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HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

ZEYNEP KARAHALILOGLU

Oz

Doku muhendisligi, hasarli doku onarimi ve rejenerasyonu amaciyla dokuya
fonksiyonelligini tekrar kazandirmak i¢in kimya, muhendislik ve biyoloji
prensiplerini birlestiren multidisipliner bir alandir. Doku mihendisliginin bilesenleri,
rejenerasyonun olmasi beklenen dokuya O6zgu hucreler, hucrelerin Uzerinde
blaylyecegi yapay bir ekstraselllar matriks olan polimerik doku iskelesi, hiicrelerin
dogal ortamlarindaki mekanik kuvveti simule eden biyoreaktorler ve biyosinyal
molekulleridir. Bu bilesenlerin en dnemlisi doku iskelesidir. Doku iskelesi doku
batinlesmesine ve vaskularizasyonuna izin verecek birbiriyle baglantili por
yapisina, istenen hucrelerin yapismasi, buyumesi ve farklilasmasi igin uygun
yuzey kimyasina, implantasyon bolgesine uygun mekanik Ozelliklere, doku
olusumuna paralel bir sekilde degrade olabilme ve kolay Uretilebilme 6zelligine
sahip olmalidir. Bu agidan bakildiginda nanofiberler ylksek ylzey alan/hacim
orani ve birbirleri ile baglantili, gayet guzel bir por yapisina sahiptir. Bu ozellikler
ileri doku muhendisligi uygulamalari igin, polimerin ylzey kimyasini ve
fonksiyonelligini olumlu yonde degistirerek, hiicre yapigsmasi, proliferasyonu, gogu
ve farklilasmasi acgisindan nanofiberleri ayricalikli hale getirir. Nanofiberler kas,
kemik, kikirdak, ligament, iskelet-kas, deri, vaskuler sistem, noéral doku
muhendisliginde; protein ve DNA tasiyicisi olarak ayni zamanda kontrolll ilag

salimi igin de kullanilabilir.

Doku muhendisliginde doku iskelesi materyali olarak dogal ve sentetik polimerler,
seramikler, metaller ve bu materyallerin kombinasyonlari kullaniimaktadir.
Polihidroksialkaoatlar (PHA) biyouyumluluk ve biyodegredasyon 6zellikleriyle doku
iskelesi materyali olarak iyi bir alternatifti. PHB ise polihidroksialkanoat ailesinin
bir Gyesi olarak in- vitro ve in-vivo ¢alismalarda siklikla kullanilan essiz 6zelliklere

sahip bir biyomateryaldir.
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Sunulan calisma kapsaminda; O©ncelikle doku iskelesi hazirlanmasinda
kullanilacak olan bakteriyel polyesterler Uretildi ve saflastinldi. Bu asamada
bakteriyel polyesterlerin  hazirlanmasinda  “Alcaligenes eutrophus” adl
mikroorganizma hatti kullanildi. Elde edilen polimerin molekdl yapisi NMR

(NUkleer Manyetik Rezonans) kullanilarak karakterize edildi.

Calismanin sonraki asamasinda ticari ve bakteriyel PHB kullanilarak
kargilastirmali olarak dondururarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile doku
iskeleleri hazirlandi. Hazirlanan doku iskeleleri modifiye edildikten sonra
fizikokimyasal testler (mekanik test cihazi) yapildi. Morfolojik yapisinin incelenmesi
icin SEM ve optik mikroskoptan faydalanildi. Ayrica hazirlanan doku iskelelerinin
biyolojik uyumlulugu (direkt ve indirekt yontemler) mesane kanser hucresi

kullanilarak test edildi.

Anahtar Sozcukler: PHB, doku iskelesi, nanofiber, elektrospinning

Danisman: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS, Hacettepe Universitesi, Kimya

Bolumu, Biyokimya Anabilim Dal
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF BIOPOLYMERIC SCAFFOLDS
IN NANOFIBRILLAR STRUCTURE

ZEYNEP KARAHALILOGLU

Abstract

Tissue engineering is a multidisciplinary field which combines chemistry,
engineering and biology principles with the aim of tissue repair and regeneration.
Components of tissue engineering include; cells of tissue to be regenerated,
polymeric scaffold, an artificial extracellular matrix to host cells, bioreactors which
simulate mechanical forces of cells in their native medium and biosignal
molecules. Scaffold is the most important component among others. A scaffold
must have properties such as interconnected pore structure which allows
vascularization, suitable surface chemistry which allows attachment, proliferation
and differentiation of cells, mechanical properties which are suitable for
implantation site, biodegradation properties which is appropriate with tissue
regenaration and easy fabrication. In this respect, nanofibers have high
surface/volume ratio and suitable pore structure. These properties make
nanofibers special for cell attachment, proliferation, migration and differentiation
for advanced tissue engineering applications. Nanofibers can be used for muscle,
bone, cartilage, skeleton-muscle, skin, vascular system, neural tissue engineering,

as protein and DNA carriers as well as controlled drug release.

Natural and synthetic polymers, ceramics, metals and combination of these
materials are used for the preparation of tissue engineering scaffolds.
Polyhydroxyalkanoates (PHA) are good alternatives for the preparation of
scaffolds due to their biocompatibility and biodegradation. Polyhydroxybutyrate
(PHB) which is widely used for in vitro-in vivo studies and has unique properties is

a member of polyhydroxyalkanoate family.

In this presented study; firstly bacterial polyesters which was used for the

preparation of scaffolds were produced and purified. “Alcaligenes eutrophus” was
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used for the production of bacterial polyesters. Molecular structure of obtained

polymer was determined by using nuclear magnetic resonance (NMR).

Next, scaffolds were prepared from commercial and bacterial PHB by using
freeze-drying and electrospinning methods. After modification of prepared
scaffolds physicochemical tests (mechanical test instrument) were performed. For
the investigation of morphological structure scanning electron microscopy (SEM)
and optical microscope were used. Biocompatibility of prepared scaffolds were

tested by using bladder cancer cells.

Keywords: PHB, scaffold, nanofiber, electrospinning

Advisor: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS, Hacettepe University, Chemistry

Department, Biochemistry Division.
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1.  GIRiS

Yaralanma ya da gesitli hastaliklara bagli organ yetmezlikleri/kaybi insanoglunun
yasamini tehdit eden unsurlarin basinda gelmektedir. Doku rejenarasyonu
agisindan otolog hucre/doku transplantasyonu en umut vaat eden tekniklerden
biridir. Ancak otogreftlerin donér bélgede morbiditeye neden olmasi ve istenilen
miktarda bulunmamasi gibi dezavantajlardan dolayi otogreftlere alternatif olarak
allogreftler ortaya cikmistir. Allogreftler ise tedarik edilmesindeki kisitlamalar,
hastalik tasiyicisi olabilecegi riski ve immun cevap olusturmalari nedeniyle tercih
edilmemektedir. Hasarli dokunun onarimi ve rejenerasyonu igin otolog ve allojenik

doku onarimindaki kisittamalari ortadan kaldiracak “doku muhendisligi”yaklagimi
ortaya ¢cikmistir (Vasita, 2006).

Doku muhendisligi yaklasiminda genel olarak hastadan saglikh hucreler alinip in-
vitro kosullarda buyuatulur. Bayume faktorl gibi biyoaktif molekulleri barindiracak
u¢ boyutlu biyobozunur doku iskelesi ayni zamanda hucreler igin yapisal bir
destek gorevi gorerek doku olusumuna yardimci olur. Zamanla bozulan doku
iskelesi yerine gecen yeni doku, hastadaki hasarli bolgeye implante edilir. Bu
surecgte en dnemli bilesen, yeni doku olusumunu saglayacak bir destek malzemesi

olan doku iskelesidir.

Ekstraseltular matriksin temsilcisi olarak bir doku iskelesi genel olarak tu¢ boyutlu
bir geometriye, uygun mekanik 6zelliklere, hicre yapismasi ve fonksiyonel doku
olusumuna olanak tanimahdir. Mikroskopik agidan yuksek porozite, besinlerin ve
atik Urunlerin doku iskelesi boyunca diflzyonu icin gereklidir. Doku iskelesi yuzey
yapisi ve kimyasi da hlicre gégline izin verecek nitelikte olmalidir. Son olarak doku
iskelesinin degredasyon Urlnleri hdcreler Uzerinde toksik etki olusturmamalidir
(Laurencin, 2008).

Poréz doku iskelesi fabrikasyonunda membran laminasyonu, ¢ézicu dokimd,
partikll uzaklagtirma, faz separasyonu, gaz kdpuklestirme, eriyik kaliplama gibi bir
cok teknik gelistiriimistir (Ikada, 2006). Bu tekniklerin temel kisitlamasi por boyutu,

bicimi, dagihmi ve porlar arasi baglanti gibi doku iskelesi 6zelliklerinin kesin bir
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sekilde belirlenememesidir. Doku iskelesi Uzerine bir hicrenin yapisma ve
¢ogalmasinda por boyutu 6nemlidir. Son zamanlarda doku mihendisligine yonelik
olarak nanofiber bazli doku iskeleleri kesfedilmistir (Ma ve Zhang,1999; Ksiday ve
arkadaslari, 2002; Li ve arkadaslari, 2002). Nano boyuttaki insan dokusunu taklit
etmesi agisindan buylk potansiyele sahip olan nanofiberlerin gelistiriimesi doku
iskelesi fabrikasyonu acisindan énemli hale gelmistir. Elektrospin doku iskeleleri
yuksek yuzey alani/hacim orani ile hilcre yapismasi, ilag yuklenmesi ve kutle
transfer Ozelliklerini iyilestirebilir. Elektrospin fiberler, doku iskelesinin biyolojik
cevabini ve vyigin mekanik Ozelliklerini duzenlenmeleri sayesinde kontrol
edebilirler. Farkli materyaller; biyobozunur, biyobozunur olmayan ve dogal

polimerler elektrospinlenebilirler (Travis, 2008).

Doku muhendisliginde kullanilmasi igin bir polimerik malzemenin 5 anahtar
Ozellige sahip olmasi gerekmektedir; biyouyumluluk, hicre buyumesini
destekleme, hlcreleri organize etme ve yonlendirme, doku olusumuna izin verme
ve son olarak toksik olmayan UrUnlere parcalanabilme. Polihidroksialkanoatlar
sbzu edilen Ozelliklere sahip olmalarindan dolayr doku muhendisligi

uygulamalarinda tercih edilen malzemelerdendir (Williams, 1999).

Sunulan calisma kapsaminda biyopargalanabilir, yenilenebilir, biyouyumlu ve
dogayla dost plastiklerin bakterilerde sentezi gergeklestirildi. Elde edilen polimer
cesitli yontemlerle karakterize edildi. Ticari ve bakteri orjinli polimerlerden
literatirdeki geleneksel PHB doku iskelesi (freeze drying) hazirlama yontemi ve
son yillarda oldukga populer hale gelen elektrospinning yontemi ile nano boyutta
fibriler doku iskeleleri hazirlandi. Hazirlanan doku iskelelerinin biyouyumlulugunu
artirmak icin cesitli yontemler kullanilarak ylzey modifikasyonu yapildi. PHB
yapisinin ve doku iskelesi hazirlama yonteminin hdcre ve doku buyumesi,
farkhlasmasi Uzerindeki etkisini karsilastirmali olarak gérmek icin biyouyumluluk

testleri yapilarak matrikslerin uygunluklari gézden gecirildi.
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2.1. Doku Miihendisligi Nedir?

Doku ya da organ agir bir sekilde yaralandigi zaman genelde organ ya da
fonksiyon kaybi ile sonuglanan durumlarda klinik olarak rekonstruktif cerrahi ya da
organ transplantasyonu ile mudahale edilir (Ma, 2006). Uygun dondr
bulunmasindaki zorluklar nedeniyle yaralanma ya da bir hastalik sonucu olusan
doku kayiplari ya da son agsama olan organ kayiplarinda hastaya organ veya doku

transplantasyonu en 6nemli saglik sorunu haline gelmistir.

Doku onariminda geleneksel olarak 2 tedavi formu mevcuttur; 1) doku ya da
organ transplantasyonu, 2) alloplastik ya da sentetik protezler. Gunumuizde
alternatif olarak kullanilan mekanik cihazlar ya da yapay protezler organ
fonksiyonunu ve doku onarimini yerine getirememektedir. Ayrica bu protezler ve
mekanik aksamlar uzun vadeli implantasyon sirasinda asinmakta ve bireyde
immun cevaba yol acabilmektedir. Bunun yani sira sirekli immun supresif ilag
tedavisi farkh viral enfeksiyon ve karsinogenez gibi yan etkilere neden olur. Bu yan
etkilerden dolayi hasta dokusunun rejenerasyonunu indukleyen terapatik girisimler
ve kendi iyilesme potansiyeli olan organlar kullaniimaya baslanmigtir. Doku
muhendisligi, biyomedikal muhendislik ve teknoloji alaninda yeni terapatik
denemeler yapan arastirma ve gelistirme alanidir. Doku muhendisliginin amaci,
doku rejenerasyonunu indukleyecek defektli doku ve organ kaybinin biyolojik
fonksiyonlarini karsilayacak htcrelerin maniplle edilmesidir (Ma ve Elisseeff,
2006).

ik olarak doku mihendisligi terimi 1988’'de NSF (National Science Foundation)'in
sponsor oldugu toplantida “doku ya da organ fonksiyonlarinin onarimi ve
rejenerasyonu igin biyolojik yapilarin geligtirimesi; normal ve patolojik memeli
dokularindaki yapi-fonksiyon iligkisini anlamak Uzere muihendislik ve yasam
bilimleri metot ve prensiplerinin uygulamasi” olarak tanimlanmistir (Skalak, 1988).
1993 yilinda Langer ve Vacanti bu alandaki gelismeleri kisaca 6zetlemis ve doku
muahendisligini “Organ ve doku fonksiyonlarinin iyilestiriimesi, korunmasi ve
onarimini saglayacak biyolojik yapilarin gelistiriimesi Uzerine muhendislik ve
yasam bilimleri prensiplerinin uygulanacagi interdisipliner bir alan” olarak

tanimlamigtir (Langer ve Vacanti, 1993).
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Doku muhendisligi, tip, biyoloji, materyal bilimleri, muhendislik bilgilerini iceren
interdisipliner bir alandir. Genel doku muhendisligi yaklagiminda doku iskelesi,
hicre, biyosinyal molekilleri (hormonlar, sitokinler ve buylime faktorleri) ve

biyoreaktdrler kullanilarak doku olusumu amaglanir (Sekil 2.1.).

Doku iskelesi, izole edilen hucrelerin istenilen dokuyu olusturabilmeleri icin uygun
bir ¢evre saglayan destek malzemeleridir. Biyosinyal molekulleri ise hucreler

arasindaki iletisimi saglayan peptit/proteinlerdir.

