligina sahip ve %86-89 hidroliz olmus
poli(vinilalkol)den 10 g alinarak distile su ile 100 ml olacak sekilde %10’ luk PVA
¢Ozeltisi hazirlandi. Temel stok ¢ozelti olarak bu ¢ozelti kullanildi. PVA ¢6zeltisinin
hiicre ekim ortaminda ¢éziinmemesi icin elektrospin islemi dncesinde modifiye edildi.
Modifikasyon igin 6nce tetraetilortosilikat (TEOS) ve 3-trimetoksisililpropilmetakrilat
(MEMO) ¢ozeltileri hazirlandi. TEOS ¢ozeltisi i¢in; 2 ml etanol igerisine 5.00 g TEOS
eklendi. Uzerine 1.30 g saf su ve 0. 05 g p-toluensulfonik asit (psa) katalizor olarak

eklendi. Bir gece boyunca karigmaya birakildi.

MEMO icin; 0. 92 g etanol icerisine 5.000 g MEMO eklendi. Uzerine 0. 72 g saf su ve
0.03 g p-toluensulfonik asit (psa) katalizor olarak eklendi. Bir gece boyunca karismaya
birakildi. Bu ¢ozeltilerden elektrospinning isleminden 6nce 2.00 g MEMO c¢ozeltisi ve
1.00 g TEOS ¢ozeltisi olacak sekilde 50 ml PVA ¢ozeltisine eklendi [159].

Elektrospin isleminden dnce, 50-60 °C’ ye 1sitilan ve homojen fiber, kiiglik capli yiiksek
yiizey alani eldesi igin 30 dakika boyunca karistirildi ve elektrospin isleminde
iletkenligi arttirmasi i¢in 0.05 g lityum klordr (LiCl) eklendi. %0. 5, %1, %2. 5 ve % 5
oranlarma sahip 4-VBBA-HA kompozitleri, poli(vinilalkol) ¢ozeltisine ilave edildi.
Ultrasonik banyoda 30 dakika boyunca karistirildiktan sonra, siiziildii ve fotobaslatici

eklendi. Homojen karisim elde edildikten sonra elektrospinning islemi uygulandi.
2.3.4. Kollajen Serisi Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kollajen c¢ozeltisi, 10 mg tip | kollajenin 5 ml distile su icerisinde c¢ozilmesi ile
hazirlandi. Daha sonra puskirtme sisesine alinan kollajen ¢ozeltisi, elektrospinning

isleminden sonra elde edilen nanofiber membranlarin tizerine puskirtuldi.
2.3.5. Keratin Serisi Cozeltilerin Hazirlanmasi

Keratin igeren serinin hazirligi i¢in, kuafdrden herhangi bir kimyasal islem gérmemis
sa¢ temin edildi. 0.50 g alinarak tartildi ve kirliliklerden arinmasi igin su Ve

diklorometan ile yikandi. Daha sonra 10 ml 3 M NaOH ¢6zeltisi igerisinde ¢oziildii.
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Kollajen serisinde en iyi fiber olusumunun gozlendigi F4 formulasyonu temel alinarak
farkli oranlarda keratin ¢ozeltisi eklendi. Keratin oranlari sirasiyla 2 ml, 1 ml ve 0. 5 ml

olarak belirlendi.
2.3.6. Elektrospinning

Deneylerde  kullanilan  elektrospinning  diizenegi  Sekil 2.1°de  verilmistir.
Elektrospinning diizenegi; yiiksek voltajli glic kaynagi, polimer ¢ozeltisi iceren siringa,
UV kaynagi ve doner silindir toplayicidan olugmaktadir. Calismalar sirasinda pozitif
yuksek voltajli gii¢ kaynagi bir kablo araciligiyla, igerisinde polimer ¢ozeltisi bulunan
siringa ucuna uygulanmistir. Elektrik akiminin uygulanmasi ile elde edilen nanofiber
membranlar doner tablaya sarilmis olan alliminyum folyo iizerinde toplanmustir. Sekiz
saatlik elektrospinning igslemi sonrast aliiminyum folyo zerinde elde edilen nanofiber

membranlara ait goriintii Sekil 2.4’te verilmistir.

Sekil 2.4. Elektrospinning islemi sonrast aliminyum folyo (zerinde elde edilen

nanofiberler membranin géruntusa.

Uygulanan elektrik akimi, toplayici uzakligi ve dozajlama parametreleri Tablo 2.1°de

verilmisgtir.
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Tablo 2.1. Kollajen ve keratin serilerinde uygulanan elektrospinning parametreleri.

Seri Adit  Formiulasyon Uygulanan voltaj*  Toplayiciya Uzaklik Dozajlama
(kV) (cm) (ml/sa)
FO 25 15 0.5
F1 26 15 0.5
F2 26 15 0.5
Kollajen
F3 26 15 0.5
F4 25 15 0.5
F5 25 15 0.5
FO 16 10 0.5
F1 16 10 0.5
Keratin
F2 16 10 0.5
F3 16 10 0.5

*Formiilasyonlarda jetin olustugu voltajlarda ¢aligilmistir.