Doku iskelesi

Hiicreler
Nanofibréz doku iskelesi

Farkhlasmis hticreler Kendiliginden

dizenlenmis doku

Yetiskin kok hicreler ) .
iskelesi

Embriyonik kok hticreler Kat serbest formlu

fabrike doku iskelesi

Sinyaller

Biyoreaktor

Klguk molekuller

- Dinamik hicre buyimesi .
Blyume

_ Kiltle transferi artig! faktorleri/polipeptitler

Nukleik asitler(DNA,
siRNA ve antisens
oligonukleotitler

- Mekanik uyarici

Sekil 2.1. Doku muhendisligi bilesenleri (Laurencin ve Nair, 2008).
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Doku muhendisligi surecinde hucreler dondrden izole edildikten sonra doku
iskelesi Uzerine ekilir, istenen doku olugsumunu indukleyecek biyosinyal molekulleri
de eklenir, gercek dokudaki mekanik kuvveti simule edecek biyoreaktorler igine
yerlestirilerek doku olusumu beklenir. Olusturulan doku kisideki hasarl bolgeye
implante edilir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Doku muhendisliginin temel konsepti: 1) Hucrelerin alinmasi, 2) Hicre
kaltarinde sayilarinin g¢ogaltiimasi, 3) Uygun buyume faktorleri ve sitokinlerle
birlikte uygun bir skafold icerisine ekim, 4) Kiiltir ortamina koyma, 5) islenmis

dokunun hasara goére bolgeye yeniden implantasyonu ( www. centropede.com)
2.2. Doku iskelesi Tanimi ve Ozellikleri

Doku iskelesi hicrenin buyime, ¢ogalma ve farklilagmasi icin bir taslak ya da 6n
bir destektir. Doku iskelesinin temel iglevi, ¢gevre dokudan doku iskelesine gog
eden ya da doku iskelesi Uzerine ekilmig hucrelerin buyumelerini yonlendirmektir.
Hucreye yapisal batinligunad saglayan yapay bir ekstraselular matriks olarak da

tanimlanabilir.
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ideal bir doku iskelesi birtakim dzelliklere sahip olmalidir;

e Hucre gogu igin porozite

e Hiucre yapismasi icin ylzey hidrofilitesi ve hidrofobitesi arasinda denge

e Dogal yuklenme durumlarini kaldirabilecek dogal doku ile kiyaslanabilir

mekanik ozellikler

e implantasyondan sonra

kapasitesi

e Non-toksik tUrtnler

tamamen

absorbe olabilecek degredasyon

e 3D matriks (Brown ve Stevens, 2007)

Cizelge 2.1. Doku muhendisligine yonelik doku iskelesi olarak ideal yapisal

parametreler (Edwards, 2004)

Doku iskelesi fonksiyonu

Doku iskelesi dizayn parametreleri

in-vivoda toksisiteyi ya da inflamasyon cevabi
yaratmamali

Biyouyumlu, non-toksik ve non-karsinojenik

Ug boyutlu doku ve organ olusumuna yardimci

Ug boyutlu doku iskelesi yapisi

Uniform hicre yogunluguna izin vermeli

Porlar arasinda yuksek porozite ve ylksek
interkonnektivite

Hucre yapismasi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi
icin uygun yuzey saglamali

Optimum polimer yuzey kimyasi ve topografisi

Hucresel yapisma gibi  hicre

etkilesimlerine izin vermeli

yuzey

Yuksek yuzey alani-hacim orani

Doku iskelesi boyunca doku biyimesine izin

Porlar arasinda yuksek porozite ve ylksek

vermeli, hucrenin ¢ogalma ve goguni | interkonnektivite ile birlikte hicre

hizlandirmal penetrasyonuna izin verecek optimum por
biyuklagu

Sadece dogal dokunun kalmasi igin doku | Doku iskelesi degredasyon hizi yeni hicre

bldyimesi igin yeterli mekanik dayanikllik ile
birlikte in-vivoda yeterli yapisal dayaniklilik

iskelesi degrade olabilmeli olusumuyla dengeli, degredasyon urunleri
toksik olmamali ve in-vivoda inflamasyon
yaratmamal

in-vivo gliclere dayanikl ve gelisecek dokunun | Doku iskelesi yeni gelisen doku ile esit

mekanik 6zelliklere sahip olmali
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2.3. Doku iskelesi Materyalleri

Biyomalzemeler doku muhendisliginde kritik bir teknolojidir, ¢cinklu doku iskelesi
uzerine hlcre populasyonunun yapigmasi ve gog¢ etmesini saglayan substrat, 6zel
hicre tipleri ile kombine edilen G¢ boyutlu implant, hiicre salan bir vesikul, lokalize
bdlgelerde 6zel hicresel fonksiyonlarin aktive edilmesi icin bir ilag tasiyicisi,
yenilenen dokularin bigimini belirleyen bir mekanik yapi ve fibroblast olusumunu
engellerken doku rejenerasyonu igin alan temin eden bir bariyer membran olarak
gOrev yapar. Biyomalzemelerin degredasyon ve absorbsiyonu, fonksiyonel doku

muhendisliginde olduk¢a 6nemlidir.

Doku muhendisligindeki farkh ihtiyaglar karsilamak icin doku rejenerasyonuna
yonelik doku iskelesi olarak farkli materyallerden yararlaniimaktadir. Doku iskelesi
uretiminde sentetik biyobozunur polimerler (polilaktidler, polihidroksialkanoatlar,
PEG, poliamidler, polianhidridler), seramikler ve dogal polimerler (kollajen, ECM

turevleri, hyaluronik asit, kitosan vb.) kullaniimaktadir ( Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Biyomedikal uygulamalar igin onaylanmis bazi biyobozunur polimerler

Polimer ve yapisi Tg *(°C) | Tm *(°C) Mukavemet Uzama (%) | Bozunma

(MPa) (ay)

Poliglikolat 35 225 75 0 1

-O-CH,-CO-

Poli(L-laktat) 57 175 45 3 6-12

-O-CHCH;-CO-

Poli(D,L-laktat) 50 Yok - - 3-10

-O-CHCH;-CO-

Poli(e-kaprolakton) -60 60 22 >500 >24

-O-(CH,)s-CO-

Poli(1,4 dioksan-2-on) -14 110 36

-O-CH,CH,-0O-CH,-CO-

Poli(trimetilenkarbonat) -15 52 0.5 160 Yok

0-CH,CH,CH,-O-CO-

Poli(B-hidroksibiitirat) 5 175 26 3 Yok

-O-CHCH;3;CH,-CO-
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2.4. Mikroporéz Doku iskelesi Fabrikasyonu

Doku iskelesi uretimindeki en blyuk sorun, istenen makro-yapisal (dis geometri,
bilesim, mekanik dayanim, yodunluk, gézeneklilik), mikro-yapisal (g6zenek boyutu,
g6zenekler arasi baglantilar, bozunma davranigi) ve nano-yapisal (ylzey
topografisi, yuzeyin fiziksel-kimyasal yapisi) Ozelliklerin kesin bir gsekilde
korunmasidir. Pordz yapi formasyonu olugturmak, doku iskelesi fabrikasyonunda

oncelikli hedeftir.

Yaygin olarak kullanilan teknikler ¢6zlcli dékim/partikil ekstraksiyonu, faz
donusumu/ partikul ekstraksiyonu, fiber cekme/baglama, eriterek kaliplama, gazla
kopuklendirme, ylksek basing muamelesi, membran laminasyonu, hidrokarbon
kaliplama, dondurarak kurutma, emulsiyondan dondurarak kurutma, ¢ozelti dokum

ve bu tekniklerin kombinasyonlaridir.

Cozuclu dokum/partikul ekstraksiyonu, doku muhendisligine yonelik doku
iskelelerinin hazirlanmasinda yaygin bir sekilde kullanilan ve kapsamli bir sekilde
incelenmis bir Uretim yontemidir. Mikos tarafindan 1994’te ilk kez tarif edilen bu
yontem bir mineral ya da organik partikilin polimer ¢ozeltisi i¢erisinde disperse
edilmesine dayanir. Dispersiyon surecinin ardindan bir dokim ya da dondurarak

kurutma sureci gelir.

Sunger formundaki gézenekli 3 boyutlu doku iskelelerinin tretimi igin kullanilan bu
yontemde hazirlanan polimer c¢ozeltileri uygun sartlar altinda dondurulmakta,
sonrasinda donmus olan doku iskeleleri dondurarak kurutma cihazina

yerlestiriimektedir.

Vakum altinda ve dusuk sicakliklarda galigtirilan bu cihaz cgesitli 1sitma sogutma
protokolleri uygulayarak donmus olan c¢ozucunun sublimlesmesini ve daha
sonrasinda cihazin i¢ duvarlarinda yogusmasini saglamaktadir. Hizli bir sekilde
kurutmanin saglandigi bu yontem ile makro gbézenekli yapilarin elde edilmesi

mUmkudnddr.
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Cizelge 2.3. Farkl metotlarla tretilen polimerik doku iskelesi 6zellikleri
(http://www.ejb.org/content/vol3/issue2/full/5/)

Metod Porozite Avantaj Dezavantaj Por
(%) boyutu
Fiber baglama 81 interkonnekt porlar ile | Hiicrelerin uzun siire 500
Briilmemis aé birlikte ylksek icinde tutulduklari
$ag poroziteye sahip doku | toksik (zehirli) cdziler
iskelesi kullanmak
Coziicu 87 Yapi oldukca Kullanilan organik 100
dokiimii/ dayanikli ya da cozucller polimeri
pargacik elektriksel iletkenlige kontamine eder
uzaklagtirma sahip
Gaz 93 Biyouyumlu Kullanilan organik 100
kopuklestirme gozucller polimeri
kontamine eder
Faz 95 Por boyutu ve porozite | Kullanilan ¢ézictler 13-35
separasyonu kolaylikla toksik
Emiilsifikasyon degistirilebilir

2.5. Doku iskelesi Yiizey Modifikasyonu

Yuzey, bir biyolojik sistemde yuzey ve ara yuzeyde gerceklesen ¢ok fazla biyolojik
reaksiyonda onemli bir rol oynar. Doku muhendisligine yonelik biyomateryaller
geligtirilerek spesifik hlicresel cevap ve direkt yeni doku rejenerasyonu yaratabilen
harika ylUzeyler olusturulabilir. Direkt ylzey modifikasyonu, biyomateryallerin

biyouyumlulugunu iyilestirmesi agisindan énemli bir katkidir.

Doku muhendisligi alaninda polimerizasyon sonrasinda fonksiyonel grup yaratmak

icin plazma, yuzey hidrolizi, kimyasal modifikasyon, fiziksel adsorbsiyon,

biyomimetik yuzeyler ve kendiliginden duzenlenme teknolojisi kullaniimaktadir
(Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Biyomateryallere farkli yuzey ozellikleri kazandirmak icin yluzey
modifikasyon teknikleri (Jiao ve Cui, 2007)

10

Modifikasyon tipi

Modifiye ylizeyin ozellikleri

Morfolojik modifikasyon

(porozite ve piirizliiliik)

Doku blylumesini tesvik etmek igin por igeren

kaplama

Dental implant Uzerindeki epitelial ice buylimeyi ve
implantlarin belirli bélgeleri boyunca dogrudan kemik

olusumunu engelleme

Kimyasal modifikasyon

(kompozisyon ve yiik)

Doku yapismasi ve ylzey serbest enerjisini artirmak

icin akkor bosalma

Yilzey gegirgenligini azaltmak ve ylzey sertligini artirmak igin

polimerik ylzeyleri gapraz baglama

Polimer yuzeyinde yeni fonksiyonel gruplar

olusturmak icin reaktif gazlarla plazma mudahalesi

Korozyona/yiiklenmeye karsi direncliligi artirmak igin
yapisal ve kimyasal degisme yaratmak igin iyon

implantasyonu

Protein adsorbsiyonu ve hlicre yapismasini azaltmak

icin PEO gibi makromolekadilleri greftleme

Negatif (asidik ve silfonat) ve pozitif (amino) yikli

yuzeyler Uretmek i¢in fonksiyonel grup kullanmak

Biyolojik modifikasyon

1. Huicre yapismasi ve hicre blyiumesini artirmak
icin  biyomateryal ylzeyinde biyomolekadil
immobilize (RGD, heparin, heparin sulfat-bagli
peptitler, fibronektin benzeri proteinler ya da

buytume faktorleri) etmek

2. Kanla baglantill uygulamalarda protein ve hiicre
yapismasini engellemek icin fosfokolin

immobilizasyonu
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2.5.1 Plazma Modifikasyonu

Plazma elektronlar, iyonlar, radikaller ve noétral molekdllerin polimerik yuzeyle
gucli reaksiyonunu igerir ve bunun bir sonucu olarak kimyasal ve fiziksel
modifikasyonlar ylzeyde gergeklesir. Plazma muidahalesi biyomateryal ylzey
modifikasyonu igin efektif ve ¢ok sik kullanilan bir metottur. Petri kaplari, mikro
tasiyicilar ve membranlar gibi hicre kaltir malzemelerinin ylzeyi, hiicre yapismasi
ve blyumesini artirmak icin plazma ile modifiye edilmektedir. Plazma
modifikasyonunun avantajlari séyle siralanabilir: a) yapismayi artirma b) ylzey
1slanabilirligini ve yayilimini artirma c¢) uyumlulugunu artirma d) yutzeyi fonksiyonel
hale getirme e) ylzey surtinme ve vyapigkanligini azaltma f) molekuller

immobilizasyon g) kalinti oimadan kaplama ve h) ylizey kaplama bariyeri vb.

Gaz girigl
1 Yakumreaksiyon cemberi
Uyanhms gaz AkKorbosgalirn
. (kiza dalgah&uzun dalgal LW O
inekles O

- Atormlar
- W olekillar
- Iyonlar

- Fotonlar O
- Elektranlar

-Serbestradikaller

-Kararsizlar O O
O O Kirnyasal modifye

maolekiller

Flastik substrat

o . Gaz pikigl

RF kaynadi Elektrat

Sekil 2.3. Plazma reaktoéru ile plazma ylzey modifikasyonunun semasi
(www.astp.com)

Plazma ylzey modifikasyonu kisaca su sekilde tanimlanabilir; plazma
modifikasyon prosesinde akkor bosalim plazmasi vakum yaratilarak ve daha sonra
bu vakum dustk basingh gaz ile doldurularak olusturulur. Gaza daha sonra
radyofrekans enerji, mikrodalgalar, alternatif akim ya da dogru akim gibi teknikler
kullanilarak enerji kazandirilir. Gaz plazmasi, iyonlar, elektronlar, radikaller, mor

Otesi dalga boyundaki fotonlar gibi enerjik pargaciklar icerir. Gaz plazma ile
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kontakta olan yluzey bu enerjik parcaciklar ile bombardiman edilir ve bu ener;ji

plazmadan katiya transfer edilir (Hsieh, 2006).

Bu eneriji transferleri Sekil 2.3’de gdsterildigi gibi farkli kimyasal ve fiziksel islemler
ile yluzeye dagilarak ylzey modifikasyonu gerceklestirir. Bu enerjik parcaciklar
biyomateryalin bulk 6zelligini degistirmeksizin ylzeyin birka¢ yliz angstromdan 10
mikrometre derinligine kadar tepkimeye girer. Parametrelerin gesitliligi plazmanin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine dogrudan ve bunun akabinde plazma
modifikasyonu ile gbézlenen ylzey kimyasini etkiler. Gaz tipi, uygulanan gucg,
uygulama suresi ve kullanilan basing gibi proses parametreleri kullanici tarafindan
cesitlendirilebilir; elektrot yerlestirimi, gaz girisi ve vakum gibi sistem parametreleri
plazma ekipmaninin dizayniyla ayarlanir. Plazma prosesinin genis parametre
araligi en yuksek enerjili radyasyon prosesinden daha fazla kontrol saglar (Hsieh,
2006).

2.6. Nanoteknoloji Nedir?

Kdken olarak Yunancada amca anlamina gelen nannas’dan gelen nanos ya da
nannos kelimesi “kisa boylu erkek” ya da “clice “ anlamindadir. Metrik skalada
nano 10~° biylkliiktedir. Bir parga kagit 100.000 nanometre kalinhigindadir; tek
bir altin atomu 3 ya da bir nanometre gapindadir. Bir insan sag¢i 80.000 nanometre

¢capindadir.

AR —
Fa - —

Hurman Hair

y PAE  SiK Nanonbe

Sekil 2.4. Nanofiber ile insan saginin karsilastiriimasi

Uluslararasi Nanoteknoloji Girisimi’'nin  (National Nanotechnology Initiative)

nanoteknoloji tanimi ise soyledir;

“ Nanoteknoloji yeni uygulamalarda essiz Ozellikler kazandiran ortalama 1-100

nanometre boyutundaki malzemelerin kontroli ve anlasiimasidir. Nanoteknoloiji
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nano boyuttaki malzemelerin goruntilenmesi, 6lgimu, modellenmesi ve manipule

edilmesini kapsar.”

Nano boyutta materyaller ¢ok sik rastlanmayan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozellikler kazanirlar. Bu ozellikler bulk materyaller, molekul ya da tek atomlarin

Ozelliklerinden 6nemli dlgtde farklidir.
2.6.1. Doku Miihendisliginde Nanoteknoloji

Doku muhendisligi ve rejeneratif tibbin amaci hasarli doku ya da organ
fonksiyonunu iyilestirmek, korumak ve yenilemek icin biyolojik yapilarin
geligtiriimesidir. Doku muhendisligi ve rejeneratif tip son on yilda buylik asamalar
kaydetmistir. Onemli arastirmalar geleneksel implantlara bagli ¢ok sayida
probleme ¢d6zUm bulunmasi igin alternatif materyallere ihtiya¢ oldugu yontndedir.
Sadece nanomateryaller (100 nm’den daha kuglk boyuttaki nanomateryaller
olarak tanimlanir) dogal dokunun yuzey Oozelliklerini (topografi, enerji) taklit
edebildiginden bu sorunlara ¢dézUm olabilir. Bu sebepten dolayl son zamanlarda
nanomateryaller geleneksel doku muhendisligini iyilestirmek i¢in umut vaat edici
aday olarak gorulmektedir. Onemli olan bu girisimlerin konvansiyonel materyallere
(ya da mikron yapililara) kiyasla Ustun biyouyumluluk, mekanik, elektriksel, optik,
katalitk ve manyetik Ozellikler gostermesidir.  Yapilan c¢alismalarda
nanomateryallerin bu essiz 6zellikleri ile farkli doku buUytmelerini iyilestirmeye

yardim ettigi gdézlemlenmistir (Zhang, 2009).
2.7. Nanofiber Tanimi

Nanofiberler, nanoboyutta ince, uzun iplik benzeri yapilar ya da nesneler olarak
tanimlanabilir. Esneklik ve 1000:1 ‘den daha buyuk en-boy orani ile karakterize
edilen kati durumlu dogrusal nanomateryallerdir. National Science Foundation
(NSF) e gbére nanomateryaller 100 nm’den daha klguk ya da en az bu capta
materyaller olarak tanimlaniyor (M.C.Rocco, 1999). Oyleyse nanofiberler 100
nm’ye esit ya da daha kuguk captaki fiberlerdir. Fiber formundaki materyaller
temelde ve uygulamada oldukg¢a buyuk bir dneme sahiptir. YUksek yuzey alani,
esneklik ve Ustin dayanikhih@i filtrasyondan koruyucu ortilere kadar birgok
uygulama igin nanofiberleri oncelikli materyal yapar. Nanofiberleri Ustin kilan

ozellikleri:
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% Yulksek yuzey alani-hacim orani
*» Yuksek porozite

« Kuguk porlar

X/
o

Cap (50-1000) nm

Nanometre boyutundaki nanofiberler canli sistemlerin temel yapi taslardir. 1,5 nm
olan cift iplikgikli DNA molekulinden, 30 nm g¢apinda sitoiskelet filamentlerinden,
kil hicreleri ya da gozdeki cubuk hicrelerine gibi sensor hicrelere kadar doku ya
da organlarin, ekstraselular matriksin multifonksiyonel yapisal temeli nanofibere

dayanmaktadir.

Dogadaki dizayna benzer olarak elektronik polimerler ve bunlarin kompozitlerinden
hazirlanan nanofiberler insanhdin ihtiyaglarina hizmet eden essiz, yeni
fonksiyonlar gdsteren cihaz ve yapilarin olusturulmasi igin temel yapi ihtiyacini
kargilar. Nanofiber bazli teknoloji ila¢ salim sistemi, doku muhendisligi icin doku
iskelesi, kapasitor, bilgi teknolojileri i¢in transistor ve diyotlar, bataryalar ya da
yakit hucreleri gibi enerji iletimi, ¢cevrimi ve depolama sistemleri ve havalandirma

yapilari igin yapisal kompozitleri kapsamaktadir (Guceri ve arkadaslari, 2004).
2.7.1 Nanofiber Uretiminde Kullanilan Polimerler

Bugune kadar literatirde yaklasik 50 farkli polimerin 3-1000 nm arasinda
nanofiber dretimi igcin kullanildigi dikkati cekmektedir. Son zamanlarda iletken
polimerler, biyobozunur polimerler, ipekbocegi ipedi ve genetik muhendisligi ile
elde edilen ipek gibi farkh sentetik ve dogal polimerlerden ince fiberler elde

edilmektedir.

Elektrospin metodundan polisakkaritler (kitosan, hyaluronik asit, ve sellloz) ve
proteinleri (jelatin, kollajen ve silk fibrinojen) iceren farkli dogal biyopolimerlerden
doku muhendisligi igin 6rdlmemis matriksler Uretmek igin yararlaniimaktadir. Bu
materyallerin biyomedikal uygulamalarda kendi avantaj ve dezavantajlar
mevcuttur. Bir taraftan bu dogal polimerler istenen hiicre yapismasi ve
¢ogalmasinda ogretici isaretler verirken diger yandan da batch-to-batch 6zelliginin

varyasyon problemi bulunmaktadir ( Agarwal, 2008).
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2.7.2. Mikro-nanofiber Fabrikasyon Yontemleri

Gunumuzde nanofiber sentezi igin kullanisli 3 teknik bulunmaktadir; elektrospin,
self-assembly ve faz separasyonudur (Vasita, 2006). Bu tekniklerden en sik
calisilani elektrospinningdir ve doku muhendisligi alaninda umut vaat eden

sonuglar gostermektedir.

Cizelge 2.5. Nanofiber Uretim yontemlerinin karsilastirlmasi (Barnes ve
arkadaglari, 2007)

Proses Avantajlar Kisitlamalar
Self-assembly Kigik ¢apli fiber eldesi (5-8 nm) | Sadece kisa fiberler elde edebilme
(< 1um)
DusUk verim

Matriksin dogrudan fabrikasyonu

Birkag polimeri kullanabilme

Faz istenen mekanik 6zellikler, por | Diisik verim
separasyonu boyutu ve interkonnektivite

Matriksin dogrudan fabrikasyonu
Batch-to-batch tutarlilig
Birkag polimeri kullanabilme

Elektrospin Fiyat uygunlugu Buyuk nanometrelerden mikron boyuta
kadar fiberler

Uzun, surekli nanofiber
Organik ¢dzuculer kullanma
Sirali nanofiber utretimi
3D por yapisinin kontrol zorlugu
istenen mekanik &zellikler, por
boyutu, bicimi

Polimerlerin ¢ogu kullanilabilir

2.7.2.1. Self-assembly

Kendiliginden dizenlenme (self-assembly) insan midahalesi olmaksizin yapilar ya
da desenler halinde bilesenlerin kendiliginden organizasyonu olarak tanimlanabilir.
Dogal aminoasitlerden yapilan kisa peptitlere 16 yil dncesine kadar kullanigl bir
materyal olarak onem verilmiyordu. Kendiliginden duzenlenerek duzgun yapilar
olusturan peptitlerin kesfi kavramsal bir degisiklik yaratmigtir. “Buttom-up” olarak
bilinen bu metodla kuguk c¢aph fiberler elde edilir (100 nm’den daha kuguk

kalinhkta ve birkag mikrometrenin Uzerindeki uzunluklarda). Desenler ya da yapilar
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tipik formdadir ve kovalent olmayan baglarla korunmaktadir. Hidrojen baglari,
iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler gibi non-kovalent baglar izolasyonda zayif
olmasina ragmen bu baglar birlikte hareket ettiklerinde biyolojik makromolekullerin
kendiliginden duzenlenmesini saglarlar. Bu molekullere bir 6rnek verecek olursak
gercekten dogadaki yuksek yapilar iginde hicrelerdeki plazma membraninin bas

komponenti olan fosfolipidler kendiliginden duzenlenmis yapilardir.
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Sekil 2.5. Self-assembly nanofiber olusumu (Hartgerink, 2001)

Peptit amfifillerin kimyasal yapisinda 5 anahtar 6zellik bulunmaktadir (Sekil 2.5):

» Bolge 1 uzun bir alkil zinciridir, molekule hidrofobik karakter kazandirir.
» Bolge 2 sistein pargalari igerir.

> Bolge 3 glisin pargalari igerir. Bu bolge hidrofilik karakter kazandirir.

» Bolge 4 tek bir serin pargasi igerir.

» Bolge 5 hicre yapistirici sekans (RGD) igerir.
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Farkli kisa peptit siniflari kesfedildiginden beri nanoteknoloji ve molekuler
cihazlarin geligtiriimesi icin membran proteinlerinin stabilizasyonu, yavas ilag
salimi, doku muhendisligi, rejeneratif ve reparatif tip, 3D hicre doku kultarinu

kapsayan genis uygulama alanlari bulmustur (Yang ve arkadaslari, 2009).

Bu yontemin ana dezavantaji kompleks, uzun ve dusik verimlilikle birlikte agiri

ayrinti gerektiren bir tekniktir.
2.7.2.2 Faz Separasyonu

Kontrolli faz separasyonu yillardir poréz polimer membranlarin hazirlanmasinda
kullaniliyor. Bu prosesle nano-fibroz materyaller Uretiimektedir. Faz separasyon
prosesi ile dogal kollajene benzer Ug¢ boyutlu fibréz agsi poroz yapilar elde edilir.
Bu fibréz agi olusturan fiberler 50-500 nm ve %98 poroziteye sahiptir (Smith,
2004).

Bu proses 5 adim igerir:
¢ Polimeri eritme
s Sivi-sivi faz separasyonu

% Polimer jelasyonu (duslk sicaklikta nano boyuttaki doku iskelesinin

porozitesini kontrol eder)
s Su ile jelden ¢gdzucunun uzaklastiriimasi

« Vakum altinda dondurarak kurutma ya da dondurma
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Coziicii

Cozimme

Jelasyon

Coziicinin |

uzaklagmasi

Sekil 2.6. Faz separasyonu ile nanoyapilarin tretimi

(Ramakrishna ve arkadaslari, 2005)

Faz separasyonu basit prosedurlu, gerekli malzeme az, kaliplarla vicutta istenen
anatomik buyuklikte doku iskelesi fabrikasyonu icin uygundur. Dezavantaji ise
uzun fiberler Uretiiememesi ve sadece jelasyon yetenegine sahip polimerlerin

nanofibréz yapilar tretmek icin kullaniimasidir.
2.7.2.3. Elektrospinning Yéntemi ile Nanofiber Uretimi

Nanomateryal Uretmek igin en ucuz ve basit yol elektrospinningdir. Elektrospinning
gelismekte olan Ulkelerin ekonomik ve bilimsel canlanmasi adina mecburi bir
Oneme sahiptir. Birkagc mikrometreden on nanometre ¢apindaki polimerik fiberler
farkh tardeki uygulamalar agisindan dikkate deger bir ilgi gormektedir. Cevresel
problemleri ¢ozumlemek igin biyobozunur ve vyenilenebilir atik bir Grinden
dayanikli, ucuz fiyatl, ylksek verimde fiber Uretmek simdilerde mimkuindar.
Ornegdin pordz yapida elektrospin nanofibrdz membran, yaradan sivinin
uzaklastirlmasini  hizlandiran yara ortu materyali olarak kullaniimaktadir.
Elektrospin nanofibr6z membran kontrolli sivi buharlagsmasi, hizli oksijen
gecirgenligi ve ekzojen mikroorganizmalarin girisini engellerken drenaj kapasitesini

artirici etki gostermektedir.
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ilk kez 1934 yiinda Formhals tarafindan patenti alinan elektrospin prosesi

elektrostatik kuvveti kullanarak polimerik fiberlerin Uretiimesine dayanir.
Basit bir elektrospin igin ihtiya¢ duyulan minumum ekipmanlar:

1. Viskoz polimer solusyonu ya da eriyik

2. Polimer solUisyonuyla kontadi saglayan elektrot

3. Elektroda bagli yuksek voltaj DC-jeneratoru

s

Nanofiberlerin toplanmasi icin karsit yikle ytklenmis bir ylzey (Andrady,
2008)

Elektrospin prosesinde polimer solisyonunun ya da eriyigin elektrik yukla jet
olusturabilmesi icin yuksek voltaj kaynagi kullanilir. Polimer solisyonu ya da eriyik
cam bir tup igerisindedir, genellikle bu pipet siringa benzeri bir yapiya baglanir.
Siringa pistonuna bir pompa baglanarak sivinin pipet boyunca sabit bir basingta
akmasi saglanir. Elektrotlardan birisi spin solusyonu ya da erigine digeri de
toplayiclya baglanir. iginde polimerik ¢ozelti bulunan kapiler tiibiin ucuna elektrik
alan uygulanir. Sivinin ylzeyinde bir yik olusur. Bunun sonucunda polimerik sivi
ile kapiler boru arasindaki yuzey gerilimine ters yonde bir kuvvet olugur. Elektrik

alanin siddeti arttikga sivinin hemisferik yluzeyi kapiller tiptin ucunda “ Taylor
konisi” olarak bilinen konik bir form alir. Taylor konisi ylzey gerilimi ve yuklu
yluzeydeki elektronik guc¢ arasindaki dengeyi saglar (He ve arkadaslari, 2008).
Elektrik alan artikga itici elektrostatik kuvvetler yuzey gerilimini yendigi zaman kritik
bir degere ulasilir ve Taylor konisinin ucundan yukla bir jet figkirir. Bu yuklu jet

toplayici Uzerinde fiber olarak toplanir.
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Sekil 2.7. Kilcal Boru Ucundaki Damlanin Ilerleyerek Artan Voltaj Etkisiyle Taylor
Konisi ve Jet Olusumu a) Polimer damlasi artan voltaj etkisiyle yari kiresel formda
b,c) Taylor konisine gegisi d)Taylor konisindeki sekli e,f) Taylor konisinden bir jet
halinde cikisi (Larrondo,1981, I-111)

Elektrospinning prosesinde 50-1000 nm ya da daha buyuk fiberler elde edilir.
2.7.2.4. Elektrospin Parametreleri

Elektrospin ile Uretilen fiberlerin ¢cogu dairesel kati filamentlerdir; tpler, seritler,
halkalar ve boncuksu yapilarin olusabildigi 6zel durumlar da vardir. Elektrospin
kullanimi kolay olmasina ragmen elektrospin fiberlerin olusum ve yapisi Uzerine

etki eden ¢ok sayida faktor vardir. Bu faktorler Sekil 2.8’de gorulmektedir.
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Elektrospin Prosesi

Keontrol edilebilir degiskenler

»Voltajlelektrik alanfjet yiik
yogunlugu

Soldsyon dzellikleri

>Kapilerdeki hidrostatik b
*Konsantrasyonfvizkozite itk

»Ug-toplayici arasi mesafe

»Dielektrik dzellikler »Akis hizi

#Ylzey gerilimi

Gevresel parametreler
»3icakhk
*Mem
»Hava akimi
Sekil 2.8. Elektrospin parametreleri
2.7.2.4.1. Solusyon Parametreleri
Viskozite/Konsantrasyon: Polimer konsantrasyonu bir sollisyonun

spinlenebilirligini, yani fiber formu alip alamayacagini tanimlar. Solusyon, zincir
karigikhginin olusmasi igin yeterli polimer konsantrasyonunda olmak zorundadir;
ne c¢ok seyreltik ne de c¢ok konsantre olmamalidir. Polimer konsantrasyonu
elektrospin prosesinde onemli parametrelerden olan solisyonun ylzey gerilimi ve
viskozitesi Uzerine etki eder. Solusyon ¢ok seyreltik olursa yuzey geriliminin
etkisiyle toplayiciya ulasmadan damlaciklar halinde pargalanir. Sollisyon ¢ok
konsantre olursa ylUksek viskoziteden dolayl fiber formu olusmaz, Oyleki

solusyonun akis hizini kontrol etmek guglesir (Travis, 2006).