Tablo 2.2 ve Tablo 2.3’ de Kollajen ve keratin serilerine ait hibrit membranlarin

formiilasyonlar1 verilmistir.
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Tablo 2.2. Kollajen serisi hibrit nanofiber membranlarin formiilasyonlart.

Formilasyon ~ 4-VBBA-HA  HA  PVA**  TEOS MEMO  Fotobaslatici

(@) () (@) (ml) (ml) (@)
FO - - 5 1 2 0.06
F1 - 5 5 1 2 0.06
F2 5 - 5 1 2 0.06
F3 2.5 - 5 1 2 0.06
F4 0.5 - 5 1 2 0.06
F5 1 - 5 1 2 0.06

Tablo 2.3. Keratin serisi hibrit nanofiber membranlarin formiilasyonlart.

Formilasyon 4-VBBA-HA PVA**  Keratin TEOS MEMO Fotobaslatici
(9) (9) (9) (ml) (ml) (9)
FO - 5 1 1 2 0.06
F1 0.5 5 2 1 2 0.06
F2 0.5 5 1 1 2 0.06
F3 0.5 5 0.5 1 2 0.06

**PVA ana ¢ozelti konsantrasyonu % 10’ dur.
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2.4. Hibrit Membranlarin Karakterizasyonunda Kullanilan Yoéntemler
2.4.1. Fourier Transform Infrared Analizi

Elde edilen malzemeler ve nanofiberlerin analizi ATR- FTIR Spektroskopisi
kullanilarak  gerceklestirildi. Spektrumlar Perkin Elmer Spektrum 100 FTIR
Spektrometre cihazi ile kaydedildi.

2.4.2. Termogravimetrik Analiz

Sentezlenen HA ve 4-VBBA-HA malzemelerinin termal kararliliklarini belirlemek
amactyla, Perkin Elmer Pyris 1 model TGA cihazi kullanildi. Olgiimler azot
atmosferinde 10 ° C / dk 1sitma hiziyla 30 ° C- 700 ° C sicakliklari arasinda yapild.

2.4.3. Taramali Elektron Mikroskobu

Elektrospin edilmis nanofiberlerin morfolojik incelemeleri, Bogazigi Universitesi’ nde
bulunan Philips marka XL30 ESEM-FEG/EDAX model cihazi goriintiilemeden 6nce
altin kaplanarak ile yapildi. Hiicre ekim c¢alismalar1 sonrasi alinan nanofiberler fiber

boyutlar1 ve hiicre goriintiilemesi i¢in ayni cihazda inceleme islemleri tekrarlandi.
2.4.4. Temas Acis1 Ol¢iimleri

Sentezlenen hibrit membranlarin statik su temas agilari sesil damla analizi yontemi ile
Kriiss marka, DSA 10 model temas agis1 Ol¢liim cihazi kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Bu

yontemde 1pl su bir siringa yardimiyla nanofiberlerin {izerine damlatilmistir.
2.5 Hiicre Kiiltiir Calismalar

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Temel Bilimler
Fizyoloji Boliimiinde gerceklestirilmistir. Nanofiber membranlarin  hiicre kiiltiirii
caligmalar1 i¢in, American Type Culture Collection (ATCC) ¢ den temin edilen, {i¢
farkli kokende, epithelial cell vacolization (ECV 304), sarcoma osteogenic (SAOS) ve
embryonic calvarium (3T3) hiicreleri kullanilmistir. ECV 304 hdcreleri, insanlarda
goriilen mesane kanseri tipi hiicreler olarak tanimlanir. SAOS hiicreleri, birincil

osteosarcomadan tiiretilen bir hiicre serisidir. Kemik iligkili molekiillerin eldesinde
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kullanilmaktadir.  3T3 hucreleri ise; birincil fare embriyonik fibroblast hicrelerin
kalturlenmesi ile elde edilmistir. Bu hiicre tipi genelde cildin iist tabakasinda bulunan
keratinlerin buyutilmesi isleminde kullanilir. Calisma sirasinda elde edilen nanofiber
membranlar delge¢ yardimi ile 96 kuyucuklu ekim tablalarina cimbizla yerlestirilmistir.
UV altinda ii¢ saat boyunca steril edildikten sonra her bir hiicre basina {i¢li ¢alisma
yapilacak sekilde kodlar1 yazildi. Kuyucuk basina 100.000 hiicre / 100 uL gelecek
sekilde mikropipet ile hiicre siispansiyonu ekildi. Ug giin boyunca 37°C’ de %5 CO;
iceren etlivde inklbe edildi [97, 156, 160]. Hicrelere MTT eklendi ve Kayto marka
ELISA spektrofotometresinde absorbans degerleri okutuldu [144, 146, 160, 161]. Sekil

2. 5’te MTT ilave edildikten sonra nanofiber membranlarin fotografi goriillmektedir.