Genel Bilgiler 22

S it

K einsanmaso nimn Sitinasi

— P (5
r_-J E..dl L a7

Sekil 2.9. Polimer konsantrasyonunun fiber olusumuna etkisi

Elektrospinning ile Uretilen fiber capinin, solisyon konsantrasyonu arttikga artis
go6sterdigi  bulunmustur. Ornegin  %5’lik sollisyondan 800-2400 nm fiberler
uretilirken %1’lik solisyondan 100-300 nm c¢apinda PLLA fiberleri elde edilmistir.
Ayrica PVA konsantrasyonu %6’dan %8’e ¢iktiginda PVA fiberlerin capi da 8714
nm’den 246150 nm’ye cikmistir. Fiber ¢capinin artmasinin dogrudan elektrospin
matrikslerdeki ylzey alaninin artmasiyla iligkili oldugu bulunmustur (Pham ve
arkadaglari, 2006).

Elektrospinningde diger bir problem boncuk benzeri defektlerin olusmasidir.
Polimer konsantrasyonunun boncuk formasyonu Uzerinde etkili oldugu

bulunmustur (Aussawasathien, 2006)

Fong (Fong, 1999) yuksek polimer konsantrasyonunda daha az boncuksu yapilar
gozlemlemistir.

Boncuksu yapilarin olusumunu engellemek igin;

o Viskozite yuksek olursa boncuk olusumu engellenebilir (Polimer

konsantrasyonu ile oynanarak viskozite degistirilebilir).

e Net yuk yogunlugununun artmasi boncuk olusumunu engellerken daha ince
lif olusumunu saglar ( Net yuk yogunlugu uygulanan elektrik alan ve kismen

de ¢ozeltinin iletkenligi ile iligkilidir).

e Duisuk yuzey gerilimi boncuk olusumunu engelleyebilir (Yuzey gerilimi ise

polimer ve ¢dzlcuye baghdir).
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Sekil 2.10. Farkl polimer konsantrasyonlarinda boncuksu yapil elektrospin

nanofiberlerin SEM goéruntuleri (Fong, 1999)

Doshi ve Reneker farkli PEO konsantrasyonundaki PEO/su solisyonundan
elektrospin fiberler elde etmistir. 4000 centipoise’dan daha blytk viskoziteye sahip
PEO/su solisyonu oldukga kalin elektrospinleniyorken 800 centipoise’dan daha

kUguk viskoziteye sahip solusyon damlaciklar halinde pargalaniyor (Doshi,1995).

iletkenlik: Polimer sollisyonundaki yiikli iyonlar fiber formasyonu iizerinde
oldukga etkilidir. Jet tarafindan tasinan yuikler arttiginda elektrik alan altindaki jete
daha yuksek gcekme kuvvetleri uygulanir, bunun sonucunda daha kuguk boncuk ve

daha ince fiberler olusur.

Solusyon iletkenligi ya da yuk yogunlugu arttikga daha az damlacikli uniform
fiberlerin olustugu bulunmustur. Sollisyonun iletkenligini arttirmak igin kullanilan
yaklasimlardan biri de tuz eklemektir. Zhang ve arkadaslari PVA/su solisyonuna
iyon ekleyerek elektrospin fiber capi Uzerindeki etkisini arastirmistir ( Zhang,
2005). PVA/su solusyonundaki NaCl konsantrasyonunu % 0.05den 0.2'ye
cikarildiginda fiber c¢apinin  214+19 nm’den 159+21 nm’ye dustigu
gézlemlenmistir. iletkenlik ¢oziicliye alkol eklenmesiyle artar, bunun sonucunda
daha dlizgin ve daha az sayida boncuk iceren PHBV fiberler olusur (Pham,
2006).

Coziicu buharlagmasi: Cozucu buharlagsma basinci, buharlasma hizi, kuruma

suresi ve elektrospin fiber morfolojisi Gzerinde énemli bir rol oynar. Kapiler ug ve
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toplayici arasinda yeterli ¢bzicu buharlagsmasinin olabilmesi i¢in ugucu bir ¢dzicu
kullanilmak zorundadir (Megelski, 2002). Megelski ve arkadaslar farkli oranlarda
DMF (Dimetilformamid) ve THF (tetrahidrofuran) iceren sollisyonlardan hazirlanan
polisitren elektrospin nanofiberlerin yapisal 6zelliklerini incelemisler. %100 THF
(oldukg¢a ugucu) solusyonundan elde edilen elektrospin fiber, ¢apina bagh olarak
fiberin ylzey alanini %20-%40 kadar arttiran ylUksek por yogunlugu gostermis.
%100 DMF (az ugucu) elektrospin soltisyonu diz formasyonda fiberler ile birlikte
mikro yapida tam bir kayip goOstermigtir. Bu iki ug¢ arasinda c¢ozucunun
ucuculugunun azalmasi gibi por derinligi azalirken (bdylece por yogunlugu azalir)

por buyuklugu artar.

2.7.2.4.2. Proses Parametreleri

Voltaj: Elektrospinde uygulanan voltaj, jet stabilitesi ve fiber morfolojisi Uzerinde
dikkate deger bir etki gostermektedir. Genel olarak uygulanan voltajdaki artig,
ignenin ucundan daha fazla miktarda kitle akisina bagli olarak daha fazla

birikmeye neden olur.

DUZGUN LiF YAPIS| —= KABA LiF YAPIS| >

Sekil 2.11. Uygulanan voltajin fibere etkisi

Dusuk voltajda ya da alan gucunde, bir damla tipik olarak enjektor ucunda asili
durur ve Taylor konisinden boncuk olugumunun gdzlemlenmedidi bir jet cikar
(farzedelim ki elektrik alan gucu yluzey gerilimine yeterli gelsin). Voltaj arttikca

tipteki damlanin hacmi azalir bu da Taylor konisinin kaybolmasina neden olur. Ug
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ile sivi yUzeyinden gikan jetten daha ¢ok boncuklu kisim gozlenir. Voltaj daha fazla
arttiginda jet tipin kenarlari etrafinda hareket eder, Taylor konisi gérilmez; bu

durumda birgok boncuksu yapinin varli§i gézlemlenebilir (Pham, 2006).

Kapiler
Cikan fiber
.,

e

Voltaj arttikga

Sekil 2.12. Farkh voltaj degerlerinin Taylor koni formasyonunda etkisi

(Travis ve arkadaslari, 2008)

Polietilenoksit/su sistemi icin 5.5 kV’luk bir elektrik potansiyelinde defektsiz fiber
morfolojisi gozlemlenirken 9.0 kV’luk bir potansiyelde olduk¢a fazla boncuksu

yapili fiber morfolojisi gozlemlenmigtir (Deitzel, 2001).

Megelski ve arkadaslari polisitren fiber ¢capinin voltaja bagimhligini tanimlamis ve
voltaj 5 kV’dan 12 kV’a c¢iktiginda por boyutu dagilminda 6nemli bir dedisme
olmaksizin fiber boyutunun 20 pm’den 10 pym’ye dustugunu gostermiglerdir
(Megelski, 2002).

Kapiler ug-toplayici arasi mesafe: Kapiler ug ile bosluk arasindaki mesafe fiber
toplanma zamani, buharlasma hizi Uzerine etki eder. Sivi polimer sollsyonu
yuksek uguculuga sahip sistemlere goére kurumak igin daha uzun bir mesafeye

ihtiyac duyar.

Kontrolli fiber capi ve morfolojisi igin tip ve toplayici arasinda farkli mesafeler
denenmigtir. Toplayiclya ulagsmadan o6nce fiberin kurumasi icin yeterli slrenin
olmasi minumum mesafe olarak bulunmustur. Mesafe ¢ok yakin ya da ¢ok uzak

olursa boncuksu yapilar gézlemlenir (Pham, 2006).
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Doshi ve Reneker mesafe arttikga fiber g¢apinin azaldigini bulmustur (Doshi,
1995). Bagka bir calismada Jaeger ve arkadaslari PEO/su solisyonundan
elektrospin fiberler ve Taylor konisi mesafesinin bir fonksiyonu olarak fiber ¢capini
incelemiglerdir (Jaeger, 1998). Mesafenin 1’den 3.5 cm’e ¢ekildiginde ortalama
fiber capinin 2 kat azaldigini, 19'dan 9 uym’ye dustugund goézlemlemiglerdir.
Megelski ve arkadaslan ise kapiler ug ve toplayici arasindaki mesafenin
kisalmasiyla elektrospin polisitren fiberlerin boncuksu morfoloji gosterdigini

aciklamiglardir (Megelski, 2002).

Akis hizi: Polimer akis hizi, fiber boyutu tGzerinde énemli etkiye sahiptir, ek olarak
fiber bicimi gibi fiber porozitesi Uzerinde de etkilidir. YUksek akis hizinda boncuk
denilen defektler gbze carpar. Megelski ve arkadaslari polisitren/tetrahidrofuran
solisyonundan elektrospin fiber vyapisi Uzerinde akis hizinin etkisini
arastirmiglardir. Akis hizinin artmasiyla fiber ¢apinin ve por boyutunun arttigini

gozlemlemiglerdir (Megelski, 2002).
2.7.2.4.3. Cevresel Parametreler

Hava akimi, bagil nem, vakum durumu gibi elektrospin ¢evre kosullari fiber yapisi
ve morfolojisi Uzerinde etkilidir. Bagil nemin %60’dan daha yuksek olmasi,
toplayici Uzerinde fiberlerin karmakarisik olmasinin yani sira akrilik elektrospin
fiberlerde kurumanin tamamen gergceklesmemesine neden oluyor
(Baumgarten,1971). Megelski ve arkadaslari PS (polisitren) fiberlerin por
yapilarinin bagil neme baglihigini tanimlamiglardir ve spin fiberlerde por

formasyonu icin faz separasyon mekanizmasini 6nermiglerdir (Megelski, 2002).
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Cizelge 2.6. Elektrospin solisyon ve proses parametreleri ( Sawicka, 2006)

27

Elektrospin proses parametreleri

Toplayici-ug
arasi mesafe

Yuk yogunlugu hacminin karekoku ile orantili
Boncuk yogunlugu ile ters orantil
Elektrik alan gucu ile ters

Fiber ¢api ile ters orantili

Akis hizi

Elektrik akimi ile dogru orantili
Fiber ¢api ile dogru orantili
Yuzey yuk yogunlugui ile ters iligkili

YUK yogunlugu hacmi ile ters iligkili

Voltaj

Yuzey yuk yogunlugu ile ters orantili
Boncuk formasyonu Uzerinde direkt etkili
AC potansiyeli fiber uniformitesini arttiriyor

Fiber capi ile ters iligkili

Polimer
konsantrasyonu

Fiber ¢capi ile dogru orantili
Fiber ¢capi gug yasasi ile iligkili

Polimer konsantrasyonunun kupu ile ¢ap orantili

iyonik giic

Yuk yogunlugu ile dogru orantili

Boncuk yogunlugu ile ters orantil

Cozucu

YUk yogunlugu hacmi tzerinde etkili

Buharlagma ve katilasma hiziyla direkt iligkide

Sicakhk

Viskozite ile ters orantili

Daha az boncuklu uniform fiberler

Viskozite

Capla ve spinleme yetenegi ile parabolik iliskide
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2.8. Nanofiber Uygulama Alanlari

Elektrospin fiberler; érilmemis fabrikler, glglendirici fiberler, enzimlere yardimci,
ilag salim sistemleri, yakit hucreleri, iletken polimer ve kompozitler, fotonikler,
sensorler, tip, eczacilik, yara iyilesmesi, filtrasyon, doku muhendisligi, katalist
yardimcisi, kompozit sistemlerde guglendirici bilesen olarak fiber matriks ve
fonksiyonel nanotuplerin hazirlanmasi gibi uygulama alanlarinda kullanilir (He,
2008).

2.8.1. Doku Mihendisliginde Nanofiber Uygulama Alanlan

Doku muhendisliginde en onemli degiskenlerden birisi de nano boyutta doku
yapisini taklit edecek doku iskeleleri gelistirmektir. Nanofiber Uretimi doku iskelesi

fabrikasyonunda ¢ok hizli gelisen alanlardan biridir.

Nanometre boyutunda dogal insan dokusunun yapisina taklit edecek doku iskelesi
uretmek igin nanofiber geligtiriimesi onemlidir. Morfoloji olarak elektrospin
yontemiyle hazirlanmis nanofiberler insan dogal ECM ‘ine gok benzemektedir. Bu
nedenle hicre kultird ve doku muihendisligi uygulamalari i¢in nanofiberler, doku

iskelesi materyali olarak umut vaat etmektedir (Sekil 2.13).

Mikroporoz doku iskelesi Mikrofiber doku iskelesi Nanofiber doku iskelesi

Sekil 2.13. Doku iskelesi yapisinin hiicre yapismasi ve gogalmasi Gzerindeki etkisi
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Elektrospin prosesi yapay dokular igerisinde farkli hicre tiplerinin blylimesini
saglayacak kompleks ve u¢ boyutlu (3D) nanofiber doku iskelesi Uretebilmeyi
muamkun kilar. Nanofiber kullanilarak dizayn edilen 3 boyutlu sentetik biyobozunur
doku iskeleleri hlicre yapismasi, proliferasyonu ve farkhlasmasi igin mikemmel bir

iskelet rolu oynar.

Nanofiberlerin yiksek ylizey alani hacim orani mikropor yapisiyla birlestirildiginde
hicre yapismasi, proliferasyonu, farklilagsmasi ve rejenerasyonu doku muhendisligi
uygulamalari igin istenen 6zelliklerdir. Nanofiberler kas, kemik, kikirdak, ligament,
iskelet-kas, deri, vaskuller, néral doku muhendisliginde; ilaglarin, proteinin ve

DNA’nin kontrollt salimi igin tasiyici olarak kullanilabilir.

Dogal polimerlerin avantajlari insan vucudunda bulunan makromolekullerle ¢ok
benzer olmalaridir. Kollajen, hyaluronik asit, jelatin, kitosan, elastin, ipek, bugday
proteini gibi dogdal polimerler nanofiberlerin doku muhendisligi uygulamalarinda
kullaniimaktadir. Kollajen nanofiber myoblast ve kondrositlerde uyumluluk

gOstermektedir (Gersbach ve arkadaslari, 2002; Shields ve arkadaslari, 2004).

Sentetik polimerler PLA (polilaktikasit), PET (polietilenterefitalat) kan damari doku
muhendisliginde, noral ve kikirdak doku muhendisliginde ECM (ekstraselllar
matriks)’i taklit eden PCL (polikaprolakton) ve PLLA-CL, duz kas ve endotel
hicreleri igin kopolimerik bilesimler, PLGA (kemik ve kikrdak doku mihendisligi ve
kontrolli ilag salimi), PEVA kontrolli ilag salimi ve PLGA-PEG blok kopolimeri
DNA salimi icin matriks olarak kullaniliyor. Son zamanlarda karbon ve alumina
nanofiberler dental ve ortopedik implantlarda biyomateryal olarak kullaniliyor
(Vasita, 2006).

2.9. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Plastik materyaller degredasyona direncgliligi ve saglamlihidi gibi bazi istenen
Ozelliklerden dolayr yasamimizi tamamlayan bir parga haline gelmistir. Her yil
cevrede 25 milyon ton degrade olmayan plastik birikmektedir. Son zamanlarda
global c¢evre ve kati atik yonetimine ait problemler konvensiyonel sentetik
plastiklerin istenen fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini koruyacak sekilde biyozunur

plastiklerin gelistiriimesini glindeme getirmigtir. Geligtirilen bazi biyobozunur
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plastikler polihidroksialkanoatlar (PHA), polilaktidler, alifatik polyesterler,

polisakkaritler ve bunlarin kopolimerleri ve blendleridir (Sang Yup Lee, 1996).