Okuma sonrasi hiicrelerin SEM goériintiilemesine gonderimi icin fiksasyon islemi
uygulandi. Bu islem i¢in 6rnekler 1 cm® lik alanlar seklinde kesilerek 3 saat UV altinda
steril edildi. ECV 304 ve SAQOS hiicreleri 800.000; 3T3 hticreleri 300.000 hticre olacak
sekilde 100 pL olarak kesilen nanofiberlerin {izerine eklendi. 24 saat 37°C’ de %5 CO,
iceren etuvde inkube edildi. Hucreler %3’ likk gluteral aldehid ilave edilerek 1 saat oda
sicakliginda bekletildi. Sonrasinda hiicreler 10-20 dakika boyunca fosfat tamponu ile
oda sicakliginda yikandi. Dehidrasyon iglemi i¢in ise hiicreler sirastyla, %30,% 50,
%70, %80,% 90 , %95 ve %100 etanol eklenerek 10 dakika bekletildikten sonra pipet
ile geri ¢ekilmistir.

Sekil 2. 5. MTT testi sonrasi nanofiber membranlarin gériintimii.
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Ornekler, islem sonrasinda -20°C’ de muhafaza edilmistir. Sekil 2.6’ da MTT testi

sonrast SEM goriintiilemesi i¢in hazirlanan nanofiber membranlarin  goriintiisii

gorulmektedir.

Sekil 2.6. MTT testi sonrast SEM goriintiilemesi i¢in hazirlanan nanofiber membranlarin

goranima.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Hidroksiapatit ve 4-Vinil benzen Dboronik asit- Hidroksiapatit
Karakterizasyonu

3.1.1. Fourier Transform Infrared Analizi

Hidroksiapatit sentezlendikten sonra yap1 karakterizasyon islemi icin FT-IR
spektroskopisi yontemi kullanilmistir. Sekil 3. 17 de FT-IR spektrumu verilmektedir.
FT-IR spektrumu incelendiginde, 451 cm™ ve 551 cm™ civarindaki piklerin HA’ a ait
karakteristik pikler oldugu bilinmektedir. HA’ a ait pikler literatiir incelendiginde 1100
ve 1000 cm™ bolgesinde toplandig bilinmektedir [132]. 1078 cm™, 973 cm™ ve 533 cm
! pikleri ise fosfat grubundaki O-P-O’ ya aittir [115, 158, 162].
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Sekil 3.1. Hidroksiapatite ait FT-IR Spektrumu.

4-VBBA-HA’1n karakterizasyonu FT-IR spektroskopisi yardimui ile yapilmistir. Sekil 3.
2 “de goriilen FT-IR spektrumundaki 3323 cm™¢ deki hidroksil gruplari ve 1630 cm™
deki C=C titresim bandi 4- VBBA-HA’ ya aittir [158]. S6z konusu bu pikler HA’ in
yapisinda bulunmamaktadir. 1500 - 1600 cm™* de aromatik titresim bantlar1 ve 750-840

cm™® de ise aromarik halkaya ait gerilme titresim bantlar1 goriilmektedir [163].

55



116.9

114
112
110
108 4893
106
104 ‘ ‘
102 75577‘ 45009
100 72101 ‘
98 | 65951
96 133438 ‘ 839.10 95.26
“ 120907
92
%T 90
88
86
84
82 137,38 60812
80
78
76 ‘
92929
74 ‘
72 ‘1025.23
70 1077.07 0
68
65.8 . . . . . . . . . . . . -
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 i 1600 1400 1200 1000 800 600 380.0

Sekil 3.2. 4-Vinil benzen boronik asit- Hidroksiapatite ait FT-IR Spektrumu.
3.1.2. Termal Gravimetrik Analiz

Elde edilen malzemelerin termal kararlilifi TGA ile belirlendi. Numuneler TGA
cihazinda 30 °C’ den 750 °C’ ye 10 °C/ dakika hizla azot atmosferi altinda 1sitilarak
Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gorilen termogramalar elde edildi. Sekil 3.3’ te Hidroksiapatit
ve Sekil 3.4’te 4- Vinil benzen boronik asit - Hidroksiapatite ait termogram

gortlmektedir.
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Sekil 3.3. Hidroksiapatite ait Termogram.

Sekil 3.3’teki termogram incelendiginde; HA’ in dort basamakta bozunma gosterdigi
gortlmektedir. Ana bozunma sicakligi 380°C’ de gergeklesmis ve kiil oran1 %53 olarak
bulunmustur. 190°C, 280°C, 380 °C olan pikler daha 6nce yapilan literatiir ¢aligmalari
ile de uyumludur [157, 164,165]. 610°C’ den sonrasinda belirli bir agirlik kaybi
gbzlenmemis ve bu durum HA’ in bu sicakliktan sonra sabit bir faz olusturdugunu

gOstermektedir [164].
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Sekil 3.4. 4- Vinil benzen boronik asit - Hidroksiapatite ait Termogram.
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Sekil 3.4> teki termogram incelendiginde 4-VBBA-HA’ in hidroksiapatite benzer
sekilde ili¢ basamakta bozundugu goriilmektedir. HA %53 oraninda kiil miktarina
sahipken, 4-VBBA-HA % 54.3 oraninda kiil birakmistir. Bu durum kismen termal
dayanimin arttigim1 gostermektedir. Doku iskelelerinde termal ozelliklerden ziyade
malzemenin mekanik 0Ozellikleri, biyo bozunma, toksik olmamasi 6zellikleri oldukga

onemlidir.

Tablo 3.1 Hidroksiapatit ve 4- Vinil benzen boronik asit- Hidroksiapatite ait TGA

sonugclari.
Seri Adi Ana kiitle Kayb1 % Kiil
Hidroksiapatit 380 °C 53.0

4- Vinil benzen boronik asit- Hidroksiapatit 385 °C 543

3.1.3. Taramali Elektron Mikroskobu

4-Vinil benzen boronik asit modifiye HA 1n morfolojisinin incelenebilmesi igin altin
kaplanmistir.  Sekil 3.5° te 4-VBBA modifiye hidroksiapatitin  SEM goruntusi
gorulmektedir. Hidroksiapatite ait SEM goruntiisii EK 5- Sekil 1° de verilmistir.

#AGeN SpotMagn Det WD |———— | 500 nm
5.00 k¥ 3.0 50000x SE 4.9

Sekil 3.5. 4-Vinil benzen boronik asit - Hidroksiapatite ait SEM fotografi (x 50.000).
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Elde edilen 4-VBBA-HA, mevcut literatir calistirilmalar1 ile karsilastirildiginda; 1
w’dan daha kiigiik topaklanmig partikiiller seklinde goriilmektedir [108, 115, 164, 165].
SEM gorintllerine goére 4-Vinil benzen boronik asit — Hidroksiapatit tanecik
bliytlikliigliniin topaklanma olan bélgelerde 1 p’nun altinda, topaklanmanin olmadigi

bolgelerde 100-200 nm tanecik biiyiikliigii araliginda oldugu goriilmistiir.
3.2. Hibrit Nanofiber Membranlarin Karakterizasyonu
3.2.1. Fourier Transform Infrared Analizi

Elektrospinning yontemi ile elde edilen 4-VBBA-HA / PVA hibrit nanofiber
membranlarinin yapi1 karakterizasyonu FT-IR spektroskopisi yardimi ile yapilmistir.
Sekil 3.6°da F4- Kollajen ve Sekil 3.7°de F2- Keratin serilerine ait FT-IR spektrumu
gorulmektedir. FO, F1, F2, F3 ve F5- Kollajene ve F1 ve F3- Keratine ait spektrumlar
EK 1- Sekil 1- EK 1- Sekil 8’ de verilmistir. F4- Kollajene ait spektrum incelendiginde
2938 cm™, 2527 cm™, 1733 cm™, 1425 cm™, 1334 cm™, 1092 cm™, 843 cm™de
karakteristik PVA pikleri gorilmektedir [44]. 3294 cm™de PVA ana zincirindeki
hidroksil gruplarma ait (-OH) bantlar1 goriilmektedir.  F2- Keratin spektrumu
incelendiginde, 2941 cm™, 2533 cm™, 1718 cm™, 1427 cm™ ve 1091 cm™ de PVA’ ya
ait pikler gorilmektedir. [135]. Kollajen ve keratin protein yapisinda olduklarindan ¢ok
sayida amid baglar icermektedirler. Ancak keratin kollajenden farkli olarak 500-540
cm™ de zayif disiilfit titresim bantlart gozlenir [166]. Sekil 3.7° de F2- Keratin

formiilsyonuna ait disiilfit titresim band1 501 cm™ de goriilmektedir.
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Sekil 3.6. F4 — Kollajen formulasyonuna ait FT-IR Spektrumu.
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Sekil 3.7. F2 — Keratin formilasyonuna ait FT-IR Spektrumu.
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3.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscopy-SEM)

Elde edilen nanofiber membranlarin yapisi ve yiizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu kullanilarak belirlenmistir. Sekil 3.8 - Sekil 3.15’deki fotograflar
elektrospinning sonucunda elde edilen nanofiberlerin morfolojilerinin incelenebilmesi
icin altin kaplanmiglardir. Nanofiberlerin boncuksuz, diizgiin fiber formunda olduklar
goriilmistiir. Bu durum elektrospinning sirasindaki ¢dzelti akis hizinin, voltajin,
mesafenin, viskozitenin ideal fiber olusumu i¢in uygun oldugu ile agiklanabilir [97].
Elde edilen fiberlerin ¢aplar1 230 nm ile 430 nm arasindadir. Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve
Sekil 3.11° de ¢apraz bag noktalarindan bazilar1 goriilmektedir. EK 2-Sekil 1 — EK 2-

Sekil 14’te diger Kollajen ve Keratin serisi nanofiber membranlara ait fotograflar

verilmistir.

Sekil 3.8. FO- Kollajen formilasyonu hiicre ekimi dncesine ait SEM fotografi (X1.000).
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Sekil 3.10. F5- Kollajen formilasyonu hiicre ekimi oOncesine ait SEM fotografi
(X5.000).
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Sekil 3.11. F1- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X10.000).

Sekil 3.12. F2- Keratin formiilasyonu hiicre ekimi 6ncesine ait SEM fotografi (X1.000).
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Sekil 3.13. F2- Keratin formiilasyonu hiicre ekimi 6ncesine ait SEM fotografi (X500).