Polihidroksialkanoatlar (PHA), cok ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan, azot ve
fosfor gibi temel besinlerin sinirli konsantrasyonlarinda ve karbon kaynaginin
fazlahiginda enerji depo materyali olarak sentezlenen hidroksialkanoat
polimerleridir (Anderson ve Dawes 1990, Poirier ve arkadaslari 1995). Bu
polimerler, dogrusal, kisa zincirli C-hidroksi yag asiti monomerleri iceren, zarla
cevrili hicre i¢i depo materyali olup tekrarlanan hidrofobik birimlerden meydana
gelmis uzun polimerlerdir (Findlay ve White 1983, Lafferty ve arkadaslar 1988,
Anderson ve Dawes 1990, Slater ve arkadaslari 1992, Madison ve Huisman 1999,
Poirier 2002). Bu hicre i¢ci depo materyalinin bakterilerde, insandaki yag ve
bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi bildiriimektedir (Pool, 1989). ilk kez Lemoigne
tarafindan 1920'li yillarda topraktan izole edilen Bacillus megaterium bakterisinde
bilinmeyen bir materyalin parcalanmasi sonucu rastlanilan 3-hidroksi butirik asit,
poli-3-hidroksibitirat homopolyesteri (PHB) olarak tanimlamistir (Braunegg,

Lefebvre ve Genser 1998).

j I
O—CH—(CH,)— C
B 100-30000
n=1 R= hydrogen poly (-3-hydroxypropionate)
methyl poly (-3-hydroxybutyrate)
ethyl poly(3-horoxyvalerate)
propyt poly (-3-hydroxyhexanoate)
pentyl poly (-3-hydroxyoctanoate)
nonyl poly (-3-hydroxydodecanocate)
n==2 R = hydrogen poly (-4-hydroxybutyrate)
n=>3 R = hydrogen poly (-5-hydroxyvalerate)

Sekil 2.14. Polihidroksialkanoatlarin (PHA) genel yapisi

Farkli monomer kombinasyonlarinin ¢goklugundan dolayr PHA o6zellikleri degisiklik
gOstermektedir. Ancak PHA ailesinin butun Gyeleri asagidaki karakteristik

Ozellikleri gosterir;
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e 2x10°- 3x10° molekiiler agirlik

e 80'den fazla farkli monomeri vardir. DUz ve dallanmig, doymus ve

doymamis yapilari, alifatik ve aromatik yan gruplari vardir.
¢ Biyolojik olarak yikilabilir
e Su buharini gegirmez
® Yuksek UV-direnci
e Toksik degil
e Biyouyumlu
e Piezoelektrik
¢ Optik agidan aktif *

e PHA'lar hem termoplastik veya elastomerik materyaller olabilmektedir.

Erime noktalarn 40-180 °C arasinda degisir.
e PHA, bakterilerde karbon ve enerji deposu olarak kullanilir.

e Yetersiz N, P, Mg, O, ve fazla karbon bulunan sartlarda Uretimi olur.

Nutrientler dengelendiginde, depolimeraz ile degrade olurlar.
*Simdiye kadar sadece PHB ve kopolimerleri igin tespit edilmigtir.

PHA’larin 300’den daha fazla mikroorganizma tarafindan sentezlendigi ve hucre
icinde depo edildigi bilinmektedir. Bu mikroorganizmalar igerisinde htcre kuru
agirhginin % 90" Uzerinde PHB biriktirmesi nedeniyle yapilan ¢alismalarda siklikla

“Alcaligenes eutrophus” bakterisi kullaniimaktadir.



Genel Bilgiler 32

Cizelge 2.7. PHA biriktiren bakteri cinsleri (Helm, 2002)

Actinomyces Ferrobacillus Pseudomonas
Alcaligenes Halofax Protomonas
Azotobacter Hyphomicrobium Ralstonia
Azosprillum Methylobacterium Rhizobium
Bacillus Methylocystis Rhodococcus
Beijernickia Methylosinus Rhodopseudomonas
Chlorogloea Micrococcus Rhodosprillum
Chromatium Mycoplasm Streptomyces
Clostridium Nitrobacter Thiobacillus
Derxia Nocardia Vibrio

PHA dretimi sirasinda seker ve yagdlar gibi tekrarlanabilen kaynaklar, spesifik

mikroorganizmalar tarafindan fermente edilerek PHA polimerleri olusturulmaktadir.

PHA'larin termoplastik, piezoelektrik, biyobozunur, biyouyumlu ve nontoksik
olmalari; suda ¢ozunmemeleri onlari paketleme ve biyomedikal uygulamalar gibi
pek cok uygulamada cekici kilmaktadir (Anderson ve Dawes, 1990). PHA’larin
immunolojik agidan indrt ve insan dokusunda yavasca degrade olmasi vucut
icinde implant olarak kullanilabilecegi anlamina da gelmektedir. PHA’lar
mikroorganizmalarin aktif olarak bulundugu ortamda 5-6 haftada degrade
olabilmektedir. PHA toprak, deniz, gol sulari ve atik sulardaki mikroorganizmalar
tarafindan aerobik sartlarda karbondioksit ve suya kadar, anaerobik kosullar
altinda metana kadar tamamen parcalanabilmektedirler (Khanna ve Srivastava,
2005).

2.9.1 PHB (poli-3-hidroksibdtirat)

Polihidroksibutirat (PHB) atik su yonetiminde ve biyomedikal cihazlarda
biyouyumluluk icin kullanilan biyobozunur termoplastik bir biyopolimerdir. ilk kez
1926’da Lemoigne tarafindan kesfedilen P(3HB) PHA ailesinin en yaygin ve basit
uyesidir. Polihidroksibutirat (PHB) PHA sentaz enzimi varliginda Dbelirli

mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak sentezlenen alifatik
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bir biyopolyesterdir. PHB Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium gibi

mikroorganizmalarin fizyolojik strese karsi cevabinin bir gostergesi olarak uretilir.

Poli(3HB) 6zellikleri:
e Termoplastik
e Biyobozunur
¢ Yenilenebilir kaynaklardan uretilebilir
e Nontoksik
e Biyouyumlu
e Ylksek derecede polimerizasyon
e Suda ¢dézinmeme
e Yiksek kristalite (dogal cevreden ekstrakte edildiginde)
e Optik aktivite
e izotaktik (tekrarlanan (initelerde stereokimyasal diizenlenme)
e Piezoelektrik (Steinblchel ve Flctenbush,1998)

Poli(3HB) plastik materyal olarak énemli bir ticari ilgi alanidir, ¢linkl batlinuyle
farkh kimyasal yapilara sahip olmalarina ragmen fiziksel 6zellikleri polipropilene
(PP) oldukca benzerdir. Poli(3HB) biyomedikal uygulamalarda kullanilan ilk PHA
polimeridir. Poli(3HB) mekanik, kimyasal, degredasyon oOzellikleri ve ticari
uygunlugundan dolayi kompozit materyal fabrikasyonunda kullanilan PHA ailesinin
ilk Gyesidir. Poli(3HB) gercekten sert, kati materyaldir ve ¢ekme dayanikliligi
polipropilenle karsilastirilabilir. Dogal bir termoplastik polyester olan Poli(3HB)'In
mekanik ozellikleri polilaktitler gibi sentetik olarak Uretilen bozunur polyesterler ile
kargilastirilabilir (Engelberg, 1991). Yuksek kirilganlik ve dusik degredasyon

Poli(3HB) polimerinin tek dezavantajidir.
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Cizelge 2.8. PHB 6zellikleri (Misra ve arkadaslari, 2006)

Ozellikler Olgiimler
Erime sicakhgi (C) 160-177
Camsi gegis sicakhgi (C) -4...+15
Cekme dayanikliigi(MPa) 15-40
Cekme modulii(GPa) 1.1-3.5
Kristalite (%) 1-6
Kirilmada uzama (%) 1.243
Polidispersity index 1.9-2.1
Degredasyon periyodu >52 hafta
Degredasyon modu Hidrolitik, bakteriyel depolimeraz
Kontakt acisi (°) 66

Poli(3HB) biyodegredasyonu, optik aktivitesi ve izotaktik 6zelliginden dolay! doku
muhendisliginde doku iskelesi ve kontrolli ilag-salim tasiyicisi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica piyasada yiyecek paketlenmesinde, plastik filmlerde,

cerrahi suturlarda ve kemik plaklarda kullaniimaktadir.

Dusuk molekul agirhkh Poli(3HB) dogal olarak insan kaninda bulunur ve bu
molekuller 3-hidroksibatirik asite ayrisir, bu Gran ise nontoksik ve biyouyumludur.
(Misra ve arkadaslari, 2006). Poli(3HB) fare fibroblast hicre hattinda, sigan
kondrosit, osteoblast ve gastrointestinal bdlgede toksisite yaratmaz (Misra ve
arkadaslari, 2006). PHB osteoblast, epitel hiicreler ve adrenokortikal hicrelerle iyi

biyouyumluluk gosterir (Wu ve arkadaslari, 2004; Shishatskaya, 2004 ).
2.10. Doku Miihendisliginde PHA

Mevcut Dbilgiler PHA biyopolimerinin doku muhendisliginde ve terapatik
uygulamalar igcin canli doku UrUnlerinin geligtirimesinde 6nemli bir rol oynadigini

gOstermektedir. Polihidroksialkanoatlar biyouyumlu olmalari, degisebilen mekanik



Genel Bilgiler 35

Ozellikleri ve fizyolojik sartlar altinda kontrol edilebilir biyobozunmalari ile doku
muhendisligi ve medikal uygulamalar igin umut vaat etmektedir. Farkh ve
degqigstirilebilir o6zellikleri ile PHA kardiyovaskuler sistem, kornea, pankreas,
gastrointestinal sistem, bobrek ve genitouriner sistem kas-iskelet sistemi, sinir
sistemi, deri, dis ve oral bosluk i¢in potansiyel doku muhendisligi uygulamalari i¢in
iyi bir alternatiftir. Ayrica son zamanlarda PHA ailesinin yeni bir sinifi absorbe
olabilen P(4HB)-tirevli TephaFLEX sutur FDA (Food Drug Administration)

tarafindan onay almistir.

Polihidroksialkanoatlarin farkli uygulamalarda kullanimlari biyouyumluluklarinin,
mekanik  Ozelliklerinin  ve degredasyon hizlarinin ayarlanmasi  blend
olusturabilmelerine, ylzey modifikasyonuna ya da diger polimerler, inorganik

materyaller ve blyime faktorleri ile kompozit olusturmalarina baglidir.

2.11. Nanofiber Uretiminde PHB

Toksik yan urln olusturmayan, biyobozunur olan P(3HB) ve kopolimerleri birgok
mikroorganizma tarafindan sentezlenebilir. Bu g¢evre dostu biyopolimerler
konvensiyonel biyobozunur olmayan materyallerin yerine gectiler ve doku
muhendisliginde doku iskelesi, ila¢ tasiyicisi, implant materyali ve cerrahi sutur

olarak uygulama alanlarini geniglettiler.

Yuksek ylzey alani-hacim orani gosteren ultra ince polimerik fiberler
elektrospinning yardimiyla hazirlanabilir. Bu karakteristik 6zellikler separasyon
membranlari, yara ortU materyalleri, yapay kan damarlari, sensorler, kompozit

materyaller gibi ileri uygulamalar i¢in oldukga 6nemlidir.

Son zamanlarda bazi arastirmacilar mikropordéz biyobozunur ya da biyouyumlu
doku iskelesi hazirlamak icin calismaktadirlar. Ornegin elektrospinning yéntemi
kullanilarak hazirlanan PLGA ultra ince fiberler 500-800 nm ¢ap araligi ile dogal
dokudaki ekstraselllar matrikse morfolojik olarak benzerlik gostermektedir (Li,
2002).
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3. Deneysel Caligmalar

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen calismalar baglica dort ana bdélimden
olusmaktadir. Birinci bolumde doku iskelesi hazirlamak Uzere bakteriyel polimer
olan PHB'In Uretimi gerceklestirildi. Uretilen PHB’In saflik miktarini ticari PHB ile
kargilastirmak icin NMR kullanild1.

ikinci bélimde doku iskelesi hazirlama ydntemlerinden biri olan dondurarak
kurutma yontemi ile geleneksel formda, elektrospinning yontemi ile nano boyutta

doku iskeleleri ticari ve bakteriyel PHB’den hazirlandi.

Uglinct bélimde ise hazirlanan doku iskelelerinin yiizeyi plazma ydntemi ile (PEG
ve EDA ile) modifiye edildi.

Calismanin son bolumunde ise dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi
ile hazirlanmis doku iskelelerinin mesane epitel hicreleri (human urinary bladder

transitional cell carcinoma) ile etkilesimi incelendi.

3.1. Kimyasallar

Calismada doku iskelesi hazirlanmasinda kullanilan PHB Sigma-Aldrich (Amerika)
firmasindan temin edildi. Plazma ile ylzey modifikasyonu i¢in kullanilan polietilen
glikol (PEG, Mw=400g/mol) Acros (Belcika) ve etilen daimin (EDA) Fluka, (ABD)
firmalarindan temin edildi. Hicre kiltir deneyleri igin, Tripsin-EDTA (Tripsin-
Etilendiamin tetraasetik asit), DMEM F-12 (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”)
besiyeri ve Fetal Sigir Serumu (FCS), DMSO (Dimetilsiilfoksit ), Tetrazolium Tuzu
(MTT) Serva’dan (ABD) firmasindan temin edildi. Coklu kuyucuklu plaklar ve hlcre

kaltar kaplari Corning (Amerika) firmasindan temin edildi.

Yapilan calismalarin tamaminda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup

herhangi bir ilave saflastirma islemine tabi tutulmadi.
3.2. PHB Sentezi

“Alcaligenes eutrophus” adli bakteriden PHB sentezi i¢cin Ureme ve polimer vasati
olmak Uzere iki vasat hazirlandi. S6z konusu ortamlar ile eser elementlerin yer

aldigi ¢cozeltiler Cizelge 3.1-3.3.’te ayrintili olarak tanimlandi.
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Cizelge 3.1. Alcaligenes eutrophus igin zenginlestiriimis besiyeri

Glukoz 10 g/lt
Yeast extract 2 g/lt
Pepton 2 g/t
KoHPO4 1 g/lt
KH,PO4 1g/lt
(NH4)SO4 1 g/lt
MgSO47H20 0,05 g/lIt
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4x50 mllik Greme ortami hazirlandi, pH’1 7’ye ayarlandi ve otoklavliandi. Daha

sonra ekim yapildi ve 30 °C’de 2 glin calkalamali etlivde inklbe edildi.

Cizelge 3.2. Alcaligenes eutrophus igin polimer ortami

Sucrose 10 g/400 ml
KH,PO4 0,6 g/400 mi
Na;HPO412 H,O 1,2 g/400 ml
MgSO47H,0 0,08 g/400 ml
CoCly2H,0 0,004/400 ml
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Cizelge 3.3. Eser element ¢ozeltisi (bilesen miktarlar litre ¢dzelti basina verilmistir)

FeS0O47 H,O 20g
H3PO4 0,3¢g
CoCly6H,0 02g
ZnS0O47H0 0,03 g
MnCl,4H,0 0,039
(NH4)s M070,44H,0 0,039
NiSO47H,0 0,03 g
CuS045H,0 0,01g

Polimer ve eser element ortami hazirlandi. Sonra eser element ve polimer

ortamlari 1ml/1l oraninda karistirildi. Bakteri sispansiyonu 3000 rpm’de 10 dk

santrifij edildi. Ustte kalan slpernatant atildi. Altta kalan pelet polimer-eser

element ortamina aktarildi. Hazirlanan bakteri suspansiyonu 30°C’de 3 gin

calkalamali etivde inktbe edildi.

Polimer Ekstraksiyonu

kaldirldi.