. N/ 5

e A

Sekil 3.14. F2- Keratin formilasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X10.000).
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Sekil 3.15. F3- Keratin formilasyonu hiicre ekimi 6ncesine ait SEM fotografi (X2.000).
3.2.3. Hiicre Ekimi Sonras1t MTT Testleri

Nanofiber yapida boncuksuz ve homojen bir yap1 gosteren FO- Kollajen, F4- Kollajen
ve F5- Kollajen érneklerine Epithelial cell vacolization ( ECV 304), sarcoma osteogenic
(SAOS) ve embryonic calvarium (3T3) hiicreleri ekilmistir. Kollajen serisine ekimi
yapilan SAOS hiicrelerine ait MTT testi grafik sonucu Sekil 3.16’da; ECV 304
hlcrelerine ait test sonuglar1 Sekil 3.17°de; 3T3 hicrelerine ait MTT sonuglari ise Sekil

3.18’de verilmistir.

Keratin serisinin tamamina ekimi yapilan SAOS hiicrelerine ait MTT testi grafik sonucu
Sekil 3.19’da; ECV 304 hiicresine ait MTT grafigi Sekil 3.20°de; 3T3 hiicrelerine ait
MTT sonuglari ise Sekil 3.21°de verilmistir [167-168].
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Sekil 3.16. Kollajen formulasyonu- SAOS hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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Sekil 3.17. Kollajen formulasyonu- ECV 304 hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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Sekil 3.18. Kollajen formulasyonu- 3T3 hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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Sekil 3.19. Keratin formulasyonu- SAOS hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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Sekil 3.20. Keratin formilasyonu-ECV 304 hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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Sekil 3.21. Keratin formilasyonu- 3T3 hiicre ekimi sonrast MTT grafigi.
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3.2.4. Taramah Elektron Mikroskobu - EDS Olctimleri

Taramal1 elektron mikroskobunda enerji dagilim spektrometre kullanilarak element
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Keratin serisi F2 formdilasyonuna ait SEM-EDS
sonuglar1 Tablo 3.2° de verilmistir. B, C, N, O, Si, P, S ve Ca i¢in agirlik yiizdeleri
sirasiyla 3.72, 48.05, 11.59, 10.14, 2.74, 15.78, 1.99 ve 5.98 olarak bulunmustur. Kukurt
varlig1 keratin dokusunun korundugunu gostermektedir. Azot varligi ise hiicre ekim
isleminin varligini ve yiizeyde bulunan hiicrelerin varligin1 gostermektedir [169].

Ayrica B, Ca ve P varlig1 4-VBBA-HA yapisin1 dogrulamaktadir.

Tablo 3.2. F2- Keratin serisine ait SEM-EDS 6l¢iim degerleri.

Element B C N @) Si P S Ca Toplam

Wt% 372 48.05 1159 1014 274 1578 199 598 99.99

At % 6.97 5692 11.77 9.02 139 7.25 0.88 5.80 100

3.2.5. Hiicre Ekimi Sonras1 Taramah Elektron Mikroskobu

ECV 304, SAOS ve 3T3 hiicrelerinin nanofiber membranlarin {izerine ekilmesinden
sonra 24 saat inkiibe edildikten sonra fikse edilmis ve morfolojik analizler igin fiberler
altin kaplanarak SEM goriintiilemeleri alinmistir. Kollajen igeren ornekler Sekil 3.22-
Sekil 3.24’te verilmistir. SAOS ve ECV 304 igeren nanofiber membranlarda fiber
yapisinin korundugu, hiicrelerin fiber dokusu igerisine nlfuz ettigi ve ¢cogalarak kismen
doku olusumuna gittigi goriilmektedir. Nanofiber membran hidrofilik yapida olup su
veya tamponu hizla bilinyesine alarak fiber dokunun morfolojisinin degigmesine yol
acmistir. Bu sonug temas agis1 6lgmeye ¢alistigimiz drneklerin suyu hizla adsorplayarak
hidrofil olma davranislariyla da ortiismektedir. Sekil 3.22°de verilen 3T3 hiicresine ait
ornekte ise, hiicrelerin ¢cogaldig, ¢capraz baglanma oraninin ¢ok fazla olmadig: ve fiber
yapisinin tamamen korunmadigr goriilmektedir. Keratin igeren ornekler Sekil 3.25-
Sekil 3.27’de verilmistir. Hiicre ekimlerinden sonra fiber c¢aplarinda nanofiber
membranlar hidrofilik oldugundan, hiicre ortami suyunu emerek kalinlagsmaya sebep

olmustur. Sekil 3.25” te muhtemel doku olusumu goriilmektedir. EK 3-Sekil 1 — Ek 3-
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Sekil 22’de diger Kollajen ve Keratin serisi nanofiber membranlara ait fotograflar

verilmigtir.

SEI 50KkV  X5,000 1um WD 9.9mm

5.0kV X5,000 1um WD 10.0mm

Sekil 3.23. F4- Kollajen -ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000).
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SEl 50KV  X5000  1um

Sekil 3.25. F1- Keratin -SAOS formilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000).
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Sekil 3.26° da nanofiber mebran yapisindaki doku olusumu ve ECV 304 hiicreleri

gorulmektedir.

AccY SpotMagn Det WD
ﬂo kV 40 .5000x SE+ 10.1.

iSpotMagn “Hep WD }———-———| 2031_1;_ \
30 1000x: SE 1 ; 7

Sekil 3.27. F3- Keratin -3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi (X1.000).