Polimer ortamindaki Alcaligenes eutrophus’lar santrifij edilip -80°C’ye

e Her bir pelletin tzerine 5 ml sodyum hipoklorit (NaOCI) eklendi. Daha sonra

vortekslendi ve 24 saat boyunca etlivde 37 °C’de inktibe edildi.

o Bakteri/NaOCI 4000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi.

e Peletin Uzerine 5 ml su eklendi ve vortekslendi, 4000 rom’de 10 dk santrifuj

edildi.
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Ustte kalan sipernatant uzaklastirildi. Peletin tzerine 5 ml kloroform

eklendi ve tlpler 1 saat boyunca 37 °C’de rotorda karistirildi.

e Boaylelikle hicresel atiklar sivinin Ust kisminda toplandi ve mikropipet

yardimiyla uzaklastirildi.
e Elde edilen PHA/kloroform ¢dzeltisi -80 °C’ye kaldirildi.

e Liyofilizatérde 1 gece bekletildi. Kalan hiicresel atiklarin uzaklastiriimasi igin

metanolle yikandi.
3.3. PHB Karakterizasyonu

Bakteriden Uretilen PHB’nin saflik derecesini ticari PHB ile karsilastirmak amaciyla
karakterizasyon yontemlerinden biri olan NMR kullanildi. NMR (Nukleer Manyetik
Rezonans) spektrumlari 400 Mhz ve 25 °C parametrelerinde galistirilan Brucker
UltraShield 400 NMR spektrometresi (Almanya) ile elde edildi. Ornekler sicak

kloroform igerisinde ¢dzllerek hazirlandi.
3.4. Geleneksek Doku iskelesinin Hazirlanmasi

Doku iskeleleri ticari ve bakteri kaynakli PHB’den dondurarak kurutma (freze-
drying) yontemi kullanilarak hazirlandi. %3 luk (w/v) solisyon hazirlamak igin 5 ml
kloroformda 0,15 gr PHB ¢6zuldu. SolUsyon, cam kaplara dokuldu ve sirasiyla -80
°%C’de ve liyofilizatdorde 1 gece bekletildi. Bdylece geleneksel doku iskeleleri

hazirlanmis oldu (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Geleneksel PHB doku iskelesi hazirlama basamaklari
3.5. Nanofibriler yapilarin hazirlanmasi

Nanofibriler yapilarin hazirlanmasinda Spellman marka, CZE1000R model (0O-
30kV) yluksek voltaj kaynagi ve Goldman marka dozaj pompasinin yer aldigi
elektrospin dizenedi kullanildi (Sekil 3.2.). Yapilan ¢alismalar sonunda elde edilen
optimum calisma kosullarina goére; %5 lik polimer konsantrasyonunda, 17kV, 15
cm toplayici-igne ucu arasi mesafede, 20 ml/sa akis hizinda PHB nanofibriler

doku iskeleleri elde edildi.
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Sekil 3.2. Nanofibriler PHB doku iskelesi hazirlanmasinda kullanilan dizenek

Enjektor
Toplayici

Dozaj pompasi

Yiiksek voltaj glic + Tayls:i:(onisi

Topraklama
Sekil 3.3. Basit bir elektrospin duzenegi
3.6. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile hazirlanan nanofibriler
yapidaki doku iskelelerinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla taramali
elektron mikroskobundan-SEM (ZEISS EVO 50 EP and ZEISS SUPRA 50 VP,

Germany) yararlanildi.
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3.7. Doku iskelelerinin Yiizey Modifikasyonu

Dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile hazirlanan PHB doku
iskelelerinin hlcre ile biyouyumluluklarini artirmak amaciyla radyo frekansi yuk
bosallm (RFGD) plazma polimerizasyon teknidi kullanilarak modifiye edildi.
Plazma polimerizasyon sistemi olarak 13.56 Mhz radyo frekans jeneratori ve
icerisinde biri jeneratérin empedans Unitesine, digeri toprak hattina bagl olan iki
bakir elektrot bulunan reaktére sahip Vakum Praha (Cek Cumbhuriyeti) plazma
modifikasyon sistemi kullanildi. Plazma reaktérl, reaktdr gazini bosaltmasi icin
1x10™* mbarlik vakum pompasina baglandi. islem siiresince reaktér, monomer
tanki ve argon gaz ile beslendi. Plazma polimerizasyon sisteminin sematik

gOsterimi Sekil 3.4.’de verildi.

Dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile hazirlanan PHB doku
iskelelerinin yuzey modifikasyonunda 30 W gu¢ kullanilarak polietilen glikol (PEG)
ve 50 W glg¢ kullanilarak etilen diamin (EDA) kaplamalari asagidaki prosedire

gOre yapildi.
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Sekil 3.4. Plazma polimerizasyon sisteminin sematik gosterimi
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Plazma polimerizasyonu ile yiizey modifikasyon prosedtirii (Akdogan E. 2005)

e Ornekler bakir elektrotlarin ortasinda olacak sekilde érnek sehpasi lizerine

yerlestirildi ve reaktorin kapaklari sizdirmazlik saglanacak sekilde kapatildi.

e Vakum pompasi galistirildi ve reaktor igerisindeki basing 0,14-0,16 mbar’a

dasuraldu.

e Reaktor icerisinde kalan oksijen ve azot atomlari gibi reaktiflerin

supurulmesi icin sistemden 10 dakika inert azot gazi gegirildi.

e Homojen plazmanin saglanabilmesi icin gerekli olan 0,16 mbar’lik basing

tekrar saglandi.

e Reaktor igerisine monomer beslendi ve iglem sadece monomer varligini

saglamak i¢in 10 dakika daha devam ettirildi.

e istenilen glic ayarlanarak RF jeneratorii calistirildi ve 10 dakika bosalim

saglandi.

e islem sonrasinda jenerator kapatildi ve reaktor icerisindeki polimer yiizeyine
tutunabilecek monomer ve radikal kalintilarini uzaklastirmak igin sistemden

10 dakika argon gazi gegcirildi.

e Son olarak ornekler 10 dakika vakum altinda tutuldu ve cihazdan alinarak

analizler i¢in kapali kaplarda saklandi.
3.8. Mekanik Testler

Zwick Z010 mekanik test cihazi, ticari ve sentez nanofibriler doku iskelelerinin

mekanik ozelliklerinin belirlenmesinde kullanildi. 10 kN kuvvette ¢alisildi.
3.9. Biyolojik Uyum Testleri
3.9.1 Mesane Epitel Hiicrelerinin izolasyonu

Yapilan calismada kullanilan, mesane epitel hicreleri (human urinary bladder
transitional cell carcinoma) kanserli mesane dokusundan izole edildi. Bunun igin
doku mekanik olarak parcalandi. Elde edilen doku pargalari hicre kultur kaplarina

kondu. Uzerlerine 1 ml besi yeri eklendi. Bir gece etlivde bekletildi. Ertesi gin
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hiacre kultir kaplarina 1 ml daha taze besiyeri eklendi. Hucreler konfokal 1sik
mikroskobunda takip edildi. Yaklasik 2 hafta igerisinde hicreler izole oldu (Sekil
3.5.). Hucre karakterizasyonu igin hucreler plazma polimerizasyonu ile EDA
kaplanmig bakteri laminda 3 gun kiltlre edildi ve hematoksilen-eozin ile boyandi

(Sekil 3.6.).

Sekil 3.5. izole edilmis mesane epitel hiicreleri.



Deneysel Calismalar 45

Sekil 3.6. Hematoksilen-eozin ile boyanmis mesane epitel hicreleri

Sekil 3.7. Kllture edilen mesane epitel hicreleri
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3.9.2. Hicrelerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.4’de verilen kosullara gore mesane epitel huacreleri hucre kualtar
ortamlarinda gogaltildi. iki giinde bir ortam degistirildi. Hiicreler, hiicre kiiltir kabi
zeminini kapladiklarinda 1/3 pasaj yapildi. Mantar ve bakteri kontaminasyonlarina

karsl her gin mikroskobik incelemeye tabi tutuldu.

Cizelge 3.4. Mesane epitel hiicrelerinin hucre kultur ortaminda ¢ogaltiimasi

Hiicre Turu: Degisken epitel hiicreleri

Kultur kabu: 25 cm®lik polistren flask (ybzeyi hiucre yapismasina
uygun)

Kultur vasati: %10 Fetal sigir serumu iceren DMEM-F12; %1 penisilin-

streptomisin, %1 human insulin, %1EGF

Rutin sub-kultur: 1/3

Kultur o6zelligi: Monolayer
Toplam hacim: 5ml

pH: 7,2-7,5

Sicaklik: 37+0,5°C
inkiibasyon ortami: % 5'lik CO, etiivii

3.9.3. Sitotoksisite Testi (MTT)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue)
testi hucre canhliginin ve boylelikle sitotoksisitesinin kolorimetrik olarak

OlcUlebilecegi bir testtir.

Bakteriyel ve ticari PHB’den elektrospinning ve geleneksel yontem ile Uretilen doku
iskelelerinin (plazma yontemi ile PEG ve EDA kullanilarak yutzeyleri modifiye
edilmis ve modifiye edilmemis doku iskeleleri) degredasyon urlnlerinin mesane
epitel hucreleri Uzerine sitotoksik etkileri (indirek sitotoksisite) incelendi. Bunun
icin mesane epitel hicreleri 96 kuyucuklu plaga ekildi. Plak bir gece etlivde inkibe

edildi. Doku iskeleleri UV 1sik altinda 20 dakika steril edildikten sonra hiicre kultur
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vasati (0,2 gr scaffold/ 1ml vasat) ile farkli surelerde inkiibe edildi. inkiibasyon
37°C, %5 CO;li etiivde gerceklestirildi. inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu
plaktaki vasat atildi ve hucrelerin Uzerine doku iskeleleriyle etkilestiriimis vasat
200pl pipetlendi. Plak 24saat etuvde inkube edildi. Daha sonra plaktaki vasat atildi
ve kuyucuklara 100yl taze vasat ve 13yl MTT solisyonu (5ug/ml, fenol-red
icermeyen RPMI 1640 ile seyreltildi) ilave edildi. 4 saat karanlkta, etlivde inklbe
edildikten sonra kuyucuklardaki vasat ve MTT solUsyonu kibarca dokuldu ve
kuyucuklara 200ul 0,04M HCI iceren saf izopropanol pipetlendi. 30 dakika
bekletildikten sonra plak 570 nm’de ELISA okuyucusunda okutuldu.

MTT testi hicre canlihginin tespiti icin kullanilan bir testtir. Polimerik yapilarin
sitotoksik olup olmadiklari veya sitotoksisite oranlari bu test ile saptanabilir.
Yapilan MTT testinde, plagin ilk sutunundaki sekiz kuyucuk kontrol olarak
kullanildi ve her bir doku iskelesi sekiz tekrarli olarak c¢aligildi. Kontrol plagindan
alinan absorbanslarin ortalamasi %100 kabul edildi, test kuyucuklarindan alinan
absorbanslarin ortalamalari ile mukayese edildi ve polimerlerin toksisiteleri
bulundu. Ornegdin modifiye ediimemis bakteriyel kaynakli PHB’den elektrospinning
ile elde edilen doku iskelesinin absorbansi 0,502’dir. Kontrol kuyucuklarindan ise

0,521 absorbans alindi. Buna gore;

0,521 %100
0,502 X
X: %96,2

Buna goére modifiye edilmemis bakteriyel kaynakli PHB’den elektrospinning ile elde

edilen doku iskelelerinin degredasyon urtnleri %3,8 toksiktir.
3.9.4. Hicre Cogalma Orani Testi

Bu calisma ile hazirlanan doku iskelelerine yapisan hucre sayisi incelendi.

Testin Yapihgi:

e Doku iskeleleri 0,5 cm ¢apinda kesildi. UV 1s1g1 altinda 20 dakika steril edildi.
Birkac kez taze hazirlanmis hiicre kiltir vasati ile yikandi. Uzerlerine 50pl
hlcre ekildi. Hucre kultar plaklar 37°C’de karbondioksitli etivde inktbe edildi.

2 saat sonra her bir kuyucuga 150ul taze vasat ilave edildi. Bir gece etlvde
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inkiibe edildi. inkilbasyondan sonra doku iskeleleri baska bir plaga alindi.
Doku iskeleleri huicre atildiktan sonra 1, 3, 6, 8 ve 10. gunlerde alindi ve PBS
ile birkac kez yikandi. Uzerlerine 50ul MTT solusyonu (5gr/ml) eklendi. 4 saat
etiivde inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra doku iskeleleri (izerine 200ul HCI
iceren izopropanol eklendi. Solusyon 570nm’de ELISA okuyucusunda

okutuldu.

e Ayni zamanda modifiye edilmis ve edilmemis, geleneksel ve nanofibriler doku
iskeleleri hucre ile etkilestiriimeksizin yukarida anlatilan islemlerden gegirildi
ve elde edilen ¢oOzeltinin absorbansi 570 nm’de UV spektrofotometrede
Olguldl. Elde edilen absorbans 0.02'dir ve diger caligmalar degerlendirilirken

ihmal edilmisgtir.
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4. Deneysel Bulgular ve Tartigmalar
4.1. Bakteriyel Esasli PHB Sentezi

Bu asamada “Alcaligenes eutrophus (DSM 545)” adli bakteri susundan PHB
sentezlendi.

4.1.1. Bakteriyel Esasli PHB Polimerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen PHB’nin molekiler yapisi incelendi. Elde edilen bakteri kaynakli ve
ticari PHB’nin NMR( 1H-NMR) sonucu Sekil 4.2 ve 4.3'de verildi.

Ticari PHB’'de 7.2, 5.2, 2.6, 2.4, 1.5 ve 1.2 ppm’deki pikler sentez PHB ile
kargilastirildiginda birebir ortismektedir.

NMR sonuglari géz 6nline alindijinda sentezlenen bakteriyel PHB’nin safliginin

oldukga yuksek oldugu gorulda.

--0- éH - CH, - C(0) -] -
|
CH,

Sekil 4.1. PHB molekuler yapisi



50

Deneysel Bulgular ve Tartismalar

000"
T9L”
E6L”
118°
928"
9€0°
zs0”
L6T"
ETE”
£9¢°
86¢°
aGe”
LLE®
Tev”
e0T”
gLE"
06"
AN A
6Zh°
LLE®
606"
LZS”
L¥G*
998°

626"

16%°

PHB ticari isitip

Mﬂp.

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

8.0

o
(=]
-

Sekil 4.2. Ticari PHB (polihidroksibatirat) "H-NMR spektrumu
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Sekil 4.3. Sentezlenen PHB (polihidroksibatirat) polimerinin 'H-NMR spektrumu
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4.2. Ticari PHB’den Doku iskelesi Hazirlanmasi
4.2.1. Dondurarak Kurutma Yéntemiyle Doku iskelesi Hazirlanmasi

Ticari polimerden dondurarak kurutma yontemiyle doku iskeleleri elde edildi, optik

mikroskop ve SEM gdoruntuleri alindi.

Sekil 4.4. Dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanan doku iskeleleri

Optik mikroskop altinda elde edilen goéruntilerde doku iskelelerinin birbiriyle

baglantili es dagilimh gézeneklere sahip oldugu gorulda (Sekil 4.5 ).

Sekil 4.5. %3 polimer konsantrasyonunda PHB doku iskelesinin optik
mikroskop goruntusu (A ve B fotograflari 10X20, C ve D 10X40)
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PHB doku iskelelerinin SEM goruntulerinde agsi ve homojen bir por dagilimina ve
yuksek poroziteye sahip oldugu goruldu. Birbirleriyle baglantili olan por yapisi ve
yuksek ylzey alani, hilcre vyapigsmasi ve vaskullarizasyon igin istenen
Ozelliklerdendir (Jiang, 2008).

RN T WS b

- . s
SANAEM SEl  200kv X110 100pm WD 132mm SANAEM SEl 50kv X100  100pm WD 21.5mm

Sekil 4.6. %3 polimer konsantrasyonunda PHB doku iskelesinin

SEM géruntisiU a) yandan b) ylizeyden
4.2.2. Nanofibriler Yapida Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Elektrospinning yontemi ile nanofibriler yapi Uretiminde, fiber c¢api polimer
konsantrasyonuna dolayisiyla polimer g¢ozeltisinin viskozitesine baghdir. Polimer
konsantrasyonu arttikgca ¢oOzelti viskozitesinin ve elde edilen fiber ¢apinin arttigi
bilinmektedir (Megelski, 2002).

Bu calismada %5 ve %7’lik konsantrasyonlarda ticari PHB nanofibriler yapilar
hazirlandi. %5 ve %7’lik yapilar karsilastirildiginda; %7’likte fiber ¢capinin %5’lige
gOre daha fazla oldugu ve ayni zamanda boncuksu yapilarin da azaldigi goraldu.
Ornegin %5 konsantrasyonunda fiber gapi 300-800 nm civarinda iken, %7’likte

800nm-1um araliginda oldugu goéruldu.
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HV curr
2.00 kV |45 pA

Sekil 4.7. %5 polimer konsantrasyonunda, %100 CHCIs, 0,5 ml/dk, 20 cm, 17kV

parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM gorintisu
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Sekil 4.8. %7 polimer konsantrasyonunda, %100 CHClI3 0,5 ml/dk, 20cm, 15 kV

parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM goruntisu
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Ancak polimer konsantrasyonunu arttirmakla boncuksu yapilar tam olarak
giderilemedi. Boncuk sekillerine bakildiginda sorunun polimer konsantrasyonu ile
ilgili oldugu sonucuna varildi. Sadece kloroform kullanilarak hazirlanan ylksek
polimer konsantrasyonundaki ¢ozeltinin kapiler tupte siklikla tikanmalara yol actigi

ve jet olusumunu engelledigi gozlemlendi.

Literatirde daha yavas ¢o6zlucu buharlagsmasini saglayan ve polimer solisyonunun
elektrospinlenebilirligini arttiran DMF(dimetilformamid)’in kloroforma (CHCI3) bir
kosolvent olarak eklendigi ¢alismalar mevcuttur (Cheng, 2008). Bu bilgilerden yola
cikilarak %20 DMF/%80 CHCI; ve %5 DMF/%95 CHCI; oranlarinda nanofibriler

yapida doku iskeleleri hazirlandi.

DMF eklenerek hazirlanan doku iskelelerinde, DMF miktarindaki artis fiber
capinda énemli oranda azalmaya neden oldu. %20 DMF/%80 CHCI; oraninda
hazirlanan nanofibriler yapilarin ¢aplari 500-600 civarinda iken %5 DMF/%95
CHCIl3'de fiber ¢capi 700 nm oldu. Ayni zamanda DMF’nin ylksek ylzdelerinde
boncuk olusumunun engellendigi de goérilda. ilgili literatiirde de benzer sonuglar

ve yorumlar vardir (Cheng, 2008).
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10pm EHT=1000kV  SignalA=SE1  Date :17 Jul 2009
Mag= 300KX WD =15.0 mm Yacuum Mode = High Vacuum

L.um EHT = 10.00 k¥ Signal A=SE1  Date :17 Jul 2009
Mag= 2000 K X WD =15.0 mm Yacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.9 % 5 polimer konsantrasyonunda,15 kV, 0,7 ml/dk, 20 cm, %20 DMF/%80
CHCI3 parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM goruntisi
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EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :17 Jul 2008
WD = 7.0 mm Photo No. = 4292 Time :13:41:54

EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 Date :17 Jul 2009
WD = 7.0 mm Photo No. = 4295 Time :13:56:03

Sekil 4.10. %5 polimer konsantrasyonunda, 21 kV, 12 ml/sa, 20 cm, %5 DMF/%95

CHC I3 parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM gorintisu



Deneysel Bulgular ve Tartigmalar 59

Literatirde PHA nanofiber ile yapilan ¢alismalarda, polihidroksibutirat-ko-valerat
(PHBV) polimer ¢odzicustne alkol eklenmesiyle iletkenligin arttigi, bunun sonucu
olarak daha duz ve daha az boncuksu yapilarin elde edildigi géruldu (Zuo, 2005).
Cozeltiye etanol eklenmesi ile viskozitenin arttigi ve ylzey geriliminin azaldigi
bilinmektedir. Bu etki daha duzgin fakat daha kalin filament olusumuna izin verir.
Etanol eklenmesiyle ¢ozucu daha kolay buharlagmakta, viskozite artmakta ve

boncuk olusum hizi azalmaktadir (Kozanoglu, 2006).

Bu bilgilerden yola cikilarak farkl etanol konsantrasyonlarinda [%25 CHCI3/%75
etanol, %35 etanol/%65 CHCIs] hazirlanan doku iskeleleri Sekil 4.11 ve S$ekil
4.12’de verilmigtir. % 5 polimer konsantrasyonunda, 9 kV, 20 mi/sa, 20 cm, %35
etanol/%65 CHCI; parametrelerinde elde edilen ortalama nanofiber ¢aplari 600 nm
civarinda iken %5 polimer konsantrasyonunda,17 kV, 20 ml/sa, 15 cm, %25
CHCI3/%75 etanol parametrelerinde elde edilen nanofiberler 450 nm civarindadir.
Sonug olarak ¢dzuclye etanol eklenmesi boncuk olusumunu engellemis ancak
etanol miktarini arttirdigimizda fiber ¢apinin da arttigi gézlemlendi. Literattirde bu

yonde bilgiler de mevcuttur (Fong, 1999; Kozanoglu, 2006).

Yapilan g¢alismalar arasinda ¢ozucuye etanol eklenerek hazirlanan matrikslerdeki
fiberlerin diger gruplara gére cap ve boncuk olusumu agisindan daha iyi oldugu
sonucuna varildi. Etanol eklenerek hazirlanan matriksler i¢cin en uygun akis hizi,
voltaj, mesafe ve konsantrasyon belirlendi. Ticari ve sentez PHB kullanilarak %5
polimer konsantrasyonunda %25 CHCIs/%75 etanol, 17 kV'da, 20ml/sa akis

hizinda, 15 cm mesafede hazirlanan doku iskeleleri deneylerde kullanildi.
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EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :17 Jul 2009
WD = 7.0 mm Photo No. = 4249 Time :10:59:22

EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 Date :17 Jul 2009
WD = 7.0 mm Photo Mo. = 4255 Time :11:15:54

Sekil 4.11. %5 polimer konsantrasyonunda, 17 kV, 20 ml/sa, 15 cm,
%25 CHCI3/%75 etanol parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM

goruntusu
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Signal Date :17 Jul 2009
Photo No. = 4284 Time :13:26:39

EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :17 Jul 2009
WD = 7.0 mm Photo No. = 4289 Time :13:35:14

Sekil 4.12. % 5 polimer konsantrasyonunda, 9 kV, 20 ml/sa, 20 cm,
%35 etanol/%65 CHCI; parametrelerinde elde edilen nanofiberlerin SEM

goruntusu



Deneysel Bulgular ve Tartigmalar 62

4.3. Ticari PHB’den Hazirlanan Nanofibriler Doku iskelelerinin Mekanik

Dayaniklilig

Bu deneyde %5’lik %25 etanol/%75 CHCI;, 17 kV’da, 20ml/sa akis hizinda, 15 cm
mesafede hazirlanan doku iskeleleri 8 cm uzunlugunda, 2 cm eninde, 0.5 mm
kalinhginda kesildi. Ticari PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskelesinin

cekme-uzama grafigi Sekil 4.13’de verildi.
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Sekil 4.13. Ticari PHB’den Hazirlanan Nanofibriler Doku iskelelerinin

Cekme-Uzama Grafigi

Ticari PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskelesinin elastik modult 88 MPa,

¢ekme dayanimi 3,6 MPa olarak bulundu.
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4.4. Ticari PHB’den Hazirlanan Doku iskelelerinin Biyouyumluluk Testleri
4.41. Dondurarak Kurutma Yontemiyle Hazirlanan Doku iskelelerinin
Sitotoksisitesi (MTT)

Bu calismada 3.4’de anlatildigi gibi dondurarak kurutma yontemi ile doku iskeleleri
elde edildi. Elde edilen doku iskelelerinin mesane epitel hucrelerine toksisitesi
incelendi. Sonuglar Cizelge 4.1°deki gibidir. Bu sonuglara gore 5. gun sonunda
modifiye ediimemis PHB doku iskelesi ile etkilestirilen hicrelerde % 85.3; EDA
modifiye doku iskelesi ile etkilestirilen hicrelerde %82; PEG modifiye doku iskelesi

ile etkilestirilen hiicrelerde de %80.9 canlilik gézlenmisgtir.

Cizelge 4.1. Modifiye edilmis (EDA-PEG) ve modifiye edilmemis dondurarak
kurutma yontemi ile hazirlanan ticari PHB doku iskelelerinin mesane epitel

hicreleri Uzerine etkileri

Ticari PHB'den D_ondurarak Kurutma Yontemi ile Elde Edilen
Doku Iskelesinin Sitotoksisite Sonuglari
Ortalama
Absorbans + STD %Canliik
Kontrol 0.41940.01 100
PHB 0.383+0.02 91.299
1Giln EDA-PHB 0.375+£0.06 89.551
PEG-PHB 0.376+£0.02 89.630
PHB 0.369£0.02 88.081
2Gin EDA-PHB 0.353£0,02 84.207
PEG-PHB 0.367+0.01 87.485
PHB 0.366+0.01 87.246
3Gin EDA-PHB 0.366+0.01 87.437
PEG-PHB 0.354+0.05 84.545
PHB 0.342+0.05 81.525
4Giln EDA-PHB 0.351£0.02 83.869
PEG-PHB 0.348+0.03 83.156
PHB 0.358+0.02 85.387
5Gin EDA-PHB 0.344+0.02 82.002
PEG-PHB 0.33940.02 80.929
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4.4.2. Nanofibriler Yapida Hazirlanan Doku iskelelerinin Sitotoksisitesi (MTT)

Bu calismada ticari PHB’den elektrospinning yontemi ile nanofibriler doku
iskeleleri elde edildi ve doku iskelelerinin ylzeyi EDA ve PEG kullanilarak
modifiye edildi. Elde edilen modifiye (EDA-PEG) ve modifiye edilmemis doku
iskelelerinin mesane epitel hucrelerine sitotoksik etkileri incelendi. Bu amacgla doku
iskeleleri 1-5 gun hucre kultir vasati ile (0,2 gr/1ml vasat) inkibe edildi. 96
kuyucuklu plaga 8000 hicre/ml ekildi ve sitotoksisite calismasi yapildi. Sonuglar
Cizelge 4.2’ deki gibidir. Bu sonuglara gore doku iskelesi-vasat inkiibasyon suresi
arttikca toksisite orani da artmaktadir. Ornegin EDA modifiye ticari PHB
nanofibriler doku iskelesi birinci gin % 0,4 toksik iken besinci gin bu oran %
24,3’e ciktl.

Cizelge 4.2. Modifiye edilmis (EDA-PEG) ve modifiye edilmemis nanofibriler ticari

PHB doku iskelelerinin mesane epitel hucreleri Uzerine etkileri

Ticari PHB’den Hazirlanan Nanofibriler Doku Iiskelesinin
Sitotoksisite Sonuglari
Absorane s sTD | %Canlik

KONTROL 0.763+0.02 100
1Gin PHB 0.715+0.03 93.709
EDA-PHB 0.76+0.03 99.607
PEG-PHB 0.737+0.04 96.592
2Gin PHB 0.694+0.06 90.957
EDA-PHB 0.649+0.03 85.059
PEG-PHB 0.688+0.03 90.170
3Gln PHB 0.696+0.03 91.219
EDA-PHB 0.643+0.04 84.273
PEG-PHB 0.613+0.03 80.341
4Gin PHB 0.582+0.05 76.278
EDA-PHB 0.6+0.06 78.637
PEG-PHB 0.587+0.04 76.933
5Giln PHB 0.599+0.04 78.506
EDA-PHB 0.57+0.04 74.705
PEG-PHB 0.573+0.04 75.098
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4.4.3. Dondurarak Kurutma ve Elektrospinning Yontemiyle Hazirlanan Doku

iskelelerinde Hiicre Gogalma Orani

Bu calismada ticari PHB’den elektrospinning yontemi ile elde edilen nanofibriler
doku iskeleleri ile dondurarak kurutma yodntemi ile elde edilen makropordz

geleneksel doku iskelelerinin hicre ¢ogalma oranina etkisi incelendi. Sonuclar

Cizelge 4.3'deki gibidir.

Cizelge 4.3. Mesane epitel

hicreleri

nanofibriler doku iskelelerinin hiicre godalma oranina etkisi

65

ile etkilestirilen ticari geleneksel ve

Nanofibriler ve Geleneksel Ticari PHB Doku iskelelerininde Hiicre Cogalma Orani +STD

1. Gln

3. Gln

6. Gln

8.gln

10.gln

Nanofibriler
PHB Doku
Iskelesi

0.385+0.01

0.383+0.03

0.464+0.02

0.512+0.06

0.649+0.02

EDA Modifiye
Nanofibriler
PHB Doku
iskelesi

0.483+0.02

0.572+0.06

0.616+0.04

0.860+0.02

0.882+0.03

PEG Modifiye
Nanofibriler
PHB Doku

iskelesi

0.412+0.05

0.627+0.01

0.764+0.01

0.793+0.03

1.09+0.02

Geleneksel
PHB Doku
iskelesi

0.105+0.01

0.152+0.05

0.140+0.05

0.329+0.01

0.327+0.04

Geleneksel
EDA Modifiye
PHB Doku
iskelesi

0.210+0.03

0.295+0.03

0.321+0.04

0.311+0.05

0.450+0.06

Geleneksel
PEG Modifiye
PHB Doku
iskelesi

0.111+0.02

0.19+0.04

0.203+0.03

0.241+0.06

0.295+0.01
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10 gunlik yapilan bu testin sonucuna gore nanofibriler yapi, hucre ¢ogalma

oranini artirmaktadir.

Cogalma orani testinin disinda hicre sayisini goézlemlemek amaciyla ticari
PHB’den dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile hazirlanan doku
iskeleleri, hlcrelerle etkilestirilip SEM ve optik mikroskop goérintileri alinmigtir.
Ticari PHB’den dondurarak kurutma ydntemiyle hazirlanan doku iskeleleri
(modifiye edilmemis ve EDA-PEG modifiye) 1 hafta hicrelerle etkilestirildikten
sonra elde edilen goruntuler Sekil 4.14, 4.15, 4.16’da verilmigtir. Goéruntulerden ve
c¢ogalma orani testinden de anlasildi§i gibi modifiye edilen doku iskelelerinde

modifiye edilmemise gore hlcre sayisi daha goktur.

Sekil 4.14. Hicre yapismis modifiye edilmemis geleneksel ticari PHB doku

iskelesinin optik mikroskop goruntisu (A ve B fotograflari 10X10, 10X20)
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Sekil 4.15. Hucre yapismis EDA ile modifiye edilmis geleneksel ticari PHB
doku iskelesinin optik mikroskop goruntusu
(A ve B fotograflari 10X10,10X20)

Sekil 4.16. Hucre yapismis PEG ile modifiye edilmis geleneksel ticari PHB doku
iskelesinin optik mikroskop gorintisu (A ve B fotograflari 10X10, 10X20)
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Sekil 4.17'de ise ticari PHB'den nanofibriler yapida hazirlanan doku iskeleleri
Uzerinde mesane epitel hicreleri gorilmektedir. Cogalma orani testinin
sonucunda oldugu gibi dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan doku
iskelelerine kiyasla nanofibriler doku iskelelerindeki hlcre yapismasinin fazla

oldugu, alinan SEM géruntulerinde de gorulmektedir.

nolab 500

Sekil 4.17. Hucre yapismis ticari PHB nanofibriler
doku iskelesinin SEM gorintisu
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4.5. Bakteriyel PHB’den Doku iskelesi Hazirlanmasi

4.5.1. Dondurarak Kurutma Yéntemiyle Doku iskelesi Hazirlanmasi

Bakteriyel polimerden dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanan; 1 cm c¢apinda
ve 0,5 cm kalinhiginda olan doku iskelelerinin optik mikroskop goruntisu Sekil
4.19'da verildi.