72



3.2.6. Temas Acis1 Olciimleri

Elde edilen nanofiber membranlarin temas agis1 Olglimleri su kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Temas agilar1  Olgimlerinde  membran  ylzeyleri  6l¢cim
alimamayacak kadar hidrofilik olarak bulunmustur. Sekil 3.28°’de FO- Kollajen
formilasyonun temas agis1 goriintiisii goriilmektedir. EK 4- Sekil 1 — EK 4-Sekil 6’da

temas acisina ait fotograflar goriillmektedir.

Kollajen serisi nanofiber membranlara ait temas agist degerleri Tablo 3.3’te ve Kkeratin
serisi nanofiber membranlara ait temas acgis1 degerleri Tablo 3.4’te verilmistir.
Hidroksiapatit miikemmel yapigsma &zelligi ile bilinen ve ayni zamanda farkli hiicre
tiplerinin ve bakterilerin yapismasi i¢in uygun bir ortama sahip olan bir yapiya sahiptir.
Bu ozelligi diisiikk enerji elektron yayiminin, yiizey potansiyelini arttirmasi ile
aciklanmaktadir [106, 170-172]. Hidroksiapatitin, PVA ve diger bilesenlerin hidrofillik
ozelliginden dolay1 elde edilen nanofiber membranlarin yiizeyi hidrofilik olmakta ve net
sekilde Ol¢iim alimamamaktadir.Hidrofil yapi hiicre ortami igin elverigli bir ortam

saglamistir. Literatiirde de ifade edildigi gibi yilizeyin hidrofilik olmasinin sebepleri

arasinda, malzemenin yiizey kompozisyonu ve inorganik iyonlarin varligi da sayilabilir

[171].

Sekil 3.28. FO formulasyonuna ait temas agis1 fotografi.
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Tablo 3.3. Kollajen serisinde 6lgiim alinabilen nanofiber membranlarin temas agisi

degerleri.

Formilasyon Temas Agisi Sol (°)  Temas Agis1 Sag (°) Ortalama (°)

FO 17 18 17

Tablo 3.4. Keratin serisi 6l¢tim alinabilen nanofiber membranlarin temas agis1 degerleri.

Formilasyon Temas Agisi Sol (°)  Temas Agist Sag (°) Ortalama (°)

FO 12 12 12

F2 6 7 6
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4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, UV 1sinlar ile eszamanli olarak ¢apraz baglanmis nanofiber yapili
hibrit doku iskeleleri hazirlanmistir. 4- Vinil benzen boronik asit ile modifiye edilen
Hidroksiapatit, poli(vinilalkol) esliginde UV kullanarak elektrospinning islemine tabi
tutuldu ve capraz baglanmis hibrit nanofiber doku iskelesi meydana getirilmistir. Bu
calisma ile polimer yapinin esnekligi ve inorganik yapinin mukavemeti birlestirilerek

biyo uyumlu yeni bir hibrit nanofiber kompozit malzeme hazirlanmistir.

Bu caligmada; hidroksiapatit mevcut c¢alismalara gore sentezlenmis ve sonrasinda
yapilan ¢alismalardan farkli olarak 4- Vinil benzen boronik asit ile modifiye edilerek
akrilat fonksiyonelitesi kazandirilmigtir. S0z konusu modifikasyon, 4-VBBA-HA’in
sistem icgerisinde homojen dagilmasi ve polimer yapinin literatiirde ifade edildigi iizere
biyo uyumlu ve ayni zamanda biyobozunur olmasini saglamistir. Elektrospinning
kompozisyonunda poli(vinilalkol), hidrolize TEOS ve MEMO kullaniimistir.
Fotobaslatici olarak Darocur 1173 eklenmis ve es zamanli olarak UV 1sm1 kullanarak
elektrospinning islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen nanofiberlere kollajen,
puskiirtme yontemi ile ilave edildikten sonra hiicre kiiltiiri ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Pliskiirtme yontemi, UV ve elektrospinning islemleri esnasinda
kollajenin ugrayabilecegi degradasyonu onlemek igin tercih edilmistir. Nanofiberlerin
hiicre  kiiltiirii  uygulamalar1 ~ Istanbul ~ Universitesi  Fizyoloji ~ Béliimiinde
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltlirii uygulamalar1 icin ECV 304, SAOS ve 3T3 adl ii¢
farkli tipte hiicre se¢ilmis ve nanofiber membranlar lizerine ekimi yapilarak MTT testi
ile canliliklar1 test edilmistir. Hicre ekimi ve sonrasi nanofiber membranlarin yizey
morfolojisi ve hiicre blylmeleri SEM ile incelenmistir. Calismanin ikinci agsamast igin,
elektrospinning c¢ozeltisinin icerisine kollajen yerine, insan sagi kaynakli keratin
eklenmis ve bu sekilde elektrospinning islemi uygulanmistir. Elde edilen nanofiberlere
yine ii¢ farkll hiicre ekilmis ve canliliklart MTT testi ile incelenmistir. Nanofiberlerdeki

hiicre cogalmalar1 ve fiber yapis1 SEM ile incelenmistir.