Sekil 4.18. Geleneksel yontemle hazirlanan doku iskeleleri

Sekil 4.19. PHB doku iskelesinin optik mikroskop goruntisu (10X20)

4.5.2. Nanofibriler Yapida Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Ticari polimerden nanofibriler yapilarin hazirlanmasinda kullanilan parametreler
aynen bakteriyel polimerde de kullanildi. Sekil 4.20'de %5 polimer
konsantrasyonunda %25 etanol/%75 CHCIs, 17 kV’da, 20ml/sa akis hizinda, 15
cm mesafede hazirlanan doku iskeleleri gorulmektedir. Hazirlanan doku

iskelelerindeki ortalama nanofiber ¢aplari 800 nm olarak belirlendi.
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Sekil 4.20. %5 polimer konsantrasyonunda,17 kV, 20 ml/sa, 15 cm
%25 etanol/%75 CHCI; parametrelerinde bakteriyel PHB’den elde edilen

nanofiberlerin SEM goruntisu

70
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4.6. Bakteriyel PHB’den Hazirlanan Nanofibriler Doku iskelelerinin Mekanik
Dayaniklilig:

Bu deneyde %5 polimer konsantrasyonunda, %25 etanol/%75 CHCIs, 17 kV’da,
20ml/sa akis hizinda, 15 cm mesafede hazirlanan doku iskeleleri 8 cm
uzunlugunda, 2 cm eninde, 0.5 mm kalnliginda kesildi. Bakteriyel PHB’den

hazirlanan nanofibriler doku iskelesinin gekme-uzama grafigi Sekil 4.21°de verildi.
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Sekil 4.21. Bakteriyel PHB’den Hazirlanan Nanofibriler Doku iskelelerinin

cekme-uzama grafigi

Bakteriyel PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskelesinin elastik modultsu 71
MPa, cekme dayanimi 2,88 MPa olarak bulundu. PHB’nin gergek elastik modulis
degeri 1.1-3.5 GPa ve cekme dayanimi 43 MPa’'dir (Misra, 2006). Bakteriyel
PHB’den elde edilen degerler ile bu degerler karsilastirildiginda bakteriyel PHB’nin
cekme dayanikhihginin ve elastik modulin dusuk oldugu goérulda. Ticari ve
bakteriyel PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskeleleri karsilastirildiginda

bakteriyel nanofibriler yapinin ticariye kiyasla daha zayif oldugu da goérulda.
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4.7. Bakteriyel PHB’den Hazirlanan Doku iskelelerinin Biyouyumluluk
Testleri

4.7.1. Dondurarak Kurutma Yoéntemiyle Hazirlanan Doku iskelelerinin
Sitotoksisitesi (MTT)

Bu calismada bakteriyel kaynakli PHB’den dondurarak kurutma ydntemi ile doku
iskeleleri elde edildi. Hazirlanan bu doku iskelerinin sitotoksisitesinin belirlenmesi

icin MTT testi yapildi. Sonuglar Cizelge 4.4’de verildi.

Cizelge 4.4. Modifiye edilmis (EDA-PEG) ve modifiye edilmemis dondurarak
kurutma yontemi ile hazirlanan bakteriyel PHB doku iskelelerinin mesane epitel

hicreleri Uzerine etkileri

Bakteriyel kaynakli PHB’den dondurarak kurutma yéntemi
ile elde edilen doku iskelelerinin sitotoksisite sonuglari
Ortalama
Absorbans+STD %Canhlik

Kontrol 0.54+0.01 100

1Gln PHB 0.53+0.06 98.13
EDA-PHB 0.53+0.05 98.19

PEG-PHB 0.51+0.03 94.45

2Gin PHB 0.50+0.01 94.08
EDA-PHB 0.49+0.02 91.14

PEG-PHB 0.48+0.03 90.54

3Gin PHB 0.47+0.05 87.01
EDA-PHB 0.46+0.04 86.65

PEG-PHB 0.45+0.02 84.24

4Giln PHB 0.45+0.01 84.58
EDA-PHB 0.44+0.03 82.62

PEG-PHB 0.43+0.02 81.03

5Gin PHB 0.44+0.01 81.68
EDA-PHB 0.42+0.01 77.62

PEG-PHB 0.41+0.01 76.07

Bakteriyel kaynakli PHB'den dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen doku
iskelelerinin sitotoksisite sonuglari incelendiginde: 5.gun sonunda modifiye
edilmemis PHB doku iskelesi %18,3; EDA modifiye %22,4; PEG modifiye PHB

doku iskelesinin ise %24 toksik oldugu goruldu.
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4.7.2. Nanofibriler Yapida Hazirlanan Doku iskelelerinin Sitotoksisitesi (MTT)

Bu calismada “0,2gr doku iskelesi/1ml vasat” konsantrasyonunda doku iskeleleri
1-5 gun hucre kultir vasati ile etkilestiriimistir. Mesane epitel hucreleri 9000
hicre/ml konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaga ekildi ve bir gece etlivde inkibe
edildi. inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu plaktaki vasat atildi ve doku iskeleleri
ile etkilestiriimis vasat hucrelerin Uzerine pipetlendi. Bir gece etlvde inkibe
edildikten sonra 3.9.2’ de anlatildidi gibi sitotoksisite testi yapildi. Sonuglar Cizelge
4.5’deki gibidir. Bu sonuglara gore; doku iskelesi-vasat'in inkibasyon suresi
arttikca toksisitesi de artmaktadir. Ornegin EDA ile modifiye edilmis PHB
nanofibriler doku iskelesi 1. gun %2,4 toksisiteye sahipken 5. gin sonunda %13,9

toksisiteye sahiptir.

Cizelge 4.5. Modifiye edilmis (EDA-PEG) ve modifiye edilmemis nanofibriler

bakteriyel PHB doku iskelelerinin mesane epitel hicreleri Uzerine etkileri

Bakteriyel Kaynakli PHB Nanofibriler Doku Iiskelesi

AbsorameSTD %Canlilik

Kontrol 0.5215+0.03 100

PHB 0.502+0.05 96.26

1gln EDA-PHB 0.509+0.04 97.60

PEG-PHB 0.491+0.04 94.15

PHB 0.482+0.01 92.43

2gin EDA-PHB 0.485+0.05 93.00

PEG-PHB 0.488+0.05 93.58

PHB 0.489+0.06 93.77

3giln EDA-PHB 0.478+0.04 91.66

PEG-PHB 0.469+0.05 89.93

PHB 0.462+0.04 88.59

4gln EDA-PHB 0.467+0.04 89.55

PEG-PHB 0.453+0.03 86.86

PHB 0.455+0.01 87.25

5giln EDA-PHB 0.458+0.04 87.82

PEG-PHB 0.449+0.03 86.10
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4.7.3. Dondurarak Kurutma ve Elektrospinning Yontemiyle Hazirlanan Doku

iskelelerinde Hiicre Gogalma Orani

Bakteriyel PHB’den dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile hazirlanan,
modifiye edilmemis ve EDA-PEG modifiye doku iskeleleri 1 hafta hucrelerle
etkilestirildikten sonra optik mikroskop goértntileri alindi (Sekil 4.22, 4.23, 4.24).
Ticari PHB’den dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinde
oldugu gibi bakteriyel PHB'den hazirlanan modifiye edilmis (EDA-PEG) doku

iskelelerine, modifiye edilmeyenlere gore daha iyi hicre yapistigi goérulda.

PHB nanofibriler doku iskelelerinin SEM

gorantisu Sekil 4.25°de verildi. Ticari PHB nanofibriler doku iskelesine goére

Hucrelerle etkilestirilen bakteriyel

bakteriyel PHB nanofibriler doku iskelesinde hicre sayisi azdir. Cunku bakteriyel
PHB nanofibriler doku iskeleleri 2 gin hicrelerle etkilestirildikten sonra gorinti
alindi, ticari PHB nanofibriler doku iskeleleri

oysa Ki 7 gun hucrelerle

etkilestirilmisti.

Cizelge 4.6. Mesane epitel hucreleri ile etkilestirilen bakteriyel geleneksel ve

nanofibriler doku iskelelerinin hiicre godalma oranina etkisi

Nanofibriler ve geleneksel bakteriyel PHB doku iskelelerinin hiicre godalma orani £STD
1. Gin 3. Gin 6. Gin 8.glin 10.glin
Nanofibriler PHB | 5 13,0 01 | 0.17520.05 | 0,252¢0,01 | 0.445:0.03 | 0.713£0.04
doku iskelesi
EDA modifye
nanofibriler PHB | 0.108+0.01 | 0.352+0.01 0.388+0.04 0.404+0.01 0.908+0.01
doku iskelesi
PEG modifiye
nanofibriler PHB | 0.135+0.01 | 0.343+0.01 0.475+0.06 0.535+0.04 0.904+0.03
doku iskelesi
PHB geleneksel |, 141,006 | 0.12320.01 | 0.155:0.05 | 0.269:0.01 | 0.396:0.05
doku iskelesi
EDA modifiye
PHB geleneksel 0.136+0.02 | 0.153+0.02 0.166+0.05 0.205+0.04 0.420+0.05
doku iskelesi
PEG modifiye
PHB geleneksel 0.22+0.01 0.268+0.03 0.285+0.01 0.383+0.06 0.398+0.01
doku iskelesi

Nanofibriler ve geleneksel bakteriyel PHB doku iskelelerinin hicre ¢cogalma orani
testi sonuglarina goére; nanofibriler yapida genel olarak hlicre ¢odalma oraninin

geleneksel doku iskelelerine gbre daha fazla oldugu bulundu. Ayni zamanda
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modifiye edilmis nanofibriler doku iskelelerinde modifiye edilmemislere gore hicre

¢ogalma oraninin daha fazla oldugu goraldu.

Sekil 4.22. Hicre yapismis modifiye edilmemis geleneksel bakteriyel PHB doku

iskelesinin optik mikroskop goérintisa (10X20)

Sekil 4.23. Hucre yapismig EDA ile modifiye edilmis geleneksel bakteriyel PHB

doku iskelesinin optik mikroskop goérinttsi (10X20)
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Sekil 4.24. Hucre yapismis PEG ile modifiye edilmis geleneksel bakteriyel
PHB doku iskelesinin optik mikroskop goruntusu (10X20)

Anadolu University  EHT=2000kv  10pm
Material Sei2Eng.  wh= g mm

Date :27 Aug 2009 Mag= 3.86 KX

Sekil 4.25. Hlcre yapismis sentez PHB nanofibriler doku iskelesinin SEM
goruntusu
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SONUGLAR

Sunulan ¢alismalar kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmisgtir.

“Alcaligenes eutrophus (DSM 545)” susundan PHB uretildi. NMR sonuglari

ile Uretilen PHB’nin yUksek saflikta oldugu goéraldu.

Ticari PHB’den dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile doku
iskeleleri hazirlandi. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan
matrikslerin SEM ve optik goruntilerinde yuksek poroziteye sahip oldugu
goruldu. Elektrospinning yontemi ile hazirlanan doku iskelelerindeki fiber

caplari ortalama 450 nm olarak olguldd.

Ticari PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskelelerinin  mekanik

dayaniklihgina bakildi.

Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan ticari PHB doku iskelelerinin
sitotoksisite g¢alismalarinda modifiye edilmemis grubun modifiye edilenlere

(EDA-PEG) kiyasla 5. giin sonunda daha az toksisite gosterdigi goruldu.

Elektrospinning yontemi ile hazirlanan ticari nanofibriler doku iskelelerinin
sitotoksisitesine bakildiginda modifiye edilmemis grubun modifiye edilenlere
(EDA-PEG) kiyasla daha az toksik oldugu gorulda, ancak 5. glnin

sonunda toksisitenin tum gruplarda arttigi goruldu.

Ticari geleneksel ve nanofibriler doku iskelelerinin hiicre ¢ogdalma oranina
etkisi incelendiginde nanofibriler yapinin, hicre ¢ogalma oranini artirdigi
bulundu. Ayrica modifiye edilen ticari geleneksel ve nanofibriler doku
iskelelerinin, modifiye edilmeyen gruba gbre hlcre c¢ogalma orani
bakimindan daha iyi oldugu sonucuna varildi. Bu sonu¢ SEM ve optik

mikroskoptan elde edilen goruntulerle de desteklendi.

Bakteriyel PHB'den dondurarak kurutma ve elektrospinning yontemi ile
doku iskeleleri hazirlandi. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan

matrikslerin optik goruntulerinde yuksek poroziteye sahip oldugu goruldu.
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Elektrospinning yontemi ile hazirlanan doku iskelelerindeki fiber caplar

ortalama 800 nm olarak olguldu.

e Bakteriyel PHB’den hazirlanan nanofibriler doku iskelelerinin mekanik
dayaniklihgina bakildi. Bakteriyel PHB nanofibriler doku iskelesinin ticariye

kiyasla dayanikliiginin daha dusuk oldugu goéruldu.

e Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan bakteriyel PHB doku
iskelelerinin  sitotoksisite c¢alismalarinda modifiye edilmemis grubun
modifiye edilenlere (EDA-PEG) kiyasla 5. gin sonunda daha az toksisite

gOsterdigi goraldu.

e Elektrospinning yontemi ile hazirlanan bakteriyel nanofibriler doku
iskelelerinin sitotoksisitesine bakildiginda 5. gunin sonunda toksisitenin

tum gruplarda arttig1 gézlemlendi.

o Bakteriyel ve ticari kaynakli, dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan
PHB doku iskelelerinin hicre c¢ogalma orani etkilerine bakildiginda
aralarinda fazla fark olmamasina ragmen bakteriyel kaynakli geleneksel

PHB doku iskelelerinde hicre ¢ogalma oraninin daha iyi oldugu goéruldu.

o Bakteriyel ve ticari kaynakli, elektrospinning yontemi ile hazirlanan PHB
doku iskelelerinin hicre gogalma oranina etkisi incelendiginde; genel olarak
bakteriyel kaynakli PHB nanofibriler yapilarin hiicre gogalma orani Gzerinde

etkisinin daha fazla oldugu gorulda.
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Genel ¢ikarim;

Elektrospinning ve dondurarak kurutma yontemlerle hazirlanan doku
iskelelerinin  hlicre c¢ogalma oranina etkisi incelendiginde nanofibriler

yapinin hidcre ¢godalma oranini arttirdigi bulundu.

Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan ticari ve bakteriyel kaynakl
doku iskelelerinin sitotoksik etkilerine bakildiginda aralarinda ¢ok fazla fark
olmadigi goruldu. Yalnizca 5. gun sonunda bakteriyel kaynakli PHB doku

iskelesinin ticari formuna gore biraz daha toksik oldugu goruldu.

Ticari ve bakteriyel kaynakh PHB nanofibriler doku iskelelerinin mesane
epitel hucrelerine olan toksisitelerine bakildiginda; ticari PHB’den elde
edilen nanofibriler doku iskelelerinin bakteriyel kaynakli PHB nanofibriler
doku iskelesine gore daha toksik oldugu bulunmustur. Ornegin besinci giin
bakteriye kaynakli modifiye ediimemis PHB %12,75; EDA modifiye % 12,2;
PEG modifiye PHB nanoscaffold %13,9 oraninda toksikken ticari modifiye
edilmemis PHB %21,5; EDA modifiye % 25,3; PEG modifiye PHB

nanoscaffold %25 oraninda toksiktir.
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