Tez calismasi kapsaminda, elde edilen malzemelerin ve nanofiberlerin yap1 analizleri
FT-IR ile analiz edilmistir. Sentezlenen HA ve 4-VBBA-HA’in termal dayanimlari,

termal gravimetrik analiz (TGA) yontemiyle incelenmistir. Hazirlanan nanofiberlerin
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morfolojileri SEM ile incelenmistir. Temas agist dlglimleri ile nanofiberlerin yuzey

karakterizasyonu yapilmaistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, elde edilen verilere gore ¢apraz baglanmis 4-VBBA-HA
/ PVA hibrit nanofiber membranlar1 basar1 ile hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Es
zamanlt UV 1sin1 kullanarak hiicre ortaminda ¢oziiniir olmayan 4-VBBA-HA / PVA
hibrit nanofiberler elde edilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde F4 ve F5
formilasyonuna ait fiberler en iyi sonuglar1 vermis ve bu sebeple hiicre ekim ¢alismalari
icin bu formiilasyonlar sec¢ilmislerdir. Elde edilen fiberlerin c¢aplar1 400 nm’ nin
altindadir. Fiberler boncuksuz, gézeneksiz ve homojendirler. MTT c¢alismalar1 yapiya
katilan kollajenin hiicre ¢ogalmasi i¢in yardimcit oldugunu ve en etkili hiicre
blyumesinin  SAOS hiicre tipinde oldugunu gostermistir. Nanofiberlerin SEM
goriintiileri MTT testlerine ait sonuclar ile ortiigmektedir ve fiber yapist SAOS ve ECV
304 hiicreleri i¢in korunmustur. Fiber yapisinda gézeneklilik korunmustur ancak hiicre
ortamindaki suyun emilimi sebebi ile fiber ¢apinda kalinlasma gézlenmistir. EKimi
yapilan hiicre tipleri fiber dokusuna, i¢ ve yiizey kismina yayilmis ve ¢ogalmistir ancak

3T3 hiicresinde ¢ogalma SAOS ve ECV 304 hiicrelerine gore daha az bulunmustur.

Ikinci asamada keratin esasli hibrit nanofiber membranlar elde edilmistir. Elde edilen
doku iskeleleri incelendiginde fiber boyutunun 350 nm’ nin altinda oldugu
belirlenmistir. Fiber ¢aplar1 kollajenli seriden daha az kalin elde edilmistir. Elde edilen
fiberler gozeneksiz, homojen ve boncuksuz yapidadir. Benzer sekilde hiicre kiiltiirii
uygulamalar1 i¢cin SAOS, ECV 304 ve 3T3 hiicre tiplerinin ekimi yapilmis ve
canliliklart incelenmistir. MTT sonuglari incelendiginde en uygun hiicre blyumesinin
ECV 304 hiicre tipinde oldugu gorilmiistiir. Hiicre ekimi sonrasi incelenen yiizey
morfolojisi ile hiicrelerin fiber dokusu igerisinde ¢ogaldigi ve doku olusumuna gittigi
goriilmiistiir. Doku olusumuna giden yap1 kollajenli seriden daha iyi sonu¢ vermistir ve
3T3 hiicre tipinin kollajenli seriden daha fazla biiylime gosterdigi goriilmektedir. Hucre
ekim calismalar Istanbul Universitesi’ nde 72 saat siire ile yapilmustir. Nanofiber
membran kompozisyonlarinda doku olusumu da bu siire igerisinde gézlemlenmistir.
llerleyen dénemlerde yapilacak galigmalarda, inkiibasyon islemi siirenin uzatilmasinin
doku olusumuna etkisi incelenerek, bu noktadan itibaren hayvan deneylerine

gecilmesine yonelik calismalar degerlendirilebilir.
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500kV 3.0 10000x SE 125
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EK 2- Sekil 11

F4- Kollajen formilasyonu hiicre ekimi oOncesine ait SEM fotografi
(X30.000)

Length: 302.35 nm

Length: 382.95 nm

AccV SpotMagn DBet WD ————{ 1um
500kv 3.0 30000x SE 11.9

EK 2- Sekil 12

F5- Kollajen formilasyonu hiicre ekimi oncesine ait SEM fotografi
(X1.000)
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EK 2- Sekil 13

F5- Kollajen formilasyonu hiicre ekimi oncesine ait SEM fotografi
(X30.000)

th: 247.49 nm-

AccV SpotMagn Det WD
5.00kV 3.0 30000x SE 130

EK 2- Sekil 14

F5- Kollajen formilasyonu hicre ekimi o©ncesine ait SEM fotografi
(X5.000)

AccM  SpotMagn ».Det WD\ |———— Sum
500 k¥ 3.0 '5000x SENI3S
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EK 2- Sekil 15

FO- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X5.000)

A i

Ac Spot Mgy Det WD —
50003.0 5080x  SE 107
——

EK 2- Sekil 16

F1- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X2.000)
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EK 2- Sekil 17

F1- Keratin formulasyonu hilcre ekimi oncesine ait SEM fotografi
(X10.000)

Spot Magn _.’.f)et D L _\21
0RO 10000 SE e

i

EK 2- Sekil 18

F3- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X1.000)
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EK 2- Sekil 19

F3- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(X5.000)

EK 2- Sekil 20

F3- Keratin formulasyonu hiicre ekimi Oncesine ait SEM fotografi
(>X10.000)

Length 33585 nmy

=

%
Length 43038 nm

Acc.V__Spot Magn t VY e
5.00kV'30 10000x SE 10,

ector
SE — U111 —
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Ek 3- Sekil 1

F4- Kollajen -ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

SEI 50k¥Y X10,000 Tum WD 10.0mm

Ek 3- Sekil 2

F5- Kollajen —SAQOS formilasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

/‘ .
/ 7

Tum WD 10.0mm
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Ek 3- Sekil 3

F4- Kollajen -3T3 formulasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

L.T.U.

Ek 3- Sekil 4

F5- Kollajen —ECV formilasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)
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Ek 3- Sekil 5

FO- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X1.000)

Ek 3- Sekil 6

FO- Keratin —SAQOS formiulasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

)

\ Y ; ; Vad
Acc/ " SpotMagn © Det Wik —&=———— S@m

500 KA30 5H000x ~SE*™ 5.2 L% £
}./X/' i ! "'-_,__,/._F{ /
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Ek 3- Sekil 7
FO- Keratin —ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X2.500)

> f‘ .kv‘40 2500x SE 98

Ek 3- Sekil 8
FO- Keratin —ECV 304 formiilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

Maga Det yvo
5150kv40 5000x Sp# 938
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Ek 3- Sekil 9

FO- Keratin —3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi (X2.500)

Ek 3- Sekil 10

F1- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

4 14 B
\", - ‘ - h\ . “.
o AocV Spot Magn——Det WD ———{ {5 um
#500kv 40 5000x SE 10.1 ~
;
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Ek 3- Sekil 11

F1- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X2.500)

oy
~1Det WD
00k\l,4.0/250 ‘SE 101 —

i

Ek 3- Sekil 12

F1- Keratin —-ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X1.500)
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Ek 3- Sekil 13

F1- Keratin —-ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X1.000)

'b.VVSDthlagn
40 X

B
100\9{\‘\ \§§,

4/ (T

Ek 3- Sekil 14

F1- Keratin —3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

Ace.V 4 Spot Mt
5.00kv 30

s
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Ek 3- Sekil 15

F2- Keratin —SAOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

/ A »

Ac,q.V\"S_potMagn Det B

5.00 KV"4.05, 10000, SE
N

Ek 3- Sekil 16

F2- Keratin —SAQOS formiilasyonuna ait SEM fotografi (X1.000)

N4 2

tf \A(;c.\?’ §thMagr{g:):)E%WD ‘

7 1500V 4.6 21000x( <SE]
AR IS A
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Ek 3- Sekil 17

F2- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

P
« ——

Acc.V SpntMa}a PPWD | 5y Sl )

\ 500KV 40 5008%" SE 10.1 %

Ek 3- Sekil 18

F2- Keratin —SAQOS formiilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

M7 Ace M Spotddagn, yBDet WD
\5n0kv4.0 sod%’x SE ‘10.1 .
A i 4 L
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Ek 3- Sekil 19

F2- Keratin —ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X1.000)

Ek 3- Sekil 20

F2- Keratin —3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi(X5.000)

Acc\y ﬁ

’goo’kvw 50 f"SE 104
s i h
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Ek 3- Sekil 21

F3- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

AccV SpotMagn Det WD
5.00 kv 4.0 10000%:S_E\’|O.1’

T —

Ek 3- Sekil 22

F3- Keratin —SAQOS formiilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

\Accd  Sponidagn
500KV 40 5000x
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Ek 3- Sekil 23

F3- Keratin —SAQOS formulasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

Ek 3- Sekil 24

F3- Keratin —ECV 304 formiilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

- | f
Age.\/ SpotMagn DEt WD
5.o_ikv 40 /soﬁx SE 100 4
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Ek 3- Sekil 25

F3- Keratin —-ECV 304 formilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

Ek 3- Sekil 26

FO- Keratin —3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

5.00kV 4.0 5000x S?l 10.0
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Ek 3- Sekil 27

F1- Keratin —3T3 formulasyonuna ait SEM fotografi (X5.000)

Ek 3- Sekil 28

F2- Keratin —3T3 formiilasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)

Acc.Vi#8patMagn™ Det
5.00 KiF40410000x SE 10
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Ek 3- Sekil 29

F3- Keratin —3T3 formilasyonuna ait SEM fotografi (X2.500)

Ek 3- Sekil 30

F2- Keratin —ECV 304 formiilasyonuna ait SEM fotografi (X10.000)
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EK 4- Sekil 1

F5- Kollajen formiilasyonuna ait temas agis1 fotografi

EK 4- Sekil 2

F5- Kollajen formilasyonuna ait temas agis1 fotografi
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EK 4- Sekil 3

FO- Keratin formilasyonuna ait temas agis1 fotografi

EK 4- Sekil 4

F1- Keratin formillasyonuna ait temas agis1 fotografi
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EK 4- Sekil 5

F2- Keratin formilasyonuna ait temas agis1 fotografi

EK 4- Sekil 6

F3- Keratin formilasyonuna ait temas agis1 fotografi

124



EK 5- Sekil 1

Hidroksiapatite ait SEM fotografi (X25.000)

AceV SpotMagn Det WD |————{ 1um
500k¥ 3.0 25000x SE 9.0
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